VARIABILIDADE MORFOCULTURAL E GENETICA DE FUNGOS
ASSOCIADOS A PODRIDAO PEDUNCULAR DO MAMAO

RESUMO - Objetivou-se, com este trabalho, verificar
a variabilidade morfocultural e genética de fungos associa
dos & podridéo peduncular do maméo (Carica papaya L.).
As avaliagbes morfoculturais foram feitas pelo indice
de crescimento micelial e caracteristicas das col6nias,
como coloragdo e tipo de micédlio, quando os isolados
foram crescidos em diferentes meios de cultura (BDA,
MDA e Czapek). A variabilidade genética foi verificada
por meio de andlises de AFLP. Os isolamentos foram feitos
em frutos obtidos de diferentes regides produtoras do Bra-
sil. Foram estudados oito isolados de cada uma das trés
espécies mais incidentes (Colletotrichum gloeosporioi-
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des, Phoma caricae-papayae e Fusarium solani). Foi
verificado que os meios BDA e MDA promoveram
um maior e mais rgpido crescimento micelial para a
maioria dos isolados testados e houve variacdes nas
coloracfes das colbnias desses isolados nos diferen-
tes meios. A andlise de AFLP gerou um total de 339
bandas polimorficas, indicando uma variabilidade
genética entre os isolados de cada espécie flngica,
com alguns desses microrganismos formando grupos
divergentes dos demais. N&o foi observada uma cor-
relagdo entre caracteristicas morfolégicas e andises de
AFLP.

TERMOS PARA INDEXACAO: Colletotrichum gloeosporioides, Phoma caricae-papayae, Fusarium solani,

AFLP, Carica papaya.

MORPHOCULTURAL AND GENETIC VARIABILITY OF FUNGI
ASSOCIATED WITH STEM-END ROT OF PAPAYA

ABSTRACT - The objective of this work was to ook
a the variability between isolates of the three fungal
species, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium
solani and Phoma caricae-papayae associated with
stem-end rot in papaya fruits (Carica papaya L.) which
were produced in different regions of Brazil. In one
trial, comparisons were made  considering
morphological and cultural characteristics exhibited by
the fungi grown in different media: Potato dextrose
agar (PDA), Papaya extract agar (PEA) and Czapek. In
general, mycelial growth of all fungi was higher in

PDA and PEA and no correlation was seen between
growth rates and other morphocultural characteristics
such as color, colony type and others for al isolates
compared. The analysis of AFLP markers revealed
that there is a huge genetic variation between
isolates as demonstrated by the production of 339
bands in eletrophoretic gel. With basis on genetic
diversity it was possible to characterize four groups of
C. gloeosporioides, F.solani and P. caricae-papayae.
No correlation was seen between morphocultural
characteristics and AFLP analysis.

INDEX TERMS: Colletotrichum gloeosporioides, Phoma caricae-papayae, Fusarium solani, AFLP, Carica pa-

paya.
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INTRODUGCAO

A podriddo peduncular do maméo (Carica
papaya L.) é o resultado da colonizaggo dos tecidos do
fruto por um complexo de fungos, incluindo Colletotri-
chum gloeosporioides, Fusarium solani, Phoma cari-
cae-papayae, Botryodiplodia sp, Phomopsis sp, Fusa-
rium spp, Alternaria alternata, Stemphylium lycoperci-
si e Colletotrichum gloeosporioides Esses fungos de-
senvolvem-se no local do corte do pedinculo, ou nas
rachaduras, ou mesmo nos ferimentos que ocorrem du-
rante a colheita, comprometendo a qualidade do fruto
(BLEINROTH, 1995).

A crescente demanda mundial por frutas tropi-
cais tem exigido dos produtores e exportadores uma
preocupagdo quanto a producdo de frutas de melhor
qualidade fitossanitaria, tornando essencial o desenvol-
vimento de programas de controle, incluindo a diagno-
se prévia desses patdgenos, que sdo problemas em poés-
colheita.

A caracterizag@o morfol 6gica é tradiciona mente
empregada para a identificagdo de fungos fitopatogéni-
cos e envolve andlise de pigmentagéo das colbnias, tex-
tura, forma marginal e velocidade de crescimento mice-
lia, processo de formagdo, forma e tamanho de esporos
(BURGESS et a., 1995), aém de patogenicidade
(VALIM-LABRES €t a., 1997). Entretanto, essa carac-
terizag@o, embora (til, € bastante limitada por causa do
baixo nimero de caracteres passiveis de serem analisa
dos (FUNGARO, 2000), da alta instabilidade e depen-
déncia da composicdo do meio utilizado, das condi¢des
de incubacéo e das variagles intrinsecas ao patdgeno.

Diante disso, as técnicas moleculares baseadas
em andlise de DNA tém possibilitado o desenvolvimento
de métodos rgpidos, sensivels e especificos de deteccdo

de fitopatdgenos e que poderdo ser utilizados num futu-
ro préximo como parte dos programas de controle de
qualidade de frutos para exportagéo.

Objetivou-se, com este trabalho, verificar a vari-
abilidade morfocultural e genética dos principais fun-
gos associados a podriddo peduncular do mamao, obti-
dos de diferentes regides produtoras do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo e procedéncia dosisolados

Utilizando-se frutos de mamoeiro obtidos de re-
gides produtoras dos Estados de Minas Gerais, Espirito
Santo, Bahia e Amazonas, foram feitos isolamentos dos
fungos presentes. Foi feita uma camara Umida do pe-
dinculo, que foi previamente cortado em pedacos, de-
sinfestado superficiamente com &cool, hipoclorito de
sodio 1% e lavado em é&gua destilada esterilizada. O
material foi incubado em caixas gerbox contendo duas
folhas de papel de filtro umedecidas em &gua destilada
esterilizada, por um periodo de 48 horas a 20+2°C e fo-
toperiodo de 12 horas. Posteriormente, procedeu-se ao
isolamento direto dos fungos, que foram transferidos
para placas de Petri contendo meio BDA e incubados
em camaras de 20+2°C, sob fotoperiodo de 12 horas.
Apbs o crescimento dos isolados, foram feitas repica-
gens periddicas até a obtengdo das culturas puras. Por
meio de preparagdes em laminas e observagdes ao micros-
copio Gtico, fez-se a identificacdo dos organismos baseada
em suas caracteristicas morfolGgicas. De cada epécie, fo-
ram tomados aestoriamente oito isolados dos fungos cita-
dos naliteratura como associ ados apodridéo peduncular do
maméo (Tabela 1).

TABELA 1 — Procedéncia de isolados de C. gloeosporioides, F. solani e P. caricae-papayae, associados a podri-

dao peduncular do maméo. UFLA, Lavras, MG, 2002.

F. solani C. gloeosporioides P. caricae papayae

I solado Procedéncia Isolado Procedéncia Isolado Procedéncia
F-08 Amazonas C-10 Bahia A-31 Bahia
F-25 Bahia C-26 Bahia A-15 Espirito Santo
F-29 Bahia c-27 Bahia A-20 Espirito Santo
F-33 Bahia C-32 Bahia A-24 Espirito Santo
F-01 Espirito Santo cC-34 Bahia A-42 Minas Gerais
F-18 Espirito Santo C-12 Espirito Santo A-43 Minas Gerais
F-36 Espirito Santo C-17 Espirito Santo A-44 Minas Gerais
F-40 Minas Gerais C-19 Espirito Santo A-45 Minas Gerais
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Variabilidade morfocultural dosisolados, in vitro

Os isolados de P caricae-papayae, C.
gloeosporioides e F. solani foram cultivados por 7 dias
em melo BDA e, apos esse periodo, um disco de meio
contendo micélio foi retirado da periferia da col6niae
transferido para o centro de novas placas de Petri de 9
cm de didmetro contendo 0 meio a ser testado. Os fun-
gos foram cultivados em meio BDA, meio Czapek e
meio MDA (200 g maméo, 20 g agar e 20 g dextro-
se/1000 mL de &gua), em camara com temperatura de
20+2°C efotoperiodo de 12 horas.

Durante um periodo de 7 dias, foram feitas avdia-
¢Oes da taxa de crescimento dos isolados, a intervalos de
24 horas, medindo-se dois didmetros ortogonais entre s na
face inferior das placas, aé que uma das placas (repeticéo)
de cada um dos isolados apresentasse 0 maior didmetro em
cada meio. De posse dos dados, foram calculados os indi-
ces de crescimento micelia segundo aférmula

ICM= C +C ...+_Cy
N1 N Nn
em que:
ICM= indice de crescimento micelia
C,= crescimento micelial no primeiro dia
N1= nimero de dias

As caracteristicas morfoldgicas utilizadas na
andlise dos isolados foram: (a) coloragdo e tipo de mi-
célio (aspectos de densidade e homogeneidade das hi-
fas); (b) posicdo do micélio em relagdo ao substrato; (c)
presenca e auséncia de anelamento.

A coloragéo das culturas foi descrita conforme o
sistema de Munsell Color Company (1975) de notagéo
de cores.

Cultivo dos isolados e extragdo do DNA ge-

némico

Qito isolados de cada um dos trés géneros em
estudo foram cultivados em meio BDA por 7 dias. Apés
esse periodo, um disco de BDA de 5 mm de didmetro
foi transferido para erlenmeyer contendo 150 mL de
meio liquido (MILLS et a., 1994). Os erlenmeyers com
meio liquido contendo o isolado foram mantidos em a
gitador com temperatura de 20°C sob agitagéo, no escu-
ro, por mais 7 dias. Foram feitas quatro repeticfes por
isolado. Para posterior extracdo do DNA, o micéio
produzido foi filtrado com auxilio de uma bomba de
vécuo, em camara de fluxo laminar, e liofilizado, por
48 horas, sob temperatura de -40°C, pressdo 10 mbar.
As extragBes do DNA nuclear foram executadas em-
pregando Kit DNeasy Qiagen (1999).

Amplificagdo do DNA

As andlises de AFLP (polimorfismo de tamanho
de fragmentos amplificados) foram redlizadas na Bri-
gham Young University-Utah (USA) usando-se o proto-
colo da Life Technologies (1999). A amplificagdo sele-
tiva foi feita com primers Eco Rl + 2 pares de bases e
Msel + 2 pares de base (CHEUNG, 2000), para as dife-
rentes combinagdes dos primers (Tabela 2), sendo os
primers Eco Rl marcados com radioisétopo fosforo 32.

Os produtos das amplificages foram carreados
por 2 horas e 30 minutos em gel desnaturante de polia-
crilamida 12,5%, que sofreram previamente uma pré
corrida por 15 minutos. Os géis, ao final da migracéo,
foram secos em papel Whatman 3MM. Subseqiiente-
mente, autoradiogramas foram expostos por 1 a 7 dias
para visualizacéo dos fragmentos de AFLP.

Para a andlise dos dados, foram consideradas a pre-
senca e auséncia de fragmentos de AFLP, os quais foram
transferidos para uma matriz onde a auséncia de uma dada
banda foi denominada por O e a presenga, por 1. As dife-
rencas de intensidade de bandas n&o foram consideradas,
uma vez que o marcador tipo AFLP é dominante. As an&
lises foram desenvolvidas com o programaNTSY S-PC 2.1
(RHOLF, 2000). As similaridades entre os genétipos andi-
sados foram calculadas com o Coeficiente de Dice (1945).
Os isolados foram agrupados usando a andlise de agrupa-
mento UPGMA  (unweighted pair-group  method,
arithmetic average) (RHOLF, 2000).

TABELA 2 — Combinagdo de primers (Gibco BRL)
utilizados no estudo sobre variabilidade de isolados es
sociados apodriddo peduncular do mamao. UFLA, La
vrasMG, 2002.

Combinacéo de primers
Pré Amplificacéo

EcoRlI Msel
AC EAT MCG
AC EAT MCA
AC EAT MCG
AC EAT MCC
AC EAA MCA
AC EAA MCC
AC EAA MCT
AC EAA MCG
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Delineamento experimental e anélise estatistica

Para as taxas de crescimento micelial, o deli-
neamento experimental foi inteiramente casualizado,
constando de 4 repeticOes por isolado, para cada meio
de cultura testado.

RESULTADOSE DISCUSSAO

indice de crescimento micelial dosisolados

Uma maior homogeneidade no indice de cres-
cimento micelial foi obtida com C. gloeosporioides
crescido em meio de maméo (MDA), onde foram ob-
servadas médias elevadas e ndo foram observadas di-
ferencgas significativas entre os isolados. De maneira
geral, ndo houve diferencas significativas entre os
meios de cultura, e 0 meio Czapek permitiu um me-
nor crescimento da maioria dos isolados de C.
gloeosporioides estudados. O isolado C-17 cresceu
menos em meio BDA e mais em meio Czapek, em
rel agdo aos demais. Isolados, como 0 C-32 e 0 C-34,

mostraram altos indices de crescimento micelial,
principalmente em meio BDA e MDA, inferindo-se
gue os isolados podem se comportar diferentemente
no meio de cultura in vitro ou mesmo em condicoes
de substrato do hospedeiro, durante o processo de
patogénese (Tabela 3).

Osisolados de F. solani, em sua maioria, desenvol-
veram-se mais lentamente em meio Czapek e comporta:
ram-se semelhantemente nos meios MDA e BDA. O isola
do F40 teve um destacado crescimento em meio BDA, que
Se mostrou estatisticamente diferente dos demais meios. De
modo gera, 0 meio BDA propiciou um crescimento ho-
mogéneo paraF. solani (Tabea3).

Os isolados de P. caricae-papayae, em sua
maioria, cresceram mais rapidamente em meio BDA e
MDA. O meio Czapek promoveu O crescimento mais
lento desses isolados. Foi observado um padréo de cres-
cimento similar entre os isolados A-43, A-44 e A-45,
procedentes do norte de Minas Gerais e os isolados A-
15 e A-31, procedentes do Espirito Santo e Bahia, res-
pectivamente (Tabela 3).

TABELA 3 — indice de crescimento micelial dos isolados de C. gloeosporioides, F. solani e P. caricae-papayae
associados a podriddo peduncular do maméo, em diferentes meios de cultura. UFLA, Lavras, MG, 2002.

C. gloeosporioides F. solani P. caricae-papayae
Isolado Meio decultura Isolado Meio decultura Isolado Meio decultura

BDA! MDA!  Czapek! BDA! MDA! Czapek* BDA! MDA! Czapek*
10 683ABa 676Aa 455Bb | 01> 7,00Ba 691Ca 627BCa |15 7,63ABa 767ABa  7,4ABa
12 701ABab 750Aa 601ABb | 08 7,4Ba 682Ca 679ABa | 20 640BCa 502D b 421Db
17 563Bb 746Aa 648Aa |18 7.38Ba 705BCa 699ABa |24 613CDa 640BCDa 495CDb
19 683ABab 7,36Aa 594ABb |25 743Ba 799ABa 652ABCb | 31 715ABCa  7,72Aa 726Aa
26 616Ba 611Aa 517ABa |29 660Bab 73LABCa 639ABCb | 42 49Db 609CDa 590BCab
27 578Ba 609Aa 580ABa |33 754Bab  830Aa 738Ab |43 797Aa 754ABab  6,96ABb
32 8l16Aa 76lAa 545ABb | 36 657Ba  7,09BCa  557Cb |44 717ABCa 650ABCa 7,19ABa
34 704ABa 746Aa 446Bb | 40 885Aa 7,58ABCh  724ABb |45 755ABa 679ABCa  7,37Aa
cv® 1154% | CV? 6,53% cv? 8,79%

M édias seguidas de pelo menos uma mesma letra maitscula nas colunas, para cada meio de cultura, n&o di-

ferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

*M édias seguidas de pelo menos uma letra minGscula nas linhas, para cada isolado, n&o diferem entre si pelo

teste de Tukey (P>0,05).
3Coeficiente de variacdo
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Verifica-se que houve uma grande variagdo
guanto a velocidade de crescimento micelial entre os
isolados associados a podriddo peduncular de frutos
de mamoeiro, quando cultivados nos meios de cultu-
ra estudados. Reese et a. (1968), English e Alber-
sheim (1993) afirmam que o crescimento dos fungos
pode ser estimulado quando os mesmos crescem em
meio de cultura contendo monossacarideos. No en-
tanto, alguns autores discutem que 0 aumento nos
niveis de agUcares do meio normalmente reprime a
atividade de alguns microrganismos. Esse fato pode
justificar, por exemplo, o crescimento lento em meio
MDA para isolados como F-01 e A-20, em relagéo
aos demais isolados da espécie, uma vez que, aém
da dextrose, esse meio contava com a fonte de agu-
car proveniente do maméo. Entretanto, para a maio-
ria dos isolados estudados, baseado nas andlises de
indice de crescimento micelial, pode-se afirmar que
0s meios BDA e MDA, aém de permitirem uma
maior homogeneidade de ICM para a maioria dos
isolados, favoreceram o crescimento mais répido dos
fungos, quando comparados ao meio Czapek.

Em relagéo a procedéncia dos isolados (Tabela
1), nota-se que o ICM foi também variavel entre os
isolados, mesmo naqueles provenientes de um mes-
mo Estado. Uma explicac8o provavel para esses re-
sultados pode estar no fato de que alguns isolados,
embora oriundos de um mesmo Estado, foram obti-
dos a partir de frutos produzidos em localidades com
caracteristicas edafocliméticas distintas nos Estados
amostrados ou em lavouras com manejos diferentes.
Assim, pode-se afirmar que o indice de crescimento
micelial ndo foi suficiente para estabelecer qualquer
correlagdo entre essa variavel e a origem geogréfica
dos isolados, inferindo-se que outros fatores podem
estar relacionados com a variabilidade. Esses dados
estdo em concordancia com Valim-Labres et al.
(1997), que sugerem que a diversidade de microrga-
nismos ndo é ocasionada unicamente por pressdes do
ambiente decorrentes de diferencas geogréficas, co-
mo temperatura, umidade relativa do ar e fotoperio-
do. Neste trabalho, verificou-se que a variabilidade
dos isolados pode ser influenciada por algum fator
intrinseco ao patégeno, gendtipo do hospedeiro, ou
interacdo entre esses fatores, concordando com da-
dos de Teixeira (2001), que nédo observou correlagdo
entre grupos de similaridade genética e origem geo-
gréfica de isolados de Acremonium strictum, suge-
rindo que dificilmente a expressdo dos aspectos mor-
fofisioldgicos é condicionada por genes Unicos.

Variabilidade morfocultural das col6nias dos
isolados

Observou-se a ocorréncia de vérios tipos de mi-
célio em diferentes isolados de uma mesma espécie -
tidos de frutos de mamoeiro. Verificou-se também uma
mudanca na cor e tipo de micélio de acordo com 0 meio
de cultura utilizado, o que evidencia uma grande varia-
bilidade existente entre isolados quando cultivados den-
tro de um mesmo meio e entre os diferentes meios.

Osisolados de F. solani, em sua maioria (75%),
apresentaram micélio aéreo, quando crescidos em
MDA e Czapek. Cinquenta por cento dos isolados
de C. gloeosporioides em meio BDA, tiveram a carac-
teristica de micélio superficial, compacto e homogéneo
e anelamento. Em meio MDA, houve uma distribuigdo
equitativa entre os micélios aéreos e escassos para iso-
lados de C. gloeosporioides.

Em Czapek, a maioria dos isolados de P.
caricae-papayae apresentou micélio superficial,
compacto e homogéneo, ao passo que em BDA, esses
isolados formaram micélio aéreo, denso, floculoso e
abundante. Os isolados do norte de Minas (A-42, A-
43 e A-45) mostraram padrdo similar, com micélio
aéreo, denso, floculoso e abundante em BDA. O iso-
lado A-44, também do norte de Minas Gerais, apresen-
tou micélio maisralo e superficial em MDA.

De maneira geral, foi possivel verificar que pou-
cos isolados comportaram-se igualmente, quando cres-
cidos nos trés meios de cultura. Esse fato pode indicar
um comportamento diferente entre os isolados, de acor-
do com a fonte de nutriente aqual tém acesso. Meio de
cultura artificial, como o Czapek, proporcionou o cres-
cimento de isolados com caracteristicas de crescimento
superficial, frouxo e homogéneo, enquanto no MDA, o
micélio cresceu aéreo, ralo, floculoso e escasso. O meio
BDA favoreceu o crescimento de isolados com caracte-
risticas de micélio aéreo, denso, floculoso e abundante,
principalmente paraisolados de F. solani.

Quanto as coloragdes das colénias dos isolados
nos diferentes meios de cultura, 0 meio BDA favoreceu
o crescimento de isolados com intensidade de coloragéo
mais forte, ao passo que no MDA, os isolados apresen-
taram-se com o0s tons bem mais claros. Os isolados de
F. solani cultivados em meio BDA mostraram-se com
tons, em sua maioria, laranja-palido a réseos. Os isola
dos de P. caricae-papayae tinham tons amarronzados e
os isolados de C. gloeosporioides tons amarelados. No
meio Czapek, os isolados cresceram em tonalidades que
variaram de r@seos muito claros a branco. Em relacéo
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a0 MDA, né houve uma coloragéo que predominasse e
tre as egpécies, e no MDA, a maioria dos isolados cultiva-
dos mostraram-se com col oragdes bastante pdidas.

Neste traba ho, néo foi possivel formar grupos mui-
to digtintos de isolados, gpenas por meio de coloracdo e ou-
tras caracteristicas miceliais. Entretanto, em aguns traba-
Ihos envolvendo espécies de Colletotrichum, tem sido
sugerida a andlise de algumas dessas caracteristicas pa
ra identificagdo de grupos associados a patogenicidade.
Entre esses trabalhos, encontram-se estudos de Bernste-
in et a. (1995) com C. gloeosporioidesisolados de pés-
Sego, maga e outros hospedeiros, nos quais consegui-
ram separar dois grupos morfologicamente distintos
desse fungo por meio de coloragBes de colbnias e outros
aspectos. Entretanto, algumas caracteristicas morfol 6-
gicas sdo subjetivas, sendo portanto, dependentes da in-
terpretagcdo de cada autor.

Variabilidade genética dos isolados

As andlises de AFLP geraram um tota de 339
bandas polimorficas para as diferentes combinacdes de
primers. As diferentes bandas geradas apresentaram tama-
nhos que variaram de 30 a 330 pares de bases. Verificou-se
que dgumas bandas foram exclusivas para os diferentes
gendtipos flngicos. Essas marcas futuramente poderdo ser
utilizadas no desenho de primers especificos, fecilitando o
processo de detecgdo e identificacdo de fitopatdgenos, pre-
viamente acomerciaizacdo de frutos para exportacéo.

As andlises de AFLP paraisolados como o0 A-43
e 0 C-10 ficaram comprometidas, em razdo da degrada-
¢ao do DNA das amostras, 0 que impossibilitou a ex-
tracdo do material genético.

Os isolados de P. caricae-papayae apresentaram
similaridade média de 62% e formaram grupos bastante

distintos, mesmo entre agqueles isolados de mesma pro-
cedéncia (Figura 1), sendo os agrupamentos mais diver-
gentes compostos pelos isolados A-31, A-24 e A-44, de
procedéncias diferentes, e com caracteristicas micdiais
(coloragdo, topografia, textura) distintas. A variabilidade
observada para esses isolados pode ser decorrente de uma
recombinacdo que eventual mente ocorra em regides de cul-
tivo, em funcdo de as estruturas dos patdgenos permanece-
rem no local de uma safra para outra. Huang et a. (1997)
discutem que infecgdes muitiplas que ocorrem no campo
tém um impacto importante na evolugdo dos patdgenos,
sendo um pré-requisito para a recombinagdo sexua ou pa-
rasexud. Jeffries et d. (1990) reforcam que a heterocariose
e a parassexuaidade sfo fatores cruciais na determinacéo
da heterogeneidade fenatipica dentro de um grupo de iso-
lados ou espécie.

Diante disso, sugere-se que recombinagdo gené-
tica entre os microrganismos pode ocorrer em regides
onde a producdo de maméo é intensiva.

Os isolados de F. solani formaram dois grupos
bastante distintos, e o isolado F-O1 apresentou uma S-
milaridade média de 24% em relagdo aos demais, eo
18, 30% (Figura 2). E vélido lembrar que esses dois
isolados, apesar de pouco similares entre si, com 24%
de similaridade, tém a mesma procedéncia, o que suge-
re a existénda de variabilidade genética numa mesma
regido. Nota-se que, quando cultivados em meio BDA,
MDA e Czapek, esses isolados comportaram-se tam-
bém diferentemente quanto ao indice de crescimento
micelial e coloragdes de colbnias. Trabahos de Kauf-
mann e Weidemann (1996) levantam uma explica-
¢ao provavel para a variabilidade em fitopatégenos,
uma vez que sugerem a ocorréncia de reproducdo
sexuada ou mesmo outros mecanismos de recombi-
nagdo genética.

A-15

A-42

A-20

A-45

A-44

A-24

A-31

I — T T T T
0.36 047

— T T
0.58

T T T 1
0.69 0.80

Coeficiente

FIGURA 1 — Dendrograma de similaridade genética entre isolados de Phoma caricae-papayae associados apodri-

dao peduncular do maméo. UFLA, Lavras, MG, 2002.
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FIGURA 2 — Dendrograma de similaridade genética entre isolados de Fusarium solani associados apodridéo pe-

duncular do mamao. UFLA, Lavras, MG, 2002.

Vérios estudos sobre a variabilidade de Fusarium
tém sido conduzidos. Savelkoul et d. (2000) citam traba-
Ihos sobre variagBes genéticas intra e interespecifica de es-
pécies de Fusarium por AFLP. Resultados de trabalhos de
Kerényi et d. (1997) envolvendo uma correlacdo parcia
entre compatibilidade micdia, RAPD e as regifes geogra
ficas de procedéncia dos isolados indicaram um moderado
nivel de variabilidade genética entre as regides geogréficas
estudadas (média de 80% de similaridade). Os autores
afirmam que a combinag& de méodos moleculares e tra-
dicionais permite relacionar com seguranca subdivisoes in-
traespecificas de fungos no estédio assexud, como
Fusarium, e sugerem que esse patdgeno, por ser um inva
sor secundario de uma grande quantidade de plantas, nun-
casraavo de uma pressio de selecdo num mesmo hospe-
deiro. No presente trabalho, isolados de F. solani, como o
F25, 29 e F-33, procedentes do mesmo Egtado (Bahia),
gpresentaram dta similaridade (média de 80%), concor-
dando com resultados obtidos por Kerényi et d. (1997)
(Figura2).

Quanto aos isolados de C. gloeosporioides, veri-
ficou-se a formagdo de um grupo distinto pelo isolado
C-17 que, pelos coeficientes de similaridade, mos-
trou-se bem mais dissimilar aos demais isolados de
C. gloeosporioides, com 34% de similaridade, enquan-
to o restante dos isolados apresentou média de 84% de
similaridade (Figura 3). Infere-se, com isso, que 0 iso-
lado C-17 possui no seu genoma sequiéncias bastante
divergentes daguelas dos outros isolados dessa espécie.
Além desse grupo, verifica-se a formagéo de outro gru-
po pelo isolado C-12, em relacdo aos demais isolados,
com 80% de similaridade. E interessante lembrar que

esses dois isolados tém a mesma origem geogréfica, in-
dicando, conforme ja comentado, que outros fatores ine-
rentes a0 microrganismo ou hospedeiros do mesmo po-
dem exercer influéncia sobre 0 gendtipo dos isolados.

Por este estudo, verificou-se que aandise molecular
foi distinta da caracterizagdo morfocultural. Freeman et d.
(2000) caracterizaram varios isolados de Colletotrichum
spp. a partir de egpécies de frutos diferentes, por meio de
métodos moleculares, e compararam com a identificacéo
morfoldgica. Os autores concluiram gue o agrupamento fi-
logenético baseado na seqiiéncia de dados néo apresentou
relacdo com a morfologia dos conidios. Dessa forma, em-
bora a morfologia dos conidios sga um dos critérios mais
importantes para a delimitacdo das espécies, aclassficagao
baseada nesse critério é questionavel, tendo em vista a pos-
sihilidade de formas e tamanhos diferentes de conidios es-
tarem presentes numa mesma popul agao.

Diante disso, estudos envolvendo técnicas molecu-
lares podem ser também complementares as técnicas tradi-
cionamente empregadas em taxonomia. A ddimitacdo de
espécies de Colletotrichum, segundo Sutton (1980), é ke
seada em métodos tradicionais, como tamanho e forma de
conidios, caracteristicas das colbnias, presenca de ecleré-
dios, morfologia do apressorio e especificidade do hospe-
deiro. Em trabalhos posteriores, Sutton (1992) ressdltaque
nenhum progresso nas relagles genéticas, para a identifi-
cacdo de fungos fitopatogénicos, tem sido acangado, ber
seando-se somente em caracteres morfol égicos. Dessa for-
ma, a andlise molecular do genoma desses microrganismos
€ pertinente, uma vez que algumas caracterigticas podem
ser dependentes de fatores como meio de cultura, con-
forme sugerido por TeBeest et a. (1989).
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FIGURA 3 — Dendrograma de similaridade genética entre i solados de Colletotrichum gloeosporioides associados &
podridao peduncular do maméo. UFLA, Lavras, MG, 2002.

Pelos resultados deste trabalho, reforga-se a i-
déia de que o uso de métodos moleculares aliados aos
parémetros tradicionais sdo fundamentais na identifica-
¢do eficiente de espécies fungicas e variabilidade entre
as mesmas, sugerindo uma revisdo nas caracteristicas
que tradicionalmente classificam esse género, como co-
loracdo e formato de colénias, tamanho e forma de co-
nidios, etc. Em concordancia com este trabalho,
O'Neill et al. (1996) afirmam que a classificagdo das
relaches genéticas entre as vérias espécies que com-
pdem o género Colletotrichum, usando caracteristicas
morfolgicas, é dificil, por causa das alteracBes que po-
dem ocorrer nas caracteristicas dos isolados, quando
mantidos sob diferentes condigdes de cultivo em meio
artificial ou de campo, o0 que pode afetar, por exemplo,
a pigmentacdo, tamanho e estrutura do acérvulo e sep-
tos nas setas. Assim, a combinagdo dos métodos molecula
res e morfol égicos na identificagdo de patégenos ou varia-
bilidade entre 0os mesmos torna-se uma redlidade, uma vez
que somente com a utilizacdo adequada desses métodos
pode-se chegar aresultados confidvels.

A técnica AFLP vem sendo utilizada com suces-
so para analisar o genoma de vérias espécies de fungos,
entre as quais Cyphomyrmex minutus, um fungo micor-
rizico; Fusarium spp.; Phytophthora infestans; fun-
gos de relevancia médica como Aspergillus fumigatus
e Candida spp. (SAVELKOUL et al., 2000);
Colletotrichum gossypii e Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides (SILVA-MANN et al., 2002). Pelas
variaveis estudadas nesta pesquisa, constata-se que uma
série de eventos podem estar envolvidos na expressdo
de caracteres morfoculturais, bem como de viruléncia, o

gue nem sempre pode ser amostrado pela andlise ge-
ndmica de seqiiéncias amplificadas por técnicas como
os marcadores moleculares de AFLP, uma vez que as
inlmeras caracteristicas dos microrganismos podem ser
controladas por varios genes. Esse fato reforca a idéia
de que a caracterizagcdo morfoldgica, aliada aandlise do
genoma, sdo fundamentais para a identificagdo e carac-
terizacdo de fungos fitopatogénicos.

CONCLUSOES

Entre as espécies fungicas do complexo da po-
dridéo peduncular do mamé&o, verificou-se uma ampla
variabilidade morfolégica entre isolados, ndo havendo,
porém, uma correlacdo com essas caracteristicas e an&
lisesde AFLP.

Os isolados de C. gloeosporioides, F. solani e P.
caricae-papayae mostraram comportamento variavel
em diferentes meios de cultura, tornando dificil a corre-
lagdo entre similaridade fenotipica, genotipica e origem
dos isolados.

Foi demonstrada uma dta variabilidade genética
entre isolados de P. caricae-papayae e C. gloeosporioides
e moderada variabilidade paraisolados de F. solani.

O par de isolados mais divergente de C.
gloeosporioides apresentou smilaridade de 34%, sendo
procedentes de uma mesma regido, enquanto o par deiso-
lados de F. solani mais divergente apresentou smilaridade
de 24%, sendo também de mesma procedéncia. O isolado
mais divergente de P. caricae-papayae apresentou 36% de
similaridade com os demaisisolados, sendo de procedéncia
distinta dos demaisisolados.
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N&o foi verificada uma correlacéo entre proce-
déncia dos isolados e similaridade genética entre os
mesmos, inferindo-se que nem sempre isolados de mes-
ma procedéncia sdo mais similares.
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