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RESUMO - A antracnose do milho causada pelo fungo Colletotrichum graminicola é uma das principais doengas da
cultura no Brasil e no mundo, atacando praticamente todas as partes da planta. Neste trabalho, foi avaliada a varia-
bilidade genética de 95 isolados monospoéricos de C. graminicola provenientes dos estados de Goias, Minas Gerais,
Santa Catarina, Sdo Paulo, Parana ¢ Rio Grande do Sul. Foram avaliados 15 primers ISSR, sendo selecionados nove
que resultaram em um maior polimorfismo. Os fragmentos de DNA gerados pelas analises de ISSR foram avaliados
mediante inspecao visual dos géis. Bandas de mesmo peso molecular, em individuos diferentes, foram consideradas
idénticas e designadas em fungdo da auséncia (0) e presenca (1) no gel. Baseado na matriz, foi gerado um dendrograma
pelo método UPGMA, utilizando as 66 bandas amplificadas pelos nove primers ISSR. Ao analisar o dendrograma,
foi tracada uma linha divisoria no valor da distancia de dissimilaridade de 0,3, dividindo os isolados em sete grupos.
Baseado nos resultados, foi possivel concluir que a variabilidade genética entre os isolados de C. graminicola ¢ alta,
sendo os marcadores ISSR eficazes na determinagdo de sua variabilidade. Os isolados utilizados no presente trabalho
ndo apresentam estruturagdo geografica.

Palavras-chave: antracnose; milho; UPGMA.

GENETIC DIVERSITY ESTIMATED THROUGH ISSR MARKERS
OF Colletotrichum graminicola IN BRAZIL

ABSTRACT - The anthracnose of corn caused by the fungus Colletotrichum graminicola is one of main diseases in
the world including Brazil, infecting any part of the plant. This study evaluated the genetic variability of 95 monosporic
isolates of C. graminicola from the Brazilian states of Goias, Minas Gerais, Santa Catarina, Sdo Paulo, Parand and
Rio Grande do Sul. Fifteen ISSR primers were evaluated by their DNA fragments through gels visual inspections,
considering absence (0) or presence (1) for bands with the same molecular weight in different individuals making a
matrix, and 9 primers showed a higher polimorfism. Based on the matrix obtained, a dendogram was generated by
the UPGMA method with all 66 bands amplified from these same 9 ISSR primers, separating 7 isolated groups by
a dissimilarity distance of 0.3. The ISSR markers were efficient to determine a high genetic variability between the
isolates of C. graminicola but it was not possible to group them geographically.

Key words: anthracnose; corn; UPGMA.
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O género Colletotrichum agrupa alguns dos
patégenos mais importantes na agricultura, em vir-
tude das perdas potenciais que podem causar, sendo
primordial a capacidade de diagnostico desta doenca.
No milho, a antracnose causada por C. graminicola
destaca-se como uma das principais doengas da cultu-
ra (Bergstrom & Nicholson, 1999), uma vez que o pa-
togeno € capaz de infectar praticamente toda a planta.
Na fase foliar, a doenca caracteriza-se pela presenca
de lesdes de formas variadas e necrdticas, podendo
ocorrer extensa queima das folhas. Nas nervuras, ¢ co-
mum a presenca de lesoes elipticas com acérvulos do
patogeno. A fase de podridao de colmo ¢ caracterizada
pela formacdo, na casca, de lesdes estreitas e elipticas,
as quais tornam-se, posteriormente, marrom escuras a
negras, ¢ pela formagao de acérvulos do patogeno. Es-
timativas dos efeitos da antracnose foliar e da podri-
dao de colmo na produgdo de graos de milho variam
de 0% a 40%, dependendo da cultivar, das condi¢des
ambientais, da época de ocorréncia das epidemias e
da ocorréncia de outras pragas (Cota et al., 2012).

A principal medida de manejo da antracno-
se do milho ¢ o uso de cultivares resistentes. Para o
sucesso do uso da resisténcia genética e a ampliacdo
da vida util dos genes de resisténcia, ¢ importante o
conhecimento da diversidade genética da populacao
do patogeno, assim como a correta identificagdo da
espécie ou da raga predominante na populagdo. Algu-
mas variagoes de ordem taxondmica tém sido resolvi-
das através do uso de ferramentas moleculares, pois,
para este grupo, os critérios taxondmicos geralmen-
te se sobrepdem, tendo ainda algumas espécies uma
gama de hospedeiros e, dentre esses hospedeiros,
alguns sdo infectaveis por mais de uma espécie de
Colletotrichum (Crouch & Beirn, 2009; Hyde et al.,
2009b). A partir de estudos realizados com espécies

de Colletotrichum possuidoras de conidios falcifor-

mes, utilizando os genes DNA liase (Apn2), mating
type (Matl), manganés superoxido desmutase (Sod2)
e regides ITS do rDNA (Internal Transcribed Spa-
cer), foi possivel separar as espécies levando em con-
ta alguns caracteres taxondmicos como dimensodes e
tamanho do apressorio (Cai et al., 2009; Crouch et al.,
2006, 2009b). Outro fator importante € a presenga de
sequéncias erroneamente depositadas no GenBank,
sendo considerado que, para fungos, mais de 20% das
sequéncias depositadas podem estar comprometidas
(Bidartondo, 2008), o que pode ser remediado nos
trabalhos de filogenia com o uso de isolados tipo pro-
venientes de cole¢des de culturas internacionais (Cai
et al., 2009; Crouch et al., 2009a; Hyde et al., 2009a).

O uso de marcadores moleculares se encon-
tra bem difundido, existindo uma grande demanda
quanto aos marcadores baseados nas reacdes de PCR
(Polymerase Chain Reaction) devido a simplicidade
e a necessidade de pequenas quantidades de DNA da
amostra. Os marcadores ISSR (Inter-Simple Sequen-
ce Repeat) sao amplificados via PCR e ndo necessi-
tam do sequenciamento da regido, resultando ainda
na obten¢do de padrdes altamente polimorficos com
resultados que possuem repetibilidade (Bornet &
Branchard, 2001; Nagaoka & Ogihara, 1997). Além
disso, sao dominantes, podendo gerar um grande nu-
mero de alelos reproduziveis e altamente polimor-
ficos utilizando um primer complementar a uma
regido de microssatélite alvo. No trabalho realizado
por Nghia et al. (2008), além de marcadores ISSR,
foram utilizados outros caracteres como morfologia
de colonia e dos conidios nos estudos de isolados de
Corynespora cassiicola provenientes de plantios de
seringueira (Hevea brasiliensis) na Malasia. Neste es-
tudo, os autores concluiram que apenas os caracteres
morfoldgicos ndo seriam suficientes para diferenciar

os 1solados de C. cassiicola. Esses e outros trabalhos
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tém demonstrado o crescente uso destes marcadores
sozinhos ou em conjunto com outras ferramentas no
estudo da variabilidade dos fungos.

Considerando a inexisténcia de informagdes
na literatura sobre o uso de marcadores ISSR para
o fungo C. graminicola e o potencial do marcador
para estudo da diversidade do patégeno, o objetivo
deste trabalho foi estimar a diversidade genética de
populacdes de C. graminicola por meio de marcado-
res moleculares ISSR. Os objetivos especificos foram
avaliar o nivel de variacdo de ISSRs entre isolados de
C. graminicola provenientes de diferentes regioes ¢
entre o material utilizado para o isolamento quando

possivel (colmo, folha e nervura).

Material e Métodos

Obtencao dos isolados monosporicos

de Colletotrichum graminicola

Para obteng¢ao dos isolados monosporicos de C.
graminicola, fragmentos de colmo, folhas e nervura
com sintomas tipicos de antracnose provenientes dos
estados de Goias, Minas Gerais, Santa Catarina, Sdo
Paulo, Parana e Rio Grande do Sul foram esteriliza-
dos durante 2 min em solug@o de hipoclorito de sodio
a 0,5% e transferidos para placas de Petri contendo
meio de farinha de aveia-agar-tetraciclina (FAAT)
(aveia: 60 g/L, agar: 20 g/L, tetraciclina: 300 mg/100
ml). As placas foram incubadas em condi¢do de luz
fluorescente intermitente a = 25 °C, durante sete a oito
dias, para induzir a esporulagdo. Apos a esporulacio,
os conidios foram colhidos, adicionando-se, aproxi-
madamente, 10 mL de agua estéril em cada placa, se-
guindo-se umaraspagem superficial parasualiberagao.

A partir das suspensdes originais, foram rea-

lizadas diluigdes seriais de 10! a 10~ para obtengdo

de suspensdes de esporos com a concentragao de 50-
100 conidios/mL. Um mililitro dessa suspensao foi
transferido para placas de Petri contendo agar-agua
a 2%, sendo mantidas em camaras de crescimento
sob luz fluorescente intermitente a 25 °C durante 12
h para induzir a germinagdo dos conidios. Conidios
germinados foram retirados individualmente do meio
agar-agua, sob microscopio oOptico, € examinados
individualmente para a verificagdo da presenca de
outros esporos. Confirmada a presenca de um tnico
conidio, este foi transferido para tubo de ensaio con-
tendo o meio FAAT. Apo6s o desenvolvimento das cul-
turas nos tubos de ensaio, foram adicionados 10 mL
de 6leo mineral estéril para preservagao das culturas

até a necessidade de utilizacdo.

Obtencio da massa micelial

de Colletotrichum graminicola

Para a obten¢do de massa micelial de C. gra-
minicola, foram utilizados 95 isolados monospori-
cos provenientes dos estados de Goias, Minas Ge-
rais, Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e
Sao Paulo. Os isolados foram transferidos para pla-
cas de Petri contendo meio FAAT e mantidos a 25
°C por 7 dias. Fragmentos de micélio foram transfe-
ridos para Erlenmeyers contendo 100 mL de meio
liquido YES (10 g/L de sacarose, 6g/L de extrato de
levedura e 6g/L de caseina) previamente esteriliza-
do, adicionado de 1 mL dos antibidticos streptomi-
cina e tetraciclina (0,300 mg/mL). Os frascos foram
mantidos em agitador a 90 rpm a 28 °C por 72 h. A
massa micelial foi filtrada em duas camadas de gaze
esterilizada e, em seguida, em papel de filtro esteri-
lizado. As amostras foram armazenadas em freezer a
-20 °C, envoltas por papel aluminio até o momento
da extracdo do DNA.
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Extracdo do DNA gendomico

Utilizou-se a metodologia de extracdo de DNA
descrita por Saghai-Maroof et al. (1984), modificada.
As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido
até obtencdo de um po fino e adicionados 350 pL de
tampao CTAB [2 % (m/v) CTAB; 0,2 M Tris- HCI
(pH 7,5); 1,4 M NaCl; 0,02 M EDTA (pH 8,0); 2 %
(v/v) 2-mercaptoetanol]. A mistura foi mantida em
banho maria a 65 °C durante 1 h. Apods resfriamento
por 5 min em condi¢do ambiente (25 °C), promoveu-
se a lavagem com igual volume de solucdo de clo-
roféormio-octanol (24:1 v/v), com homogeneizagdo
constante por 20 min. O material foi centrifugado a
14.000 rpm por 10 min e o sobrenadante transferido
para novo microtubo, onde foram adicionados 300 pL
de isopropanol mantido a -20 °C por, no minino, 1 h.
Os microtubos foram levados a centrifuga e o material
contido neles centrifugado a 14.000 rpm por 10 min,
o sobrenadante descartado e o precipitado lavado com
140 pL de etanol 70% (v/v) gelado. Os tubos foram
novamente levados a centrifuga por 10 min a uma ro-
tagdo de 14.000 rpm. O sobrenadante foi descartado
e o etanol residual seco em estufa a 65 °C por 5 min.
Os DNAs precipitados foram ressuspendidos em 50
pL de tampao TE contendo de RNase A (10 mM Tris-
HCIL; 1 mM EDTA, pH 8,0; 0,1 pg/uL RNase A). A
concentracao das amostras foi quantificada em espec-
trofotometro Nanodrop e ajustada para 10 ng/uL, di-
luindo-se o DNA estoque em agua ultrapura. O DNA

foi armazenado a -20 °C para posterior utilizagao.
Amplificacio do DNA
Foi realizada uma pré-selecdo dos primers,

primeiramente utilizando 16 primers ISSR: AAC,
GACA, CGA, ACA, CCA, GT, CAC, ACTG, GTG,

GCGT, CTCGC, AGTC, GAGG, GAAT, AAG ¢
TGGT, sendo escolhidos os nove que resultaram em
um maior polimorfismo: AAC, GACA, ACA, GT,
ACTG, CTCGC, GAGG, GAAT ¢ AAG. As reacoes
de amplificagdo via PCR continham um volume final
de 20uL, consistindo de 3uL. de DNA (10ng/uL); 20
mM Tris-HCI (pH 8,4); 50 mM KCI; 2 mM MgCl; 1
U Taq DNA polimerase (Invitrogen, Carslbad, CA),
0,125 mM dNTPs e 0,5 uM de cada primer. Os ciclos
de amplificagao foram: 94 °C por 2 min, 94 °C por 1
min, 45 °C por um min, 72 °C por dois min. Sendo
este ultimo ciclo repetido 35 vezes, seguido por um
ciclo de 72 °C por 10 min, mantendo as reacdes a 10
°C até a retirada da amostra. Todas as amplificagdes
foram realizadas em termociclador Applied Biossys-
tems - PCR System 9700. As reagOes, foram adicio-
nados 4 pL de corante, sendo essas submetidas a ele-
troforese em gel de agarose a 1,5% (m/v) a 100 V, em
tampao TAE (40 mM Tris-acetato; 1 mM EDTA, pH
8,0). Em seguida, o gel foi incubado em solugdo de
brometo de etidio (1pg/mL) por 20 min, descorado
em agua por 5 min, visualizado sob luz ultravioleta e
fotografado no equipamento Kodak - Gel logic 200.

Analise dos dados

Os fragmentos de DNA foram avaliados me-
diante inspecdo visual dos géis. Bandas de mesmo
peso molecular, em individuos diferentes, foram con-
sideradas idénticas e designadas em funcao da ausén-
cia (0) e da presenga (1) no gel. Os dados foram ana-
lisados empregando o método UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic mean) utilizando
trés coeficientes: Dice, Jaccard e Pearson. A matriz de
dissimilaridade e o coeficiente de correlagdo cofené-
tica foram feitos através do site http://genomes.urv.
es/UPGMA/ (Garcia-Vallve et al., 1999); a matriz foi
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utilizada para a confeccdo do dendrograma no pro-

grama Statistica 7.

Resultados e Discussao

Neste trabalho, foi obtida uma cole¢do de 95
isolados monosporicos de C. graminicola, devida-
mente identificados (Tabela 1). Nove loci ISSR foram
utilizados para caracterizar 144 isolados. Foram iden-
tificadas um total de 66 bandas polimoérficas, com mé-
dia de 49 bandas amplificadas por isolado. O loco que
obteve o maior niimero de bandas amplificadas foi o
primer GT, com 15 bandas, e o primer com menor
numero foi GACA, com trés bandas, sendo a média
de 7,33 bandas por primer.

As matrizes geradas obtiveram os seguintes
coeficientes de correlagdo cofenética: Dicer 0,18, Jac-
card 0,80 e Pearson 0,08. O coeficiente de correlacao
cofenética estima o quanto o dendrograma esta ade-
quado as interagdes entre os acessos. O valor 1 signi-
fica que a relag@o entre os dados e o dendrograma ¢é
perfeita (May, 1999). Romesburg (1984) considerou
em seu trabalho que valores maiores ou iguais a 0,8
sdo satisfatorios. Vaz Patto et al. (2004) abordam que
valores acima de 0,56 representam um bom alinha-
mento entre as matrizes de dissimilaridade e agrupa-
mento, de maneira que a matriz escolhida foi a feita
com o coeficiente de Jaccard.

Ao analisar o dendrograma, foi considerada a
linha divisoria no valor da distancia genética de 0,3
dividindo os isolados em sete grupos; dos 95 isola-
dos, seis ndo agruparam (Figura 1). Baseado na anali-
se dos dados, ndo foi encontrada estruturacdo geogra-
fica entre os isolados;

0 mesmo ocorreu em relag@o a parte da planta utiliza-
da no isolamento de C. graminicola: colmo (C), folha

(F) e nervura (N). Alguns isolados mais antigos nao

possuiam esta informagdo, sendo denominados inde-
terminados (?) (Tabela 1). O primeiro grupo agregou
75 isolados pertencentes aos estados de GO, MG, PR,
RS, SC e SP; o segundo grupo quatro isolados do PR;
o terceiro grupo dois isolados de SC e PR; o quarto
grupo dois isolados, um de MG outro do PR; os de-
mais grupos (5, 6 e 7) dois isolados do PR. Os isola-
dos com maior similaridade foram os isolados 44-07
e 46-07, com distancia genética de 0,019, sendo os
dois isolados da cidade de Passo Fundo (RS).

Grupos Isolados Dendrograma UPGMA-Jaccard
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Figura 1. Dendrograma gerado pelo método
UPGMA, utilizando 66 bandas amplificadas pelos
nove primers ISSR, detectadas em 95 isolados mo-

nosporicos de Colletotrichum graminicola.
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Tabela 1. Relacdo dos isolados utilizados no trabalho seguindo a ordem presente no dendrograma pelo método
UPGMA (eixo y) de cima para baixo, com descri¢cdo do niimero do isolado, da parte da planta utilizada para
o isolamento (folha-F, colmo-C, nervura-N e indeterminado-?), do local de coleta (estado e cidade) e a qual
grupo o isolado foi classificado (baseado no agrupamento UPGMA, utilizando o coeficiente de Jaccard).

UPGMA Cidade Isolado Parte Grupo UPGMA Cidade Isolado Parte  Grupo
1 Cristalina-GO 1.04 ? 1 49 Campo Mourdo-PR  16.09 F 1
2 Campo Mourdo-PR  21.09 F 1 50 Sete Lagoas-MG 22.08 F 1
3 Sete Lagoas-MG 41.08 F 1 51 Sete Lagoas-MG 49.08 F 1
4 Campo Mourdo-PR  28.09 F 1 52 Goianésia-GO 60.07 ? 1
5 Sete Lagoas-MG 10.08 F 1 53 Sete Lagoas-MG 64.07 C 1
6 Londrina-PR 8.09 F 1 54 Sete Lagoas-MG 21.08 F 1
7 Londrina-PR 9.09 F 1 55 Sete Lagoas-MG 19.08 F 1
8 Campo Mourdo-PR  25.09 F 1 56 Sete Lagoas-MG 47.08 F 1
9 Campo Mourdo-PR  27.09 F 1 57 Sete Lagoas-MG 48.08 F 1
10 Sete Lagoas-MG 26.08 F 1 58 Xapec6-SC 96.07 F 1
11 Sete Lagoas-MG 45.08 F 1 59 Sete Lagoas-MG 38.08 F 1
12 Sete Lagoas-MG 42.08 F 1 60 Sete Lagoas-MG 3.09 F 1
13 Sete Lagoas-MG 44.08 F 1 61 Sete Lagoas-MG 50.08 F 1
14 Londrina-PR 7.09 F 1 62 Xanxeré-SC 9.04 ? 1
15 Londrina-PR 11.09 F 1 63 Sete Lagoas-MG 86.07 C 1
16 Campo Mourdo-PR  15.09 F 1 64 Campo Mourdo-PR  31.09 F 1
17 Campo Mourdo-PR  19.09 F 1 65 Sete Lagoas-MG 61.07 C 1
18 Campo Mourdo-PR  26.09 F 1 66 Xapec6-SC 92.07 C 1
19 Campo Mourdo-PR  22.09 F 1 67 Sete Lagoas-MG 72.07 C 1
20 Campo Mourdo-PR  12.09 F 1 68 Sete Lagoas-MG 80.07 C 1
21 Xanxeré-SC 14.04 ? 1 69 Sete Lagoas-MG 79.07 C 1
22 Sete Lagoas-MG 84.07 C 1 70 Irai-MG 107.07 C 1
23 Sete Lagoas-MG 88.07 C 1 71 S. S. do Paraiso-MG ~ 74.09 N 1
24 Sete Lagoas-MG 85.07 C 1 72 Ponta Grossa-PR 56.09 F 1
25 Uberaba-MG 1.07 N 1 73 Indianépolis-MG 102.09 N 1
26 Sete Lagoas-MG 68.07 C 1 74 Sete Lagoas-MG 36.08 F 1
27 Goianésia-GO 54.07 ? 1 75 Sete Lagoas-MG 46.08 F 1
28 Campo Mourdo-PR  16.05 ? 1 76 Londrina-PR 17.04 ? 2
29 Passo Fundo-RS 41.07 ? 1 77 Ponta Grossa-PR 58.09 F 2
30 Passo Fundo-RS 44.07 ? 1 78 Londrina-PR 21.05 ? 2
31 Passo Fundo-RS 46.07 ? 1 79 Cascavel-PR 46.09 F 2
32 Xapec6-SC 91.07 C 1 80 Xanxeré-SC 7.04 ? 3
33 Sete Lagoas-MG 67.07 C 1 81 Campo Mourdo-PR  18.05 ? 3
34 Londrina-PR 1.06 ? 1 82 Campo Mourdo-PR  24.09 F 4
35 Sete Lagoas-MG 20.07 ? 1 83 S. S. do Paraiso-MG  72.09 N 4
36 Sete Lagoas-MG 1.08 C 1 84 Ponta Grossa-PR 59.09 F -
37 Londrina-PR 15.04 ? 1 85 Campo Mourdo-PR  44.09 F 5
38 Londrina-PR 16.04 ? 1 86 Cascavel-PR 51.09 C 5
39 Sete Lagoas-MG 11.07 C 1 87 Sete Lagoas-MG 74.07 C -
40 Uberlandia-MG 21.07 N 1 88 Xapeco-SC 93.07 C -
41 Campo Mourdo-PR  33.07 ? 1 89 Campo Mourdo-PR  32.09 F 6
42 Uberlandia-MG 5.06 ? 1 90 Campo Mourdo-PR  33.09 F 6
43 Uberaba-MG 6.07 F 1 91 Sete Lagoas-MG 8.08 F -
44 Sete Lagoas-MG 87.07 C 1 92 Londrina-PR 10.09 F 7
45 Campo Mourdo-PR  18.04 ? 1 93 Campo Mourdo-PR  17.09 F 7
46 Colombia-SP 36.04 ? 1 94 Uberaba-MG 2.07 F -
47 S. S. do Paraiso-MG  73.09 N 1 95 Cristalina-GO 3.07 F -
48 Sete Lagoas-MG 65.07 C 1 - - - - -
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Um dos primeiros trabalhos feitos com diversi-
dade de C. graminicola foi realizado por Forgey et al.
(1978) utilizando dez isolados e dez progénies de mi-
lho que, baseados nos resultados do teste de inocula-
¢do cruzada onde cada um dos isolados foi inoculado
nas dez progénies de milho, propuseram a ocorréncia
de oito ragas fisiologicas. Posteriormente, Nicholson
& Warren (1981), utilizando sete dos dez isolados
empregados no trabalho de Forgey et al. (1978), con-
testaram a presenga de ragas, atribuindo a diferenca
quanto a sintomatologia ao fato dos autores nao terem
padronizado as inocula¢des no experimento. Segundo
Bergstrom & Nicholsom (1999), existe uma grande
variabilidade quanto a agressividade da antracnose
em folhas e em colmo de milho. Outra maneira de
verificar a variabilidade de um organismo pode ser
obtida com o uso de marcadores moleculares, dife-
renciando os individuos baseado no seu material
genético. Ratanacherdchai et al. (2010) trabalharam
com variabilidade de C. gloeosporioides e C. capsici
com trés genotipos de pimenta utilizando marcadores
ISSR. O dendrograma obtido correlacionou os isola-
dos quanto a sua origem geografica, propondo assim
o uso de marcadores ISSR no estudo da diversidade
genética em Colletotrichum spp, afirmando ainda que
tais técnicas ajudam no estudo da dindmica popula-
cional do patdgeno, permitindo estratégias de contro-
le com uma melhor eficiéncia.

Neste trabalho, foi encontrada uma grande va-
riabilidade entre os isolados, corroborando com as
inferéncias sobre a grande variabilidade de C. grami-
nicola proposta por Bergstrom & Nicholson (1999).
A variabilidade genética ¢ uma condigdo presente em
patossistemas silvestres preservados e ¢ aumentada
em agroecossistemas. A alteracdo dos cultivos por
meio do melhoramento, a ampliacdo de fronteiras

agricolas e o uso desmedido de defensivos sistémicos

sdo fatores que aumentam a forga da selecdo exercida
sobre as populagodes de patogenos. Todos estes fatores
favorecem novos genes de viruléncia e o polimorfis-
mo na estrutura dessas populagdes (Araya, 2003). Em
2008, um gene que codifica para uma proteina de re-
sisténcia a antracnose do colmo foi clonado (Broglie
et al., 2006). O simples uso desse gene nos futuros
hibridos pode exercer uma pressdo direcional sobre
a populacao do patoégeno, rumo ao surgimento de no-

vos patétipos (Casela & Guimaraes, 2005).

Conclusoes

1- A variabilidade genética entre os isolados de C. grami-
nicola ¢ alta.

2- Marcadores ISSR sdo eficientes na determinagdo da va-
riabilidade de C. graminicola.

3- Os isolados de C. graminicola utilizados no presente
trabalho ndo apresentam estruturacdo geografica no Brasil.

4- Os isolados de C. graminicola utilizados no presente
trabalho ndo apresentam estruturagdo em relagdo a parte da
planta utilizada na obten¢éo do isolado.
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