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Introducgéo

A doenga agucarada ou "ergot" do sorgo tem sido relatada em diversos paises da Africa,
Asia e América. Esta doenca é importante na producéo e qualidade de sementes hibridas,
devido a alta susceptibilidade das linhagens macho-estéreis (Frederickson et al.,1991). No
Brasil, a doenca foi constatada em 1995 em toda a regido Centro-Sul e o0 agente
etioldgico, identificado como Claviceps sorghi (Ferreira e Casela, 1995). Posteriormente,
este agente foi identificado como C. africana Frederickson, Mantle & Milliano (Reis et
al., 1996). Em 1997, foi confirmada a presenca de C. africana no Brasil, ocorrendo em
sorgo-forrageiro (Bogo e Boff, 1997).

Este patdgeno apresenta dois tipos de frutificacdo: a frutificacdo teleomérfica, originaria
da germinacdo dos esclerdcios, e a frutificacdo anamérfica, conidial, presente na
exsudacao acucarada das flores infectadas (Mughogho, 1986). A fase assexuada ou
anamorfica foi estabelecida como Sphacelia sorghi por McRae, em 1917
(Bandyopadhyay et al., 1998). Kulkarni et al. (1976) descreveram a fase sexuada de S.
sorghi como C. sorghi Kulk., Seshadri & Hegde, incluindo os patdgenos asiatico e
africano. Entretanto, Frederickson e Mantle (1988) e Frederickson et al. (1989, 1991)
demonstraram existir diferencas consideraveis entre as espécies das duas regides,
justificando colocar o patégeno africano como uma nova espécie de Claviceps,
denominada C. africana. Em 1999, uma nova espécie foi descrita no Japdo como C.
sorghicola Tsukib., Shiman. e T. Uematsu, causando "ergot"” em sorgo (Tsukiboshi et al.
1999).



As trés espécies que infectam sorgo distinguem-se, principalmente, devido a morfologia
do teleomorfo (caracteristicas do estipe, capitulo, ascos e ascosporos), morfologia dos
esclerdcios (pequeno e arredondado em C. africana e alongado e protundente em C.
sorghi), presenca de alcaléides no esclerécio e habilidade para produzir conidios
secundarios (Pazoutova et al., 2000). Nos estudos realizados no Brasil ndo foi constatada
a formacdo da fase teleomorfica por meio da germinacédo de esclerécios do fungo e,
portanto, a identificacdo de C. africana foi feita utilizando as caracteristicas morfologicas
da fase anamérfica. Estudos comparativos dos macroconidios presentes na mela de varias
gramineas demonstraram ocorrer grande variacdo morfoldgica nestas estruturas, o que
permitiu separa-los em grupo em fungdo dos hospedeiros (Loveless, 1964, Nogueira,
1998).

Neste trabalho objetivou-se realizar a caracterizagdo molecular de Claviceps spp.,
isolados de sorgo e de gramineas forrageiras, no Brasil, por meio do seqiienciamento da
regido ITS do DNA ribossdmico (rDNA); esclarecer a posicdo taxondmica e caracterizar
morfologicamente o patégeno. Os estudos filogenéticos dos isolados de Claviceps spp do
Brasil, comparando com isolados de outras regides do mundo, poderdo determinar as
provaveis fontes da introducdo do patdégeno no Brasil.

Material e Métodos

Foram coletadas paniculas de sorgo e de gramineas forrageiras infectadas com Claviceps
spp. nos municipios de Lavras, Montes Claros, Sete Lagoas e Uberlandia (MG), Lages
(SC) e Jardindpolis (SP) (Tabela 1).

Para a montagem de laminas, utilizaram-se de gotas da mela fresca. Com uma alca de
platina foram retirados uma gota da panicula, colocada na ldmina com corante azul de
algodao e coberta com uma laminula. As laminas foram observadas utilizando-se um
microscopio Axioplan de contraste de fase com fluorescéncia da marca Zeiss, para
realizar as medidas morfoldgicas e os registros fotograficos.

Gotas da mela, presentes nas paniculas infectadas, foram retiradas com uma alca de
platina e plaqueadas em meio de cultura BDA enriquecido com vitaminas (biotina e
piramidina) e micronutrientes. Acrescentou-se 100 pL de agua (destilada e esterilizada) e
espalhou-se com alca de Drigalski. As placas foram incubadas em temperatura ambiente e
observadas diariamente. Apds o surgimento das primeiras colnias, estas eram
transferidas para outra placa, visando a obtencédo de culturas puras. Culturas puras de 10
isolados foram cultivadas em meio liquido BDA a 25°C, por 10 dias.

O DNA foi extraido de 0,5 g de micélio fresco de fungos crescendo em meio liquido,
usando a técnica descrita por Lee e Taylor (1990). Utilizaram-se os "primers" ITS1 e
ITS2 para amplificar a regido 1TS1 do rDNA. As reagdes de PCR foram feitas segundo
protocolo de Pazoutova et al. 2000. Os géis foram corados com brometo de etideo (0,5
ug/ml), visualizados sob luz ultravioleta e as imagens capturadas e estocadas em um
sistema de fotodocumentacédo (Eagle Eye |1, Stratagene). Os fragmentos amplificados
foram purificados utilizando o protocolo de purificacdo das bandas com o kit "Gel
Extraction” da Qiagen.



O sequienciamento do DNA foi feito no sequenciador ABI Prism 3100 (Applied
Biosystems Hitachi) utilizando-se os primers ITS1 e ITS2, separadamente e o kit "Big
Dye Terminator"” v. 3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA) de acordo com
recomendacdes dos fabricantes. As sequiéncias de DNA obtidas foram analisadas pelo
programa Blast N (Altschul et al., 1997) e alinhadas pelo método de Clustal W, versao
1.82 (Thompson et al., 1994). As sequiéncias foram comparadas com o "GenBank™
Nucleotide Database (http://www.ncbi.nim.nih.gov).

Resultados e Discussdo

Foram comparadas as dimensdes e o formato dos macroconidios presentes na mela dos
15 materiais coletados de paniculas infectadas descritos na Tabela 1. Observou-se uma
semelhanca entre 0s materiais que infectavam as duas espécies de sorgo. Os
macroconidios sdo oblongos a ovais, com dimensdes variando de 10-20 x 5-8 um,
presenca de poucos microconiodios, e alguns macroconidios germinados para formar os
conidios secundarios. As amostras de P. maximum, os macroconidios tém dimensfes 13-
20 pum x 4-6um e formato elipticos e os de B. brizantha e B. decumbens tém dimens6es
11-19 um x 3-5 um e formato oblongo a levemente alantdide (Figura 1). As
caracteristicas morfoldgicas dos macroconidios se assemelham as descritas por Loveless
(1964), o qual utilizou-se da fase assexuada de Claviceps (= Sphacelia) para diferenciar
as espécies. Os isolados de sorgo formaram coldnias brancas, felpudas e com micélio
aéreo e com crescimento lento em meio BDA. Ja os isolados de Brachiaria e P.
maximum, formaram coldnias brancas, com aspecto Umido, lisas e achatadas, com pouco
micélio aéreo e crescimento rapido em BDA.
A amplificacdo da regido ITS 1 do rDNA resultou em fragmentos de aproximadamente
250 pares de bases de cada um dos isolados analisados. Andlises preliminares das
seqliéncias de nucleotideos dos isolados de S. bicolor e um isolado de S. verticiliflorum
indicam tratar-se de C. africana. Embora, existam trés espécies de Claviceps que
infectam o sorgo (Pazoutova et al., 2000) e ocorra uma certa especificidade entre
patdgeno-hospedeiro (Pazoutova, 2001), foi verificado que a mesma espécie do patdgeno
infectou duas espécies de sorgo. Nos isolados de P. maximum e B. brizantha cv Marandu
e de B. decumbens cv Basilisk, a porcentagem de identidade foi maior com C.
maximensis Theis. Esta espécie foi descrita ocorrendo em P. maximum em Porto Rico
(Theis, 1952) e posteriormente foi registrado em outros paises (Lennae, 1990).
No Brasil, a caracterizacdo de C. africana, bem como da espécie que ocorre em
gramineas forrageiras é realizada por meio da morfologia da fase assexuada, visto que
ainda ndo foi observada a formacao da fase sexuada. Provavelmente, esta fase é
influenciada por condigBes climaticas especificas, que ndo ocorrem no Brasil. Assim, 0s
resultados observados nesse trabalho confirmaram a etiologia do patégeno do sorgo,
diferenciando-o das espécies que ocorrem em outras gramineas e sua distribuicdo sob
diferentes condi¢des climaticas.
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