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RESUMO - A mancha foliar, principal doença de Panicum maximum, tem, até o momento, 

descrito como agente causal o fungo Bipolaris maydis. Tal organismo apresenta grande 

diversidade genética e alta variabilidade morfológica, o que dificulta a sua identificação somente 

por estudos morfológicos. Assim, este trabalho objetivou caracterizar molecularmente a 

diversidade genética de Bipolaris spp., oriundos de lesões foliares de P. maximum, usando-se o 

marcador molecular ITS, que amplifica a região espaçadora transcrita interna do rDNA do 

patógeno. Para o estudo, selecionaram-se 37 isolados de Bipolaris spp., disponíveis   na coleção 

micológica do laboratório de fitopatologia da Embrapa Gado de Corte. O DNA foi extraído pelo 

método Doyle e Doyle modificado e a reação de PCR foi conduzida com a utilização do marcador 

molecular para a região ITS. O método de extração utilizado proporcionou a obtenção de DNA 

com altas concentrações e pureza. A correta amplificação do fragmento genômico dos isolados de 

Bipolaris spp. permitiu a realização do sequenciamento direto da PCR. A comparação das 

sequências obtidas com aquelas disponibilizadas no banco de dados do NCBI (GenBank) revelou 

a ocorrência de quatro diferentes agrupamentos de isolados, quais sejam:  um isolado com 99% de 

identidade com Curvularia spp., três com 99% de identidade com Bipolaris sorokiniana, um com 

100% de identidade B. zeae e 32 com 99 a 100% de identidade com B. yamadae.   
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INTRODUÇÃO 

 

O Brasil é o maior produtor e exportador de carne bovina do mundo, concentrando nas 

forrageiras a base da alimentação de seu rebanho (FONSECA et al., 2010). A área de pastagens 

do Brasil compreende em torno de 161 milhões de hectares, dos quais, estima-se que 102 milhões 

encontram-se estabelecidos com pastagens cultivadas, o que corresponde a 12% do território 

brasileiro (SIDRA-IBGE, 2017). Conforme Valle et al. (2009), grande parte destas áreas 

encontra-se estabelecida com cultivares exóticas e de reprodução clonal. Neste contexto, 

destacam-se duas cultivares de Panicum maximum Jacq., Tanzânia e Mombaça (JANK et al., 

2008).  
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 O impacto de doenças ainda é pouco estudado em P. maximum, contudo, Lenné (1994) 

relata a ocorrência de aproximadamente 80 patógenos nesta espécie e ressalta que as manchas 

foliares causadas por fungos fitopatogênicos são as principais doenças encontradas em gramíneas 

forrageiras. Martinez et al. (2010) apontam a mancha foliar causada por B. maydis, como a 

principal doença de P. maximum, sendo a cultivar Tanzânia considerada a mais suscetível. Este 

fungo foi descrito pela primeira vez em 2003, causando mancha foliar em capim Tanzânia no 

Brasil (CHARCHAR et al., 2003). 

A identificação de espécies de Bipolaris descritas unicamente por caracterização 

morfológica é limitada e, muitas vezes duvidosa, já que muitas espécies possuem caracteres 

sobrepostos, além da ampla diversidade morfológica dentro da espécie. Estudos moleculares têm 

sido empregados nos sistemas de classificação com o objetivo de eliminar dúvidas e acomodar as 

espécies corretamente (MANAMGODA et al., 2014). Baseado na análise da sequência de DNA 

combinada de quatro marcadores, ITS (Internal transcribed spacer), GPDH (Glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase), TEF-1α (Translation elongation factor EF-1 alpha) e LSU (Large 

Subunit of rRNA) e nas características morfológicas, Manamgoda et al., (2014) revisaram o 

gênero Bipolaris, reclassificando e classificando diversas espécies.  

Este trabalho teve como objetivo caracterizar e analisar a região do ITS do rDNA das 

espécies fúngicas isoladas a partir de manchas foliares típicas de Panicum maximum,  

provenientes de cinco estados brasileiros. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Da micoteca do laboratório de fitopatologia da Embrapa Gado de Corte, Campo Grande, 

MS, foram recuperados 37 isolados fúngicos provenientes de manchas foliares típicas de 

Panicum maximum, coletadas nos estados de Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Minas Gerais, 

São Paulo e do Distrito Federal.  

A extração de DNA foi realizada conforme o método Doyle e Doyle modificado a partir 

de micélio produzido em meio Aveia-Agar. O tampão de extração CTAB 2 % (1,4 M de NaCl, 

50 mM de EDTA, 2 % de CTAB, 1mM de Tris-HCl, 1% de PVP-40 e 0,2% de 2-

Mercaptoetanol)  foi adicionado no volume de 1000 µL diretamente na placa de Petri contendo o 

isolado fúngico. A suspensão foi transferida para um almofariz e macerada com 0,3 g de areia de 



 

 

aquário autoclavada, transferida para um tubo e mantida por 30 minutos em banho-maria a 65 ºC. 

Após, foram adicionados às amostras 500 µL de clorofórmio: álcool isoamílico (24:1), 

centrifugadas por 5 minutos a 20.000 x g e o sobrenadante transferido para um novo tubo, 

repetindo-se esta etapa duas vezes. O sobrenadante foi então recuperado para um novo tubo, 

adicionado igual volume de isopropanol gelado, homogeneizado e mantido a -20 ºC por 30 

minutos. Após este período, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 20.000 x g. 

Descartou-se o líquido sobrenadante, adicionando-se ao DNA precipitado 500 μL de etanol 70% 

gelado e centrifugou-se a 20.000 x g por 3 minutos. Esta etapa foi repetida duas vezes. O DNA 

precipitado foi ressuspendido em 50 μL de TE 1X (10 mM de Tris-Cl e 0.5 mM EDTA; pH 9.0). 

A quantificação do DNA foi determinada em NanoDrop 2000, Thermo Scientific™ e, 

posteriormente, as amostras foram armazenadas a - 20 ºC.  

Os DNAs genômicos dos isolados fúngicos foram submetidos à reação em cadeia da 

polimerase (PCR) utilizando-se os oligonucleotídeos para amplificação da região ITS1-5.8S-ITS2 

do rDNA, ITS1 (5’TTCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) e ITS4 

(5’TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) (White et al., 1990). A reação de PCR foi realizada em 

volume total de 25 μL, utilizando-se os seguintes produtos: 50 ng de DNA; 20 pmol.μL-1 de cada 

oligonucleotídeo; 2,5 mM de cada dNTPs; 350nM Tris-HCl, 250 mM KCl, 35nM MgCl2 do 10X 

PCR Buffer; e 1U Uni-Taq DNA Polymerase (5 U.μL-1). A amplificação foi conduzida em 

termociclador programado para uma desnaturação inicial de 95 °C por 3 min, seguida de 35 

ciclos de desnaturação 94 °C por 40s; anelamento a 52 °C por 50s; extensão a 72 °C por 1 min e 

extensão final a 72°C por 10 minutos. Os produtos das reações de PCR foram visualizados 

através de eletroforese em gel de agarose 1,5% utilizando-se  GelRed™, visualizado sob luz UV 

e fotodocumentado.  

Os produtos de amplificação foram sequenciados em plataforma ABI 3730 - Applied 

Biosystems. Os eletroferogramas foram editados no software Sequencher 5.4.6 e as sequências 

obtidas foram utilizadas para a busca de sequências similares, utilizando-se a ferramenta 

BLASTn do NCBI.  

 

 

 

 



 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O método utilizado para extração do DNA fúngico foi eficiente e permitiu a obtenção de 

concentrações maiores que 100 ng.μL-1 e a razão das absorbâncias 260/280 variando de 1,98 a 

2,65, indicando ausência de contaminação por proteínas.  A reação de PCR conduzida com os 

oligonucleotídeos ITS1/ITS4 geraram amplificação de fragmentos com aproximadamente 600 pb, 

conforme o esperado. Apenas dois isolados apresentaram fragmento com tamanho diferente do 

esperado, com aproximadamente 750pb.  

O sequenciamento foi realizado com o produto direto da PCR e ambas as regiões do ITS 

foram sequenciadas. Comparando-se as sequências dos isolados fúngicos com aquelas 

disponibilizadas no banco de dados do NCBI (GenBank), revelou-se a ocorrência de quatro 

diferentes agrupamentos de isolados, quais sejam:  um com 99% de identidade com Curvularia 

spp., três  com 99% de identidade com B. sorokiniana, um com 100% de identidade B. zeae e 32  

com 99 a 100% de identidade com B. yamadae.   

A utilização do marcador molecular para a região ITS dos isolados confirmou a 

identificação morfológica de gênero para a maioria dos isolados analisados, com a exceção de 

apenas um, possibilitando a separação entre Curvularia spp. e Bipolaris spp. De acordo com 

Manamgoda et al. (2014), os referidos gêneros são considerados irmãos e conflitos na 

classificação morfológica podem ocorrer. Estes autores relatam que a utilização de um único 

marcador como o ITS ou o GPDH pode esclarecer dúvidas presentes na classificação para a 

maioria das espécies. Entretanto, o GPDH foi melhor marcador para determinação entre as 

espécies Bipolaris. 

A confirmação das espécies, identificadas com a utilização do marcador ITS, deverá ser 

confirmada com a utilização de outros marcadores como, por exemplo, o GPDH, dando suporte 

aos resultados obtidos neste trabalho 

 

CONCLUSÕES 

 

Obteve-se neste trabalho um protocolo eficiente para extração do DNA de Bipolaris spp. 

com alta pureza e concentração. As condições para amplificação das regiões ITS do rDNA do 

patógeno foram adequadas, gerando fragmentos genômicos, conforme o esperado. O 



 

 

sequenciamento direto do produto do PCR-ITS mostrou-se excelente e eficiente método para 

diferenciação entre os gêneros de Curvularia e Bipolaris, assim como permitiu a identificação das 

diferentes espécies presentes na coleção micológica da Embrapa Gado de Corte, isolados a partir 

de manchas foliares de P. maximum.  A confirmação das espécies, identificadas com a utilização 

do marcador ITS, deverá ser confirmada com a utilização de outros marcadores como, por 

exemplo, o GPDH, dando suporte aos resultados obtidos neste trabalho. 
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