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RESUMO - Fungos do género Curvularia sao amplamente distribuidos ao redor do mundo, podendo estar associados
a espécies vegetais, na forma saprofitica, endofitica ou como parasita. Espécies do referido género sao responsaveis
por diversas doengas em plantas cultivadas, causando principalmente manchas foliares. A correta identificagdo das
espécies ¢ importante para o conhecimento e manejo das doengas, sendo essas identificagdes baseadas principalmente
em caracteristicas morfoldgicas, como aspectos dos micélios, morfologia das hifas, formas e tamanho dos conidios.
Entretanto, técnicas moleculares como a amplificagdo de genes especificos, além de analises do padrdo de digestdo
de regides ITS através de enzimas de restri¢cdo, t€ém contribuido para a identificagdo e diferenciagdo genética entre
espécies. No presente trabalho foi realizada a caracterizagdo morfoldgica e molecular de isolados de Curvularia
oriundos de plantas de milho infectadas. Os isolados foram agrupados de acordo com a identificagdo morfologica
e molecular, sendo que todos apresentaram o mesmo perfil de amplificacdo do DNA. As técnicas morfologicas e
moleculares possibilitaram a caracterizacdo de uma unica espécie, Curvularia lunata.

Palavras—chave: Zea mays L., Curvularia lunata, morfologia, DNA, perfil de restrigao.

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF Curvularia sp.
CAUSAL AGENT OF CORN LEAF STAIN

ABSTRACT - Fungi of the genus Curvularia are widely distributed around the world and may be associated with plant
species, in the saprophytic, endophytic or parasitic form. Species of this genus are responsible for several diseases in
cultivated plants, causing mainly foliar stains. The correct identification of the species is important for the diseases
knowledge and management, being these identifications based mainly on morphological characteristics as aspects of
the mycelia, conidia forms and size, hyphae morphology. However, molecular techniques such as the amplification of
specific genes, as well as digestion pattern analyzes of ITS regions through restriction enzymes, have contributed to
the identification and genetic differentiation between species. In the present study, the morphological and molecular
characterizations of Curvularia isolates from infected corn plants were realized. The isolates were grouped according
to the morphological and molecular identification, all of which presented the same DNA amplification profile.
Morphological and molecular techniques allowed the characterization of a single species, Curvularia lunata.

Keywords: Zea mays L. Curvularia lunata, morphology, DNA, restriction profile.
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O milho (Zea mays L.) ¢ uma graminea per-
tencente a familia Poaceae e por causa da sua grande
capacidade de acumulacdo de fotoassimilados ¢ con-
siderada uma das espécies mais eficientes em armaze-
namento de energia (Cruz et al., 2011).

E tratado como insumo para produgio de cen-
tenas de produtos como, por exemplo, racdo animal.
Na cadeia produtiva de suinos e aves sdo consumidos
aproximadamente 70% do milho produzido no mun-
do e entre 70 e 80% do milho produzido no Brasil
(Duarte et al., 2012). A grande variedade de setores
que utilizam o milho como matéria-prima coloca a
cultura como um dos cereais mais produzidos, con-
sumidos e também pesquisados (Afférri et al., 2008).

As tecnologias em melhoramento e controle de
pragas e doengas, hoje disponiveis para o cultivo de
milho, permitiram um avango na area da produtivida-
de. A diversidade de problemas que causam prejuizos
a cultura do milho € muito grande, abrangendo diver-
sas espécies, diferentes formas de controle, intensida-
de e dano econdmico, segundo Galvao et al. (2014).

As doengas, principalmente aquelas causadas
por fungos, podem comprometer o potencial de rendi-
mento da cultura do milho (White, 1999), bem como
das demais culturas de interesse econdmico. Com a
expansao da area cultivada de milho em plantio direto
houve uma alteracdo no microclima e na biologia do
agrossistema, com reflexos nas populagdes dos agen-
tes causais das doengas (Reis et al., 2004). A presenca
dos restos culturais sobre a superficie do solo beneficia
a sobrevivéncia de muitos fitopatégenos (Casa et al.,
2006).

Dentre as doengas fingicas foliares de grande
distribui¢ao no Brasil, a mancha-de-curvularia possui
baixa frequéncia de relatos no meio cientifico (Cruz
et al., 2000). Vaz-de-Melo et al. (2010) relataram o

aumento da ocorréncia da mancha-de-curvularia na

regido sul do Estado Tocantins nos ltimos anos, en-
contrando efeito negativo na produtividade.

O reconhecimento das principais caracteristi-
cas morfologicas do género Curvularia é considerado
facil, o que possibilita a identificacdo dele (Lima &
Furtado, 2007). Entretanto, a confirmagao de espécie
deve ser feita com base ndo somente em caracteristi-
cas morfologicas, mas também com o auxilio de ana-
lises moleculares (Ferreira, 2010).

As técnicas moleculares t€ém auxiliado signifi-
cativamente na identificacdo de espécies de fungos,
bem como em estudos filogenéticos e taxondmicos,
incluindo a diferencia¢ao de agrupamentos intraespé-
cies. Nos eucariontes, os genes que codificam o RNA
ribossomico estdo organizados em unidades repetidas
em série agrupadas em uma ou mais regides cromos-
somicas. Cada unidade possui sequéncias codifica-
doras altamente conservadas e sequéncias intercala-
res que, em geral, variam dentro e entre populacdes.
(Long & Dawid, 1980; Elder & Turner, 1995). As re-
gides ITS (Internal Transcribed Spacer) que separam
as unidades 18S e 28S dos genes ribossomais de eu-
cariotos evoluem rapidamente, o que as tornam apro-
priadas para identificacdo de espécies relacionadas ou
até mesmo variedades de uma mesma espécie.

As regides ITS dispdem de caracteristicas in-
teressantes para a identificagdo dos fungos em nivel
molecular. Uma delas € que, nos fungos, esta regido ¢
amplificada, utilizando-se primers universais, os quais
sao complementares as sequéncias altamente conser-
vadas que codificam os genes 18S e 28S de rRNA,
sendo os primers ITS1 e ITS4 os mais comumente
utilizados na amplificagdo por PCR e estudos de iden-
tificacdo de isolados e espécies (White et al., 1990).

Em razdo dos poucos estudos desenvolvidos
sobre a mancha-de-curvularia na cultura do milho

no Estado do Tocantins, o presente estudo teve por
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objetivo a caracterizagdo morfologica por meio de
estudos macroscopicos e microscopicos do fitopato-
geno Curvularia sp., e a caracterizagdo molecular do
patogeno por meio da amplificagdo do gene Clg2p es-
pécie-especifico para Curvularia lunata e analise do
padrdo de restri¢do do fragmento de DNA amplifica-
do para a regido ITS.

Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido no ano de
2014 no Campo Experimental e no Laboratorio de
Fitopatologia do Campus de Gurupi da Universida-
de Federal do Tocantins (UFT). Folhas de plantas
das cultivares BRS 1040, BM2202, Traktor, Attack e
milho crioulo apresentando sintomas de mancha-de-
curvularia foram coletadas aleatoriamente para isola-
mento do patdgeno.

Inicialmente as lesdes presentes nas folhas fo-
ram cortadas em pequenos fragmentos com dimensoes
aproximadamente de 0,25 cm?e em seguida passaram
por um processo de desinfestagdo, em que as amos-
tras foram mergulhadas em solucéo de alcool etilico a
70% por 30 segundos. Em seguida, as amostras foram
transferidas para solugo de hipoclorito de sédio a 1%
por 40 segundos, e por ultimo, lavadas trés vezes em
agua destilada esterilizada e transferidas para meio de
cultura BDA (Pimentel et al., 2006). As placas ficaram
incubadas por sete dias em sala de incubagdo com fo-
toperiodo de 12h de luz e temperatura de 25 °C +1 °C.

Paraa caracterizagdo morfoldgica e microscopi-
ca, quinze isolados fingicos foram cultivados por sete
dias em meio BDA. Os isolados foram analisados por
meio de microscopio optico para identificagdo preli-
minar do fitopatdogeno, o qual foi selecionado para ob-
tencdo de cultura monosporica e posterior confirmagao

de patogenicidade por meio dos Postulados de Koch.

A morfologia do patogeno da mancha-de-cur-
vularia foi realizada por observagdes macroscopicas e
microscopicas. As observagdes macroscopicas foram
feitas em culturas incubadas a 25 °C £1 °C em meio
BDA, em placas de Petri por sete dias. Apos o cresci-
mento micelial, as placas foram fotografadas.

Para caracterizagdo morfologica, foi elaborada
uma tabela na qual foram registrados: aspecto do mi-
célio (cotonoso ou ralo), forma dos bordos (regulares
ou ndo), coloracdo da coldnia (preto, verde musgo ou
cinza), reverso da colonia (com ou sem pigmentacao
escura), presenca ou auséncia de micélio sob o meio
de cultura e também presenca ou auséncia de conidios
em BDA, apos sete dias de cultura (Ferreira, 2010).

A caracterizagdo microscopica foi feita pela ob-
servagdo dos conidios (Ferreira, 2010). A obtengdo dos
conidios foi realizada pela técnica de microcultivo adap-
tada de Kern e Blevins (1999), em que foram utilizadas
placas de Petri esterilizadas, contendo em seu interior
uma lamina, com um disco de aproximadamente 5 cm
de didametro de meio de cultura BDA e sobre ela foi colo-
cado o micélio do isolado, o qual foi posteriormente co-
berto por uma laminula esterilizada. As placas foram in-
cubadas por sete dias, a aproximadamente 25 °C +1 °C.

Para esta analise utilizaram-se trés conidios
de cada isolado. As visualizagdes das estruturas de
reprodugdo foram feitas em microscopio Optico e
as imagens, captadas com o auxilio do software TS-
View7, em que foram analisadas e mensuradas.

As analises moleculares foram realizadas no
Laboratorio de Manejo Integrado de Plantas na Uni-
versidade Federal do Tocantins. Para a identifica¢do
molecular, foram utilizados isolados de cinco culti-
vares (BRS 1040, BM2202, Traktor, Attack e milho
crioulo). Para a extragdo de DNA, primeiramente os
isolados foram cultivados em meio de cultura BDA

e incubados por sete dias a 25 °C =1 °C. Discos de
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BDA contendo o micélio do fungo foram excisados
e inoculados em 60 ml de meio liquido contendo 10g
de extrato de levedura, 10 g de dextrose, 1 L de agua
destilada e antibidtico (Cloranfenicol) na concentra-
cao de 200 mg/L. Posteriormente, as culturas foram
mantidas em agitacdo (120 rpm) durante sete dias a 25
°C, para o crescimento do micélio. Apos este periodo,
o micélio foi separado do meio liquido por filtragao
a vacuo, lavado com agua destilada estéril, coletado
e imediatamente colocado em nitrogénio liquido para
maceragdo com o auxilio de graal e pistilo. A extragdo
do DNA foi efetuada pelo método CTAB descrito por
Zolan e Pukilla (1986), com algumas modifica¢des
conforme segue. Cerca de 0,5 g do micélio foi suspen-
so em 1 ml de tampao de extracdo CTAB pré-aqueci-
do a 65 °C [2% p/v de CTAB; 2,5% p/v de PVP; 2M
de NaCl; 100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 25 mM EDTA
pH 8,0], adicionado de beta-mercaptoetanol 2% (v/v).
Apo6s homogeneizac¢do da mistura, as amostras foram
incubadas por 40 minutos a 65 °C. Em seguida, pro-
cedeu-se a centrifugag@o por 10 minutos a 11.000 rpm
e a fase aquosa foi recolhida para extragdo com cloro-
formio/alcool isoamilico (24:1). O RNA presente nas
amostras foi degradado por tratamento com RNase A
(50 mg/ml) durante 30 min a 37 °C. Em seguida, o
DNA foi precipitado pela adi¢do de 2,5 volumes de
etanol absoluto e sedimentado por centrifugacdo du-
rante 15 min a 12.000 rpm. O pellet foi lavado com
etanol a 70%, e suspenso em agua ultrapura. A con-
centragao de DNA das amostras foi determinada por
leitura em espectrofotometro (Biowave DNA) a 260
nm, e a pureza foi verificada pela relagdo A, . .

Para a caracterizagdo molecular dos isolados,
foram utilizados os primers P1: (5° ATGGACGA-
GAACAACAGGATAACGA- 3°) e P2: (5°-CTA
CCAGCATTTAAGTTTACTCCAG-3’) (Hou et al.,

2013) baseados na sequéncia nucleotidica do gene

Clg2p (Cochliobolus lunatus). Cada reagao de ampli-
ficacdo foi realizada em um volume final de 25 pL,
composto por 2,5 ng de DNA gendmico; 13 pL de
agua estéril; 10 mM de Tris-HCI; 2 mM de MgCI2;
0,1 mM de dNTPs; 1.25U de Taq DNA polimerase
(Ludwing); 0,4 uM de cada primer. As reagcdes de am-
plifica¢do foram incubadas em termociclador (Techne
TC-500), com os seguintes ciclos: etapa de desnatu-
racao a 95 °C por 4 min, etapa de anelamento a 55
°C por 1 min, e etapa de extensao a 72 °C por 2 min.
Apos 40 ciclos, as reagdes foram finalizadas com um
ciclo adicional de extensdo a 72 °C por 5 min.

A amplificacdo da regido ITS dos isolados foi
feita com os primers universais ITS1 (5° -TCCGT-
TGGTGAACCAGCG G-3’) e ITS4 (5’- TCCTC-
CGCTTATTGATATGC-3’) (White et al., 1990). A
reacdo de amplificacdo foi realizada em volume fi-
nal de 20 uL, utilizando o kit GoTag® DNA Poly-
merase, sendo 4 ul. do tampao de reacdo, 2 uL de
Cloreto de Magnésio, luL de dNTP (100 mM), 1
ul. de cada primer (F/R), 0,3 ulL da enzima Gotaq
(Promega) e 1 uL de DNA molde (50ng) e 9,7 uL de
agua deionizada estéril. As reagdes de amplificagdo
foram submetidas ao termociclador (Techne TC-
500), com os seguintes ciclos: desnaturagao inicial
por 2 minutos a 95 °C, seguido de 38 ciclos sendo
desnaturagdo a 95 °C por 30 segundos, anclamento
por 1 minuto a 51 °C, extensdo por 1 minuto a 72
°C, antes da extensdo final de 5 minutos a 72 °C.
Todos os produtos das reagdes foram visualizados
em gel de agarose a 1,4% corado com Blue Green
(LGC Biotecnologia), as imagens foram recolhidas
por meio de um fotodocumentador (Gel Logic 112).

Os produtos da amplificacdo da regido ITS
dos genes ribossomais foram empregados nas andli-
ses do perfil de restricdo enzimatica. Aliquota de 10

ulL de cada produto foi misturada com 10 unidades
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de enzimas de restricdo Haelll, de acordo com as
instrugdes do fabricante (Jena Bioscience) e incu-
badas por 15 minutos em temperatura de 37 °C. Os
fragmentos de restri¢do, foram separados em gel de
agarose a 2,5%, por 45 minutos a 110V e 400 mA.
As amostras foram coradas com Blue Green (LGC
Biotecnologia) e o perfil de restri¢do foi visualizado

em fotodocumentador.
Resultados e Discussao
No presente estudo, todos os isolados de Cur-

vularia sp. foram reisolados de plantas inoculadas, e

a patogenicidade deles pelo postulado de Koch.

Com base na caracterizagdo morfoldgica, os
isolados de Curvularia sp. apresentaram micélio ralo
(66,67%) e cotonoso (33,33%), em meio de cultivo
BDA. Quanto as formas do bordo, todos os isolados
foram regulares. Em relagdo a pigmentacgdo da cor da
coldnia, o padrao variou entre cinza e branco, preva-
lecendo a cor cinza em 86,66% dos isolados. O rever-
so das colonias sempre apresentou coloragdo escura.
A presenca de conidios foi observada em todos os iso-
lados apos os sete dias de incubacgdo a 25 °C. Quanto
ao crescimento das coldnias, variou entre 68,35 ¢ 90
cm de didmetro (Tabela 1).

Segundo Lima e Furtado (2007), o reconheci-

mento das principais caracteristicas morfoldgicas do

Tabela 1. Caracteristicas morfologicas de isolados de Curvularia sp. obtidos de lesdes foliares de cultivares de

milho na localidade de Gurupi-Tocantins.

Caracteristicas morfologicas

(Colbnia)
Cultivar  Tsolado Aspgc,tq Forma do C0£ dg Reve{sq da  Presenca oulal.lséncia de Cre.scin.lento
do micélio  bordo colonia colonia conidio micelial®
BRS 1040 111 Ralo Regular  Cinza Escura Presente 73,81
112 Ralo Regular ~ Cinza Escura Presente 75,21
113 Ralo Regular  Cinza Escura Presente 82,2
BM2202 124 Ralo Regular  Cinza Escura Presente 72,39
125 Ralo Regular  Cinza Escura Presente 71,28
126 Ralo Regular  Cinza Escura Presente 74,54
Traktor 137 Ralo Regular ~ Cinza Escura Presente 68,35
138 Ralo Regular  Cinza Escura Presente 72,38
139 Ralo Regular  Cinza Escura Presente 66,72
Attack 1410 Cotonoso Regular  Branca Escura Presente 68,47
1411  Cotonoso Regular  Cinza Escura Presente 77,62
1412  Cotonoso  Regular  Cinza Escura Presente 82,47
Milho I513 Ralo Regular  Branca Escura Presente 71,55
crioulo I514 Cotonoso Regular  Cinza Escura Presente 81,13
I515 Cotonoso Regular  Cinza Escura Presente 90

*Diametro médio da colonia (C e L, sendo C: Comprimento e L: Largura).
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Tabela 2. Caracteristicas microscopicas de isolados Curvularia spp. obtidos de lesdes foliares de cultivares de

milho em Gurupi-Tocantins.

Caracteristicas microscopicas

conidio

Cultivar  Isolado Liso /Rugoso Hilo* N° sept(os Elip)soide/ Cilindrico/ Curvado Tamanho conidio (c¢/I) pm*
BRS 1040 111 Liso Ausente 3 Curv 17,49 - 11,26
112 Liso Ausente 3 Curv 20,71 - 12,15
113 Liso Ausente 3 Curv 22,84 -13,58
BM2202 124 Liso Ausente 2 Curv 19,01 - 9,51
125 Liso Ausente 2 Curv 23,32-11,23
126 Liso Ausente 2 Curv 21,27 -11,49
Traktor 137 Liso Presente 3 Curv 24,25 -11,98
138 Liso Ausente 3 Curv 22,00 - 11,67
139 Liso Ausente 3 Curv 21,43 -11,19
Attack 14 10 Liso Ausente 2 Curv 24,87 -11,37
1411 Liso Ausente 2 Curv 22,40 - 10,78
1412 Liso Ausente 2 Curv 24,78 - 11,83
Milho 1513 Liso Presente 3 Curv 22,65 -13,44
crioulo 15 14 Liso  Ausente 3 Curv 23,90 - 11,16
1515 Liso Ausente 3 Curv 24,56 - 11,77

*(Hilo - Presenca ou auséncia; Tamanho dos conidios - sendo ¢: comprimento e 1: Largura).

género Curvularia é relativamente facil, no entanto,
a identificagcdo em nivel de espécie pode ser compli-
cada pelas descri¢des vagas e auséncia de ilustragdes
em trabalhos mais antigos, inconstancia de caracte-
risticas morfologicas e microscopicas dos conidios.
Com relacdo a caracterizagao morfologica ao
microscopio (Tabela 2), os conidios se mostraram
semelhantes em todas as caracteristicas analisadas.
Contudo, a presenca do hilo variou entre os isolados,
assim como o numero de septos, que variou entre dois
e trés; os conidios tinham o formato sempre curvado e
o tamanho deles teve uma média de 22,36 x 11,62 um
(Figura 1). Estudos realizados com conidios de B. so-
rokiniana revelaram a existéncia de variagdes morfo-
logicas no tamanho e na forma quando produzidos em
diferentes substratos (Ellis, 1971; Sivanesan, 1987).

Estudos realizados por Ferreira (2010), em-
pregando uma série de isolados de Curvularia,
mostrou que algumas caracteristicas do género, tais
como conidio liso ou verrugoso; hilo (presente, au-
sente ou indistinto), 4 ou 5 células; conidio elipsoide
ou cilindrico; curvado ou ndo e formacdo de clami-
désporos, sugeriram a existéncia de diferentes es-
pécies, intergrupos e intragrupos. Dessa forma, Ellis
(1971) descreveu a espécie Curvularia lunata com
as seguintes caracteristicas: conididéforos eretos com
coloragdo marrom, podendo ser simples ou ramifica-
dos, em linha reta ou curva, apresentando conidios na
parte apical e lateral do conididforo, 3 a 4 células com
duas células centrais, coloracdo marrom, curva maior
nas penultimas células, e hilo presente na maioria das

VEZes.
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Neste trabalho foi possivel estabelecer uma
relacdo entre as caracteristicas morfologicas ava-
liadas com as descritas na literatura (Ellis, 1971).
Contudo, segundo Sun et al. (2003), apenas a ana-
lise morfologica ndo fornece informacdes suficien-
tes para identificagdo segura de espécies do género
Curvularia, pois para uma identificagdo mais preci-
sa € necessario proceder a analise baseada em dados

moleculares.
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Quanto a caracterizacdo molecular, podemos
observar na Figura 2 a eficiéncia do protocolo de ex-
tragdo de DNA para os isolados em estudo. O DNA to-
tal extraido foi utilizado como molde para a reagdo de
PCR, utilizando-se primers especificos (gene Clg2p)
para Curvularia lunata (Hou et al., 2013). Todos os
isolados apresentaram o mesmo padrdo de amplifica-
¢do, com o tamanho esperado (= 966pb), caracterizan-

do, assim, estes isolados como C. lunata (Figura 3).

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose do DNA total extraido dos isolados de milho. M= Marcador de peso
molecular (Kasvi); 1: BRS 1040; 2: BM2202; 3: Traktor; 4: Attack e 5: Milho crioulo.
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Figura 3. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificacdo com os primers especificos para C.
lunata. M: Marcador de peso molecular de 1Kb (Kasvi); C-: controle negativo;1: BRS1040; 2: BM2202; 3:

Traktor; 4: Attack e 5: Milho crioulo.
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Técnicas moleculares, baseadas na analise do
DNA, sdo frequentemente utilizadas como ferramen-
ta auxiliar para caracterizacdo morfoldgica de fungos
fitopatogénicos (Brasileiro et al., 2004). A técnica de
PCR para identificagdo em nivel molecular de mi-
crorganismos tem sido extensivamente utilizada, pois
se torna uma alternativa confiavel e economica.

A analise do padrao de restricdo de produtos de
amplificacdo do DNA da regido ITS (Internal Trans-
cribed Spacer) ¢ outra técnica utilizada para a carac-
terizacdo de fungos. A analise do perfil de restrigdo
da regido ITS tem sido amplamente utilizada em va-
rias espécies de fungos patogénicos (Oliveira & Cos-
ta 2002; Brasileiro et al., 2004; Chehri et al., 2011).
Esta regido separa os genes 18S e 28S do rDNA, e
que pode ser amplificada com primers especificos

ancorados nessas duas regioes, sendo altamente con-

— 3,000

— 1,500

— 1.000
T
— 800
— 700
— 600
— 500
— 400

— 300
- 200

— 100

servada intraespecificamente, mas variavel entre dife-
rentes espécies, o que possibilita a distingao ao nivel
especifico (Fungaro, 2000). A Figura 4 mostra o perfil
de amplificacdo da regido ITS dos isolados de Curvu-
laria, mostrando um fragmento de aproximadamente
700 pb e o controle positivo = 600 pb. Esse resultado
condiz com informagdes da literatura que mostram
uma variagao de tamanho de 400 a 900 pb para a re-
gido ITS em todas as espécies de fungos estudados
(Brasileiro et al., 2004). A analise de restricdo com a
enzima Haelll também produziu um padrdo de banda
igual para todos isolados (Figura 5).

De modo geral, as técnicas empregando infor-
magoes contidas no DNA representam ferramentas
complementares aos métodos de caracterizagdo mor-
fologica e bioquimica, minimizando assim possiveis

erros na identificagdo. A analise de sequéncias de

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificacdo com os primers ITS1 ¢ ITS4.
M: Marcador de peso molecular 1kb (Kasvi); C+: Fusarium verticilioides, C-: controle; 1: BRS 1040; 2:

BM2202; 3: Traktor; 4: Attack e 5: Milho crioulo.
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Figura 5. Perfil de restricdo com a enzima Haelll dos fragmentos amplificados da regido ITS. M: Marcador de
peso molecular de 100 pb (Kasvi); 1: BRS1040; 2: BM2202; 3: Traktor; 4: Attack e 5: Milho crioulo.

DNA, seja pelo padrio de restrigdo, seja pelo sequen-
ciamento para determinar a sequéncia de nucleotideos
do fragmento amplificado por PCR, tem sido bastante
empregada para a identificacdo de isolados e cepas ao
nivel de géneros e espécies. O presente estudo relata
pela primeira vez a ocorréncia de Curvularia lunata,

na regido sul do Estado do Tocantins.

Conclusoes

De acordo com as analises morfologicas de
identificagdo macroscopica e microscopica do patod-
geno, foi possivel estabelecer que os isolados estuda-
dos se agruparam em um Unico género.

Através da técnica de PCR empregando pri-
mers espécie-especificos para amplificacdo do gene
Clg2p e da analise do padrao de restri¢ao do fragmen-
to de DNA da regido ITS, foi possivel identificar com

precisdo a patogenicidade dos isolados as plantas de

milho, e determinar sua afiliagdo taxonomica a espé-

cie Curvularia lunata.
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