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ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA ATRAVES DE MARCADORES
MOLECULARES E CARACTERISTICAS CITOMORFOLOGICAS
DE Colletotrichum gloeosporioides

ADNA CRISTINA BARBOSA DE SOUSA

RESUMO

Foram analisadas 20 linhagens de C. gloeosporioides quanto as caracteristicas
genéticas e citomorfologicas. Os marcadores moleculares, RAPD, microssatélites, Intron
Spice Site Primer e regido ITS do DNA ribossomal, foram utilizados para avaliar a
diversidade genética entre as linhagens. A andlise de agrupamento através do método
UPGMA confirmou a diversidade genética intraespecifica reconhecida em C.
gloeosporioides. Com a técnica de RAPD foi detectada uma maior similaridade genética
entre as linhagens. As regides de microssatélites investigadas, demonstraram alto
polimorfismo genético e os introns discriminaram todos as linhagens apenas com o primer
(EI-1), e revelaram maior diversidade genética em relacdo aos outros marcadores
moleculares utilizados. As trés enzimas de restricdo testadas, Haelll, Dral e Mspl
evidenciaram a diversidade genética entre as linhagens nos produtos de amplificacdo dos
loci ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA com os primers ITS1 e ITS4. Todos os marcadores
empregados, foram eficientes em demonstrar o alto grau de polimorfismo genético,
constatado pela formagdo de grupos altamente diversificados, sem apresentar correlagdo
entre os hospedeiros. Os aspectos macroscopicos exibiram uma variacdo na coloragdo,
textura e segregacao de setores nas colonias, e as observagdes microscopicas demonstraram
a formagdo de estruturas vegetativas e reprodutivas peculiares da espécie. A condi¢ao
nuclear investigada através da técnica de HCI-Giemsa, evidenciou conidios 100%

uninucleados.

Palavras-Chave: Colletotrichum gloeosporioides, RAPD, regido ITS-rDNA, microssatélite

e Intron Splice Site Primer



ANALYSIS OF THE GENETIC DIVERSITY USING MOLECULAR
MARKERS IS CHARACTERISTIC CYTOMORFOLOGICAL

IN Colletotrichum gloeosporioides

ADNA CRISTINA BARBOSA DE SOUSA

ABSTRACT

20 strains of  Colletotrichum gloeosporioides were analyzed as the genetic
characteristics and cytomorfological. The molecular markers RAPD, microssatelites, /ntron
Splice Site Primer and analyze the region ITS of the rDNA, they were used to evaluate
the genetic diversity among the strains. Analyze of grouping through the method UPGMA
it confirmed the diversity genetic intraspecific recognized in C. gloeosporioides. With the
technique of RAPD presented a larger genetic similarity among the strains ones. The region
of investigated microssatelites, demonstrated high genetic polymorphism and the
introns they just discriminated all the strains with the primer (EI-1), and revealed larger
genetic diversity in relationship the other techniques. The three restriction enzymes tested,
Haelll, Dral and Mspl evidenced the genetic diversity among the strains in the products of
amplification of the loci ITS with the primers ITS1 and ITS4. All the employed markers,
were efficient in demonstrating the high degree of genetic polymorphism, verified by the
formation of groups highly diversified, without presenting correlation among the hosts. The
macroscopic aspects exhibited a variation in the coloration, texture and segregation of
sections, in the colonies, and the observations microscopic demonstrated the formation of
vegetative and reproductive structures peculiar of the species. The nucleate condition

investigated through the technique of HCI-Giemsa, it evidenced spores 100% onenucleate.

Key Words: Colletotrichum gloeosporioides, RAPD, microsatelite, Intron Splice Site
primer and region ITS-rDNA.



1. INTRODUCAO

Colletotrichum gloeosporioides (teleomorfo Glomerella cingulata) ¢ um fungo
fitopatogénico amplamente disseminado que sobrevive tanto parasitando vegetais quanto
saprobioticamente em materiais orginicos em decomposi¢do. E o agente etioldgico da
antracnose, que ocorre em condicdes de alta temperatura e umidade, sendo mais severa em
regides tropicais e subtropicais do Brasil. Esta doenca limita o cultivo de diversas plantas
economicamente importantes, tais como Anacardium occidentale, Passiflora edulis,
Psidium guajava, Allium sp, dentre outros. Pode atingir toda a planta desde a semente até o
fruto pré e pds—colheita, ocasionado grandes prejuizos. A severidade da doenga depende
das condi¢des ambientais e especificidade ao hospedeiro (DODD, et al., 1992; KIMATI, et
al., 1997; CABERA & ALVAREZ, 2002; VARZIA et al., 2002).

Antes do surgimento dos marcadores moleculares, a caracterizacdo dos isolados
fungicos era muito restrita, devido a variagao nas caracteristicas morfologicas, citologicas e
patogénicas que dificultam a classificagdo (MENEZES, 2002). Atualmente, técnicas
moleculares t€ém sido uma ferramenta poderosa, proporcionado grandes avangos na
taxonomia e na caracterizagdo fungica. Marcadores moleculares podem ser usados para
avaliar niveis de diversidade genética e relacdes filogenéticas intra e interespecificas e
caracterizar linhagens (MATIN & FIGUERES, 1999).

Uma ferramenta que tem sido muito utilizada é a técnica Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) que vem contribuindo consideravelmente para a detecgdo de
polimorfismo genético e diagndstico molecular em vérios organismos, inclusive em
espécies fungicas (FERREIRA & GRATAPAGLIA, 1998; FUNGARO, 2001).

Os microssatélites (Simple Sequence Reapeat - SSR) sdo pequenas regides
repetidas em tandem, distribuidas aleatoriamente no genoma. Essas regioes sao
amplificadas individualmente através da Polymerase Chain Reaction (PCR) pela
utilizagdo de primers especificos que sdao complementares as seqiiéncias Unicas que
flaqueiam os microssatélites. Este método ¢ aplicado para avaliar a similaridade e a
diversidade genética entre linhagens fingicas (GRUPTA et al., 1994; IMENEZ &
COLLADA, 2000).



Os introns sdo segmentos nao codificados quando processados para dar origem ao
mRNA. Estes segmentos sdo amplamente encontrados no genoma dos eucariotos. Os
oligonucleotideos intron splice site primer tém sido sintetizados com seqiiéncias
complementares do genoma flngico, podendo auxiliar na taxonomia cléssica e no estudo da
diversidade genética (PATARO et al., 2000; LEWIN, 2001).

Um outro marcador bastante utilizado baseia-se na amplificacdo das regides ITS do
rDNA (Internal Transcribed Spacer - ITS). Estas regidoes aparecem varias vezes no genoma
fungico, permitindo caracterizar diferentes niveis taxondmicos entre género e espécies
(LODOLO et al., 1995; MATIOLI, 2001).

O presente trabalho teve por objetivo detectar a diversidade genética através de
marcadores moleculares e analisar as caracteristicas citomorfologicas entre linhagens de C.

gloeosporioides obtidos de diferentes hospedeiros.



2.REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos taxonomicos de Colletotrichum gloeosporioides

Colletotrichum Corda ¢ um anamorfo, que foi estabelecido baseado nas suas
caracteristicas morfologicas e especificidade ao hospedeiro, em 1837. O teleomorfo
Glomerella Scherenk e Spaulding foi descrito em 1903 (SUTTON, 1992).

A taxonomia do género continuou controvertida, sendo que, cerca de 20 espécies
foram descritas para Colletotrichum e mais de 80 para Glomerella . Nessa ocasido, todos os
conceitos de género e espécies foram baseados nas caracteristicas citomorfologicas e
patogénicas (MANNERS ef al, 1992). A taxonomia moderna ndo despreza essas
caracteristicas ¢ leva em consideragao também a analise do DNA através de marcadores
moleculares, o que a torna mais eficiente.

O género continuou controvertido, incluindo as espécies que apresentavam conidios
hialinos, encurvados e fusiformes em acérvulos com setas. Apesar dessas nitidas
descrigdes, o género foi organizado por SUTTON (1992), que incluiu as espécies do género
Colletotrichum no género Vermicularia, posteriormente o género foi novamente
reorganizado sob varios nomes distintos, sendo os mais comumente empregados:
Dicladium, Ellisieola, Vermicularia, Colletotrichum e Gloeosporium. Durante os séculos
XIX e XX, esses e outros nomes foram utilizados de forma alterada para varias espécies
que hoje estdo incluidas no género Colletotrichum. As espécies do género foram
distinguidas por CLEMENTS & SHEAR (1931) pela presenga de setas marginais,
enquanto os representantes do género Vermicularia por setas dispersas no acérvulo. A
presenca ou a ausé€ncia e arranjo de setas nos acérvulos sdo caracteristicas extremamente
variaveis, e, portanto, sem significado ao nivel taxondmico, resultando na transferéncia de
espécies do género Vermicularia para o género Colletotrichum. Muitas espécies deste
género foram descritas inclusive Colletotrichum gloeosporioides.

A diferenciacdo e a nomenclatura de espécies de Colletotrichum foi inicialmente
baseada no tipo de hospedeiro onde os isolados foram detectados (SREENIVASSAPRAD

et al., 1996). Com base neste aspecto, diferentes nomes foram dados aos isolados



morfologicamente iguais, obtidos de hospedeiros distintos, este critério ndo revelou
claramente as relagdes intra-especificas (JEFFRIES et al., 1999).

Outras espécies foram descritas com base na morfologia, fisiologia, metabolismo e
perfis de proteinas soluveis, causando permanente polémica sobre a classificagdao do género
(SMITH & BLACK, 1990; AGOSTINI et al., 1992). Levando em consideragao a
morfologia conidial, reta ou falcada, e a especificidade com o hospedeiro desses fungos,
SUTTON (1992) refinou a sistematica de alguns grupos, adicionando C. gloeosporioides
var. minus (teleomorfo: G. cingulatta var. minus) e sugeriu a manuten¢ao da espécie C.
gossypii var. cephaloporioides (teleomorfo: G. gossypii) como uma categoria distinta de C.
gloesporioides.

Além dos isolados de C. gloeosporioides apresentarem uma consideravel variagdo
morfoldgica e patogénica, ocorria mais de uma espécie em um mesmo hospedeiro,
ocasionando sintomas complexos, conseqiientemente, foi sugerido a formae speciales para
diferenciagdes intra espécies, o que veio tornar a taxonomia mais polémica (SHERRIFF et
al., 1994, KAUFMANN & WEIDEMANN, 1996). Posteriormente, varios sistemas
alternativos t€m sido propostos, incluindo perfis isoenzimaticos e técnicas moleculares que
buscam detectar as relagdes inter e intraespecificas para auxiliarem na taxonomia do género
(GUTHRIEE et al., 1992; LOPEZ, 1999), de modo que esses problemas sejam

minimizados.

2.2.2. Aspectos biolégicos de Colletotrichum gloesporioides

C. gloeosporioides se caracteriza por apresentar conidios hialinos, uninucleados e
cilindricos, em acérvulos com ou sem setas que, em condigdes umidas, exibem uma massa
conidial de coloragdo alaranjada ou creme, na superficie do tecido afetado. No processo de
infec¢do, os conidios do patdgeno, em contato com a superficie do hospedeiro, germinam,
produzindo apressorios que possibilitam a fixagdo e a penetracao direta em qualquer 6rgao
da planta. O teleomorfo, G. cingulatta, pode apresentar formas homotalicas e heterotalicas,
dando origem aos peritécios contendo ascos e ascosporos unicelulares e hialinos

(MENEZES & HANLIN, 1996).



Em seringueira e cajueiro a infec¢do inicial por diferentes isolados de C.
gloeosporioides varia acentuadamente. Embora todo isolado seja capaz de penetrar na
cuticula da folha apos a formagdo de apressorios, alguns podem invadir o hospedeiro
através dos estobmatos com ou sem formagao de apressorios. Em alguns casos, a penetracao
¢ seguida da producdo de hifas intracelulares, que colonizam rapidamente o tecido do
hospedeiro e causam degradacao extensa da parede celular (ZULFIQAR, et al., 1996).

VERAS et al. (1997) verificaram a ocorréncia do C. gloeosporioides em cultura de
cajueiro, mangueira e citros, lesionando folhas, ramos e frutos. Nas folhas as lesdes surgem
proximas ou sobre as nervuras apresentando manchas concéntricas e quebradigas, o que
leva as folhas a cairem precocemente. Nos ramos, a doenga manifesta-se como manchas
deprimidas e escuras que podem levar a morte. Os frutos afetados apresentam enrugamento
e mudanca na textura e na cor da epiderme. As lesdes sdo deprimidas e recobertas por uma
massa de esporos de coloracdo résea. Uma semana apds o aparecimento dos sintomas,
surgem pontuagdes negras, consistindo de setas dos acérvulos do patégeno.

C. gloeosporioides ¢ patogénico para diversas culturas e pouco se conhece sobre as
bases genéticas desse fungo. A atividade patogénica pode estar associada a presenca do
ciclo sexual, ou mesmo do ciclo parassexual, que representa uma possibilidade de
recombinagdo genética, muito embora ainda ndo tenha sido descrita a parassexualidade

nesta espécie (MORIN et al., 1996).

2.2. Patogenicidade, controle quimico e biolégico

Colletotrichum agrega diversas espécies fitopatdogenas e saprobias. Os patogenos
ocorrem em diversos hospedeiros, como culturas agricolas e plantas medicinais, arbustos e
arvores silvestres, podendo causar lesdes necroticas ou manchas em folhas, ramos,
peciolos, pedunculos, inflorescéncias e frutos pré e pos-colheita (AGOSTINI et al., 1992;
TAVARES et al., 1998), ocasionando prejuizos variaveis dependendo do grau de
suscetibilidade das plantas e das condigdes ambientais favoraveis para o desenvolvimento
da doenca (DODD et al., 1992; NETO et al., 1994; MUNIZ et al., 1997; 1998). A

condigdo de saprobio ocorre no tecido morto, podendo ser facilmente disseminado através



dos insetos, respingos de chuva, mudas infectadas, acdo de ventos e agua de irrigagdo,
dentre outros (DAVIS et al., 1992).

C. gloeosporioides ¢ o agente etiologico da antracnose, que se prolifera em condicdes
de alta temperatura (22-28°C) e umidade, principalmente quando ocorre chuva freqiiente
coincidindo com o ativo crescimento e florescimento da planta. Essas condi¢des sdo ideais
para o desenvolvimento de epidemias (ANDRADE & DUCROQUET, 1994; 1998). A
antracnose ¢ mais severa em regides tropicais e subtropicais do Brasil e do mundo. Sendo
no Brasil a doenca de maior importancia e de distribuicdo generalizada nas diversas areas
de cultivo (TEIXEIRA et al., 2001).

Os prejuizos causados por Colletotrichum spp. principalmente em paises tropicais,
resultam tanto na reducao direta da qualidade quanto na quantidade dos produtos, aumento
dos custos de producdo e de pds-colheita, nas quais as infec¢Oes latentes ndo foram
detectadas durante o cultivo. Assim, o fungo permanece inativo no tecido do hospedeiro
por longo periodo, antes de formar lesdes. Esta caracteristica torna o C. gloeosporioides
um dos mais importantes patdgenos pos-colheita, produzindo infecgdes quiescentes nos
tecidos vegetativos e casca dos frutos de varias culturas. Quando os tecidos tornam-se
senescentes, o fungo pode coloniza-los produzindo abundantes acérvulos, em condigdes
umidas e favoraveis. Infecgdes em frutos podem causar danos significativos, podendo
chegar a uma estimativa de perda de até 100% da produg¢do, entre frutos jovens, proximos a
maturagao ¢ maduros (SKIPP et al., 1995).

A presenca de C. gloeosporioides foi constatada em abacate, citros, mamao, pimentao
e seringueira, cujos, isolados apresentavam patogenicidade e viruléncia, principalmente
quando inoculados frutos de abacate, mamao, maga e pimentao, em folhas de mangueira e
em foliculos de seringueira (STRADIOTO, 1993). A ocorréncia deste fungo intensificou os
estudos, de maneira que muitas pesquisas surgiram no sentido de se obter maior
conhecimento sobre a patogenicidade deste fungo. MADEIRA & REIFSCHNEIDER
(1997) demonstraram a patogenicidade de C. gloeosporioides em plantas e frutos de
goiabeira e constaram que a inoculagdo com ferimento no apice e a inoculacao na planta
inteira, com e sem ferimento, apresentaram danos superiores, portanto um potencial para
uso em teste de pré-selecdao. Nos frutos, somente o método de inoculagdo por inje¢do do

fungo provocou os sintomas da doenca, assegurando a severa patogenicidade em diversas



partes da planta. A ocorréncia de C. gloeosporioides foi verificada pela primeira vez na
regido Nordeste do Brasil, em plantio de mangabeira, com frutos apresentado manchas
necrdticas. As observagdes morfoldgicas revelaram a presenca deste fungo, cuja
patogenicidade foi testada e confirmada em frutos sadios (MUNIZ, ef al., 1997). Ja a
primeira confirmag¢do de antracnose em cultura de umbu, no Brasil ocorreu com o trabalho
de TAVARES et al. (1998) quando isolaram C. gloeosporioides de umbuzeiro da regido
irrigada do Médio de Sao Francisco, de folhas, ramos e frutos apresentando manchas
escuras, apos inoculacdo em mudas sadias através de pulverizagdes e disposi¢ao de disco de
micélio sobre as folhas.

A patogenicidade de C. gloeosporioides também foi demonstrada por FEITOSA
(1998) ao analisarem os sintomas da antracnose em folhas de cajueiro com sintomas de
antracnose em frutos de acerola, mamao, manga e maracuja. Também foi estudada na
Venezuela a antracnose causada por G. cingulata, em maracujazeiro, neste caso o patdgeno
produziu lesdes de coloragdo castanho claro no centro e castanho escuro nas bordas, nos
sitios de inser¢do dos ramos, peciolos e pediinculos CEDENO et al. (2003).

O controle das epidemias causadas por C. gloeosporioides ¢ realizado por meio de
uma associagdo com métodos culturais e quimicos. Desta forma, as seguintes medidas
devem ser tomadas: maior espacamento favorecendo a ventilagao e insolagdo das plantas;
podas leves abrindo a copa para penetracao dos raios solares; podas de limpeza reduzindo
as fontes de indculo; instalagdes dos pomares em regides mais secas; rotagdo de culturas;
uso de cultivares resistentes; utilizagdo de sementes sadias, cuidado no manuseio pods-
colheita, ensacamento dos frutos e pulverizacdes com fungicidas protetores e sistémicos
(KIMATTI et al., 1997).

Durante o periodo de alta precipitacdo pluviométrica, as infec¢des causadas por C.
gloeosporioides podem ser controladas por diversos grupos de fungicidas: benzimidazoles,
triazoles, ditiocarbonatos e compostos de cobre. Outros produtos, tais como clorotalomil,
imazalil piperazine (triforine) e imidazoles também sdo eficientes no controle dessas
doengas (LONSDALE et al., 1993; PRUSKY et al., 1995).

NASCIMENTO et al. (2000) avaliaram o efeito in vitro dos fungicidas prochloraz,
azoxystrobin e bicarbonato de sddio (NaHCO;) na inibi¢do do crescimento micelial e in

vivo, para tratamento dos frutos pds-colheita, no controle de C. gloeosporioides isolado de



manga. Constataram que os fungicidas Prochloraz em todas as dosagens, € o Azoxystrobin
a 50pug.mL", inibiram in vitro em 100% o crescimento micelial do fungo, enquanto que o
bicarbonato de sodio inibiu 76,6% e 92,6% nas dosagens 5,0 ¢ 50ug.mL™. Os fungicidas
Prochloraz in vivo diferiram significativamente das testemunhas (0,0p1g), nas dosagens 0,05
e 0,5pg.mL”, azoxystrobin, nas dosagens 5,0 ¢ 50pg.mL", enquanto o bicarbonato de
sodio em todas as dosagens nao diferiu significativamente da testemunha. BOTELHO et al.
(2000), também utilizaram diferentes concentragdes de cloreto de calcio (CaCl,.2H,0) em
tratamento pos-colheita de goiaba pelo método de temperatura diferenciada. Constataram
que o cloreto de calcio estimula o desenvolvimento do fungo até uma determinada
concentracdo, acima da qual verificou-se um efeito inibidor.

A crescente restricdo ao uso de fungicidas em pos-colheita, tem levado a busca de
novas alternativas de controle de doengas e técnicas de conservacao, sendo que, a utilizacao
de calcio pode ser uma opgao, ja que este elemento apresenta inimeras fungdes no tecido
vegetal, podendo retardar a senescéncia e proporcionar textura mais firmes aos frutos,
conferindo-lhes maior resisténcia as injurias de natureza fisiologica, microbiana e mecanica
(MOOTOO, 1991). Contudo o uso intensivo de fungicidas no controle da antracnose tem
favorecido o surgimento de resisténcia aos mesmos (JEFFRIES et al., 1999; WALLER,
1992). As aplicagdes nao programadas podem ainda interferir na microflora natural das
culturas, afetando os mecanismos de biocontrole e favorecendo de alguma forma o aumento
na severidade da doenca (MASABA & WALLER, 1992). Além disso, ha também
limitagdes impostas pela legislagao de protecdao ao consumidor quanto ao uso de fungicidas
(DICKMAN et al., 1995).

O uso de agentes biologicos para controlar doencas causadas por C. gloeosporioides
ainda ndo foi bem estabelecido. O biocontrole tem se mostrado como uma promissora
alternativa ao uso de produtos quimicos. Isolados de C. gloeosporioides de folhas de
cajueiro, demonstraram alta sensibilidade a Trichoderma harzianum, T. polysporum e T.
pseudokonigii, que além de inibirem o crescimento do patdégeno, induziram profundas
alteragoes morfoldgicas nas células das hifas do patogeno, indicando o potencial desses
antagonistas no biocontrole da antracnose (LIBERATO & TATAGIBA, 2002). Com a
mesma finalidade ROCHA & OLIVEIRA (1998) também avaliaram a possibilidade do

controle biologico de C. gloeosporioides quando testaram trés isolados de 7. koningii (Ti2,



Til7 e Ti25) e um isolado de 7. harzianum (T-25) in vitro, em frutos e plantas de maracuja.
Os antagonistas 7. koningii limitaram a a¢do do fitopatdogeno em frutos, reduzindo a area
necrosada em torno de ferimentos na epiderme do tecido vegetal, confirmando assim sua

acdo antagonista e o potencial uso desses fungos no controle de C. gloeosporioides.

2.3. Marcadores moleculares para analise do polimorfismo do DNA

2.3.1. Polimerase Chain Reaction (PCR)

As primeiras técnicas que permitiram a detec¢ao do polimorfismo de DNA surgiram
na década de 80. A partir de entdo, elas foram aprimoradas e outras surgiram visando a
simplificacdo dos procedimentos experimentais, & diminuicao dos custos € o aumento da
resolugdo (SERAFINI et al., 2001). Entre essas, a técnica da PCR tem revolucionado a
genética molecular, tanto nas areas aplicadas, quanto na pesquisa basica contribuindo para
deteccdo da diversidade genética, emprego na taxonomia e na filogenia em diversos
organismos, principalmente em fungos. Também ¢ utilizado em programas de
melhoramento genético de plantas e animais (EVANS et al., 1997, AZEVEDO, 1998;
FERREIRA & GRATAPAGLIA, 1998; BRIOSO, 2000).

A técnica da PCR consiste na sintese enzimatica in vitro de copias de um segmento
especifico de DNA na presenca da enzima DNA polimerase. A reagdo de PCR se baseia no
anelamento e extensdo enzimatica de um par de oligonucleotideos utilizados como
iniciadores (primers) que delimitam a seqliéncia de DNA da fita dupla alvo da
amplificagdo. Estes iniciadores sdo sintetizados artificialmente de maneira que suas
seqiiéncias de nucleotideos sejam complementares as seqiiéncias especificas que flaqueiam
a regido alvo (McPHERSON, et al., 1991; MULLIS, et al., 1998). Resumidamente, cada
ciclo da PCR envolve trés etapas baseadas em variacdes de temperatura: desnaturagao,
anelamento e extensdo. Ao final de cada ciclo, ocorre a duplicacdo do DNA-alvo e depois
de 30 a 40 ciclos, obtém-se bilhdes de copias do DNA. Apos a reacao de amplificagdo via
PCR, os produtos amplificados sdo analisados por eletroforese em géis de agarose e
corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta (BUSCOT et al., 1996;

MICHELMORE & HULBERT, 1998; FUNGARO, 2000; AZEVEDO, 2001).



Pela sua versatilidade, a técnica da PCR, gerou um grande avanco nas técnicas de
diagnostico molecular, cujo objetivo € revelar a diversidade e, conseqiientemente, detectar
diferencas entre individuos (FUNGARO, 2000). O uso de marcadores moleculares permite
descrever eventos antes impossiveis de serem detectados. Esses marcadores possibilitam a
determinagdo da variagdo do DNA por meio de diferencas de homologia (presenca ou
auséncia de alelos, padrao de bandas ou diferencas de nucleotideos em uma dada parte do

genoma) entre dois ou mais individuos (LANZA et al., 2000).

2.3.2. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

O ponto referencial do grande avango na area de marcadores moleculares baseados
em PCR ocorreu em 1990, com a idéia de se utilizar primers mais curtos e de seqiiéncia
arbitraria para dirigir a reacdo de amplificacdo, eliminando o conhecimento prévio da
seqiiéncia. Esta técnica descrita foi chamada de RAPD (WILLIAMS et al., 1990), que se
baseia na amplificagdo de fragmentos ndo especificos de DNA. A estratégia ¢ utilizar
oligonucleotideos de 10 — 15 pares como iniciadores (primers) para amplificar o DNA
genomico utilizando a reagao de polimerase em cadeia. Os produtos da PCR sao produzidos
em regides do genoma flanqueadas por dois sitios que se apresentam complementares aos
“primers”. Para que ocorra a amplifica¢do, estes dois sitios devem estar a uma distancia
maxima de 4000 pares de base, uma vez que este ¢ o limite maximo da PCR. Os produtos
amplificados sdo analisados por eletroforese em géis de agarose. O polimorfismo genético
gerado pelos marcadores RAPD sdo reconhecidos pela presenga de um fragmento
amplificado em um dos gendtipos em relagdo a auséncia desse mesmo fragmento em outro
gendtipo (MILACAB, 1998; JIMENEZ & COLLADA, 2000). Esta técnica tornou-se
amplamente utilizada em estudos de diversidade genética, identificagdo de organismos,
resolucdo de grupos taxonomicos e identificagdo do grau de similaridade entre gendtipos ao
nivel inter e intraespecifico (FERREIRA & GRATAPAGLIA, 1998).

A diversidade genética de C. gloeosporioides e C. lindemunthianum foi analisada por

VILARINHOS et al. (1995) através de marcadores RAPD. Com base nos resultados os



autores revelaram o alto grau de diversidade em C. gloeosporioides e confirmaram a
identifica¢do dessas espécies. Outro estudo com RAPD das variedades C. gossypii (P13,
A26 e Cg2) e C. gossypii var. cephalosporioides (P15, Cgcl, Cgc4, Chc5, Cgcb e A25),
associada as sementes de algodoeiro, foram analisadas por SILVA-MANN et al. (2002). Os
resultados mostraram grande diversidade em torno de 51,7% de similaridade para os dois
grupos formados. Estes resultados confirmaram a potencialidade do uso da técnica de
RAPD para diferenciar fungos. Todavia muitos estudos sucederam de modo que essa
técnica tem sido de grande importancia para a identificacdo de formae speciales de
Fusarium graminearum. Os perfis de DNA gerados por um pequeno nimero de primers
aleatorios e pela clivagem de alguns produtos originados por estes primers, foram
suficientes para distinguir todos os isolados testados (MILLER et al.,, 1991; QUELLET &
SEIFERT, 1993). Essa técnica também ¢ extensamente utilizada para a caracterizacao de
fungos entomopatogénicos, para avaliagdo de epizootias causadas apds a aplicagdo do
fungo no campo. Exemplos de diferenciacdo de espécies sdo diversos, como nos fungos
Metarhizium anisopliae, M. flavoviride e Beauveria bassiana (BIDOCHKA et al., 1994;
DRIVER et al., 2000; FREIRE et al., 2001).

O polimorfismo genético através da técnica de RAPD também foi detectado por
SAHA et al. (2002) em C. gloeosporioides (antracnose e lesdes nas folhas) e C. acutatum
(manchas largas) isolados de Hevea; os isolados foram agrupados de acordo com os
sintomas causados no tecido vegetal. A analise do dendrograma permitiu a visualizagdo de
dois grupos distintos, confirmando assim, a eficiéncia da técnica para discriminar as duas

espécies.

2.3.3. Microssatélites

As regides de microssatélites consistem de pequenas seqiiéncias simples repetidas
(SSR — Simple Sequence Reapests), altamente polimoérficas com 1 a 6 nucleotideos,
encontradas no genoma de varios organismos (MATIOLI, 2001). Esses marcadores sao
indicados para o mapeamento genético e o fisico do genoma para identificagdo e
discriminag¢do de gendtipos e para estudos genéticos de populagdes. Este método ja foi

testado em fungos detectando polimorfismo inter e intraespecificos nos patogenos (HAN et



al., 2002). Esta técnica exibe vantagem em relacdo ao RAPD, por apresentar grande
reprodutibilidade, e por ser um marcador codominante, permitindo a visualizagcdo do
heterozigoto (CARVALHO et al., 2000; JIMENEZ & COLLADA, 2000). Essa técnica
também foi eficiente para se detectar polimorfismo intraespecifico em Beauveria
brongniartii (ENKERLI et al., 2001), Saccharomyces cerevesiae (BARNES et al., 2001),
Armillaria cepistipes (HANTULA et al., 1996), Phytophythora cactorum (COUTO et al,
1996), utilizando diferentes iniciadores complementares as regides de microssatélites
representados pelos trinucleotideos (GAC)s e (GTG)s, e constataram uma diversidade
genética ao nivel intraespecificos. No mesmo sentido, estudos sobre a diversidade genética
em Colletotrichum spp utilizando microssatelites, demonstraram o alto polimorfismo nas
regides de tri, tetra e pentanucleotideos, confirmando assim a grande diversidade genética

existente neste fungo (FREEMAN et al., 1993).

2.3.4. Intron Splice Site Primer

O genoma dos eucariotos apresenta cromossomos que contém exons e introns. A
existéncia de exons codificantes de proteinas e introns nao codificantes, foi demonstrada
em 1977, a partir do estudo de transcritos de pré-RNA mensageiro produzidos nos nucleos
da células eucaridticas,  infectadas  por adenovirus. A analise através da microscopia
eletronica, demonstrou a existéncia da al¢a R no interior de heteroduplexes formados entre
mRNAs e sua seqiiéncia complementar do DNA gendmico. A alga R representa um intron
no interior do DNA, que se encontra transcrito no pré-mRNA, mas ¢ removido por
montagem (Splicing) do RNA durante o processamento do mRNA, estando ausente,
conseqiientemente, no transcrito final do mRNA. Os introns constituem marcadores
moleculares, que podem auxiliar na taxonomia e no estudo da diversidade genética intra e
interespécies (DE BARROS ef al., 1996; BROWN, 1999; LEWIN, 2001). Esses estudos
também foram realizados em M. anisopliae var. anisopliae, um fungo entomopatogénico,
usando primers heter6logos do gene 28S de rDNA de Verticillium dahliae, foram
identificados introns em espacos na regido 28S do rDNA e revelaram a presenga de 5

grupos distintos de introns em trés diferentes sitios de inser¢ao (MAVIDOU et al., 2000).



Também foram detectados diferentes perfis e alto grau de polimorfismo genético entre
linhagens de S. cerevisiae isoladas de trés destilarias, utilizando o primer EI-1 da regido

intron grupo I (PATARO et al., 2000).

2.3.5. Regiao ITS do DNA ribossomal

A andlise da regido ITS por ser conservada através de geragdes, tem sido uma
ferramenta poderosa para o estudo de filogenia e de identificacdo genética. (ANDERSON
& STAVOSKI, 1992; BERRETA et al., 1998; FUNGARO 2000). Essa técnica foi usada,
juntamente com a RAPD para investigar a diversidade genética entre isolados de
Colletorichum spp de diferentes hospedeiros e regides. MILLS et al. (1992). Constataram
que as regides ITS1 e ITS4 analisadas de C. gloeosporioides revelaram um alto grau de
polimorfismo entre os isolados, possibilitando a discriminagdo das espécies relacionadas e
as variedades de uma mesma espécie. Todavia muitos fungos tém os estudos taxondmicos
facilitados pelo uso da anélise da regido ITS. Em Beauveria brongniartii, Metarhizium
anisopliae, Fusarium sambucinum e Paecilomyces variotii, alta diversidade intraespecifica
foi observada, sendo esta regido util para caracterizagdo de isolados dessas espécies
(O’DONNEL, 1992; WARD & GRAY 1992; LEAL, et al., 1996; NEUVEGLISE et al.,
1994).

MUNAUT et al. (2002), detectaram a variagdo no DNA ribossomal de C.
gloeosporioides, C. musae, C. fuscum e C. fragariae, isolados de diferentes regides e
hospedeiros. Os resultados analisados utilizando as regides ITS1 e ITS2 revelaram a
presenca de bandas polimorficas entre as linhagens e a separacdo das mesmas em cinco
grupos, mostrando nitidamente a distancia entre as espécies. Por outro lado, VINNERE et
al. (2002) examinaram C. gloeosporioides, C. acutatum, C fragariae, G. cingulata, e C.
dematium em lesoes escuras em Rhododendron. Os isolados foram separados com base na
dimensao e na forma dos conidios, como também na presenga ou auséncia de apressorios.
A analise das regides ITSI1, ITS2 e 5.8S do rDNA confirmou a existéncia de um grupo de

isolados de C. gloeosporioides geneticamente distinto.



3. MATERIAL E METODO

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratoério de Citologia e Genética de Fungos e de
Genética Molecular de Fungos da P6s-Graduagao em Biologia de Fungos do Departamento

de Micologia do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco —

UFPE.

3.1. PROCEDENCIA DAS LINHAGENS DE Colletotrichum gloeosporioides

Vinte linhagens de C. gloeosporioides foram obtidas da Colecdo de Cultura de
Fungos (Micoteca-URM) do Departamento de Micologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas

da Universidade Federal de Pernambuco (Tabela 1).

Tabela 1: Linhagens de Colletotrichum

nesse trabalho.

NUMERO DE ACESSO

gloeosporioides, utilizadas

SUBSTRATO

NA MICOTECA - URM
4643!

2681
4644
4597
2334
2335
2336
4596
2494
3882
3102?
4627
2018
2684
2543
2060
2460

Passiflora edulis
Passiflora edulis
Anacardium occidentale
Anacardium occidentale
Punica granatum
Psidium guajava
Eugenia pitanga
Mangifera indica
Mangifera indica
Marana sp
Paulicorrea marcgravii
Allium spp
Allium spp
Brassica oleracea
Sechium edule
Folhedo
Folhedo



2980 Solo marinho
3147 Solo marinho

3023 Agua do Rio Capibaribe

Obs.: ' Teleomorfo Glomerella cingulata.
’Linhagem originaria de Sdo Paulo, as demais de Pernambuco.

3.2. MEIOS DE CULTURA

3.2.1. Meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) - Oxoid

Batata-dextrose-agar 39,0g
Agua destilada 1000mL

O pH foi ajustado para 6.8 com solu¢do de NaCl IN ou HCI IN. O meio foi

autoclavado durante 15 minutos a 120°C.

3.2.2.Meio Czapek Modificado Liquido

FeSO4 0,10g

KCl 0,50g
KH,PO4 1,00g
MgSO47H,0 1,00g
NaNOs 3,00g

ZnSOy4 0,01g

Sacarose 30,00g
Extrato de levedura 1,00g
Caseina 1,00g
Peptona de carne 1,00g

Agua destilada 1000mL



O pH foi ajustado para 6.8 com solugcdo NaCl 1N ou HCI IN. O meio foi autoclavado

durante 15 minutos a 120°C.

3.3. SOLUCOES E TAMPOES

3.3.1. Solucao “Tween” 80 0,1%(v/v)

“Tween” 80 1,00 mL
Agua destilada 1000mL

Esta solucdo foi destribuida em tubos com tampa rosqueada, autoclavada durante 15

minutos a 120°C, em seguida mantidos a temperatura ambiente.

3.3.2. Tampao Fenol

Foi utilizado fenol pronto para o uso, fornecido pela Gibco BRL Life Tecnhologies.

3.3.3. Soluciao Clorofil

Obtida a partir da mistura de cloroférmio e alcool isoamilico na proporcao 24:1 (v/v).

3.3.4. Solucao Clorofane

Obtida a partir da mistura de fenol e clorofil na proporgao de 1:1 (v/v).

3.3.5. Solucao de brometo de etidio (SAMBROOK et al., 1989)



Brometo de etidio 0,01g
Agua destilada 100mL

Manipulou-se uma solucao estoque de 10mg/mL pela adi¢do de 1g de brometo de
etidio a 100mL de 4gua destilada. Esta solug¢do foi colocada em um agitador magnético por
uma hora e posteriormente acondicionada em um frasco escuro e mantidos a 4°C.
No
momento de uso, 20uL dessa solugdo foram adicionados a 200mL de tampao Tris-Borato-

EDTA (TBE) 1X.

3.3.6. Solucao albumina

Clara de ovo 0,50 mL
Agua destilada autoclavada 95,00mL

A mistura foi acondicionada em frasco escuro ¢ mantida a 4°C.

3.3.7. Solu¢ao HCI 1IN

HCI 85,00 mL
Agua destilada 1000mL

A solucao foi mantida a temperatura ambiente.
3.3.8. Soluciao NaOH 1IN
NaOH 40,00¢g
Agua destilada 1000mL

A solugdo foi mantida a temperatura ambiente.

3.3.9. Soluc¢ao tampao fosfato (FURTADO, 1968)



Solugao A

Na,HPO,4.12H,0 3,73¢g
Agua destilada 1000mL
Solucao B

KH,PO4 2,40¢g
Agua destilada 1000mL

Sete partes da solucdo A foram adicionadas a trés partes da solucdo B. O pH foi

ajustado para 7,0.

3.3.10. Solucao corante de HCL — Giemsa (FURTADO, 1968)

Solucao estoque Giemsa 1,00mL
Solucao tampao 10,00mL

As solugdes foram misturadas no momento de uso.
3.3.11. NaCl 0,3M
NaCl 17,50g
Agua deionizada 1000mL
A solugio foi autoclavada durante 15 minutos a 120°C e mantida a 4°C.

3.3.12. Tris (hidroximetil) aminometano (Tris-HCI 1M) pH 8,0

Trizma base 121g
Agua deionizada 1000mL



Ao Tris foram adicionados 800mL de 4dgua deionizada e o pH foi ajustado para 8,0
com HCI concentrado. Em seguida, a solu¢do foi aquecida e deixada a temperatura
ambiente para esfriar, e completado o volume com agua deionizada para 1000mL. Esta

soluc¢do foi autoclavada durante 15 minutos a 120°C e estocada a 4°C.

3.3.13. Tampao TE pH 8,0

Tris-HCL IM pH 8,0 1,00mL
EDTA 0,5 pH 8,0 0,20mL

O volume foi completado para 100mL com 4agua deionizada. O tampao foi

autoclavado durante 15 minutos a 120°C e mantido a 4°C.

3.3.14. Tampao de extracio de DNA para fungos filamentosos (READER & BRODA,

1985).

Tris-HCI IM 2,00mL
EDTA 0,5 pH 8,0 0,50mL
SDS 10% 1,00mL
NaCl SM 0,50mL
Agua deionizada 6,00mL

O tampao foi preparado somente no momento do uso.

3.3.15. Tampao TBE 10X

Trizma base 54,00g
Acido Ascorbico 27,50g
EDTA 5M. 20,00mL

Agua deionizada. 1000mL



O pH foi ajustado para 8,0 com HCI concentrado. O tampdo foi autoclavado a 120°C
por 15 minutos. No momento do uso foi diluido em agua deionizada autoclavada para obter

uma concentrac¢do de 1X.

3.3.16. Tampao TBE 1X

Tampao TBE 10X 100mL
Agua deionizada 900mL

A diluigao foi realizada no momento do uso.

3.3.17. Dodecil sulfato de sédio (SDS) 10%

SDS 20,00g
Agua deionizada 200mL
Foram dissolvidos 20g de SDS em agua deionizada autoclavada. A solugdo foi

mantida a temperatura ambiente.

3.3.18. Acido etileno diamino tetracético (EDTA 0,5 M) pH 8.0

EDTA 37,22¢
Agua deionizada 1000L

A solucdo foi agitada até a completa dissolugdo dos compostos solidos e o volume
completado para 1000mL com 4gua deionizada.

O pH foi ajustado com pastilhas de NaOH para 8.0 em seguida a solugdo foi

autoclavada e mantida a 4°C.
3.3.19. Tampao de amostra para eletroforese de DNA
Azul de bromofenol 0,25¢g

Ficol 15,0g
Agua deionizada 100mL



A solugdo foi aquecida sem atingir o ponto de ebuli¢do e estocada a 4°C.

3.3.20. Gel de agarose para eletroforese de DNA total (0,8%)

Agarose 0,56g
TBE 1X 90,00mL

A solugdo foi aquecida até a total fusdo.

3.3.21. Gel de agarose a 1,0%

Agarose 0,90¢g
TBE 1X 90mL

A solugdo foi aquecida até total fusdo.

3.3.22. Gel de agarose a 1,4%

Agarose 1,26g
TBE IN 90,00mL

A solucao foi aquecida até total fusdo.

3.3.23. Soluc¢ao salina (0,85%)
NaCl 8,50g
Agua destilada 1000mL

Esta solugdo foi destribuida para tubo com tampa de rosca e autoclavada a 120°C por

15 minutos, e, em seguida conservada a temperatura ambiente.

3.4. ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA DETECTADA POR MARCADORES
MOLECULARES

3.4.1. Obtencao do micélio para extracio de DNA



Conidios das linhagens de C. gloeosporioides foram suspensos em 3,0mL de solucdo
“Twenn” 80 em tubos de ensaio e transferidos para frascos de Erlenmeyer contendo
100mL de meio czapeck modificado liquido. Apo6s a inoculagdo, estes frascos foram
mantidos sob agitacio de 120 rpm a temperatura ambiente por 96 horas para o
crescimento do fungo. Apos este periodo o micélio foi coletado por filtracdo a vdcuo em
papel filtro, lavado com agua destilada autoclavada, determinada a massa Uimida e

estocado a —20°C até o momento de uso para a extragdo de DNA.

4.4.2. Extracio do DNA genomico

A extragdo de DNA genOmico a partir do micélio de C. gloeosporioides, foi
realizada conforme a técnica descrita por RAEDER & BRODA (1985). O micélio foi
triturado com nitrogénio liquido até a completa pulverizagdo e transferido para um
microtubo, onde foi

adicionado cerca de 800uL de tampdo de extragdo, e incubado por 15 minutos a 65°C. Apds
homogeneizag¢do os microtubos foram incubados por 15 minutos a 65°C. Posteriormente foi
adicionado um volume de tampao fenol e centrifugado a 12.000 rpm por 15 minutos. A fase
aquosa recuperada e transferida para um novo microtubo foi adicionada um volume de
clorofane, homogeneizada e centrifugado novamente. Recuperado o sobrenadante e
transferido para outro microtubo foi adicionado um volume de clorofil, homogeneizado e
centrifugado nas concentracdes anteriores, recuperando o sobrenadante. Em seguida, o
DNA foi precipitado com NaCl 0,3M e dois volumes de etanol absoluto resfriados a —20°C
(overnight). Os tubos foram submetidos a centrifuga¢do nas mesmas condigdes anteriores e
o precipitado lavado com etanol a 70%, seco em camara de fluxo laminar e ressuspendido
em tampao TE pH 8.0 e preservado sob refrigeracgao.

3.4.3. Quantificacdo do DNA genémico

A concentragdo de DNA foi estimada por meio de eletroforese em gel de agarose
0,8%, a3 V/em ' de distancia entre os eletrodos, utilizando tampao de corrida 1X TBE,
por comparagdo com o marcador de peso molecular DNA do fago A (Invitrogen Life

Technologies). Apds a migracao eletroforética, o gel foi corado em solucao de brometo de



etidio durante 20 minutos, observado em transiluminador de luz ultravioleta e fotografado

usando filme Polaroid 667.

3.4.4. Amplificacao do DNA

A amplifica¢do das amostras de DNA foi realizada através da PCR. Para a técnica
de RAPD, foram utilizados os primers OPA-02 (5 TGCCGCGCTG3’), OPA-09
(5°GGGTAACGCC3’), OPW-06 (5’ AGGCCCGATG3’), OPW-17
(5’GTCCTGGGTT3’) e OPX-04 (5°CCGCTACCGA3’) da Operon Techonologies.
Para as regides de microssatélites foram utilizados os nucleotideos complementares
(GTG)s (5’GTGGTGGTGGTGGTG3’) e (GACA)4 (5’ GACAGACAGACAGACA3’) da
Invitrogen. Para amplificag¢do da regido intron foi utilizado o primer EI-1
(5’CTGGCTTGGTGTATGT3’) da Invitrogen e a reagdo de amplificagdo da regido ITS
(ITS1-5.8S-ITS2) foi realizada utilizando 0s primers

ITS1

(5’TCCGTAGGTGAACCTCCG3’) e ITS4 (5TCCTCCGCTTATTGATATGC3’) da

Invitrogen.

3.4.5. RAPD

3.4.5i. Seleciao dos Primers

O DNA genomico da linhagem 4596 foi utilizado para selegdo dos primers, com

finalidade de avaliar a capacidade de amplificacdo de cada um deles. Os Kkits testados

foram: OPA, OPW e OPX da Operon Technologies CA, USA.



3.4.5ii. Amplificagdo do DNA

Para as reagdes de amplificagdo foram empregados um volume final de 25uL, cujas
concentragdes e componentes estdo descritos na Tabela 2. A etapa de desnaturagdo inicial
foi constituida de 5 minutos a 92°C, seguidos por 40 ciclos de 1 minuto a 92°C, 1 minuto e
30 segundos a 39°C e 52 minutos a 72°C, e uma extensio final de 5 minutos a 72°C. Foram
retirados 20pul. de cada um dos produtos de amplificagdo das amostras de C.
gloeosporioides, separadamente, ¢ misturados a 4uL do tampao de amostra para serem
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,4%, a 3 V/cm.; de distancia entre os
eletrodos em tampao de corrida 1X TBE. A quantificagdo foi feita por comparagdo de
concentragdes crescentes de fago A clivado com HindlIll (Invitrogen Life Technologies).
Ap0s eletroforese o DNA foi visualizado através da coloragdo em brometo de etidio por 20
minutos, visualizados em transiluminador de luz UV e fotografado posteriormente com

filme preto e branco 667 ASA Polaroid, com filtro laranja.

Tabela 2: Componentes da reagdo de amplificacdo do DNA e respectivas concentracdes
utilizadas na reacdo de RAPD.

COMPONENTES CONCENTRACAO CONCENTRACAO VOLU~ME POR
INICIAL FINAL REACAO (uL)
Agua Milli-Q 11,1
Tampao de amplificacao 10X 2,50
dNTPs 2,50mM 0,25mM 2,50
Primers 4,00pmol/uL 0,4pmol/pL 2,50
MgCL, 10,00mM 3,4mM 1,00
Taq polimerase 5,00U/uL 2,0U/uL 0,40
DNA 5,00ng/ulL 25ng/ul 5,00

TOTAL 25,00pL




3.4.6. Microssatélites

3.4.6i. Nucleotideos (GTG)s e (GACA)4

As reacdes de amplificacdo das regides de microssatélites com os nucleotideos
(GTG)s e (GACA), foram feitas para um volume final de 25uL nas concentragdes descritas
na Tabela 6. A amplificagdo para (GTG)s foi programada para um ciclo inicial de
desnaturagdo a 93°C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de 20 segundos a 93°C, 45
segundos a 55°C e 90 segundos a 72°C, e uma extenséo final de 6 minutos a 72°C. Para o
tetranucleotideo (GACA), foi utilizada a mesma programacgdo. Da rea¢do dos produtos
amplificados das regides de SSR, foram retirados 20uL e misturados a 4pulL de tampao de
amostra e submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% , 4 3 V/em™ de distancia entre os
eletrodos em tampao de corrida 1X TEB utilizando-se o marcador de peso molecular de
100pb (Invitrogen Life Technologies). Apos eletroforese o gel foi corado em brometo de

etidio por 20 minutos, visualizados em transiluminador de luz UV e fotografado.

Tabela 3: Componentes da reagdo de amplificacdo da regido de SSR e respectivas
concentragoes.

COMPNENTES CONCENTRACAO  CONCENTRACAO VOLUME POR
INICIAL FINAL REACAO (uL)

Agua Milli-Q 12,0
Tampao de amplificacdo 10X 1X 2,50
BSA 0,50mg/pL 0,02 2,50
dNTPs 2,00mM 0,20mM 2,50
Primer 25pmol/uL 0,25pmol/uL 2,50
MgCL, 5,00mM 0,20mM 1,50
Taq polimerase 5,00U/uL 2,0U/ulL 0,50
DNA 5,00ng/uL 25,0ng/uL 1,00



TOTAL 25,00uL

3.4.7. INTRON SPICE SITE PRIMER

Foi utilizado um volume final de 25uL nas concentragdes descritas para a reagao de
amplificacdo (Tabela 4). Os ciclos de amplificacdo constaram de uma etapa inicial de
desnaturag¢do a 94°C por 3 minutos, seguida de 40 ciclos de 1 minuto a 94°C, 2 minutos a
45°C e 1 minuto e 30 segundos a 74°C, e uma extensdo final de 5 minutos a 74°C. Dos
produtos amplificados da regido Intron, foram retirados 20uL e misturados a 4ulL de
tampao de amostra e submetidos a eletroforese (agarose a 1,4%), a 3 V/cm-1 de distancia
entre os eletrodos em tampao de corrida 1X TBE, usando-se o marcador de peso molecular
de 100pb (Invitrogen Life Technologies). Apds eletroforese, o gel foi corado em brometo

de etidio por 20 minutos, visualizado em transiluminador sob luz UV e fotografado.

Tabela 4: Componentes da reacdo de amplificacdo da regido intron e respectivas
concentracoes.

COMPONENTES CONCENTRACAO CONCENTRACAO VOLUME POR

INICIAL FINAL REACAO (uL)
Agua Milli-Q 12,30
Tampao de amplificacao 10X 1X 2,50
BSA 0,50mg/mL 0,05 2,50
dNTPs 2,00mM 0,20mM 2,50
Primer 5,00pmol/uL 0,50pmol/uL 2,50
MgCL2 10,00mM 3,40mM 1,50
Taq polimerase 5,00U/uL 2,0U/uL 0,20
DNA 50ng/ulL 25ng/ulL 1,00



TOTAL
25,004

3.4.8. Regido ITS do rDNA

3.4.8i. Amplificacdo de DNA da regido ITS do rDNA

Inicialmente a reacdo de amplificacdo foi feita para um volume final de 25uL, cujas
concentragdes e componentes sao mostrados na Tabela 5. Os ciclos de amplificagdo foram
constituido por uma etapa de desnaturagdo inicial de 4 minutos a 95°C, seguido por 40
ciclos de 1 minuto a 92°C, 1 minuto a 55°C e 2 minutos a 72°C, e uma extensio final de 5
minutos a 72°C. Foram retirados 4uL dos produtos amplificados do locus ITS1-S.8.S-ITS2
do rDNA e misturados a 2,0 uL do tampao de amostra, e submetidos a eletroforese
(agarose 1%) a3 V/em" de distancia entre os eletrodos em tampéo de corrida 1X TBE,
usando o marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen Life Technologies). Apos
corrida eletroforetica o gel foi corado em brometo de etidio por 20 minutos, observados em

transiluminador de luz UV e fotografado.

Tabela 5: Componentes da reagdo de amplificacdo da regido ITS do rDNA e respectivas
concentracoes.

CONPONENTES CONCENTRACAO CONCENTRACAO VOLU~ME POR
INICIAL FINAL REACAO (L)
Agua Milli-Q 15,75
Tampao de amplificagdo 10X 1X 2,50
dNTPs 2,50mM 0,25mM 2,50
ITS 1 12,50pmol/pL 2,0pmol/uL. 1,00

ITS2 12,50pmol/uL. 2,0pmol/uL. 1,00



MgCL2 10,00mM 3,4AmM 0,75

Taq polimerase 5,00U/uL 2,0U/uLll 0,50
DNA 5,00ng/ulL 25ng 1,00
TOTAL 25,00uL

3.4.8ii. Restricao dos fragmentos amplificados das regioes ITS do rDNA.

A digestdo enzimatica foi realizada pela mistura de 4ul. dos produtos amplificados
das regides ITS do rDNA com 16uL da reacdo de restricdo descrito na Tabela 6. Apos a
incubagdo por 2 horas a 37°C com cada uma das trés enzimas de restrigio Dral, Mspl e
Haelll (Invitrogen Life Technologies), os fragmentos da digestdo foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 1,0% para as enzimas Dral e Haelll, utilizando o
marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen Life Technologies). Em gel de agarose a
1,4% para a enzima Mspl, utilizando o mesmo marcador descrito acima. Apos corrida
eletroforetica a 3 V/em™ de disténcia entre os eletrodos, imerso em tampdo de corrida TBE
1X, o gel foi corado em brometo de etidio por 20 minutos, visualizado em transiluminador

de luz UV e fotografado.

Tabela 6: Componentes da reacdo de digestdo dos produtos de amplificagdo da regido
ITS do rDNA com enzima de restri¢do, e respectivas concentragdes.

COMPONENTES CONCENTRACAO CONCENTRACAO VOLUME POR

INICIAL FINAL REACAO (uL)
Enzima 10U/uL 4,0U/uL 0,20
Tampao da enzima 1X 0,01X 2,00
Agua Milli-Q 13,80

TOTAL 16,00pL



3.4.9. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos dos cinco marcadores moleculares foram analisados pelo programa
NTSYS — PC (Numerical Taxonomy System of Multivariate Programs) (ROHLF, 1988;
BUSSAB et al., 1990). Esses dados foram introduzidos na forma de variaveis binarias, ou
seja, o numero 1 (um) significando presenca de banda, e o numero 0 (zero), auséncia. Desta
forma, foi construida uma matriz de similaridade, utilizando-se o coeficiente de JACCARD
(1908), calculado de acordo com a formula: J = A : (P — D), sendo A, o nimero de
concordancias positivas (variaveis presentes), P o nimero total de variaveis e D, nimero de
concordancia negativa (variaveis ausentes). A partir da constru¢do da matriz de
similaridade foi gerado um dendrograma pelo método de agrupamento UPGMA

(Unweighted Pair Group Method with Arithmetical Average).

3.5. TECNICA DE MANIPULACAO

3.5.1.Manutencao da cultura



As amostras foram repicadas em meio BDA contido em tubo de ensaio, onde as
culturas permaneceram a temperatura ambiente, durante 15 dias e em seguida, mantidas sob

refrigeragdo a 4°C.

3.5.2. Cultura monosporica

Os conidios das amostras de C. gloeosporioides foram transferidos para tubo com
tampa de rosca, contendo ImL de solucao “Tween” 80 em seguida, a suspensao foi agitada
em vortex para desagregacdo dos conidios, os quais foram contados em camara de
Netibauer e efetuadas diluigdes apropriadas em solugdo salina. Uma gota desta suspensao
foi colocada em meio BDA contido em placa de Petri. A germinacdo dos conidios foi
observada a partir das 12 horas até o 10° dia de crescimento; em seguida as colonias foram

transferidas para BDA contido em tubos de ensaio.

3.5.3. Analise citomorfologica das colonias de Colletotrichum gloeosporioides

Discos de micélio-dgar com 4mm de diametro foram retirados de colonias de C.
gloeosporioides com 08 dias de crescimento em BDA e transferidos para o centro da placa
de Petri contendo meio BDA. As placas foram deixadas em temperatura ambiente € o
crescimento das 20 colénias de C . gloeosporioides foi acompanhado até o 15° dia, através

de observagdes macroscopicas, quanto a forma, textura e coloragdo das colonias.

3.5.4. Cultura sob laminula

Inoculo do fungo foi colocado na superficie do meio BDA contidos em placas de Petri
em pontos eqiiidistantes. As laminulas previamente flambadas foram colocadas sobre cada
indculo. As 24, 48, 72, 96 e 120 horas de crescimento, as laminulas foram retiradas,

coradas com azul de Amann e observadas ao microscopio.



3.5.5. Coloracao de HCI-Giemsa (LUNA-ALVES & AZEVEDO, 1983)

Uma lamina albuminada foi pressionada sobre a cultura fungica e em seguida foi
submersa em 6mL de etanol acrescido de ImL de acido lactico e 1 mL de acido acético
glacial, por 40 minutos para a fixacdo. Para a hidratagdo, a lamina passou por uma série
etilica decrescente (90, 70 e 50%), mantendo-se por 5 minutos em cada placa.
Posteriormente foi ligeiramente lavado em agua destilada. Para a hidrolise, a lamina
hidratada foi submersa em HCI IN contido em um Becker, por 8 minutos, a temperatura
ambiente, logo ap0s, foi colocada em HCI 1IN, aquecido (61°-63°C) em banho maria por 5
minutos. Ap6s a hidrolise, a lamina foi lavada com agua destilada autoclavada, passando
por trés trocas de 10 minutos. A tamponagem foi realizada em tampao fosfato, durante 60
minutos. Em seguida a lamina foi transferida para 10mL de tampao fosfato e 1mL de
corante HCI- Giemsa, onde permaneceu por 20 minutos; a lamina foi retirada, lavada com

tampao fosfato e coberta com uma laminula. A andlise foi realizada em microscopio.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO DNA GENOMICO DE Colletotrichum

gloeosporioides

O DNA extraido de cada linhagem foi quantificado e avaliado quanto a sua
intregridade, gerando fragmentos de alto peso molecular, que possibilitaram a obtengdo de
quantidades razodveis de DNA variando de 8,0 a 250 ng/uLL de DNA gendmico (Figura 1).
Tendo como referencial o marcador de peso molecular do DNA do fago A, nas

concentracdes de 10, 15 ¢ 20 ng/uL.
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Figura 1: Quantificagio do DNA gendmico das linhagens de
Colletotrichum gloeosporioides. Nos pogos 1,2 ¢ 3,
encontram-se os marcadores do DNA do fago A nas
concentragdes de 10, 15 e 20 ng/uL, respectivamente.
Nos pogos 4 e 5 encontra-se 0 DNA de Glomerella
cingulata 4643 e 4644. Nos pocos de 6 a 23 o DNA
das linhagens 2334, 2335, 2336,4596, 4597,3882,2060,
3102, 4627, 2980, 2681, 2684, 2543, 2018, 3623,
2494, 2460 e 3147 respectivamente.



4.2. Analise do RAPD

Para analise do polimorfismo de DNA amplificado ao acaso, foram testados 36
primers arbitrarios da Operon Technologies, mais nem todos mostraram produtos de
amplificagdo. Portanto, foram selecionados os que exibiram um maior numero de
fragmentos de DNA com um padrao de nitidez e com boa reprodutibilidade.

Os produtos de amplificacdo de RAPD do DNA das linhagens de C. gloeosporioides
com cinco primers selecionados produziram um total de 814 fragmentos de DNA, sendo
que 140 fragmentos gerados pelo primer OPA-02 (Figura 2), 144 pelo OPA-09 (Figura 3),
195 pelo OPW-06 (Figura 4), 105 pelo OPW-17 (Figura 5) e 230 fragmentos
monomorficos pelo primer OPX-04 (Figura 6). Esses dados permitiram a constru¢do de
uma matriz de similaridade, utilizando o coeficiente de Jaccard, que gerou um dendrograma
(Figura 7) pelo método de agrupamento UPGMA, suficiente para discriminar todas as
linhagens. Nove grupos diversificados foram evidenciados com aproximadamente 41% de
similaridade. No primeiro grupo estdo as linhagens: 4644 e 2334 com 86% de similaridade
entre elas e as linhagens 2335 e 2336 sdo totalmente idénticas com 92% de similaridade
com o grupo. O segundo grupo ¢ representado por duas linhagens: 4596 e 4597 com 96%
de similaridade entre elas. J& o terceiro grupo ¢ composto unicamente pela linhagem 3882
com 65% de similaridade com o primeiro e segundo grupo. O quarto grupo ¢ representado
por duas linhagens: 2018 e 2494 com aproximadamente 88% de similaridade entre si. O
quinto grupo ¢ composto pela linhagem 4627 com cerca de 50% de similaridade com o
terceiro grupo. O sexto grupo compreende a duas linhagens: 2060 e 3102 com 50% de
similaridade com o quinto grupo. O sétimo grupo ¢ constituido por quatro linhagens: 2980,
3147, 2681 e 2460 com 45% de similaridade em relagdo aos grupos anteriores. O oitavo
grupo ¢ formado por uma Unica linhagem: 2684 com similaridade em torno de 49% com o
sexto e sétimo grupo. O nono e tltimo grupo compreende trés linhagens: 4643, 2543 e 3923
com 41% de similaridade com os demais grupos. As linhagens 2980 e 3147 isoladas de
solo marinho formaram um unico grupo com 73% de similaridade entre elas.

Através da analise de agrupamento foi possivel observar que os substratos onde as

linhagens foram coletadas ndo determinaram formagdo de grupos. A varia¢cdo molecular
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Perfis de RAPD das linhagens de Colletotrichum gloeosporioides,
obtidos com o primer OPA-02. Nos pocos M, marcador de peso
molecular do DNA do fago A clivado com Hind III; nos pogos 1e
2 o DNA de Glomerella cingulata 4643 e 4644 e nos pogos de3 a
20 encontram-se o DNA das linhagens 2334, 2335, 2336, 4596,
4597, 3882, 2060, 3102, 4627, 2980, 2681, 2684, 2543, 2018,
3923, 2494, 2460 e 3147, respectivamente.
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Figura 3: Perfis de RAPD das linhagens de Colletotrichum gloeosporioides,
obtidos com o primer OPA-09. Nos pogos M, marcador de peso
molecular do DNA do fago A clivado com HindlIll; nos pogos 1 e
2 o DNA de Glomerella cingulata 4643 e 4644 e nos pocos de 3 a
20 encontram-se o DNA das linhagens 2334, 2335, 2336, 4596,

4597, 3882, 2060, 3102, 4627, 2980, 2681, 2684, 2543, 2018,
3923, 2494, 2460 e 3147, respectivamente.
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Figura 4: Perfis de RAPD das linhagens de Colletotrichum gloeosporioides,
obtido com o primer OPW-06. Nos pocos M, marcador de peso
molecular do DNA do fago A clivado com Hind I1I; nos pogos 1 e 2
o DNA de Glomerella cingulata 4643 e 4644 e nos pocos de 3 a
20 encontram-se o DNA das linhagens 2334, 2335, 2336, 4596,
4597, 3882, 2060, 3102, 4627, 2980, 2681, 2684, 2543, 2018,
3923, 2494, 2460 e 3147, respectivamente.
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Figura 5: Perfis de RAPD das linhagens de Colletotrichum gloeosporioides,
obtidos com o primer OPW-17. Nos pocos M, marcador de peso
molecular do DNA do fago A clivado com Hind I1I; nos pogos 1 e
2 0 DNA de Glomerella cingulata 4643 e 4644 e nos pocosde 3 a
20 encontram-se o DNA das linhagens 2334, 2335, 2336, 4596,
4597, 3882, 2060, 3102, 4627, 2980, 2681, 2684, 2543, 2018, 3923,
2494, 2460 e 3147, respectivamente.
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Figura 6: Perfis de RAPD das linhagens de Colletotrichum gloeosporioides,
obtidos com o primer OPX-04. Nos pogos M, marcador de peso
molecular do DNA do fago A clivado com Hind I1I; nos pogos 1 e 2
o DNA de Glomerella cingulata 4643 e 4644 e nos pocos de 3 a 20
encontram-se o DNA das linhagens 2334, 2335, 2336, 4596, 4597
3882, 2060, 3102, 4627, 2980, 2681, 2684, 2543, 2018, 3923, 2494,
2460 e 3147, respectivamente.
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Figura 07: Dendrograma das linhagens de Colletotrichum gloeosporioides,
obtido através dos perfis de RAPD com os primers OPA — 02,
OPA - 09, OPW - 06, OPW — 17 e OPX — 04.



constatada neste trabalho em C. gloeosporioides também foi observada por VILARINHOS
et al. (1995) através de marcadores RAPD em linhagens de C. gloeosporioides e C.
limdemuntianum, nao havendo relacdo aparente entre os genotipos e os hospedeiros.
MILLS et al. (1992) também detectaram alta diversidade genética em espécies de
Colletotrichum e constataram que nao houve formacdo de grupos relacionados ao
hospedeiro de origem e a regido geografica.

A técnica de RAPD também tem sido utilizada para diferenciar e avaliar a relacao
genética entre espécies. SILVA — MANN et al. (2002) conseguiram diferenciar duas
variedades fitopatogénicas, C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides isolados de
sementes de algodoeiro, e concluiram alta diversidade genética em torno de 51,7% de
similaridade. SAHA et al. (2002) também discriminaram C. gloeosporioides e C.
acuntatum isolados de Hevea através da técnica de RAPD e ITS. Confirmando a eficécia
das técnicas para distinguir as espécies. J&4 QUELLET & SEIFERT (1993) testaram o
potencial de RAPD para diferenciar formae speciales de F. graminearum através de um
pequeno numero de primers aleatorios, que foi suficiente para distinguir todos as linhagens

testadas.



4.3. Analise das regioes de SSR

4.3.1. Trinucleotideo (GTG)s

Os perfis de amplificacdo das regides de SSR com o trinucleotideo (GTG)s das
linhagens de C. gloeosporioides estao ilustrados na Figura 8.

Através da andlise do dendrograma (Figura 9) foram observados seis grupos altamente
diversificados, em um ponto de ramificagdo com aproximadamente 21% de similaridade
genética intraespecifica. O primeiro grupo € constituido por cinco linhagens: 4644, 2334,
2335, 2336 e 3923 com cerca de 24% de similaridade com o segundo grupo, que agrupou
trés linhagens: 2060, 2681 e 2684. O terceiro grupo ¢ formado por cinco linhagens: 4643,
2543, 3102, 3147 e 4627 com aproximadamente 40% de similaridade com o quarto grupo,
correspondente as linhagens 2980, 2018 e 2494. O quinto grupo ¢ formado pelas linhagens
4596 e 4597 com similaridade em torno de 60% entre si € o sexto e ultimo grupo
representado também por duas linhagens: 3882 e 2460 com similaridade de
aproximadamente 50% entre elas.
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Figura 8: Perfis das regides de SSR daslinhagens de Colletotrichum
gloeosporioides, obtidos com o trinucleotideo (GTG)s. Nos pogos M,
marcador de peso molecular de 100 pb; nos pocos 1 € 2 0 DNA de
Glomerella cingulata 4643 e 4644 e nos pogos de 3 a 20
encontram-se 0 DNA das linhagens 2334, 2335, 336, 4596, 4597,
3882, 2060, 3102, 4627, 2980, 2681, 2684, 2543, 2018, 3923, 2494,
2460 e 3147, respectivamente.
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Figura 09: Dendrograma das linhagens de Colletotrichum gloeosporioides,
obtido através dos perfis das regides de SSR obtidos com o
trinucleotideo complementar (GTG)s.

4.3.2. Tetranucleotideo (GACA),



Os perfis de amplificacdo das regides de SSR com o tetranucleotideo (GACA), das
linhagens de C. gloeosporioides, estao ilustrados na Figura 10.

Através da andlise de agrupamento foram observados seis grupos distintos com cerca
de 30% de similaridade entre eles (Figura 11). O primeiro grupo ¢ formado por quatro
linhagens 4644, 4643 com aproximadamente 75% de similaridade entre si e 0 2335 e 2460
sdo idénticas com 68% de similaridade com as demais do grupo. O segundo grupo ¢
constituido pela linhagem 2060 com 48% de similaridade com o primeiro grupo. O terceiro
grupo agrupou cinco linhagens: 2334, 4596, 2494, 2681 e 2018 com cerca de 50% de
similaridade com os grupos quatro e cinco. O quarto grupo considerado o maior,
compreende sete linhagens com diferentes niveis de similaridade. A 2336, 2684, 2980,
3923, 4597, 3882 e 2543, variando de 56 a 90% de similaridade. J& o quinto grupo
compreende uma Unica linhagem, 3102 com 65% de similaridade com o sexto grupo, que
esta representado por duas linhagens 4627 e 3147 com cerca de 79% de similaridade entre
si. As linhagens 4596 e 2494 isoladas de Mangifera indica foram agrupadas em um mesmo
grupo com 68% de similaridade entre si.

O auto grau de polimorfismo intraespecifico foi observado nas duas regides de

microssatélites, sendo que a regido complementar ao trinucleotideo (GTG)s apresentou
maior diversidade gerando seis grupos distintos, sem apresentar correlacdo entre grupos e
hospedeiros.

O polimorfismo intraespecifico também foi observado nos fungos Armillaria
cepistipes (HANTULA et al., 1996), Gremmeniella abietina (BALALI et al., 1991),
Heterobasidion annosum (BOWMAN et al., 1992), Phytophythora cactorum (COUTO et
al, 1996), Phlebiopsis gigantea (CAETANO-ANOLLES et al., 1991), Stereum
sanguinolentum (DESCENZO & HARRINGTON 1994), B. brongniartii (ENKERLI et al.,
2001) e Sacharomyces cerevisiae (BARNES et al., 2001) utilizando as repeticdes (GAC)s,
(GTG)s, (ACA)s e (ATCO)s.

Nao ha relato na literatura corrente com a repeti¢do (GTG)s para analisar a diversidade
genética inter e intra-especifica em C. gloeosporioides. A diversidade genética
intraespecifica entre Collletotrichum spp foi avaliada por FREEMAN (1993) utilizando os
nucleotideos (GAG)s, (GACA)4, (GACAC); e (TGTC)4 e constataram que nao houve
correlagdo entre hospedeiros e origem geografica. Esses dados concordam com os
resultados obtidos no presente trabalho, onde se detectou alta diversidade genética,

utilizando a repeticao (GACA)4, ndo havendo correlacdo entre hospedeiro e agrupamentos.
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Figura 10: Perfis das regides de SSR das linhagens de Colletotrichum
gloeosporioides, obtidos com o tetranucleotideo (GACA)s. Nos
pocos M, marcador de peso molecular de 100 pb; nos pogos 1 € 2 o
DNA de Glomerella cingulata 4643 e 4644 e nos pocos de 3 a 20
encontram-se o DNA das linhagens 2334, 2335, 2336, 4596, 4597,
3882, 2060, 3102, 4627, 980, 2681, 2684, 2543, 2018, 3923, 2494,

2460 e 3147, respectivamente.
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Figura 11: Dendrograma das linhagens de Colletotrichum gloeosporioides,
obtido através dos perfis das regides de SSR com o
tetranucleotideo complementar (GACA)s.

4.4. Analise de regido Intron

Os perfis de amplificagdo de regido intron com o primer El-1 das linhagens de C.
gloeosporioides estao ilustrados na Figura 12.

O dendrograma (Figura 13) evidenciou a formagao de oito grupos distintos em um
ponto de ramificacdo em torno de 16,5% mostrando uma maior diversidade genética em

relag@o aos outros marcadores moleculares. O primeiro grupo compreende cinco linhagens,



das quais, quatro sdo idénticas, a 4644, 2334, 2335 ¢ 2336 com 87% de similaridade com a
linhagem 2980. O segundo grupo ¢ formado por uma tnica linhagem, a 3147 com 75 % de
similaridade com o primeiro grupo. O terceiro grupo compreende duas linhagens: 2060 e
3923 com 70% de similaridade com o primeiro e segundo grupo. O quarto grupo agrupou
quatro linhagens: 4596, 4597, 2681 e 3102 com aproximadamente 70% de similaridade. O
quinto grupo ¢ constituido pelas linhagens 2543 e 2460 com 50% de similaridade com os
grupos anteriores. O sexto grupo esta representado pelas linhagens 3882, 4627 ¢ 2018 com
38% de similaridade com o quinto grupo. O sétimo grupo compreende as linhagens 4643 e
2494 com 33% de similaridade entre si. O oitavo e ultimo grupo ¢ formado por um tUnica
linhagem, a 2684 com aproximadamente 16,5% de similaridade com os demais grupos.

A linhagem 2684 foi o mais distinta através da andlise de distdncia genética pelo
método de agrupamento, com aproximadamente 16,5% de similaridade em relagdo aos
outros grupos, as linhagens 4627 e¢ 2018 isoladas de Allium sp foram agrupadas em um
mesmo grupo com 63% de similaridade entre elas.

Pela analise de agrupamento foi possivel observar que a regido intron foi capaz de
revelar uma maior diversidade genética em relagdo aos outros marcadores moleculares.
Vale salientar que este ¢ o primeiro relato com uso do primer EI-I para andlise da
diversidade genética intraespecifica de C. gloeosporioides.

O polimorfismo genético encontrado nas regides intron de M. anisopliae var.
anisopliae utilizando primers homologos do gene 28S de rDNA de vertiallium dahliae
revelaram a presenga de grupos distintos de introns em trés diferentes sitios de insergdo

(MAVIDOU et al., 2000).



Figura 12: Perfis das regides de intron splice site primer das linhagens de
Colletotrichum gloeosporioides  obtidos com o primer EI-1. Nos
pocos M, marcador de peso molecular de 100 pb; nos pogcos 1e 20
DNA de Glomerella cingulata 4643 e 4644 e nos pocos de 3 a 20
encontram-se o DNA das linhagens 2334, 2335, 2336, 4596, 4597,
3882, 2060, 3102, 4627, 2980, 2681, 2684, 2543, 2018, 3923, 2494,
2460 e 3147, respectivamente.
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Figura 13: Dendrograma das linhagens de Colletotrichum gloeosporioides,
obtido através dos perfis da regido intron splice site primer com o
primer EI-L.

4.5. Regiao ITS do DNA ribossomal

O produto de amplificagdo do locus ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA utilizando os primers
ITS1 e ITS4, apresentou um fragmento de aproximadamente 580pb para todas as linhagens
investigadas (Figura 14).

MILLS et al. (1992) verificando os produtos de amplificagdo da regiao ITS1 e ITS2
com os primers ITS1 e ITS4, detectaram fragmentos de 450pb em 25 linhagens de C.



gloeosporioides, enquanto que MENAUT et al. (2002) detectaram um fragmento de 550pb
e VINNERE et al. (2001) observaram fragmentos de 550pb em C. gloeosporioides.

O polimorfismo genético observado nesta regido ¢ de apenas 63%. Este resultado
permite que outras regides variaveis do genoma possam ser selecionadas para este tipo de
investigagao.

Os produtos de PCR digeridos separadamente com enzima de restricado Hae 111, Msp 1
e Dra 1, apresentaram sitios de restricdo, demonstrando polimorfismo tanto no niimero de
fragmentos quanto no peso molecular.

A restricdo com a enzima Mspl, gerou um fragmento monomorfico de
aproximadamente 120 pb para todas as linhagens, de 60 e 300 pb para a maioria e de 360
pb para as linhagens 4596, 4597, 3102, 2681, 3923 e 2460 (Figura 15). A enzima Haelll
gerou trés fragmentos monomorficos de aproximadamente 120, 180 e 280pb para a maioria
das linhagens e de 400pb para as linhagens 2543, 2684 e 4643 (Figura 16). A digestdao com
a enzima Dral, gerou um Unico fragmento de aproximadamente 580 pb para todas as
linhagens, exceto para a 2684 e 4643, que apresentou um fragmento de 160 e 420 pb
(Figura 17).

Os resultados obtidos da andlise conjunta dos produtos de amplificagdo e restrigdo
enzimatica da regido ITS do rDNA permitiu a constru¢do da matriz de similaridade
utilizando o coeficiente de Jaccard e de um dendrograma, pelo método de agrupamento
UPGMA, que evidenciou a existéncia de trés grupos distintos (Figura 18). O primeiro
grupo compreende onze linhagens idénticas: 4644, 2334, 2335, 3147, 2336, 2018, 3882,
2980, 4627, 2060 e 2494, com cerca de 85% de similaridade entre si. O segundo grupo
agrupou seis linhagens totalmente idénticas: 4596, 4597, 3102, 3923, 2681 e 2460 com
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Figura 14: Perfis de amplificacdo da regido ITS do rDNA dos isolados de
Colletotrichum Gloeosporioides obtidos com os primers ITS1 e ITS4.
Nos pogos M, marcador de peso molecular de 100 pb; nos pogos 1
e 2 o DNA de Glomerella cingulata 4643 e 4643 e nos pogosde 3 a
20 encontram-se o DNA dos isolados 2334, 2335, 2336, 4596,
4597, 3882, 2060, 3102, 4627, 2980, 2681, 2684, 2543, 2018, 3923,
2494, 2460 e 3147, respectivamente.
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Figura 15: Perfis de restricdo dos fragmentos da DNA da regido ITS do rDNA
dos isolados de  Colletotrichum gloeosporioides obtidos com a
enzima Mspl. Nos pogos M, marcador de peso molecular de 100 pb;
nos pogos 1 e 2 o DNA de Glomerella cingulata 4643 e 4643 e nos
pocos de 3 a 20 encontram-se o DNA dos isolados 2334, 2335,
2336, 4596, 4597, 3882, 2060, 3102, 4627, 2980, 2681, 2684, 2543,
2018, 3923, 2494, 2460 e 3147, respectivamente.
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Figura 16: Perfis de restricao dos fragmentos de DNA da regido ITS do rDNA
dos isolados de Colletotrichum gloeosporioides, obtidos com a
emzima Hae III. Nos pogos M, marcador de peso molecular de 100 pb.
Nos pogos 1 e 2 o DNA de Glomerella cingulata 4643 e 4643 e nos
pogos de 3 a 20 encontra-se o DNA das linhagens 2334, 2335, 2336,
4596, 4597, 3882, 2060, 3102, 4627, 2980, 2681, 2684, 2543, 2018,
3923, 2494, 2460 ¢ 3147, respectivamente.
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Figura 17: Perfis de restricdo dos fragmentos da DNA da regido I TS do rDNA
dos isolados de Colletotrichum gloeosporioides, obtidos com  a
enzima Dra I. Nos po¢os M, marcador de 100 pb. Nos pocos 1e 20
DNA de Glomerella cingulata 4643 e 4643 e nos pocos de 3 a 20
encontram-se 0s DNAs dos isolados 2334, 2335, 2336, 4596, 4597,
3882, 2060, 3102, 4627, 2980, 2681, 2684, 2543, 2018, 3923, 2494,
2460 e 3147, respectivamente.
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Figura 18: Dendrograma das linhagens de Colletotrichum gloeosporioides
obtido através dos perfis dos fragmentos de restricdo da regido
ITS do rDNA com as enzimas de restricao Hae 1, Msp 1 e Dra 1.

aproximadamente 65% de similaridade com o primeiro grupo. E o terceiro e ultimo grupo
estdo trés linhagens: 4643, 2684 e 2543 também idénticas com 35% de similaridade com o
primeiro e segundo grupo formado. Nao houve coincidéncia entre grupos e substratos,
mostrando pequena diversidade genética intraespecifica.

Através da analise da seqiiéncia da regido 25/28S do rDNA MILLS et al. (1992)
concluiram que a mesma apresentou-se conservada entre linhagens de C. coffeanum e

variavel entre outras espécies de Colletotrichum, inclusive C. gloeosporioides. Esses



resultados corroboram com os obtidos no presente trabalho, levando em consideragdo a
analise da regido ITS1-5. 8S-ITS 2.

VINNERE et al. (2002) compararam as espécies de C. gloeosporioides, C. acutatum,
C. fragariae C. dematium e G. cingulatta pela andlise de restrigdo dos fragmentos das
regides ITS1, ITS2 e 5.8S do rDNA através da enzima Haelll e Mspl, constataram a
diferenga entre as espécies e grupos de espécies. Detectando também a existéncia de um
grupo distinto de C. gloeosporioides evidenciando a variagao genética intraespecifica. Isto
contrasta com os resultados do presente trabalho, que ndo apresentou correlacdo entre
grupos, hospedeiros e local onde foram isolados (Pernambuco e Sao Paulo).

MUNAUT et al. (2002) observaram a variagao no rDNA em C. gloeosporioides, C.
musae, C. fuscum e C. fragariae em diferentes regides e hospedeiros e constataram a
presenca de fragmentos polimoérficos entre as linhagens nas regides ITS1 e ITS2 e a
separacao das mesmas em cinco grupos. Sem apresentar correlacdo com o hospedeiro de
origem e a regido geografica. Esses resultados concordam com os obtidos neste trabalho, os
quais também ndo se determinou a formacgdo de grupos de acordo com o substrato de
origem ¢ a localidade onde foram isolados.

Os grupos formados pelos cinco marcadores moleculares ndo permitiram fazer uma
correlagdo entre caracteres citomorfologicos. As linhagens mais semelhantes
citomorfologicamente foram mais distintas do ponto de vista molecular. Portanto, esses
resultados sugerem estudos mais detalhados associados a biologia molecular ¢ a
patogenicidade em diferentes hospedeiros, afim de determinar o gene que apresenta uma

maior viruléncia.



4.6. Analise citomorfoldgica das linhagens de Colletotrichum gloeosporioides

O crescimento micelial das linhagens de C. gloeosporioides apartir de cultura
monospdrica ocupou toda superficie do meio BDA contido em placa de Petri, em 10 dias.
As Figuras de 19 a 22 ilustram os aspectos macroscopicos de C. gloeosporioides, exibindo
variagdo quanto a coloracdo, textura e segregacao de setores, da colonia. As linhagens a.
2334, d.4596, e.4597, 2.2060, h.3102, 1.3147, j.2494, 1.2681, m.2684, n.4627, 0.2980, e
q.3923 exibiram uma coloragdo esbranquecada e acinzentada. Enquanto que as linhagens
¢.2335, 0.2980 e p.2543 apresentaram pontuacdes escuras levemente salientes, formadas
por setas contidas nos acérvulos. Ja as linhagens b.2336, g2.2060, £.3882, s.4643 e r.2460
formaram segregacao de setores. Essa variagdo morfologica € freqiiente entre as linhagens
de C. gloeosporioides (MENEZES & HANLIN, 1996; MUNIZ, 1998), talvez seja
explicada pela ocorréncia do ciclo parassexual ja detectado em outros Amanorfos, a
exemplo de Fusarium oxysporum (BUXTON, 1956); Metarhizium anisopliae (MESSIAS
& AZEVEDO, 1980), Beauveria bassiana (PACCOLA-MEIRELLES & AZEVEDO,
1991). Até o presente cerca de 40 espécies de fungos ja tém o ciclo parassexual descrito

(AZEVEDO, 1998; 2001).



As observacdes microscopicas e a condi¢do nuclear das linhagens de C.
gloeosporioides e de seu teleomorfo Glomerella cingulata, foram feitas a partir das 24
horas ap6s a germinagdo dos conidios. A partir das 48 horas de cultivo foi verificada
diferenciacao micelial, formada por hifas hialinas, uninucleadas e anastomoses (Figura 23).
Com 72 horas foi constatada a formacao de conidioforos simples (Figura 24) e conidios
cilindricos, hialinos 100% uninucleados, medindo 4-7 x 10-16 um (Figura 25). As 96 horas
foi evidenciada, a formacao de apressorios clavados, ovados ou ligeiramente obovados de
coloragdo escura (Figura 26) e acérvulos jovens (figura 27). Os apressorios sdo importantes
por auxiliarem na penetragdo do fungo no tecido vegetal. Observacdes feitas as 120 horas
evidenciaram acérvulos em estagio avancado de desenvolvimento mostrando setas de
coloragdo escura (Figura 28), peculiares da espécie. G. cingulata apresentou numerosos
peritécios, subesféricos e agrupados em um estroma (Figura 29). Os ascos sdao subclavados

e os ascosporos hialinos, curvados e uninucleados (MENEZES, 2002).



Figura 19: Colonia de olletotrichum gloeosporioides com 10
dias de crescimento em meio BDA (Linhagens:
a. 2334;b.2336; c. 2335; d. 4696; e. 4597).



Figura 20: Colonia de Colletotrichum gloeosporioides com 10
dias de crescimento em meio BDA (Linhagens:
f. 3882; g. 2060; h. 3102; 1. 3147, j. 2494).



Figura 21: Colonia de Colletotrichum gloeosporioides com 10
dias de crescimento em meio BDA (Linhagens:
1. 2681; m. 2684; n. 4627; 0. 2980; p. 2543).



Figura 22: Colonia de Colletotrichum gloeosporioides com 10
dias de crescimento em meio BDA (Linhagens:
q- 3923; 1. 2460), Glomerella cingulata (Linhagens: s.
4643; t. 4644).



Figura 23: Colletotrichum gloeosporioides. Anastomose (). 48 horas.
640x.



Figura 24: Colletotrichum gloeosporioides. Conididforo simples( ) e
conidios. 72 horas. 640x.



Figura 25: Colletotrichum gloeosporioides. Conidios cilindricos, hialinos
e uninucleados. Coloragdao HCI-Giemsa. 72 horas. 640x.



Figura 26: Colletotrichum gloeosporioides. Apressorios. 96 horas. 640x.



Figura 27: Colletotrichum gloeosporioides. Acérvulo jovem. 96 horas.
640x.



Figura 28: Colletotrichum gloeosporioides. Acérvulo em estagio
avangado mostrando setas (). 120 horas. 640x.



Figura 29: Glomerella cingulata. Peritécios. 120 horas.640x.



CONCLUSOES

» Os cinco marcadores moleculares utilizados foram eficientes em demonstrar o

polimorfismo genético das linhagens de C. gloeosporioides.

» Os marcadores moleculares, RAPD, Microssatélites, Intron Splice Site Primer e ITS

confirmaram o alto grau de diversidade genética reconhecida em C. gloeosporioides.

» Os hospedeiros e a regido onde foram isoladas as linhagens de C. gloeosporioides nao

determinaram formagao de grupos.

» A regido intron amplificada com o primer EI-1 foi capaz de revelar uma maior

diversidade genética, quando comparada com os outros marcadores moleculares.

» A regido de microssatélite complementar ao trinucleotideo (GTG)s apresentou maior

diversidade genética em relacdo a regido complementar ao tetranucleotideo (GACA),,

» As linhagens de C. gloeosporioides exibiram variagdo macroscopicas quanto a coloragao,

textura e segregacao de setores, na coldnia.

» Foi observado conidios 100% uninucleados em todas as linhagens de C. gloeosporioides.
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