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Identificacéo e variabilidade genética de isolados de Colletotrichum causando antracnose
em inflorescéncias de plantas ornamentais tropicais

Identification and genetic variability of Colletotrichum isolates causing anthracnose in inflorescence
of ornamental tropical plants

Beatriz Meireles Barguil™ Sénia Maria Alves de Oliveira' Rildo Sartori Barbosa Coelho'
José Evando Aguiar Beserra Junior"

RESUMO

A antracnose afeta a qualidade de inflorescéncias
de plantas ornamentais tropicais, e a espécie flngica
Colletotrichum gloeosporioides tem sido relacionada a essa
doenca apenas por analises morfolégicas. Por isso, o presente
trabalho teve como objetivos identificar isolados de
Colletotrichum coletados em plantas de antdrio (Anthurium
andraeanum), bastdo do imperador (Etlingera elatior) e
heliconia (Heliconia spp.), por meio de caracteres morfolégicos
e reacdo em cadeia da polimerase (PCR), e avaliar a
variabilidade genética por meio de oligonucleotideos
arbitrarios (AP-PCR). Pelas caracteristicas morfoldgicas de
tamanho de conidio e de apressério, todos os isolados foram
identificados como C. gloeosporioides. Um fragmento de 450pb
especifico para C. gloeosporioides foi amplificado em todos os
isolados analisados, com excecdo de C 23 e C 35. A
caracterizacdo molecular realizada com trés oligonucleotideos
arbitrarios ((GACAC),, (GACA), e (CAG),) possibilitou a
formacao de trés grupos de isolados, com padrfes de bandas
distintos. Portanto, conclui-se que as metodologias utilizadas
foram eficientes na identificacdo de isolados de C.
gloeosporioides provenientes das espécies ornamentais
avaliadas e que, nos isolados analisados, ndo existe relagdo
entre a similaridade observada no padréo de bandas obtido
por AP-PCR e a area de coleta ou a planta hospedeira.

Palavras-chave: Anthurium andraeanum, AP-PCR, Etlingera
elatior, Heliconia spp., ITS.

ABSTRACT

Anthracnose affects inflorescences quality of
ornamentals tropical plants and the fungi specie Colletotrichum
gloeosporioides has been related with this disease based only
on morphology. Therefore, the objectives of this research was
to identify Colletotrichum isolates collected on anthurium
(Anthurium andraeanum), torch ginger (Etlingera elatior) and

heliconia (Heliconia spp.) plants by means of morphology
and polymerase chain reaction (PCR) and also verify the genetic
variability using arbitrary-primed PCR (AP-PCR). All isolates
were identified as C. gloeosporioides by conidium and
appressorium size. A fragment of 450bp specific for C.
gloeosporioides was amplified for all isolates analyzed, except
for C 23 and C 35 isolates. The molecular characterization
yielded three groups of isolates with different band patterns by
using (GACAC),, (GACA), and (CAG), AP-PCR. The employed
methodologies were efficient to identify the C. gloeosporioides
isolates collected on ornamental plants and there isn’t relation
between similarity of band patterns and geographic region or
plant specie on the isolates analyzed.

Key words: Anthurium andraeanum, AP-PCR, Etlingera
elatior, Heliconia spp., ITS.

INTRODUCAO

A floricultura tropical é uma atividade em
ascensdo no Brasil, uma vez que as flores tropicais
apresentam caracteristicas, tais como durabilidade,
beleza e diversidade de cores e formatos, que propiciam
grande aceitagdo pelo mercado consumidor e elevado
potencial de crescimento no mercado nacional e
internacional (LOGES et al., 2005).

As condicbes predominantes de
temperatura e umidade relativa sdo bastante favoraveis
para o cultivo das diversas espécies de plantas tropicais
durante o ano todo na regido Nordeste do Brasil
(WARUMBY et al., 2004). Essas condi¢fes também
propiciam a ocorréncia de doengas flngicas, as quais

'Departamento de Agronomia, Setor de Fitossanidade, Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), 52171-900, Recife,
PE, Brasil. E-mail: beatriz_barguil@hotmail.com. *Autor para correspondéncia.
'"Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Vigcosa (UFV), Vigosa, MG, Brasil.

Recebido para publicagéo 13.08.08 Aprovado em 26.03.09



1640 Barguil et al.

podem afetar inflorescéncias, flores, folhas,
pseudocaules, rizomas e raizes, tornando-se mais
severas sob condicdes de estresse hidrico ou
nutricional do hospedeiro (WARUMBY et al., 2004).
No Brasil, a antracnose destaca-se das demais doengas
fungicas em plantas ornamentais por afetar varias
espécies de importancia comercial, como Anthurium
andraeanum (PITTA et al., 1990), Etlingera elatior,
Tapeinochilos ananassae, Heliconia stricta, H.
psittacorum x H. sphathocircinata cultivar ‘Golden
Torch’, H. bihai (LINS & COELHO, 2004), H. chartacea
cultivar ‘Sex Pink” (BARGUIL et al., 2005) e Calathea
burle-max (ALMEIDA et al., 2006). Segundo esses
autores, a espécie isolada foi Colletotrichum
gloeosporioides, que foi identificada por meio de
caracteristicas morfoldgicas.

Marcadores moleculares, como AFLP e AP-
PCR, vém sendo utilizados para identificacdo e
observacdo de variabilidade genética de isolados de
Colletotrichum provenientes de diversas fruteiras
(FREEMAN & SHABI, 1996; PERES et al., 2002; XIAO
et al., 2004; TALHINHAS et al., 2005), de feijoeiro
(Phaseolus vulgaris) (SICARD et al., 1997) e lupino
ornamental (Lupinus spp.) (TALHINHAS et al., 2002),
dentre outras espécies. Embora a antracnose possa
comprometer a qualidade na producdo de plantas
ornamentais tropicais na regido Nordeste do Brasil,
nenhum estudo sobre a variabilidade genética de
isolados de Colletotrichum provenientes dessas
culturas foi realizado.

Portanto, o presente trabalho teve como
objetivos identificar isolados de Colletotrichum
coletados em antdrio (A. andraeanum), bastdo do
imperador (E. elatior) e em helicbnia (Heliconia spp.),
utilizando caracteres morfoldgicos e técnica da reagao
em cadeia da polimerase (PCR) com oligonucleotideos
especificos, e, estudar a variabilidade genética por meio
de oligonucleotideos arbitrarios (AP-PCR).

MATERIAL E METODOS

Os isolados de Colletotrichum foram
obtidos de lesbes em brécteas de inflorescéncias de
antdrio (Anthurium spp.), bastdo do imperador (E.
elatior) e helicénia (Heliconia spp.) provenientes de
municipios dos Estados de Pernambuco, Ceara e
Paraiba, entre os meses de fevereiro e outubro de 2005
(Tabela 1). O material coletado foi encaminhado ao
laboratorio, onde os fragmentos de tecido provenientes
de lesBes nas bracteas foram tratados com hipoclorito
de sddio (1,5%). Em seguida, foram lavados duas vezes
em agua destilada esterilizada (ADE) e colocados em
placas de Petri contendo meio de cultura batata-

dextrose-agar (BDA). Para cada isolado, foram obtidas
culturas puras por meio de cultivo monospérico, sendo
a seqguir repicados para tubo de ensaio contendo meio
BDA e mantidos a 4°C. Os isolados foram depositados
na Colecdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

A avaliagdo morfoldgica foi realizada com
base no tamanho dos conidios e apressérios,
empregando-se a técnica da microcultura (MENEZES
& ASSIS, 2004). As culturas foram mantidas sob
alternancia luminosa de 12 horas e temperatura de 25°C
durante sete dias. Apds esse periodo, as laminulas
foram removidas, coradas com azul de Amann e
observadas em microscépio de luz. Cada isolado foi
avaliado por meio da medicdo do comprimento e da
largura de 50 conidios e apressorios.

Os 35 isolados de Colletotrichum obtidos
de plantas ornamentais foram cultivados em meio BDA
a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas. Também foi
cultivado um isolado de C. acutatum coletado em
cajueiro (Anacardium occidentale), proveniente do
municipio de Pacajus, Estado do Cear4, e cedido pela
Embrapa-CNPAT. Apos sete dias, cerca de 50mg de
micélio aéreo do fungo foram transferidos
assepticamente para microtubos de 1,5mL e
imediatamente congelados em N, liquido. O DNA
gendmico foi extraido pelo protocolo CTAB (cationic
hexadecyl trimethyl ammonium bromide), segundo
FERREIRA & GRATTAPAGLIA (1998). Aconcentragao
de DNA nas amostras foi estimada em gel de agarose
0,8% corado com brometo de etideo.

Foram utilizados os oligonucleotideos Calnt2
(5"-GGGGAAGCCTCTCGCGG-3), especifico para C.
acutatumou Cglnt (5"-GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG-
3"), especifico para C. gloeosporioides, em conjunto
com o oligonucleotideo ITS4, para diagnéstico
utilizando PCR, paraamplificagdo da regido ITS do DNA
ribossémico dos isolados analisados. As PCRs foram
realizadas em volume total de 25uL, contendo 2,5uL de
tampéo 10X (KCI 100mM; Tris-HCI 100mM pH 9,0;
Triton-X 1%), 2,0uL de dNTPs 2,5mM, 2,0uL de MgCl,
25mM, 1uL de cada oligonucleotideo 40uM, 1U da DNA
Taqg Polimerase, 1uL de DNA (10 a 100ng) e 16,5uL de
agua ultrapura, para as reagdes com Cglint ou com
Calnt2. As condi¢des de amplificagdo foram: um ciclo
de desnaturacdo inicial por 2min a 94°C; 30 ciclos de
desnaturacao por 1min a 94°C; anelamento por 1mina
51°C e extensdo por 1mina 72°C. Apds a amplificacéo,
os produtos foram analisados em gel de agarose a 1,2%,
em tampéo TBE (Tris-Borato, EDTA0,5M pH 8,0) a 80V
por 2h, corados com brometo de etideo, visualizados
sob luz ultravioleta e fotografados.
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Tabela 1 - Origem dos isolados de Colletotrichum coletados em brécteas de inflorescéncias de plantas ornamentais tropicais.

Origem

Isolado

Hospedeira Municipio Estado
Cg1l Heliconia dimitri Alhandra Paraiba
Cg2 Heliconia chartacea Alhandra Paraiba
Cg3 Heliconia psitacorum Alhandra Paraiba
Cg4 Anthurium andraeanum Guaiuba Ceara
Cg5 Heliconia bihai Guaiuba Ceara
Cg6 Anthurium andraeanum Fortaleza Ceara
Cg7 Etlingera elatior Fortaleza Ceara
Cg8 Anthurium andraeanum Guaramiranga Ceard
Cg9 Anthurium andraeanum Guaramiranga Ceara
Cg 10 Etlingera elatior Guaramiranga Ceara
Cg12 Heliconia chartacea Primavera Pernambuco
Cg 14 Etlingera elatior Abreu e Lima Pernambuco
Cg 15 Etlingera elatior Ribeirdo Pernambuco
Cg 17 Etlingera elatior Ribeirdo Pernambuco
Cg 18 Heliconia bihai Ribeirdo Pernambuco
Cg 19 Heliconia chartacea Ribeirdo Pernambuco
Cg 20 Etlingera elatior Ribeirdo Pernambuco
Cg21 Etlingera elatior Ribeirdo Pernambuco
Cg 22 Anthurium andraeanum lgarassu Pernambuco
C 23 Anthurium andraeanum lgarassu Pernambuco
Cg 25 Heliconia bihai lgarassu Pernambuco
Cg 26 Heliconia bihai lgarassu Pernambuco
Cg 27 Heliconia rostrata Aldeia Pernambuco
Cg 28 Heliconia rostrata Aldeia Pernambuco
Cg 29 Anthurium andraeanum Aldeia Pernambuco
Cg 30 Anthurium andraeanum Aldeia Pernambuco
Cg31 Etlingera elatior Aldeia Pernambuco
Cg 33 Heliconia rostrata Paulista Pernambuco
Cg 34 Anthurium andraeanum Paulista Pernambuco
C 35 Anthurium andraeanum Paulista Pernambuco
Cg 36 Etlingera elatior Paulista Pernambuco
Cg 37 Etlingera elatior Paulista Pernambuco
Cg 38 Etlingera elatior Sé&o Lourengo Pernambuco
Cg 39 Heliconia bihai Paudalho Pernambuco
Cg 40 Etlingera elatior Paudalho Pernambuco

Cinco isolados de Colletotrichum (Cgl,
Cg15, Cg29, Cg31e Cg32) e oisolado de C. acutatum
utilizado como controle foram selecionados para o
sequenciamento da regido 1TS2 do DNA ribossomal,
com base nas diferencas de hospedeiro e/ou origem
geografica. A regido ITS2 foi amplificada por PCR,
utilizando o oligonucleotideo 1TS4, juntamente com
Cglnt (C. gloeosporioides) ou Calnt2 (C. acutatum),
como previamente descrito. Os produtos de PCR foram
purificados com o kit DNA and Gel Band Purification
(GE Healthcare) e diretamente sequenciados em
sequenciador automatico de DNA (Applied
Biosystems). As sequéncias de nucleotideos foram
analisadas por BLASTn, para confirmacdo da
identidade dos isolados.

Para andlise de PCR com oligonucleotideos
arbitrarios (AP-PCR), foram utilizados trés
oligonucleotideos derivados de marcadores
microssatélites: (GACAC),, (GACA), e (CAG),. As
PCRs foram realizadas em volume total de 20uL,
contendo 2uL de tamp&o 10X (KCI 100mM; Tris-HCI
100mM pH 9,0; Triton-X 1%), 1,5uL de MgCl, 25mM,
2,0uL de dNTPs 2,5mM, 2uL do oligonucleotideo
correspondente, 1U da DNA Taq Polimerase, 1uL de
DNA (10 a 100ng) e 10,5uL de &gua ultrapura. As
condicBes de amplificacdo foram as descritas por
FREEMAN & SHABI (1996).
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Os produtos das amplificacfes foram
tratados como descrito anteriormente. Foi construida
uma matriz binaria com base na presenca ou auséncia
de bandas. A matriz foi analisada para similaridade de
bandas usando o método de agrupamento UPGMA
(unweighted pair-group method with arithmetic
average) e calculada com o coeficiente de NEI & LI,
utilizando o programa Treecon v.1.3b (VAN DE PEER
& DEWACHTER, 1994).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os isolados produziram conidios
hialinos, unicelulares, retos e cilindricos. Os valores
médios obtidos por meio da medida do comprimento
dos conidios variaram de 10,4 a 17,6um e da largura de
3,2a4,7um (Tabela 2). Amaioria dos isolados produziu
apressorios de coloracdo marrom-escuro e formato
variavel, clavados ou irregulares. O comprimento médio
dos apressarios variou de 6,6 a 14,3um, e a largura, de

Tabela 2 - Caracterizagdo morfoldgica de isolados de Colletotrichum coletados em bracteas de inflorescéncias de plantas ornamentais

tropicais.
Morfologia

Isolado

Conidio (um) Apressorio (um)

Comprimento Largura Comprimento Largura

Cg1l 14,5 (10-22,5) 3,2 (2,5-5,0) 12,7 (6,2-25,0) 3,2 (2,5-5,0)
Cg2 10,4 (7,5-13,7) 3,5(2,5-5,0) 11,0 (7,5-17,5) 5,7 (5,0-7,5)
Cg3 13,7 (10-22,5) 3,8 (3,7-5,0) 7,0 (5,0-10,0) 6,2 (5,0-7,5)
Cg4 16,7 (11-26,5) 3,6 (2,5-5,0) 10,2 (7,5-15,0) 6,5 (3,7-8,7)
Cg5 11,8 (7,5-17,5) 3,4 (2,5-6,5) 10,9 (8,7-16,2) 6,9 (6,5-10)
Cg6 17,0 (10-36,2) 4,2 (2,5-6,2) 11,1 (6,2-17,5) 7,2 (5,0-15)
Cg7 11,7 (8,7-15,0) 4,3 (2,5-5,0) 9,1 (6,2-13,7) 5,8 (5,0-7,5)
Cg8 11,3 (8,7-13,7) 3,8 (2,5-5,0) 2 -
Cg9 12,3 (6,2-21,2) 3,5(2,5-6,2) 8,9 (6,2-12,5) 5,9 (3,7-8,7)
Cg 10 14,6 (11,2-18) 3,7 (2,5-5,0) 14,3 (7,5-18,7) 5,5 (5-6,2)
Cg 12 14,2 (7,5-25,0) 3,7 (2,5-5,0) 10,1 (7,5-13,7) 6,3 (5,0-8,7)
Cg 14 11,7 (8,7-18,7) 4,5 (2,5-5,0) 8,5 (6,2-13,7) 5,1 (3,7-6,2)
Cg 15 10,5 (7,5-15,0) 3,5(2,5-5,0) 7,5 (6,2-11,2) 5,3 (3,7-6,2)
Cg 17 15,5 (11,2-31) 4,3(2,5-6,2) 12,5 (6,2-18,7) 7,1 (5-11,2)
Cg 18 14,4 (8,7-22,5) 3,6 (2,5-5,0) 8,9 (6,2-13,7) 5,8 (5,0-7,5)
Cg 19 13,7 (8,7-23,7) 3,3(2,5-5,0) - -
Cg 20 13,8 (10-24,0) 3,0(2,5-3,7) 7,2 (5,0-10,0) 5,2 (3,7-7,5)
Cg21 12,2 (7,5-16,5) 3,4 (2,5-5,0) 6,6 (5,0-10,0) 5,5 (3,7-7,5)
Cg 22 15,5 (7,5-23,7) 4,0 (2,5-5,0) 9,8 (6,2-12,5) 6,0 (3,7-8,7)
C 23 17,1 (13,7-32) 4,7 (3,7-5,0) - -
Cg 25 14,3 (10-23,7) 3,8 (2,5-5,0) 7,4 (5,0-11,2) 6,0 (5,0-7,5)
Cg 26 14,2 (8,7-25,0) 4,2 (3,7-6,2) 8,6 (6,2-13,7) 5,9 (3,7-7,5)
Cg 27 12,8 (8,7-21,2) 3,9 (2,5-5,0) 11,8 (8,7-17,5) 6,7 (6,2-8,7)
Cg 28 17,6 (8,7-33,7) 3,4 (2,5-5,0) 9,2 (6,2-13,7) 6,1 (3,7-8,7)
Cg 29 13,7 (8,7-22,5) 4,4 (2,5-6,2) 9,9 (7,5-13,7) 6,7 (5-11,2)
Cg 30 12,3 (7,5-18,7) 3,7 (2,5-5,0) 9,5 (7,5-12,5) 6,2 (5,0-8,7)
Cg31 15,9 (12-23,7) 4,3(3,7-5,0) 15,6 (12-22,5) 6,1 (5,0-7,1)
Cg 33 10,7 (7,5-16,2) 2,8 (2,5-3,7) 11,1 (7,5-16,2) 6,0 (5,0-7,5)
Cg 34 12,7 (7,5-20,0) 3,5(2,5-6,2) 10,2 (6,2-17,5) 5,7 (5,0-6,2)
C 35 15,0 (11-31,2) 4,7 (3,7-6,2) 12,5 (6,2-21,2) 7,9 (3,7-15)
Cg 36 13,2 (8,7-18,7) 3,6 (2,5-3,7) 9,6 (7,5-16,2) 5,6 (5,0-7,5)
Cg 37 12 (7,5-17,5) 3,5(2,5-6,2) 9,2 (6,2-12,5) 5,1 (3,7-6,2)
Cg 38 12,3 (7,5-18,6) 3,7 (2,5-5,0) 9,5 (7,5-12,5) 6,2 (5,0-8,7)
Cg 39 16,7 (10-32,5) 4,3(3,7-6,2) 8,9 (5,0-12,5) 6,1 (5,0-7,5)
Cg 40 11,8 (3,7-17,5) 3,5(2,5-6,2) 9,0 (6,2-15,0) 6,3 (5,0-8,7)

!Nao foi produzido.
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3,2a7,9um (Tabela 2). Os isolados Cg 8, Cg19e C 23
ndo produziram apressorios. A coloracao das colénias,
em meio de cultura BDA, variou de branco a cinza-
escuro, com predominéncia de branco e branco-
acinzentado. As medidas de tamanho de conidios e
apressorios e a coloragdo de colbnia de todos os
isolados analisados estdo de acordo com o descrito
para C. gloeosporioides por SUTTON (1980). Esse
resultado esta de acordo com o observado em trabalhos
de ocorréncia da antracnose em algumas espécies
ornamentais tropicais (PITTA et al., 1990; LINS &
COELHO, 2004; BARGUIL et al., 2005; ALMEIDA et
al., 2006).

Em nenhum isolado analisado houve a
amplificacdo do fragmento de 490pb correspondente a
C. acutatum, com a utilizagdo de Calnt2 e ITS4, apenas
para o isolado proveniente de A. occidentale. A
utilizacdo do oligonucleotideo Cglnt, especifico para
C. gloeosporioides, usado em conjunto com o
oligonucleotideo ITS4, resultou na producdo de um
fragmento de 450pb correspondente a espécie C.
gloeosporioides (Figura 1). Ndo houve amplificagéo
para o isolado controle identificado previamente como
C. acutatum. Nas analises realizadas, a banda de 450pb
gerada para o isolado Cg 6 apresentou fraca
intensidade, enquanto que o DNA dos isolados C 23 e
C 35 ndo foi amplificado por nenhum dos
oligonucleotideos especificos testados (resultados nao
mostrados).

A utilizagdo de PCR com oligonucleotideos
espécie-especificos capazes de amplificar uma regido
do DNA nuclear ribossomal foi Gtil na identificacdo de
C. gloeosporioides como o agente causal da
antracnose observada em inflorescéncias de plantas
ornamentais tropicais, sendo identificados por métodos
moleculares pela primeira vez neste trabalho. Embora a
banda de 450pb especifica para C. gloeosporioides
n&o tenha sido amplificada para os isolados C 23 e C
35, estes foram identificados por meio das

caracteristicas morfolégicas como pertencentes ao
género Colletotrichum. A auséncia de banda apos a
amplificacdo por PCR utilizando o oligonucleotideo
Cglnt j& foi relatada para isolados de Colletotrichum
provenientes de maracuja (AFANADOR-KAFURI et
al., 2003) e mangueira (SERRA, 2006). Entretanto, apesar
desses isolados terem sido identificados pelas
caracteristicas morfoldgicas como C. gloeosporioides,
AFANADOR-KAFURI et al. (2003) os consideraram
pertencentes a uma espécie de Colletotrichum néo
identificada.

A anélise de comparagdo de sequéncias da
regido 1TS2 por BLASTn confirmou que os isolados
Cg1,Cg15,Cg29,Cg3leCg32pertencem a espécie
C. gloeosporioides, e o isolado controle pertence a
espécie C. acutatum. Esse resultado corrobora aquele
obtido pela amplificacao especifica da regido ITS dos
isolados e também pela morfologia. Os valores de e
para os isolados Cg 1, Cg 15, Cg 29, Cg 31,Cg 32e C.
acutatum foram respectivamente: 1e-78, 2e-75, le-71,
le-72, 2e-74 e 4e-78. As sequéncias de nucleotidios
foram depositadas no GenBank sob 0s nimeros de
acesso FJ465515, FJ465516, FJ465517, FJ465518,
FJ465519 e FJ 465520 para os isolados Cg 1, Cg 15, Cg
29, Cg 31, Cg 32 e C. acutatum, respectivamente.

A caracterizagdo molecular dos isolados de
Colletotrichum  foi realizada com trés
oligonucleotideos arbitrarios. Trinta loci AP-PCR foram
identificados nos  isolados  estudados,
independentemente da intensidade, estando no
intervalo de 400 a 1600pb. Excluindo-se as bandas de
intensidade fraca, foram analisadas 24 bandas.

O oligonucleotideo (GACAC), foi aquele
que gerou menor nimero de bandas polimérficas. O
primeiro agrupamento compreendeu 54,28% dos
isolados com o mesmo perfil de bandas [Cg 1, Cg 3, Cg
4,Cg5,Cg8,Cg18,Cg19,Cg20,Cg21,Cg22 Cg25,
Cg26,Cg27,Cg28,Cg29,Cg30,Cg 34,Cg36eCg40],
0 segundo padréo foi formado por 20% dos isolados

Colletotrichum acutatum.

M 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 12 14 15 17 18 19 20 Ca M

Figura 1 - Produtos da amplificagdo obtidos por PCR utilizando os oligonucleotideos Cglnt e 1TS4 especificos para Colletotrichum
gloeosporioides. Coluna M: 1Kb DNA Ladder Plus; colunas 01 a 20: alguns dos isolados analisados; Ca: isolado de
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[Cg 2,Cg 9, Cg, 14, Cg 15, Cg 37, Cg 38 e Cg 39],
enquanto que os isolados [Cg 6, C 23 e C 35] formaram
um terceiro agrupamento e os quatro isolados restantes
Cg 7, Cg 10, Cg 12 e Cg 17 apresentaram padrdes
distintos (Figura 2A). O oligonucleotideo (GACA),
subdividiu os isolados em nove grupos distintos, sendo
o primeiro formado por 25,71% dos isolados [Cg 2, Cg
7,Cg9,Cg14,Cg15,Cg33,Cyg34,Cg37eCyg38]eo
segundo, por 20% dos isolados [Cg 5, Cg 18, Cg 20, Cg
21, Cg 30, Cg 36 e Cg 40]. Os demais agrupamentos
foram[Cg 1, Cg22,Cg26eCqg27],[Cg12,Cg25,Cqg39],
[Cg6,C23eCg35],[Cg10,Cgl7eCyg31],[Cg8,Cg28
e Cg 29], [Cg 3 e Cg 19] e [Cg 4] (Figura 2B). Ja o
oligonucleotideo (CAG), propiciou o maior niimero de
bandas polimdrficas, em que quase metade dos isolados
apresentou perfis Unicos de banda (Figura 2C e 2D).

Anélises de AP-PCR foram utilizadas na
diferenciacdo de isolados de Colletotrichum de
abacate e améndoas (FREEMAN et al., 1996) e em
oliveira (TALHINHAS et al., 2005), dentre outras
hospedeiras. Entretanto, ndo se tem conhecimento do
uso do marcador AP-PCR no estudo da variabilidade
de Colletotrichum sp. provenientes de plantas
ornamentais.

A andlise de agrupamento revelou a
existéncia de trés grupos (I, 11 e Ill), os quais se
repetiram quando todos os loci em conjunto foram
analisados, correspondendo aos agrupamentos
obtidos com cada oligonucleotideo em separado
(dados ndo mostrados). Independentemente de suas
origens geogréficas ou de hospedeiro, os isolados Cg
14, Cg 37 e Cg 38 e os isolados Cg 36 e Cg 40
apresentaram o mesmo perfil de bandas para os trés

oligonucleotideos testados (Figura 2), sendo arranjados
no grupo | (Figura 3). No grupo 11, os isolados Cg 26 e
Cg 27 apresentaram perfil similar de bandas, sendo o
mesmo comportamento observado para os isolados Cg
6, C 23 e C 35, que compdem o grupo 11 (Figura 3).
Poderia se esperar que houvesse algum tipo
de separagdo entre os isolados amostrados no presente
estudo, ou por origem geografica ou por hospedeiro
de origem. Isolados coletados em diferentes
hospedeiros apresentaram perfis de bandas
semelhantes, sendo distribuidos em um mesmo grupo
(Figura 3). Da mesma forma, isolados de origens
geograficas distintas também apresentaram 0 mesmo
padrdo de bandas na AP-PCR. Isolados provenientes
dos Municipios de Aldeia e Paulista, no Estado de
Pernambuco, apresentaram perfis de bandas similares
a isolados coletados nos Municipios de Fortaleza e
Guaramiranga, no Estado do Ceara, distantes cerca de
800km. A variabilidade aqui observada pode estar
relacionada com a inespecificidade dos isolados, que
também foi encontrada em isolados coletados em
maracujas cultivados na Coldmbia (AFANADOR-
KAFURI etal., 2003). E possivel também que isolados
com padr@es similares de bandas se comportem de
forma diferente na patogenicidade (XIAO etal., 2004).
A andlise genética da populagdo pode
contribuir para o entendimento do potencial evolutivo
de C. gloeosporioides, possibilitando o
desenvolvimento de estratégias de manejo de controle
apropriadas. E sabido que C. gloeosporioides é um
fungo de limitada disperséo a longas distancias e que
0 material vegetal infectado é a principal via de
dispersdo. Portanto, infere-se que a troca de material

M 03 05 08 18 19 20 02 08 14 15 16 06 23 35 07 10 12 17 M

M 03 18 28 40 14 15 16 35 36 26 27 3929 33 04 0506 23 M

Figura 2 - Produtos da amplificagéo obtidos por analise de AP-PCR utilizando os oligonucleotideos arbitrarios (GACAC), (A),
(GACA), (B) e (CAG), (C e D). Linha M: marcador de tamanho molecular (1Kb DNA Ladder Plus).
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Figura 3 - Dendrograma com os 35 isolados de Colletotrichum gerado pela analise de agrupamento UPGMA das
bandas de DNA obtidas com trés oligonucleotideos por AP-PCR. A escala superior informa o valor de
similaridade obtido utilizando o coeficiente de similaridade de Nei & Li no programa Treecon. A direita
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vegetal infectado dentre e entre Estados possa ser
responsavel pela disseminagdo de isolados desse
patdgeno. O provavel movimento de individuos entre
regiBes contribui para a ndo correlacdo entre distancia
genética e geografica, reforcando a probabilidade de
fluxo do patogeno via material vegetal infectado, em
gue o mesmo padréo de formacdo de bandas pdde ser
encontrado em isolados provenientes de municipios
distantes.
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