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ABSTRACT

Nozaki, M. H.; Camargo, M.; Lemos, E. G. M.; Aukar, A.PA.; Barreto, M. Molecular characterization of Diaporthe citri isolates using fAFLP

technique. Summa Phytopathologica, v.32, n. 2, p.147-150, 2006.

Citriculture isamarket in expansion specialy in Sao Paulo State,
whose importance in the economy is already recognized. Like any
other cultivated species, the increase of planted areas contributes to
an increase in disease problems. Thus, many diseases affect citrus
species, including melanose, caused by Diaporthe citri (Wolf.), to
which most commercial varieties are susceptible to the disease. Kno-
wledge of the intra-specific diversity is important when selecting
varieties for resistance. This study evaluated the genetic variability

among Diaporthe citri isolates, obtained from different geographical
regions, varieties, and parts of the plant using molecular markers.
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) markers were
used to characterize ten isolates of this pathogen. Genomic DNAs
extracted from mycelial mass were used in amplification reactions.
fAFLP alowed separation of the isolates into four distinct groups.
However, genetic similarity analysis did not group isolates by locati-
on, variety or part of the plant.

Additional keywords: melanose, polymorphism, genetic variability, citrus.

RESUMO

Nozaki, M. H.; Camargo, M.; Lemos, E. G. M.; Aukar, A.PA.; Barreto, M. Caracterizagdo molecular através da técnica fAFLP de isolados de

Diaporthe citri. Summa Phytopathologica, v.32, n. 2, p.147-150, 2006.

A citricultura € um mercado em expansao, principalmente no Es-
tado de Séo Paulo, cujaimportancianabalancacomercial jaéreconhe-
cida. Como em qualquer espécie cultivada, o crescimento das &reasde
cultivo favorecem também o crescimento de problemas fitossanitari-
os. Destaforma, as espécies de citros sao afetadas por diversas doen-
¢as destacando-se entre elas a melanose, causada por Diaporthe citri
(Wolf.), aqual agrande maioriadas variedades comerciais sdo susceti-
veis. O conhecimento da diversidade intra-especifica € de grande im-
porténcia, ja que esta podera auxiliar na selecdo de variedades com
resisténcia. O objetivo deste trabalho foi avaliar avariabilidade gené-

tica em isolados de Diaporthe citri, originarios de diferentes locais,
variedades e partes da planta, utilizando marcadores moleculares.
Marcadores do tipo AFLP (Amplified Fragment Length Polymor-
phism) foram utilizados para caracterizagdo de dez isolados do pat6-
geno. Os DNAs gendmicos extraidos damassa micelial foram utiliza-
dosnasreactes de amplificagdo. A técnicafluorescent AFLP permitiu
adistincéo dosisolados estudados, tendo sido classificados em quatro
grupos distintos. Contudo, estes grupos n&o foram formados em ra-
z&o daregido geogréafica, parte da planta ou variedade.

Palavras-chave adicionais: melanose, polimorfismo, variabilidade genética, citros.

A melanose, causada por Diaporthe citri (Wolf.), fase ana-
morfica Phomopsis citri, ocasiona em certos periodos perdas
econdmicas financeiras significativas, principalmente em fru-
tos muito manchados, resultando em perda ou queda na produ-
¢ao desucocitrico (3, 11, 15, 16).

Os sintomas da doenca estéo presentes em folhas, ramos e
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frutos. Nas folhas, as |esdes inicialmente sdo de tamanhos me-
nores, com coloragdo de marrom-escura a pretas. Sintomas em
ramos novos e verdes sd0 aparentemente similares aos da fo-
Iha, com excecdo de serem menores e menos salientes. Em fru-
tos, as lesdes iniciais sGo manchas pequenas, circulares e de
coloracdo marrom que se tornam pontos pretos, sendo asperos
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aotato (4, 11).

Os esporos do fungo, disseminados com respingos de chu-
va, sdo produzidos em estruturas de frutificagdo denominadas
picnidios, que se desenvolvem apenas em material vegetal mor-
to. Como formas de controle, deve-se remover material vegetal
morto daérea, além de utilizar fungicidas clpricos (6, 11, 16).

A despeito destas definigdes genéricas, a identificagéo de
espécies de Diaporthe é geralmente incerta pelo fato de muitos
isolados apresentarem apenas conidios afa. Apenas uma den-
tre quatro espécies é conhecida por produzir conidios beta. A
maioria dos isolados de Diaporthe ndo esta associada ao seu
estagio teleomorfico, ao seu substrato natural ou cultura. O
teleomorfo Diaporthe tem sido descrito para apenas aproxima-
damente 20% das espécies de Phomopsis. As variagdes morfo-
|6gicas e culturais dentro de um isolado podem ser t&o amplas
guanto dentre isolados (12). Geralmente, essas caracteristicas
tém sido inadequadas para delimitar claramente espécies de
Diaporthe (19). Comisso, aclassificagdo mais precisade deter-
minados grupos de fungos fitopatogénicos utilizando métodos
cléssicos tem sido dificil, gerando vérias denominagdes para
umamesmaespécie (5, 7).

Durante os Ultimos anos, o conhecimento da estrutura ge-
nética de populagdes de fitopatdgenos tem se tornado neces-
sério para aimplementacdo de estratégias de controle efetivas.
Apesar do nimero de estudos com fungos ter crescido signifi-
cativamente, observa-se que os trabalhos tém enfocado um
nlmero restrito de fitopatdgenos.

Os marcadores moleculares vém sendo utilizados para ca-
racterizar diversidade genéticainter e intra espécies de patége-
nosseminterferénciado meio ambiente (1, 2, 7, 10). Namaioria
dos estudos de genética de populacdes, utiliza-se marcadores
genéticos que sdo seletivamente neutros, altamente informati-
vos, reproduziveis e relativamente faceis de serem estudados
).

Dentre os diversos marcadores, Voset al. (20) destacao uso
da técnica mais recente de Fragmentos Polimorficos de DNA
Amplificados (AFLP) baseada nareacéo da polimerase em ca-
deia (PCR). Combina-se nesta técnicaos principiosde RFLP e
PCR, onde umasubamostrade fragmentos produzidos pelares-
tricéo do DNA s8o amplificados seletivamente. S&o utilizados
oligonuclectideos complementares as seqiiénciasligadas acada
extremo do DNA digerido. O polimorfismo é detectado pela
presenca ou auséncia de fragmentos e sdo normalmente de he-
rancadominante (8).

Com esta técnica, pode-se detectar uma variagdo conside-
ravel do genoma, através do nimero de produtos amplificados
apenas com a combinagdo de enzimas (14). O marcador AFLP
analisaapresenca ou auséncia de sitios de enzimas de restricéo
e as sequéncias polimorficas adjacentes a esses sitios. Uma
das maiores vantagens desta técnica é que somente uma rea-
¢do permiteidentificar até 50 loci em tempo reduzido. Estes sdo
t8o reproduziveis quanto em RFL P, pois sdo insensiveis as con-
di¢des dareacdo. Porém, deve-se ressaltar que ambas as técni-
cas requerem DNA de boa qualidade para o processo de diges-
t&o com enzimasderestricdo (8, 17).

Zhang et al. (21) utilizaram caracteristicas morfol égicas para
diferenciar isolados de Diaporthe phaseolorum e Phomopsis
longicolla, além de PCR-RFLP, para separar os isolados em
seis grupos filogenéticos diferentes.

Uddin & Stevenson (18) verificaram que isolados de Pho-
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mopsis spp. obtidos de pessegueiro ndo apresentaram diferen-
gaquanto acaracteristicas morfol 6gicas e molecul ares, sequién-
cias de nucleotideos e viruléncia em plantas.

Pode-se observar que alguns grupos de fungos fitopatogé-
nicos, como os do complexo Diaporthe/Phomopsis, sao histo-
ricamentedificeisdeidentificar através de métodos convencio-
nais, visto que as caracteristicas morfol 6gicas sdo comumente
variaveis, dificultando assim o estabel ecimento de uma catego-
ria taxonémica adequada. H4, portanto, necessidade de aplica-
¢80 de métodos complementares como auxilio naidentificacéo
dasespécies (5, 21).

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar isola-
dos de Diaporthe citri através datécnica fAFLP.

MATERIAL E METODOS

Para obtenc&o de culturas puras, dez isolados monospori-
cos de Diaporthe citri obtidos de diferentes partes de plantas
citricas das regifes de Conchal, Monte Alto e Jaboticabal/SP,
com sintomas tipicos de melanose, foram utilizados no experi-
mento.

Quadro 1. Relagdo deisolados de Diaporthe citri estudados na carac-
terizac@o molecular e suas respectivas origens.

Isolados Planta Orgéo L ocal
PC1 Laranja Ramo Jaboticabal - SP
PC2 Lim&o Ramo Conchal — SP
PC3 Laranja Folha Jaboticabal — SP
PCA Lim&o Ramo Conchal - SP
PC5 Laranja Ramo Conchal —SP
PC6 Laranjacaipira Fruto Jaboticabal — SP
PC7 Limdogaeo Folha Jaboticabal — SP
PC9 Limé&o Tahiti Ramo Jaboticabal — SP
PC10 Limé&o Tahiti Folha Jaboticabal - SP
PC11 Lim&o Feminelo Fruto Monte Alto - SP

Osisoladosforam cultivados em placas de Petri em meio de
culturabatata-dextrose-agar (BDA) eincubadosa22 + 2°C com
regime de alternancia luminosa 12h/12h por um periodo de 15
dias. Apos este periodo, fragmentos de micélio retirados das
margens das col 6nias foram transferidos paraerlenmeyers com
50 mL demeio liquido batata-dextrose (BD), incubados por 14
dias, sem agitacéo, nas mesmas condicOes anteriores.

Aposincubacdo, amassamicelia foi coletadapelafiltragem
das culturas em filtro de Buchner (adaptado) acoplado abomba
de vacuo. Apbs completamente secas, as culturas foram sub-
metidas a maceragdo em nitrogénio liquido. Parte do micélio
obtido foi conservado congelado e o restante armazenado para
extracgdo deDNA.

Os DNAs fungicos foram extraidos pel o método de Maller
et a. (10) parafungos filamentosos (modificado), como segue.
Ao micélio do fungo previamente macerado foram adicionados
TES (solugdo tamp&o) e proteinase K (10uL/amostra). Logo em
seguida, adicionou-se 10uL. RNAse em cadaamostrae g ustou-
se a concentragdo salina da solugéo para 1,4M com NaCl 5M.
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Por fim, adiciou-se SEVAG (solugao de precipitagdo). Ao térmi-
no de cada procedimento as amostras foram incubadas a dife-
rentestemperaturas e periodos de tempo (37°C por 1 hora; 65°C
por 10 minutos; -10°C por 30 minutos). A solugdo final foi sub-
metidaacentrifugagéo (10000 rpm por 10 minutos) e o sobrena-
dante resultante foi transferido para outro tubo e neste, adicio-
nou-se NH,Ac 5M e as amostras foram incubadas em gelo.
Ap0Gs incubagdo, as amostras foram submetidas a nova centri-
fugagdo, transferindo o sobrenadante resultante, como descri-
to anteriormente. Neste novo tubo adicionou-se 0,55 do volu-
me de isopropanol absoluto para precipitar o DNA, levando as
amostras paraincubagdo a—80°C por 30 minutos e centrifugan-
do-as posteriormente a 10000 rpm por 5 minutos. O sobrena-
dante resultante foi retirado, lavado com etanol 70%, seco e
dissolvido em TE. O DNA extraido foi entdo armazenado a -
80°C.

Antesdo uso em fAFLP, o DNA de cadaisolado foi quanti-
ficado em Biofotémetro (Eppendorf), nos comprimentosde onda
de 260 e 280 nm e em gel de agarose 0,8%, visando verificar a
integridade do material.

Osfragmentosforam visualizados sob luz UV e documenta-
dosem fotodocumentador modelo GEL DOC 1000 (BIO-RAD).

Parao ensaio de fAFLP, empregou-seo kit AFLPPlant Ma-
pping (PE Aplied Biosystems), seguindo as instrugdes do fa-
bricante.

O DNA fungico (500 ng) foi digerido com asenzimas EcoRl
e Msel e as enzimas foram inativadas. Os fragmentos resultan-
tes foram ligados aos adaptadores (Applied Biosystems). Os
fragmentos acoplados aos adaptadores foram amplificados (am-
plificag8o pré-seletiva) por PCR utilizando os primers EcoRI e
Msel. O produto resultante foi analisado através de eletrofore-
se em gel de agarose para determinar o tamanho dos fragmen-
tosamplificados. A reagdo resultante serviu de“template” (mo-
delo) paraaamplificacdo (seletiva), em condicdo semelhante a
anterior utilizando os mesmos primers, porém com adi¢éo de 3
bases na extremidade 3' e marcagdo fluorescente. As amostras
depois de desnaturadas foram levadas para gel seqiienciador e
visualizadas no equipamento ABI PRISM 377 DNA Sequencer
(Applied Biosystems).

A andlise dos dados foi conduzida através do software Ge-
neScan 3.1 (Perkin-Elmer) utilizado para determinar o compri-
mento dos fragmentos da amostra pela comparacdo com DNA
de tamanho padrdo. Foram gerados el etroferogramas dos frag-
mentos com tamanhos de 50 a 500 pares de base. Com os perfis
defAFLP obtidosde cadaisolado foi montadaumamatriz bing
riaatravés do software Genotyper 2.5 (Perkin-Elmer). A matriz
foi utilizada paraaconstrucdo da arvore filogenéticaatravés do
software Phylip 3.2. O dendogramafoi gerado por UPMGA ilus-
trando a distancia genética entre as regides.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os primers testados, ACA-CTA (FAM), ACG-CTA
(JOE) e AGC-CTA (NED), foi selecionado o primer FAM pois
apenas este amplificou paratodos osisolados utilizados, resul-
tando na producgéo de 28 bandas polimorficas, de um total de
50, variando de 50 a500pb.

A Figuralilustraos eletroferogramas obtidos com o primer
fAFLPACA-CTA (FAM) para sete isolados de P. citri.

A partir dos dados obtidos, construiu-se um dendograma
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(Figura 2), no qual, demonstrou-se nenhuma ligacdo entre os
isolados tanto pelas partes das plantas quanto pelas varieda
des das quais foram isolados. Néo foi possivel, portanto, sepa-
rar osisolados em grupos de acordo com suaorigem. Comisso,
na analise de agrupamento dos isolados, foram distinguidos
quatro grupos:. 1 (PC1), 2 (PC2, PC3), 3 (PC4, PC6, PC7, PC9,
PC11) e4 (PC5, PC10).

Resultados semelhantes foram obtidos por Says-L esage et
al. (13) avaiando isolados de Phomopsis de girassol. Osisola-
dos ndo apresentaram rel agéo entre variabilidade molecul ar, re-
0ido geogréfica, agressividade ou formag&o de peritécio.

Gurgel et al. (5) utilizando padrdes de esterase paradiferen-
ciar isolados de Phomopsis spp., também encontraram distan-
cias na andlise de agrupamento representando, de acordo com
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Figura 1. Eletroferogramas de sete isolados de Diaporthe citri refe-
rentes ao marcador de 50 - 500 pb, obtidos com o primer ACA-CTA
(FAM), presente nos isolados de Diaporthe citri.
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Figura 2. Dendograma construido pelo software Phylip versdo 3.2,
relacionando todos os isolados de Diaporthe citri, analisados com o
“primer” ACA-CTA (FAM) selecionado para identificagéo de dife-
rencasfilogenéticas.
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0s autores, possiveis formas fisiolGgicas ou ragas diferentes.
As diferencgas encontradas em D. citri, portanto, também suge-
rem aocorrénciade f.sp. ou ragas.

Uddin & Stevenson (18) analisando isolados de Phomopsis
de péssego também ndo verificaram diferenca significativa de
viruléncia.

Estefator (viruléncia) pode ser possivel mente explicado pelo
fato da diversidade do gene ser afetada pela idade e tamanho
da populagdo e selecdo ou ainda por outros fatores (9).

Neste ensaio verificou-se que o Kit parafAFL P desenvolvi-
do pela Applied Biosystems para a andlise de plantas também
pode ser aplicado para a caracterizac@o de fungos.

A analise dos resultados permitiu concluir que marcadores
fAFLP permitiram acessar adiversidade entre osisoladosdeD.
citri, porém, o presente estudo mostra diferencas genéticas entre
isolados de D. citri que sdo independentes da regido, parte da
planta ou variedade a partir das quais foram obtidos.
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