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Resumo:

A variabilidade genética de isolados de Colletotrichum spp. obtidos de cafeeiro e de outras plantas cultivadas foi
estimada através da técnica de PCR/RFLP, usando primers especificos para a amplificacdo das regides transcritas internas
(ITS1 e ITS2) do DNA ribossomal. O produto de PCR foi digerido com enzimas e as relagGes entre os perfis genémicos
foram analisadas com o programa NTSY'S pelo método Dice/UPGMA. Os resultados obtidos permitiram dividir os isolados
em dois grupos, de acordo com os isolados padrbes de Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum acutatum
utilizados para fins comparativos. Entre os doze isolados obtidos de cafeeiro, nove apresentaram 100% de similaridade
entre si e todos eles apresentaram elevada similaridade com C. gloeosporioides. Em relacdo aos isolados de outras plantas
cultivadas, cinco dos treze isolados apresentaram similaridade com o C. acutatum. Para a maioria destes isolados, nao foi
possivel correlacionar caracteres morfoldgicos, perfis genéticos e o hospedeiro de origem. Neste sentido, novas técnicas
moleculares devem ser aplicadas no estudo de isolados de Colletotrichum spp.

Palavras-chave: Antracnose, variabilidade genética, regido ITS.

GENETIC COMPARATION AMONG Colletotrichum spp. ISOLATES OBTAINED FROM COFFEE AND
OTHER CULTIVATED PLANTS BY PCR/RFLP

Abstract:

The genetic variability of Colletotrichum spp. isolates obtained from coffee and other cultivated plants was studied
by PCR/RFLP technique, using specific primers for the amplification of the internal transcribed (ITS1 and ITS2) regions of
the ribossomal DNA. The PCR product was digested with restriction enzymes and the relations among the genomic profiles
were determined by using the Dice/UPGMA method from the NTSY'S software. The results allowed to divide the isolates
in two major groups, according to the standard strains of Colletotrichum gloeosporioides and Colletotrichum acutatum
include in the study. Among twelve isolates obtained from coffee, nine of them showed 100% of similarity among each
other and all of them showed high similarity with C. gloeosporioides. In relation to the isolates from other cultivated plants,
five of thirteen isolates showed similarity to C. acutatum. For the majority of theses isolates, it was not possible to correlate
morphological characters, genetic profiles and the host of origin. Therefore, new molecular techniques should be used in
the study of Colletotrichum spp. isolates.
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Introducdo

Fungos do género Colletotrichum sdo responsaveis por doengas de importancia econdmica em diferentes plantas
cultivadas em todo mundo, principalmente em regides tropicais e subtropicais (Bailey et al., 1992; Lopes, 2001). Em
cafeeiro, espécies de Colletotrichum tém sido isoladas de ramos, folhas, flores e frutos em regides produtoras de café em
diversos paises (Almeida et al., 2002; Miranda, 2003). Em paises da Africa, Colletotrichum kahawae Waller & Bridge,
agente causal do “Coffe Berry Disease” (CBD), tem sido o principal fator limitante a produgdo de cafeeiros, causando
perdas que chegam a 80% (Griffiths et al., 1971; Chen, 2002; Silva et al., 2006).

No Brasil, Colletotrichum spp. podem ser isoladas de diferentes 6rgdos da planta e estdo associadas principalmente
a sintomas como seca de ramos e ponteiros, queda e mumificacdo de frutos e mancha manteigosa. Além disso, davidas
quanto a taxonomia do patégeno e sua verdadeira relagdo com o hospedeiro tém sido objetos de estudos de diferentes
grupos de pesquisa (Dorizzoto, 1993; Nechet & Abreu, 2002; Miranda, 2003, Silva et al., 2005). Estudos de caracterizacdo
morfologica, bioquimica e molecular de isolados Colletotrichum spp. isoladas no Brasil tém apontado Colletotrichum
acutatum Simmonds e principalmente Colletotrichum gloeosporioides Penz, como as espécies associadas a cafeeiros
(Miranda, 2003; Silva et al., 2005).

A distincdo entre espécies de Colletotrichum é de fundamental importancia para o desenvolvimento ou
aperfeicoamento de praticas que visam o controle eficiente das doencgas causadas por esses fungos (Freeman et al., 1998).
Para este fim, a caracterizacdo e a determinacdo taxondmica do género Colletotrichum tém dependido de critérios
morfogenéticos e sua afinidade por hospedeiros. No entanto, verifica-se que a alta variabilidade presente no género sob
condigdes de cultura e a sua inespecificidade com relacdo aos hospedeiros tornam critérios insuficientes para identificar
com seguranca as espécies do género (Freeman et al., 1996).



Ferramentas moleculares tém sido empregadas com sucesso para diferenciar populacGes de Colletotrichum
provenientes de diferentes hospedeiros (Freeman et al., 1998). Analises moleculares incluindo RAPD (Random Amplified
Polimorphic DNA), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) do DNA ribossomal (rDNA) e mitocontrial, e
seqlienciamento de regides conservadas, como as denominadas ITS (Internal Transcribed Sequence) e IGS (Internal Spacer
Region) do rDNA, tém sido utilizadas para elucidar a variabilidade genética existente entre isolados de Colletotrichum spp.
e outras espécies fungicas (Beynon et al. 1995; Sreenivasaprasad et al., 1996; Lopez, 2001).

A técnica de PCR-RFLP utiliza enzimas de restri¢do para restringir fragmentos de DNA das regides intergénicas
como IGS e ITS amplificados por PCR. Regides intergénicas do rDNA sdo utilizadas para este tipo de caracterizacdo por
serem menos conservadas, isto é, evoluem rapidamente, e estdo presentes em todos os organismos. Além disso, estas
regides do rDNA sdo flanqueadas pelos genes 18S, 5,8S e 28S que permitem a construgdo de primers universais para
qualquer espécie de fungo (Fungaro, 2000).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar e comparar, por meio de PCR/RFLP do rDNA, isolados de
Colletotrichum spp. provenientes de cafeeiro e de outras plantas cultivadas.

Material e Métodos

Isolados de Colletotrichum spp.: Vinte e seis isolados de Colletotrichum spp. foram selecionados da colecdo de
fungos do laboratério de Bacteriologia e Virologia do Instituto Agrondémico do Parana. Dentre estes destacam-se os
isolados tidos como “espécie-tipo” de C. gloeosporioides (I-12, 8640 e 468) e C. acutatum (8004) para comparagao entre
os isolados (Tabela 1).

Extracdo do DNA: Gendmico: Isolados de Colletotrichum spp. foram submetidos & extracdo de DNA genémico
segundo protocolo descrito por Raeder e Broda (1958).

Tabela 1 — Isolados de Colletotrichum spp. obtidos de cafeeiros e outras plantas cultivadas.

N° do i Cultura de Orgéo de Colonia Tipo de
o isolado . . -
origem isolamento x Aspecto Presenca de conidio
Coloracéo
€otonoso setores

121 Café Fruto Verde + - Cilindrico
418 Café Ramo Branca + - Cilindrico
420 Café Ramo Verde-escura + - Cilindrico
421 Café Ramo Branca + - Cilindrico
422 Café Ramo Branca + - Cilindrico
423 Café Ramo Branca + - Cilindrico
424 Café Ramo Branca + Cilindrico
425 Café Ramo Branca + + Cilindrico
426 Café Ramo Branca - - Cilindrico
427 Café Ramo Branca + - Cilindrico
428 Café Ramo Branca + - Cilindrico
436 Abacate Fruto Branca - - Cilindrico
437 Abacate Fruto Branca - - Cilindrico
438 Abacate Fruto Branca - - Cilindrico
440 Maca Fruto Branca + - Cilindrico
441 Maca Fruto Branca + - Cilindrico
444 Maméo Fruto Branca - - Cilindrico

449 Tomate Fruto Branca - - Falcado

450 Tomate Fruto Branca - - Falcado
451 Tomate Fruto Branca - - Cilindrico
453 Pimentdo Fruto Branca/Verde - - Cilindrico
455 Banana Fruto Branca + - Cilindrico
468° Laranja Fruto Cinza - - Cilindrico
[-12*2 Café Folha Cinza/Verde + - Cilindrico
8640 ° Maca Fruto Cinza - - Cilindrico
8004 " Maca Fruto Salmao - - Fusiforme

* |solado cedido pelo Prof. Dr. Mério Sobral de Abreu (UFLA, Lavras, MG).
& — C. gloeosporioides
b _ C. acutatum

Reacdo de PCR: As reacdes de amplificagdo foram preparadas para um volume final de 50 pL, contendo, 0,25



mM de cada primer 1TS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) e ITS5 (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’)
(White et al., 1990); tampdo da enzima 1X; 0,7 mM de MgCl,; 200 uM de dNTP; 1,25 U de Taq DNA polimerase; 10 — 30
ng de DNA gendmico. A reacéo foi realizada utilizando um ciclo de 2 minutos a 95 °C, seguido por 35 ciclos de 1 minuto a
95 °C, 3 minutos a 55 °C e 1 minuto a 72 °C, com extenséo final de 5 minutos a 72 °C.

RFLP: Os fragmentos amplificados dos isolados de Colletotrichum spp. foram digeridos separadamente com as
enzimas Apal, BamHI, EcoRlI, Hindlll, Hpal, Msel e Rsal nas condi¢Bes fornecidas pelo fabricante (Life Technologies,
Gainthersburg, MD, EUA). A digestdo foi paralisada com adicdo de 1,5 pL de EDTA 0,1M (pH 8,0) e mantidas a 65 °C
durante 5 minutos seguido de choque térmico em gelo triturado. As enzimas foram selecionadas com base na seqiiéncia de
nucleotideos das regiGes intergénicas ITS1 e ITS2 e do gene 5,8S do rDNA usando o programa Webcutter 2.0.

Eletroforese: O produto de PCR foi submetido a eletroforese (5 VV/cm) em gel de agarose 1% em tampédo TAE 1X
(Tris — Acido Acético — EDTA) corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL). Os produtos das reagdes de digestdo foram
submetidos a eletroforese (5 V/cm) em gel de agarose 2% em tampdo TBE (Tris — Borato — EDTA) corado com brometo de
etideo 0,001ug/mL. Os géis foram fotografados no sistema Kodak EDAS 120 e a presenca de polimorfismo foi verificada
com base no nimero e disposi¢cdo dos fragmentos gerados.

Anélise dos Dados: Perfis gendémicos Unicos foram analisados conjuntamente através da determinacdo visual de
presenca ou auséncia de bandas de fragmentos de DNA amplificado. A presenca ou auséncia de uma banda em cada
posicdo ao longo do perfil de cada isolado foi convertida em dados binarios (“1” para presenga e “0” para auséncia).
Coeficientes de similaridade foram determinados utilizando a equacdo matematica proposta por Nei & Li (1979), que se
baseia na proporcdo de fragmentos de DNA comuns entre 0s pares e representa o coeficiente de similaridade entre eles. As
relagdes genéticas foram determinadas utilizando o programa computacional NTSYS e o0 método Dice/UPGMA (Rohlf,
1993).

Resultados e Discussao

Neste estudo, foram comparados 26 isolados de Colletotrichum spp. de cafeeiro e outras plantas cultivadas por
meio da analise de perfis gendmicos da regido ITS amplificada. Fragmentos de aproximadamente 580 pb foram gerados
para todos os isolados comparados (dados ndo apresentados).

Foi possivel verificar polimorfismo entre os perfis dos isolados, principalmente quando digeridos com as enzimas
Msel e Rsal (Fig. 1A e B). A enzima Rsal tem sido utilizada em estudos similares para caracterizacdo de Colletotrichum
spp. patogénico para outras plantas cultivadas (Abang et al., 2002). Além disso, esta enzima é considerada como
representativa para reconhecer um Unico sitio de restricdo e gerar dois fragmentos de aproximadamente 180 e 380 pb para
isolados de C. gloeosporioides (Freeman et al., 2000).

Figura 1 — Perfis gendbmicos das regides ITS, de isolados de Colletotrichum spp. obtidos a partir da digestdo com as
enzimas Msel (A) e Rsal (B).

A anélise filogenética deste estudo permitiu separar os isolados em dois grupos principais, o primeiro com perfil
genético similar a espécie C. gloeosporioides (Grupo I) e o segundo com C. acutatum (Grupo Il) (Fig. 2). Isolados de
cafeeiro foram incluidos no Grupo | (Fig. 2), sendo que a maioria destes apresentaram 100% de similaridade com os
isolados de banana (455), abacate (436 e 437) e laranja (468). O Grupo I reuniu ainda os demais isolados de cafeeiro (420,
425 e 426), mamdo (444), tomate (451) e o isolado de macd (8640) (Fig. 2). Entretanto, estes Ultimos isolados nédo
apresentaram similaridade entre si (Fig. 2).

O Grupo Il reuniu apenas isolados de outras plantas cultivadas, visto que estes apresentaram maior similaridade
com C. acutatum (8004) (Fig. 2). Os isolados de maca (440 e 441) e pimentdo (453) apresentaram total similaridade entre
si e cerca de 75% de similaridade em relacéo ao isolado de C. acutatum (8004) (Fig. 2). J& os isolados de tomateiro (449 e
450) apresentaram similaridade de aproximadamente 52% com C. acutatum (8004) (Fig. 2). Além disso, as observagdes
dos caracteres morfologicos, principalmente da morfologia falcada dos conidios, e o hospedeiro de origem do isolado
permite inferir que os isolados de tomateiro (449 e 450) sejam Colletotrichum dematium (Pers.) Groove. Observacbes
semelhantes também podem ser feitas para os isolados 440 e 441 de maca quando comparados com o isolado 8004 de C.
acutatum e para todos os isolados de cafeeiro quando comparados com os isolados 1-12, 468 e 8640 de C. gloeosporioides



(Fig. 2).

A metodologia de PCR-RFLP da regido ITS permitiu detectar variabilidade entre os isolados de Colletotrichum
spp. incluidos neste estudo e dividi-los em dois grupos de acordo com o nivel de similaridade genética. Sendo assim, é
possivel inferir que todos os isolados obtidos de cafeeiro apresentaram similaridade com C. gloeosporioides. Entretanto,
ndo foi possivel relacionar o perfil genético com o hospedeiro de origem de alguns dos isolados através da técnica aplicada.
Anadlises recentes baseadas em PCR-RFLP da regido IGS tém sido aplicadas na identificacdo de espécies de diversos
géneros de fungos (Otero et al., 2004). A diferenca genética obtida por esta metodologia estd relacionada com a
variabilidade intra-especifica que a regido IGS determina (Kin et al., 2001).
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Figura 2 — Dendrograma (Dice/UPGMA) com base nas andlises de PCR-RFLP das regifes ITS1 e ITS2 e do gene 5,8S do
DNAr de isolados de Colletotrichum spp. Isolados 1-12, 468 e 8640 de Colletotrichum gloeosporioides e 8004 de
Colletotrichum acutatum.

Conclusoes

Apesar da técnica de PCR-RFLP ser comumente empregada em analises genéticas, neste trabalho ela ndo foi capaz
de esclarecer com preciséo as diferencas filogenéticas entre os isolados analisados. O uso da regido ITS permitiu detectar
variabilidade entre os isolados e permitiu agrupar os isolados de cafeeiro com o isolado padrdo de C. gloeosporioides
incluido no estudo. Os demais isolados obtidos de outras plantas cultivadas apresentaram perfis similares tanto a C.
gloeosporioides como a C. acutatum, ndo sendo possivel correlacionar caracteres morfol6gicos, perfis genéticos e o
hospedeiro de origem para todos os isolados testados. Assim, novas técnicas moleculares devem ser aplicadas no estudo de
isolados de Colletotrichum spp.
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