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CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DE ISOLADOS
 DE Colletotrichum spp. ASSOCIADOS A PODRIDÃO

 FLORAL DOS CITROS1

Amanda Letícia da Silveira2, Juliana Stracieri3, 
Fernanda Dias Pereira4, Andressa de Souza5, Antonio de Goes6

Resumo-A podridão floral dos citros (PFC) é uma importante doença dessa cultura, responsável por elevadas 
perdas de produção. Normalmente, essa doença mostra-se limitante quando ocorrem prolongados períodos 
chuvosos durante o florescimento das plantas ou quando existe intenso molhamento foliar. Duas espécies 
de Colletotrichum estão associadas à doença: C. acutatum e C. gloeosporioides. Entretanto, recentemente, 
tem-se verificado que, mesmo sob condições não tão propícias, a doença tem ocorrido com relativa 
frequência, suspeitando-se do envolvimento de outras espécies de Colletotrichum ou de novas condições 
de adaptação das espécies descritas. Este trabalho teve como objetivo determinar se há ou não outra espécie 
de Colletotrichum associada a PFC e avaliar a viabilidade do emprego de marcadores moleculares ISSR 
na caracterização taxonômica de isolados de Colletotrichum spp. associados a sintomas de PFC em flores, 
assim como de tecidos foliares e frutos cítricos assintomáticos. Para tanto, foi empregada uma combinação de 
iniciadores específicos, levando em conta a região ITS e marcadores moleculares ISSR. Os marcadores ISSR 
mostraram-se eficientes na caracterização taxonômica dos isolados de Colletotrichum analisados. A população 
avaliada foi constituída apenas por C. acutatum e C. gloeosporioides, descartando o envolvimento de uma 
espécie adicional. Foi constatada alta diversidade genética entre os isolados analisados, o que também se 
mostra convergente quanto às diferenças fenotípicas observadas sob condições de campo. Entretanto, não foi 
encontrada relação quanto à origem e as espécies de Colletotrichum spp. associadas. De modo inédito, ainda 
que assintomaticamente, foi detectada a presença de um isolado de C. acutatum associado a frutos cítricos.
Termos para indexação: Citrus sinensis, marcadores ISSR, região ITS.

Molecular characterization of Colletotrichum spp. 
isolates associated with post-bloom fruit drop

ABSTRACT - Postbloom fruit drop of citrus (PFD) is a serious disease of this crop, accounting for high 
yield losses. Usually, this disease shows to be limiting when there are prolonged rainy periods during 
plant flowering or when there is intense leaf wetness. Two Colletotrichum species are associated with the 
disease: C. acutatum and C. gloeosporioides. However, recently, it has been found that, even under not so 
favorable conditions, the disease has occurred with some frequency; one suspects the involvement of other 
Colletotrichum  species or new adaptation conditions of the described species. This study aimed to determine 
whether there is another Colletotrichum species associated with PFD and the viability of using molecular 
markers ISSR for taxonomic characterization of Colletotrichum spp. isolates associated with PFD symptoms 
in flowers, as well as of leaf tissues and asymptomatic citrus fruits. For this purpose, we used a combination 
of specific primers, taking into account the ITS region and ISSR molecular markers. ISSR markers have 
proven to be effective for taxonomic characterization of the Colletotrichum isolates analyzed. The population 
assessed consisted only of C. acutatum and C. gloeosporioides, discarding the involvement of an additional 
species. We found high genetic diversity among the isolates analyzed, which is also shown as converging to 
the phenotypic differences observed under field conditions. However, no relation was found regarding the 
origin and associated Colletotrichum spp. species. In an unprecedented way, although asymptomatically, 
we detected the presence of a C. acutatum isolate associated with citrus fruits.
Index terms: Citrus sinensis, ISSR markers, ITS region
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INTRODUÇÃO
O Brasil é o maior produtor mundial de 

citros, sendo responsável por 22% da produção 
total de laranja e por 52% da produção de suco. O 
estado de São Paulo é o principal produtor do país 
(AGRIANUAL, 2014). 

Dentre as doenças que afetam as plantas 
cítricas, a Podridão floral dos citros (PFC) é uma 
das mais importantes, podendo às vezes causar 
redução na produção em mais de 80%. O ambiente 
favorável é representado pela ocorrência de período 
chuvoso ou molhamento foliar prolongado, quando 
do florescimenrto das plantas (GOES et al., 2008).

A PFC é ocasionada por Colletotrichum 
acutatum (BROWN et al., 1996) e C. gloeosporioides 
(LIMA et al., 2011). Ambos os patógenos apresentam 
comportamentos biológicos semelhantes, cujas 
epidemias podem ser frequentes em áreas que 
as condições climáticas sejam muito favoráveis, 
marcadas, principalmente, por molhamento foliar 
de pelo menos oito horas de duração. Entretanto, 
tem-se observado manifestações da doença mesmo 
em áreas cujo ambiente mostra-se menos propício 
a esses patógenos, notadamente sob períodos de 
molhamento foliar de menor duração. Pressupõe-se 
que tal comportamento poderá estar associado ao 
envolvimento de uma espécie adicional do patógeno, 
ou a uma melhor adaptação do agente causal às 
condições ambientais prevalecentes, resultante, pois, 
de sua diversidade genética. 

Os sintomas característicos de PFC são 
representados pela presença de pétalas de coloração 
róseo-alaranjada, resultando na queda dos frutos 
jovens e retenção dos cálices. Às vezes, há a retenção 
dos frutos, porém esses se tornam amarelecidos, e 
não se desenvolvem, permanecendo na planta por 
vários meses. Quando as infecções ocorrem nos 
botões florais, esses não se desenvolvem, ocorrendo 
sua queda, mesmo antes da abertura das flores 
(FEICHTENBERGER et al., 2005). Entretanto os 
sintomas causados tanto por C. acutaum quanto por 
C. gloeosporioides são de difícil distinção e não há 
nenhuma evidência de diferenças de dispersão entre 
as duas espécies (SILVA-JÚNIOR et al., 2014).

A determinação das espécies de fungos 
associadas aos diversos tipos de sintomas é 
essencial para os programas de quarentena, para 
o melhoramento genético das plantas, para o 
entendimento da epidemiologia do patógeno, e 
também para o controle eficiente do respectivo 
patógeno (FREEMAN et al., 1998; ANDRADE et 
al., 2007; CAI et al., 2009).

A identificação de fungos filamentosos 

está baseada principalmente, em características 
morfológicas, microscópicas e macroscópicas. No 
entanto, esses métodos exigem tempo, nem sempre 
apresentam resultados precisos, e muitas vezes 
levam a diagnóstico e interpretações incorretas dos 
resultados (ATKINS; CLARK, 2004). Em função 
dessa dificuldade apontada, outras técnicas têm sido 
utilizadas com vistas à caracterização e identificação 
das espécies de fungos do gênero Colletotrichum, 
com destaque ao emprego de técnicas moleculares 
(NGUYEN et al., 2010).

Dentre as técnicas moleculares, o uso de 
marcadores “Inter Simple Sequence Repeat” (ISSR), 
que se baseia em microssatélites, é uma alternativa 
para a caracterização fungos fitopatogênicos, 
incluindo-se estudos de polimorfismos. Esse 
marcador molecular tem se mostrado muito eficiente 
em análise da diversidade genética, na caracterização 
de acessos e cultivares de diversas espécies de plantas 
(ISSHIKI et al., 2008). Por ser multiloco, esse 
marcador não necessita de conhecimento prévio do 
DNA a ser avaliado (GUPTA et al., 1994), além de 
ser uma técnica de baixo custo, fácil uso e de grande 
reprodutibilidade (MATTHEWS et al., 1999).

O presente estudo teve como objetivo 
determinar se há ou não uma outra espécie de 
Colletotrichum associada a PFC e avaliar a 
viabilidade do emprego de marcadores moleculares 
ISSR na caracterização taxonômica de isolados de 
Colletotrichum spp. associados a sintomas de PFC 
em flores, assim como de tecidos foliares, e frutos 
cítricos assintomáticos. 

MATERIAL E MÉTODOS

Obtenção e preservação dos isolados de 
Colletotrichum spp.

Flores com sintomas típicos de PFC foram 
coletadas de plantas cítricas das variedades Pera, 
Natal, Valência, Folha Murcha, Lima, Lima Verde, 
Bahia e Hamlin cultivadas nos municípios de 
Itapetininga, Santa Cruz do Rio Pardo e Brotas, 
São Paulo (SP). Foram coletadas também folhas 
e frutos assintomáticos da variedade Pera dos 
municípios de Gavião Peixoto, SP e Uberaba, MG. 
Para o isolamento foram obtidos fragmentos de 
aproximadamente 5 mm2 de pétalas sintomáticas, 
os quais, após desinfestação superficial, foram 
depositados em meio BDA (batata-dextrose-
ágar) contidos em placas de Petri. Os mesmos 
procedimentos foram adotados para o isolamento em 
folhas e frutos cítricos. Posteriormente as placas de 
Petri foram armazenadas em estufas do tipo BOD, 
a 25 ° C ± 1 ° C, e fotoperíodo de 12 horas. Após 
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sete dias foram selecionadas as colônias típicas 
de Colletotrichum spp., seguido de repicagem e, 
posteriormente, a partir de culturas puras, obtidas 
culturas monospóricas. 

No total foram obtidos 40 isolados de 
Colletotrichum spp. de diferentes órgãos vegetais 
da planta (Tabela 1). 

Extração de DNA e amplificação dos 
isolados de Colletotrichum spp.

A extração de DNA dos isolados foi 
baseada no protocolo de Kuramae-Izioka (1997) e 
posteriormente para a avaliação da quantidade e da 
qualidade do DNA foi utilizado espectrofotômetro 
NanoDrop e também eletroforese em gel de agarose.

Os DNAs dos isolados monospóricos 
foram submetidos a reação de PCR com primers 
desenhados e desenvolvidos por Mills et al. (1992). 
O primer CaInt2 (5’GGGGAAGCCTCTCGCGG3’), 
específico para C. acutatum, e o primer CgInt, 
(5’GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG3’), específico 
para C. gloeosporioides. O primer ITS4, específico 
para amplificação da região ITS também foi utilizado 
em conjunto com os primers citados acima (WHITE 
et al., 1990). 

Para as reações de PCR tanto dos marcadores 
específicos quanto para os ISSR, foram utilizados 
tampão 1X (KCl 50 mM, Tris-HCl 200 mM, pH 
8,4); dNTP’s (dATP, dTTP, dGTP, dCTP, 2,5 mM de 
cada) 0,2 mM, 2,0 U de Taq DNA polimerase, MgCl2 
2 mM, iniciador 5 pmol, 60 ng de DNA e água pura 
estéril q.s.p. 20 μL. 

Para a amplificação com os pares de 
iniciadores CaInt2/ITS4 e CgInt/ITS4 as reações 
foram realizadas em um termociclador Nexus 
(Eppendorf), sendo utilizado um ciclo a 95 ºC por 3 
minutos, 35 ciclos a 94 ºC por 40 segundos, 64 ºC por 
1 minuto para amplificação com o iniciador CaInt2/
ITS4 ou a 54 ºC para o CgInt/ITS4 e 72 ºC por 1 
minuto, e extensão final a 72 ºC por 10 minutos. Para 
a amplificação dos iniciadores ISSR as reações foram 
realizadas em um termociclador Nexus (Eppendorf), 
sendo utilizado um ciclo a 95 ºC por 3 minutos, 35 
ciclos a 94 ºC por 40 segundos, T° variável de acordo 
com o iniciador por 1 minuto, e extensão final a 72 
ºC por 10 minutos.

 O produto da PCR foi revelado por 
eletroforese em tampão TEB 1X (Tris 89 mM, ácido 
bórico 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3), utilizando 
gel de agarose 1,5%, contendo brometo de etídio (0,5 
μg.mL-1) e visualizadas sob luz UV em equipamento 
de fotodocumentação GEL DOC XR (BioRad). 
Como padrão de tamanho molecular foi utilizado o 

marcador 100 pb “DNA Ladder Plus” (Fermentas).
Seleção dos marcadores ISSR
Para a análise dos marcadores ISSR foram 

testados 28 primers em 40 isolados de Colletotrichum 
spp. e foram realizados testes de temperatura para 
todos os primers, afim de determinar a temperatura 
ideal dos mesmos.

Análise dos dados
Os géis contendo o produto das reações PCR-

ISSR foram analisados manualmente, a partir dos 
quais obteve-se uma matriz binária, com o número 
1 significando presença de banda, e o número 0 
(zero), ausência. Essa matriz binária foi convertida 
em uma matriz de distância PAUP (Versão 4.0b10) 
(SWOFFORD, 2002) e o dendrograma foi construído 
pelo método de distância e algoritmo UPGMA pelo 
software Mega 6.0 (TAMURA et al., 2013). O mesmo 
software foi utilizado para o cálculo das distâncias 
genéticas médias entre os isolados.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Análise dos marcadores específicos e ISSR 
dos isolados de Colletotrichum spp.

Foi verificado que dos 40 isolados submetidos 
à identificação molecular, 24 deles apresentaram 
amplificação de uma banda específica, de cerca 
de 500 pb para C. acutatum, quando submetidos à 
PCR com o par de primers CaInt2/ITS4, enquanto 
que 16 isolados apresentaram amplificação de 
uma banda específica, de cerca de 450 pb para C. 
gloeosporioides, quando submetidos à PCR com o 
par de primers CgInt/ITS4. 

A análise do padrão de bandas geradas por 
cada um dos 10 primers escolhidos com maior 
polimorfismo possibilitou a obtenção de uma matriz 
binária e, subsequentemente, de uma matriz de 
distância utilizada nas análises posteriores. A partir 
da matriz de distância foi verificada a presença de 
um total de 138 bandas polimórficas assim como 
permitiu-se à obtenção de um dendrograma (Figura 
1).

Conforme dendrograma apresentado, verifica-
se que foram obtidos dois grupos distintos, G1 e G2, 
correspondente respectivamente a C. acutatum, no 
grupo 1 (G1), e C. gloeosporioides, no grupo 2 (G2). 

O grupo G1, constituído por 24 isolados 
de C. acutatum, oriundos unicamente de flores 
sintomáticas, procedentes de quatro municípios 
do estado de São Paulo, e um isolado obtido de 
fruto cítrico assintomático (P.U.FR.7), coletado em 
Uberaba, MG. Em G1 não foi observada relação 
entre a espécie C. acutatum e a origem do tecido 
vegetal amostrado. 
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O grupo 2 (G2) foi constituído por 16 isolados 
de C. gloeosporioides. Desse número, cinco isolados 
foram obtidos de flores sintomáticas de laranjeiras 
Pera, Valência e Natal pertencentes a pomares cítricos 
localizados nos municípios de Santa Cruz do Rio 
Pardo e Itapetininga, e sete de folhas assintomáticas 
de plantas cítricas localizadas em Uberaba e Gavião 
Peixoto. Os quatro isolados restantes provieram 
de frutos assintomáticos, coletados em Uberaba e 
Gavião Peixoto.

No geral, em G2 não foi constatada relação 
entre a espécie C. gloeosporioides e a origem dos 
isolados, assim como quanto ao município, órgãos 
das plantas ou variedades de citros das quais os 
mesmos foram obtidos.

De acordo com a literatura, C. acutatum 
comporta-se, em citros, como necrotrófico durante 
o curto período de florescimento, porém, pode 
viver biotroficamente, por muito tempo, na forma 
de apressórios, ou na forma de infecção quiescente 
em folhas, ramos e em cálices retidos (AGOSTINI; 
TIMMER, 1994; ZULFIQAR et al., 1996; PERES 
et al., 2005), além de sobreviver em plantas 
daninhas (FRARE; AMORIM, 2012).  O patógeno 
pode infectar pétalas inter e intracelularmente e 
também pode penetrar através dos estômatos e a 
colonização pode ocorrer em tecidos distintos das 
pétalas, incluindo o sistema vascular principalmente 
o xilema (MARQUES et al., 2013). De acordo com 
tal comportamento, admite-se a possibilidade que 
o mesmo possa eventualmente ser detectado em 
diversos tecidos da parte aérea da planta. Todavia, 
não há na literatura registros da sua detecção em 
frutos, mesmo que assintomaticamente. A sua 
presença ocasional não é descartada, porém estudos 
para um melhor entendimento dessa relação fazem-
se necessários. 

Os  r e su l t ados  quan to  a s  r e l ações 
agrupamentos/origem dos isolados, ora obtidos, 
mostram-se convergentes àqueles obtidos por Nguyen 
et al. (2009). Segundo esses autores, mediante 
emprego de marcadores RAPD e microssatélites 
aplicados na caracterização molecular de isolados 
de C. gloeosporioides provenientes de grãos de café 
com sintomas de antracnose, de diferentes locais no 
Vietnã, verificou-se que não houve discriminação 
quanto à relação envolvendo agrupamento e 
sua origem, assim como entre os respectivos 
agrupamentos e respostas quanto aos seus níveis 
de expressão de sintomas. De forma semelhante, 
Souza et al. (2013), mediante estudos realizados com 
isolados de C. gloeosporioides e C. acutatum obtidos 
de mangueiras (Mangiferae indicae), verificaram 
que esses patógenos enquadraram-se em dois grupos 

distintos, porém, de forma semelhante ao obtido no 
presente estudo, sem relação quanto a munícipio, 
órgãos vegetativo e reprodutivo e variedades de 
mangas avaliadas.

Mediante análise da distância genética média 
entre os isolados, observou-se que os isolados de 
C. acutatum (G1) apresentaram menor diversidade 
genética (0,079) em relação aos isolados de C. 
gloeosporioides (G2) (0,172), acompanhado 
também, de uma alta diversidade genética entre os 
isolados das duas espécies (0,655). 

Os estudos com marcadores moleculares 
ISSR apontaram uma alta diversidade genética 
entre os isolados da espécie C. gloeosporioides 
(aproximadamente 65%),  em relação aos 
isolados pertencentes a espécie C. acutatum. A 
variabilidade genética é uma condição presente nos 
patossistemas silvestres preservados e é aumentada 
nos agroecossistemas. A alteração do padrão dos 
cultivos, por meio do melhoramento, a ampliação de 
fronteiras agrícolas, e o uso intensivo de defensivos 
agrícolas são fatores que aumentam a força da 
seleção exercida sobre as populações de patógenos, 
favorecendo a geração de novos genes de virulência 
e aumento no grau de polimorfismo na estrutura 
dessas populações (ARAYA, 2003). Possivelmente 
a maior diversidade genética na população de 
C. gloeosporiodes resulta do longo período de 
coexistência dessa espécie às plantas cítricas, e pela 
elevada pressão de seleção decorrente das profundas 
modificações do ecossistema citrícola, especialmente 
do uso intensivo de defensivos empregados na cultura 
nos últimos anos.

O fungo C. acutatum é reconhecido como 
fungo cosmopolita, ocorrendo em citros e em diversas 
espécies de plantas, causando vários tipos de doenças 
(PERES et al., 2005). Comportamento semelhante 
aplica-se para C. gloeosporioides, igualmente 
cosmopolita, com consequente produção de infecções 
em flores de plantas cítricas (LIMA et al., 2011), 
e em dezenas de hospedeiros e por muitos anos 
apresentou um comportamento parasito facultativo, 
sendo importante como agente causador de doenças 
de pós-colheita dos frutos, ou, eventualmente, 
após ferimentos em diversos órgãos da planta 
(WHITESIDE, 1988). Tal condição saprofítica, 
grande facilidade de sobrevivência e alta produção de 
conídios (TIMMER et al., 2000) poderão ser fatores 
para contribuição do seu incremento populacional 
e, consequentemente, maior impacto econômico ao 
agronegócio citrícola. Porém, a importância relativa 
dessas espécies em citros, de forma individual e 
comparativa ainda não foi determinada. 

Especula-se, entretanto, que sob condições 
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práticas a população C. acutatum é a mais 
predominante, como observado no presente estudo, 
cuja frequência foi mais significativa, especialmente 
quando da análise em flores sintomáticas. Entretanto, 
a frequência de isolados de C. gloeosporioides 

encontrada nos órgãos florais é indicação de 
que o predomínio de isolados de C. acutatum 
poderá ser alterado, ao longo do tempo, advindo o 
equilíbrio, ou, possivelmente, com sobreposição de 
C. gloeosporiodes à população de C. acutatum. 

Tabela 1- Referência dos isolados de Colletotrichum spp. avaliados segundo variedades, origem e tecido 
vegetal amostrado.

Referênciaa Variedade Origem Tecido
FM.B.FL.9 Folha Murcha

Brotas (SP)

Flor
H.B.FL.2 Hamlin Flor
H.B.FL.4 Hamlin Flor

H.B.FL.10 Hamlin Flor
L.B.FL.8 Lima Flor

LV.B.FL.2 Lima Verde Flor
N.B.FL.4 Natal Flor
P.B.FL.3 Pera Flor
N.I.FL.2 Natal

Itapetininga (SP)

Flor
N.I.FL.7 Natal Flor

N.I.FL.10 Natal Flor
P.I.FL.7 Pera Flor
P.I.FL.12 Pera Flor
V.I.FL.11 Valência Flor
B.S.FL.7 Bahia

Santa Cruz do Rio Pardo 
(SP)

Flor
H.S.FL.2 Hamlin Flor
H.S.FL.3 Hamlin Flor
LV.S.FL.2 Lima Verde Flor
LV.S.FL.7 Lima Verde Flor
N.S.FL.3 Natal Flor
N.S.FL.6 Natal Flor
N.S.FL.8 Natal Flor
P.S.FL.2 Pera Flor
P.S.FL.6 Pera Flor
P.S.FL.7 Pera Flor
P.S.FL.8 Pera Flor
V.S.FL.1 Valência Flor
V.S.FL.5 Valência Flor

P.GP.FR.1 Pera

Gavião Peixoto (SP)

Fruto
P.GP.FR.6 Pera Fruto
P.GP.F.1 Pera Folha
P.GP.F.5 Pera Folha
P.U.FR.2 Pera

Uberaba (MG)
Fruto

P.U.FR.7 Pera Fruto
P.U.FR.9 Pera Fruto
P.U.F.1 Pera

Uberaba (MG)

Folha
P.U.F.3 Pera Folha
P.U.F.4 Pera Folha
P.U.F.5 Pera Folha
P.U.F.6 Pera Folha

a Por questões práticas, a designação dos isolados encontra-se representada pelas siglas separadas por um ponto, da variedade, do 
município e do tecido dos quais cada isolado foi obtido, respectivamente. O número adicional mencionado tem como objetivo facilitar 
a sua diferenciação.



69

Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal - SP, v.38, n. 1. 064-071, Fevereiro 2016

A. L. da Silveira et al.

FIGURA 1- Dendograma gerado pelo método UPGMA a partir do software MEGA 6.0. Os códigos à direita 
representam os isolados de Colletotrichum acutatum e gloeosporioides respectivamente e os 
grupos a que pertencem.
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CONCLUSÃO
Marcadores ISSR são eficientes na 

caracterização taxonômica de isolados de C. 
acutatum e C. gloeosporioides associados a flores 
de plantas cítricas com sintomas de PFC, assim 
como de folhas e frutos cítricos assintomáticos.

Existe diversidade genética entre isolados 
de Colletotrichum associados a flores de plantas 
cítricas com sintomas de PFC, assim como de folhas 
e frutos cítricos assintomáticos, especialmente em 
C. gloeosporioides.

Não há relação entre espécies de C. acutatum 
e C. gloeosporioides associadas a flores de plantas 
cítricas com sintomas de PFC, assim como de 
folhas e frutos cítricos assintomáticos, e respectivos 
órgãos amostrados e sua origem.

De forma inédita, e ainda que 
assintomaticamente, foi detectada a presença de um 
isolado de C. acutatum associado a frutos cítricos. 
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