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CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ISOLADOS
DE Colletotrichum spp. ASSOCIADOS A PODRIDAO
FLORAL DOS CITROS'

AMANDA LETICIA DA SILVEIRA?, JULIANA STRACIERP,
FERNANDA DIAS PEREIRA*, ANDRESSA DE SOUZA’, ANTONIO DE GOES®

RESUMO-A podridao floral dos citros (PFC) ¢ uma importante doenga dessa cultura, responsavel por elevadas
perdas de producdo. Normalmente, essa doenca mostra-se limitante quando ocorrem prolongados periodos
chuvosos durante o florescimento das plantas ou quando existe intenso molhamento foliar. Duas espécies
de Colletotrichum estdo associadas a doenga: C. acutatum ¢ C. gloeosporioides. Entretanto, recentemente,
tem-se verificado que, mesmo sob condigdes ndo tdo propicias, a doenga tem ocorrido com relativa
frequéncia, suspeitando-se do envolvimento de outras espécies de Colletotrichum ou de novas condigdes
de adaptacao das espécies descritas. Este trabalho teve como objetivo determinar se hd ou ndo outra espécie
de Colletotrichum associada a PFC e avaliar a viabilidade do emprego de marcadores moleculares ISSR
na caracterizagdo taxonémica de isolados de Colletotrichum spp. associados a sintomas de PFC em flores,
assim como de tecidos foliares e frutos citricos assintomaticos. Para tanto, foi empregada uma combinagdo de
iniciadores especificos, levando em conta a regido ITS e marcadores moleculares ISSR. Os marcadores ISSR
mostraram-se eficientes na caracterizagao taxondmica dos isolados de Colletotrichum analisados. A populagdo
avaliada foi constituida 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 as diferengas fenotipicas observadas sob condigdes de campo. Entretanto, nao foi
encontrada relagdo quanto a origem ¢ as espécies de Colletotrichum spp. associadas. De modo inédito, ainda
que assintomaticamente, foi detectada a presenca de um isolado de C. acutatum associado a frutos citricos.
Termos para indexacio: Citrus sinensis, marcadores ISSR, regido 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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INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de
citros, sendo responsavel por 22% da producdo
total de laranja e por 52% da producdo de suco. O
estado de Sao Paulo ¢ o principal produtor do pais
(AGRIANUAL, 2014).

Dentre as doengas que afetam as plantas
citricas, a Podridao floral dos citros (PFC) é uma
das mais importantes, podendo as vezes causar
reducdo na produgdo em mais de 80%. O ambiente
favoravel ¢é representado pela ocorréncia de periodo
chuvoso ou molhamento foliar prolongado, quando
do florescimenrto das plantas (GOES et al., 2008).

A PFC ¢ ocasionada por Colletotrichum
acutatum (BROWN et al., 1996) e C. gloeosporioides
(LIMA etal.,2011). Ambos os patdgenos apresentam
comportamentos biolégicos semelhantes, cujas
epidemias podem ser frequentes em areas que
as condi¢des climaticas sejam muito favoraveis,
marcadas, principalmente, por molhamento foliar
de pelo menos oito horas de duragdo. Entretanto,
tem-se observado manifestagdoes da doenga mesmo
em areas cujo ambiente mostra-se menos propicio
a esses patogenos, notadamente sob periodos de
molhamento foliar de menor durago. Pressupde-se
que tal comportamento podera estar associado ao
envolvimento de uma espécie adicional do patdgeno,
ou a uma melhor adaptagdo do agente causal as
condi¢des ambientais prevalecentes, resultante, pois,
de sua diversidade genética.

Os sintomas caracteristicos de PFC sao
representados pela presenga de pétalas de coloracao
roseo-alaranjada, resultando na queda dos frutos
jovens e retengdo dos calices. As vezes, ha a retengio
dos frutos, porém esses se tornam amarelecidos, e
ndo se desenvolvem, permanecendo na planta por
varios meses. Quando as infec¢des ocorrem nos
botdes florais, esses ndo 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 sao de dificil distingao e ndo ha
nenhuma evidéncia de diferencas de dispersao entre
as duas espécies (SILVA-JUNIOR et al., 2014).

A determinagdo das espécies de fungos
associadas aos diversos tipos de sintomas ¢
essencial para os programas de quarentena, para
o melhoramento genético das plantas, para o
entendimento da epidemiologia do patogeno, ¢
também para o controle eficiente do respectivo
patégeno (FREEMAN et al., 1998; ANDRADE et
al., 2007; CAl et al., 2009).

A identificagcdo de fungos filamentosos

esta baseada principalmente, em caracteristicas
morfologicas, microscopicas ¢ macroscopicas. No
entanto, esses métodos exigem tempo, nem sempre
apresentam resultados precisos, e muitas vezes
levam a diagnostico e interpretagdes incorretas dos
resultados (ATKINS; CLARK, 2004). Em fun¢do
dessa dificuldade apontada, outras técnicas tém sido
utilizadas com vistas a caracterizagdo e identificagao
das espécies de fungos do género 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, ¢ uma alternativa
para a caracterizagdo fungos fitopatogénicos,
incluindo-se estudos de polimorfismos. Esse
marcador molecular tem se mostrado muito eficiente
em analise da diversidade genética, na caracterizacdo
de acessos e cultivares de diversas espécies de plantas
(ISSHIKI et al., 2008). Por ser multiloco, esse
marcador ndo necessita de conhecimento prévio do
DNA a ser avaliado (GUPTA et al., 1994), além de
ser uma técnica de baixo custo, facil uso e de grande
reprodutibilidade (MATTHEWS et al., 1999).

O presente estudo teve como objetivo
determinar se ha ou nfo uma outra espécie de
Colletotrichum associada a PFC e avaliar a
viabilidade do emprego de marcadores moleculares
ISSR na caracterizag¢do taxonomica de isolados de
Colletotrichum spp. associados a sintomas de PFC
em flores, assim como de tecidos foliares, e frutos
citricos assintomaticos.

MATERIAL E METODOS

Obtencio e preservacio dos isolados de
Colletotrichum spp.

Flores com sintomas tipicos de PFC foram
coletadas de plantas citricas das variedades Pera,
Natal, Valéncia, Folha Murcha, Lima, Lima Verde,
Bahia e Hamlin cultivadas nos municipios de
Itapetininga, Santa Cruz do Rio Pardo e Brotas,
Sdo Paulo (SP). Foram coletadas também folhas
e frutos assintomaticos da variedade Pera dos
municipios de Gavido Peixoto, SP ¢ Uberaba, MG.
Para o isolamento foram obtidos fragmentos de
aproximadamente 5 mm? de pétalas sintomaticas,
os quais, apds desinfestagdo superficial, foram
depositados em meio BDA (batata-dextrose-
agar) contidos em placas de Petri. Os mesmos
procedimentos foram adotados para o isolamento em
folhas e frutos citricos. Posteriormente as placas de
Petri foram armazenadas em estufas do tipo BOD,
a25°C=*1°C, e fotoperiodo de 12 horas. Apos
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sete dias foram selecionadas as coldnias tipicas
de Colletotrichum spp., seguido de repicagem e,
posteriormente, a partir de culturas puras, obtidas
culturas monosporicas.

No total foram obtidos 40 isolados de
Colletotrichum spp. de diferentes 6rgdos vegetais
da planta (Tabela 1).

Extracio de DNA e amplificacdo dos
isolados de Colletotrichum spp.

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

Os DNAs dos isolados monosporicos
foram submetidos a reagdo de PCR com primers
desenhados e desenvolvidos por Mills et al. (1992).
O primer Calnt2 (5’ GGGGAAGCCTCTCGCGG3’),
especifico para C. acutatum, ¢ o primer Cglnt,
(5’GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG3?), especifico
para C. gloeosporioides. O primer 1TS4, especifico
para amplificagdo da regido ITS também foi utilizado
em conjunto com os primers citados acima (WHITE
et al., 1990).

Para as rea¢des de PCR tanto dos marcadores
especificos quanto para os ISSR, foram utilizados
tampao 1X (KCI 50 mM, Tris-HCI 200 mM, pH
8,4); ANTP’s (dATP, dTTP, dGTP, dCTP, 2,5 mM de
cada) 0,2 mM, 2,0 U de Tag DNA polimerase, MgCl,
2 mM, iniciador 5 pmol, 60 ng de DNA ¢ dgua pura
estéril g.s.p. 20 pL.

Para a amplificagdo com os pares de
iniciadores Calnt2/ITS4 ¢ Cglnt/ITS4 as reacdes
foram realizadas em um termociclador Nexus
(Eppendorf), sendo utilizado um ciclo a 95 °C por 3
minutos, 35 ciclos a 94 °C por 40 segundos, 64 °C por
1 minuto para amplificagdo com o iniciador Calnt2/
ITS4 ou a 54 °C para o CgInt/ITS4 e 72 °C por 1
minuto, e extensdo final a 72 °C por 10 minutos. Para
a amplificagdo dos iniciadores ISSR as rea¢des foram
realizadas em um termociclador Nexus (Eppendorf),
sendo utilizado um ciclo a 95 °C por 3 minutos, 35
ciclos a 94 °C por 40 segundos, T° variavel de acordo
com o iniciador por 1 minuto, ¢ extensao final a 72
°C por 10 minutos.

O produto da PCR foi revelado por
eletroforese em tampao TEB 1X (Tris 89 mM, acido
boérico 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8§,3), utilizando
gel de agarose 1,5%, contendo brometo de etidio (0,5
ug.mL") e visualizadas sob luz UV em equipamento
de fotodocumentagdo GEL DOC XR (BioRad).
Como padrao de tamanho molecular foi utilizado o

marcador 100 pb “DNA Ladder Plus” (Fermentas).

Selecio dos marcadores ISSR

Para a analise 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.

Analise dos dados

Os géis contendo o produto das reagdes PCR-
ISSR foram analisados manualmente, a partir dos
quais obteve-se uma matriz binaria, com o nimero
1 significando presenca de banda, e o numero 0
(zero), auséncia. Essa matriz binaria foi convertida
em uma matriz de distancia PAUP (Versdo 4.0b10)
(SWOFFORD, 2002) ¢ o dendrograma foi construido
pelo método de distancia e algoritmo UPGMA pelo
software Mega 6.0 (TAMURA etal., 2013). O mesmo
software foi utilizado para o calculo das distancias
genéticas médias entre os isolados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise dos marcadores especificos e ISSR
dos isolados de Colletotrichum spp.

Foi verificado que dos 40 isolados submetidos
a identificacdo molecular, 24 deles apresentaram
amplificacdo de uma banda especifica, de cerca
de 500 pb para C. acutatum, quando submetidos a
PCR com o par de primers Calnt2/ITS4, enquanto
que 16 isolados apresentaram amplificacao de
uma banda especifica, de cerca de 450 pb para C.
gloeosporioides, quando submetidos a PCR com o
par de primers CgInt/ITS4.

A analise do padrdo de bandas geradas por
cada um dos 10 primers escolhidos com maior
polimorfismo possibilitou a obten¢ao de uma matriz
binaria e, subsequentemente, de uma matriz de
distancia utilizada nas analises posteriores. A partir
da matriz de distancia foi verificada a presenga de
um total de 138 bandas polimoérficas assim como
permitiu-se a obten¢do de um dendrograma (Figura
D).

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, constituido por 24 isolados
de C. acutatum, oriundos unicamente de flores
sintomaticas, procedentes de quatro municipios
do estado de Sao Paulo, e um isolado obtido de
fruto citrico assintomatico (P.U.FR.7), coletado em
Uberaba, MG. Em G1 ndo foi observada relagao
entre a espécie C. acutatum e a origem do tecido
vegetal amostrado.
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O grupo 2 (G2) foi constituido por 16 isolados
de C. gloeosporioides. Desse nimero, cinco isolados
foram obtidos de flores sintomaticas de laranjeiras
Pera, Valéncia ¢ Natal pertencentes a pomares citricos
localizados nos municipios de Santa Cruz do Rio
Pardo e Itapetininga, e sete de folhas assintomaticas
de plantas citricas localizadas em Uberaba ¢ Gavido
Peixoto. Os quatro isolados restantes provieram
de frutos assintomaticos, coletados em Uberaba ¢
Gavido Peixoto.

No geral, em G2 néo foi constatada relagdo
entre a espécie C. gloeosporioides ¢ a origem dos
isolados, assim como quanto ao municipio, 6rgaos
das plantas ou variedades de citros das quais os
mesmos foram obtidos.

De acordo com a literatura, C. acutatum
comporta-se, em citros, como necrotréfico durante
o curto periodo de florescimento, porém, pode
viver biotroficamente, por muito tempo, na forma
de apressorios, ou na forma de infecg@o quiescente
em folhas, ramos e em calices retidos (AGOSTINI;
TIMMER, 1994; ZULFIQAR et al., 1996; PERES
et al., 2005), além de sobreviver em plantas
daninhas (FRARE; AMORIM, 2012). O patégeno
pode infectar pétalas inter e intracelularmente e
também pode penetrar através dos estdmatos e a
colonizagdo 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
0 mesmo possa eventualmente ser detectado em
diversos tecidos da parte aé¢rea da planta. Todavia,
ndo ha na literatura registros da sua deteccdo em
frutos, mesmo que assintomaticamente. A sua
presenca ocasional ndo ¢ descartada, porém estudos
para um melhor entendimento dessa relagdo fazem-
se necessarios.

Os resultados quanto as relagdes
agrupamentos/origem dos isolados, ora obtidos,
mostram-se convergentes aqueles obtidos por Nguyen
et al. (2009). Segundo esses autores, mediante
emprego de marcadores RAPD e microssatélites
aplicados na caracterizagdo molecular de isolados
de C. gloeosporioides provenientes de graos de café
com sintomas de antracnose, de diferentes locais no
Vietna, verificou-se que ndo houve discriminag@o
quanto a relagdo envolvendo agrupamento e
sua origem, assim como entre 0s respectivos
agrupamentos e respostas quanto aos seus niveis
de expressdo 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 patogenos enquadraram-se em dois grupos

distintos, porém, de forma semelhante ao obtido no
presente estudo, sem relagdo quanto a municipio,
orgaos vegetativo e reprodutivo e variedades de
mangas avaliadas.

Mediante analise da distancia genética média
entre os isolados, observou-se que os isolados de
C. acutatum (G1) apresentaram menor diversidade
genética (0,079) em relagdo 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 relagdo aos
isolados pertencentes a espécie C. acutatum. A
variabilidade genética ¢ uma condig@o presente nos
patossistemas silvestres preservados e ¢ aumentada
nos agroecossistemas. A alteragdo do padrao dos
cultivos, por meio do melhoramento, a ampliagdo de
fronteiras agricolas, e o uso intensivo de defensivos
agricolas sdo fatores que aumentam a for¢a da
selecdo exercida sobre as populagdes de patdgenos,
favorecendo a geragdo de novos genes de viruléncia
e aumento no grau de polimorfismo na estrutura
dessas populacdes (ARAYA, 2003). Possivelmente
a maior diversidade genética na populagdo de
C. gloeosporiodes resulta do longo periodo de
coexisténcia dessa espécie as plantas citricas, ¢ pela
elevada pressdo de selecdo decorrente das profundas
modifica¢des do ecossistema citricola, especialmente
do uso intensivo de defensivos empregados na cultura
nos ultimos anos.

O fungo C. acutatum ¢é reconhecido como
fungo cosmopolita, ocorrendo em citros e em diversas
espécies de plantas, causando varios tipos de doengas
(PERES et al., 2005). Comportamento semelhante
aplica-se para C. gloeosporioides, igualmente
cosmopolita, com consequente produgdo de infecgdes
em flores de plantas citricas (LIMA et al., 2011),
e em dezenas de hospedeiros ¢ por muitos anos
apresentou um comportamento parasito facultativo,
sendo importante como agente causador de doengas
de pods-colheita dos frutos, ou, eventualmente,
apos ferimentos em diversos 6rgdos da planta
(WHITESIDE, 1988). Tal condigdo saprofitica,
grande facilidade de sobrevivéncia e alta produgdo de
conidios (TIMMER et al., 2000) poderao ser fatores
para contribui¢do do seu incremento populacional
e, consequentemente, maior impacto econdomico ao
agronegocio citricola. Porém, a importancia relativa
dessas espécies em citros, de forma individual e
comparativa ainda ndo foi determinada.

Especula-se, entretanto, que sob condigdes
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praticas a populacdo C. acutatum é a mais encontrada nos o6rgdos florais ¢ indicagdo de
predominante, como observado no presente estudo, que o predominio de isolados de C. acutatum
cuja frequéncia foi mais significativa, especialmente  podera ser alterado, ao longo do tempo, advindo o
quando da analise em flores sintomaticas. Entretanto,  equilibrio, ou, possivelmente, com sobreposi¢do de
a frequéncia de isolados de C. gloeosporioides  C. gloeosporiodes a populacdo de C. acutatum.

TABELA 1- Referéncia dos isolados de Colletotrichum spp. avaliados segundo variedades, origem e tecido

vegetal amostrado.

Referéncia® Variedade Origem Tecido
FM.B.FL.9 Folha Murcha Flor
H.B.FL.2 Hamlin Flor
H.B.FL.4 Hamlin Flor
H.B.FL.10 Hamlin Brotas (SP) 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.LLFL.2 Natal Flor
N.LLFL.7 Natal Flor
bR Yo tapetininga (SP) [
PIFL.12 Pera Flor
V.IFL.11 Valéncia Flor
B.S.FL.7 Bahia 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
NSFL6 Natal Santa Cruz do Rio Pardo Flor
N.S.FL.8 Natal (SP) 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 Valéncia Flor
V.S.FL.5 Valéncia Flor
P.GP.FR.1 Pera Fruto
PPG£PF§ i6 ?ZEZ Gavido Peixoto (SP) E:)lllltlz
P.GP.E.5 Pera Folha
P.U.FR.2 Pera Fruto
P.U.FR.7 Pera Uberaba (MG) Fruto
P.U.FR.9 Pera Fruto
P.U.F.1 Pera Folha
PU.F3 Pera Folha
PUF4 Pera Uberaba (MG) Folha
P.U.F.5 Pera Folha
P.UF.6 Pera Folha

* Por questdes praticas, a designacdo dos isolados encontra-se representada pelas siglas separadas por um ponto, da variedade, do
municipio e do tecido dos quais cada isolado foi obtido, respectivamente. O nimero adicional mencionado tem como objetivo facilitar

a sua diferenciagao.
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PSA.T
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FIGURA 1- Dendograma gerado pelo método UPGMA a partir do software MEGA 6.0. Os codigos a direita
representam os isolados de Colletotrichum acutatum e gloeosporioides respectivamente e 0s
grupos a que pertencem.

. gioensporiokies
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CONCLUSAO

Marcadores ISSR sdo eficientes na
caracterizagdo taxonOmica de isolados de C.
acutatum ¢ C. gloeosporioides associados a flores
de plantas citricas com sintomas de PFC, assim
como de folhas e frutos citricos assintomaticos.

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

Nao ha relagao entre espécies de C. acutatum
e C. gloeosporioides associadas a flores de plantas
citricas com sintomas de PFC, assim como de
folhas e frutos citricos assintomaticos, e respectivos
orgdos amostrados e sua origem.

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