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RESUMO: No Brasil, espécies do género Colletotrichum sdo frequentemente isoladas de cafeeiro e associadas a
sintomas de necrose e mumificacdo em frutos verdes, mancha manteigosa em folhas e queima de folhas e ponteiros Os
métodos moleculares de identificacdo de fungos possibilitam uma avaliacdo mais precisa da variabilidade genética, em
relacdo aos métodos morfoldgicos. O objetivo do presente trabalho foi caracterizar por ferramentas de analise molecular
isolados de C. gloeosporioides provenientes de cafeeiros das regifes Noroeste, Norte e Oeste do Estado do Parana. Os
isolados do fungo foram purificados e culturas monospdricas foram utilizadas para a producdo de massa micelial. O
DNA extraido foi utilizado para amplificacdo com primers especificos por meio da técnica de ISSR. Foram testados trés
primers e o resultado do conjunto dos primers foi utilizado para construcdo de um dendrograma. Os resultados
indicaram que o método foi capaz de mostrar diversidade genética entre dos isolados de cafeeiro bem como estabelecer
correlacdo geografica de uma subpopulagdo. Os dados serdo posteriormente correlacionados com outras caracteristicas
de interesse visando compreender a relagdo do fungo com o seu hospedeiro.

Palavras - Chave: Coffea arabica; diversidade genética, antracnose.

GENETIC DIVERSITY BY ISSR MARKERS OF Colletotrichum gloeosporioides STRAINS OBTAINED
FROM COFFEE PLANTS

ABSTRACT: In Brazil, species of Colletotrichum are usually isolated from coffee plants and associated with
symptoms of necrosis and mummified green fruits, buttery spot and die-back. Molecular methods for fungi
identification are more accurate for assessment of genetic variability compared to morphological methods. The
objective of this study was to characterize by ISSR markers isolates of C. gloeosporioides obtained from coffee plants
of the Northwest, North and West regions of Parana State. Isolates of Colletotrichum were purified and monosporic
cultures were used to produce mycelium mass. The extracted DNA was used for PCR amplification with specific
primers through the technique of ISSR. Three primers were tested and the amplified products were used to construct a
dendrogram. The results indicated that the ISSR markers was able to show genetic diversity within isolates of coffee
and to establish a geographical correlation to a subpopulation of this pathogen. The data will be correlated with other
characteristics of interest to understand the relationship of the fungus with its host.
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INTRODUCAO

Espécies do género Colletotrichum sdo responsaveis por varias doencas como manchas em folhas,
murchas, antracnoses e podridées em frutos, em diversas culturas de importancia econdmica BAILEY et al., 1992;
GARRIDO et al., 2008).

No Brasil, espécies do género Colletotrichum séo frequentemente isoladas de cafeeiro e associadas a
sintomas de necrose e mumificagdo de frutos verdes, mancha manteigosa em folhas e queima de folhas e ponteiros
(NECHET e ABREU, 2002; SERA et al., 2005).

A identificacdo das espécies de Colletotrichum é fundamental para o desenvolvimento e aperfeicoamento
de préticas que visam o controle das doencas causadas por esses fungos (FREEMAN et al., 1998). A determinacédo
taxondmica do género Colletotrichum é feita com base em caracteres morfoldgicos, testes de patogenicidade e
comparacdes bioguimicas (GUNNELL & GUBLER, 1992; FREEMAN et al, 1998). Com base nestas caracteristicas,
trés espécies de Colletotrichum tém sido identificadas em cafeeiro de diversos paises onde a espécie Coffea sp. estd
presente. Porém, existem limitacbes para a identificacdo de espécies muito proximas como C. acutatum e C.
gloeosporioides, principalmente porque, isolados destas espécies apresentam uma ampla variagdo genética e
morfoldgica (SUTTON, 1992).

Vérios estudos comparando espécies de C. gloeosporioides e C. acutatum por meio de ferramentas
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moleculares como RFLP  (Restriction Fragment Length  Polymorphism) do DNA  mitocondrial
(SREENIVASAPRASAD et al., 1993; FREMAN et a., 1993), primers especificos construidos com base em regifes
conservadas do rDNA (FREEMAN et al., 2001; TALHINHAS et al., 2002; TALHINHAS et al., 2005), andlise de
regides ricas em A+T (FREEMAN et al, 2001), RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA) e primers arbitrarios
(AP-PCR) ou ISSR (Simple Sequence Repeats) (AFANADOR-KAFURI et al., 2003; WHITELAW-WECKERT et al.,
2007), RFLP da amplificacdo do gene da B-tubulina (WHITELAW-WECKERT et al., 2007); RFLP e sequenciamento
da regido ITS (Internal Transcribed Sequence) do DNA ribossomal (rDNA) (AFANADOR-KAFURI et al., 2003;
TALHINHAS et al., 2005; WHITELAW-WECKERT et al., 2007) e, recentemente, PCR em tempo real tem sido
realizados (GARRIDO et al., 2008).

No Brasil, por meio de critérios morfolégicos, culturais, bioquimicos, moleculares e de patogenicidade,
verificou-se variabilidade entre isolados de Colletotrichum spp, coletados em regifes produtoras de café no Estado de
Minas Gerais (DORIZZOTO, 1993; NECHET & ABREU, 2002; OROZCO-MIRANDA, 2003). Julliati et al., (2006)
utilizando o método de RAPD relataram a diversidade entre 22 isolados de C. gloeosporioides com distancia genética
méaxima de 23,6% sugerindo uma associa¢do da analise molecular com resultados de patogenicidade de oito dos
isolados, indicando a presenca de espécies e/ou ragas de C. gloeosporioides em cafeeiros no Estado de Minas Gerais.

No Estado do Parand, Silva e colaboradores (2005) relataram a presenca de Colletotrichum spp. em
cafeeiros, e destacaram trés morfotipos entre os isolados investigados, apontando para variabilidade cultural e
morfolégica. No entanto, ndo existem relatos sobre a diversidade genética em Colletotrichum spp. obtidos de cafeeiro
no Estado e neste contexto este trabalho teve como objetivo identificar e avaliar a diversidade genética entre isolados de
Colletotrichum spp. obtidos de cafeeiro do Estado do Parana por meio de marcadores ISSR.

MATERIAL E METODOS

Cultivo e extragdo do DNA gendmico

Foram selecionados 79 isolados de C. gloeosporioides provenientes de cafeeiro pertencentes a colegdo de
microrganismos fitopatogénicos do Laboratério de Bacteriologia e Virologia do Instituto Agronémico do Parana —
IAPAR. Culturas monosporicas de cada isolado, cultivadas em meio PGA (0,28%2°, Glucose, 1,23% MgSO47H, ,
0,27% KH2P0O4, 0.20% Peptona de Soja e 1,5% Agar) foram transferidas para tubos contendo 15 mL de YPD liquido
(10 g de extrato de levedura, 20 g de peptona, 20 g de dextrose, 1000 ml de agua destilada, pH 6-7) e mantidos sob
agitagdo de 90 rpm a 24 °C por sete dias. Apés o periodo de crescimento, o micélio foi filtrado a vacuo e estocado a -80
°C. A extracdo do DNA gendmico foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Raeder & Broda (1985).

Variabilidade genética por marcadores ISSR

Para a amplificacdo, foram utilizados primers derivados de regides microssatélites: APl (5’-
CAGCAGCAGCAGCAG-3’); AP3 (5- GACACGACACGACAC-3’) (GUPTA et al, 1994) e AP4 (5-
GACAGACAGACAGACA-3’) (WEISING et al., 1989). A reacdo de amplificagdo foi realizada com volume final de
50 ul, contendo tampé&o da enzima, 0,14 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 1 U de Tag DNA polimerase, 0,25 mM de
cada primer, 10 - 100 ng do DNA gendmico e agua milli-Q (g.s.p.). As amplificacdes foram realizadas em
termociclador PTC100™ usando o seguinte programa: um passo inicial de desnaturacio a 95 °C por 5 min; 35 ciclos de
30 sega 95 °C, 30 seg a 60 °C (AP1) e 48 °C (AP3 e AP4) e 1,5 min a 72 °C; foi realizada uma etapa de extensdo final
a 72 °C por 15 min e manutencdo a 4 °C. Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em agarose
2,5% em tampdo TBE 0,5X contendo 0,2 pg de brometo de etidio/ml. Os geis foram registrados utilizando o sistema
Kodak EDAS 2.0 e a avaliagdo do polimorfismo foi realizada com o auxilio do programa BioNumerics (Applied
Mathematics, Kortrijk, Bélgica, Versdo 1.01). Para agrupamento e construcdo dos dendrogramas foram utilizados os
algoritmos UPGMA e coeficiente de Pearson com tolerancia de 1%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica de ISSR gerou diferentes fragmentos, com tamanho variando de 300 a 2000 pb
aproximadamente. Com base nestes resultados, foi possivel observar que a amplificagdo com os trés primers com base
nas sequéncias repetitivas, foi capaz de evidenciar polimorfismos entre os isolados.

Os perfis de amplificacdo gerados por cada primer foram analisados individualmente e em conjunto pelo
software Bionumerics. Todos 0s primers testados mostraram-se eficientes para evidenciar o polimorfismo em isolados
de C. gloeosporioides obtidos de cafeeiro (dados ndo mostrados). No entanto, o melhor agrupamento foi obtido pelo
primer AP-4 que gerou agrupamento semelhante ao mostrado pela analise polifasica (Figura 1).

A anélise do dendrograma (Figura 1) mostra a ocorréncia de dois grupos bem definidos com similaridade
inferior a 60% (grupos | e 11). Distribuicdo semelhante foi observada quando se avaliou 0 agrupamento com 0s primers
isoladamente, mostrando consisténcia nos resultados.
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O grupo |, que compreende 83,1% dos isolados, se divide em outros dois subgrupos com divergéncia de
cerca de 25 %. N&o foi observada a presenca de clones dentro da populag&o.

A andlise comparativa dos isolados, considerando a origem geografica, indicou que 84% dos isolados (11
isolados) classificados no grupo Il sdo provenientes de cafeeiro da regido Norte, sendo que somente dois isolados
tiveram sua origem nas regides Noroeste e nenhum na regido Oeste. Entretanto, 0s genotipos correspondentes ao grupo
| estdo distribuidos nas diferentes regides avaliadas. Isto indica uma relagdo geogréfica, observando uma prevaléncia de
gen6tipo do grupo Il em cafeeiros da regido Norte.

Os resultados mostram que a técnica utilizada foi capaz de indicar a existéncia de diversidade dentro do
grupo, apesar da alta conservagdo evidenciada na regido ribossomal. Novas analises serdo feitas visando a correlagéo
dos dados de amplificagcdo com outras caracteristicas como morfoldgicas e de patogenicidade. Serdo incluidos ainda
novos isolados, bem como isolados C. gloeosporioides obtidos de outras culturas

— Grupo |

area L Grupo I




VI Simpdésio de Pesquisa dos Cafés do Brasil

Figura 1. Dendrograma gerado a partir da analise das bandas obtidas com os primers AP1, AP3 e AP4 do ISSR com
isolados de C. gloeosporioides obtidos de cafeeiro do Estado do Parana.

CONCLUSOES

A técnica de ISSR é capaz de acessar a diversidade presente na populacdo de C. gloeosporioides isolada de
cafeeiros do Estado do Parana.

A populagdo de C. gloeosporioides isolada de cafeeiro apresenta diversidade genética que pode ser
correlacionada com caracteristicas de interesse.

A andlise da diversidade permite estabelecer correlacdo entre populacéo de isolados de C. gloeosporioides e
a regido Norte do Parana.
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