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Variabilidade genética de Colletotrichum guaranicola
usando marcadores AFLP
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RESUMO

Foi detectada a variabilidade genética de vinte isolados de Colletotrichum guaranicola (Albuq.) provenientes de diferentes
localidades produtoras de guarand no Amazonas, utilizando-se marcadores moleculares AFLP. Foi possivel separar os isolados
em dois grupos. O coeficiente de variagio genética entre os isolados foi de 0,0216 e a similaridade genética foi de 94,95%,
confirmando que os isolados pertencem & mesma espécie, no entanto, foi observada variabilidade intra-especifica.
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Variability of Colletotrichum guaranicola using AFLP markers

ABSTRACT

The genetic variability of twenty Colletotrichum guaranicola (Albuq.) isolates from different fields of guarana in Amazonas,
was studied using molecular AFLP markers. The isolates were separated into two groups. The genetic variability coeflicient
was 0.0216 and the genetic similarity was 94.5%, confirming that the isolates belongs to the same species, however, an intra-
specific variability was observed.
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INTRODUCAO

O Brasil é o tnico produtor, em termos comerciais, de
guarand (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke) do
mundo. Estima-se que pelo menos 70% da produgao nacional
sejam utilizadas pelos fabricantes de refrigerantes, enquanto
o restante é comercializado na forma de xarope, bastio,
po, extrato e outras. Em 2008, o Amazonas produziu 751
toneladas de sementes secas de guarand em 7.815 ha, com um
rendimento médio de 96 kg ha'! (IBGE 2008). Esta producio
¢ baixa quando comparada com a obtida pelo estado da Bahia
que, no mesmo ano, produziu 2.070 toneladas de sementes
secas, em uma drea de 6.512 ha, tendo um rendimento médio
de 317 kg ha'. (IBGE 2008). De acordo com Tavares et al.
(2005) os clones langados pela EMBRAPA produzem pelo

menos 400 kg ha'ano de sementes secas.

Um dos fatores limitantes da produgio e expansio da
guaranicultura no Amazonas ¢ a antracnose, causada pelo
fungo Colletotrichum guaranicola Albuq., considerada a
doenca mais importante da cultura. O género Colletotrichum
notoriamente apresenta uma grande variacio morfoldgica, o
que reflete a ampla variabilidade genética que ocorre entre e
dentro das espécies deste género (Sutton 1992).

Estudos indicam que C. guaranicola possui uma ampla
base genética (Duarte er al. 1995; Véras et al. 1997; Bentes e
Gasparotto 1999), o que pode ter implicacio na durabilidade
da resisténcia de clones de guaranazeiro em campo, devido a
selecdo de variantes do fungo capazes de suplantar a resisténcia
da hospedeira. Duarte ez al. (1995) estudaram caracteristicas
morfolégicas de oito isolados de C. guaranicola e observaram
variagio no fenétipo do fungo. Verds ez al. (1997) avaliaram a
variabilidade morfo-fisiolégica de C. guaranicola em diferentes
substratos, tendo observado uma grande variabilidade
fenotipica entre os isolados. Bentes e Gasparotto (1999)
avaliaram a viruléncia de trés isolados de C. guaranicola em sete
clones de guaranazeiro, e observaram variacio na viruléncia
dos isolados em cada hospedeira testada.

A técnica de AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) (Vés et al. 1995) foi utilizada para andlises
moleculares em diversos microrganismos fitopatogénicos
(O Neill et al. 1997; Talhinhas et al. 2002; Peres et al. 2003;
Dini-Andreote et al. 2009) permitindo a andlise de um
grande niimero de /ocos por reagio com reprodutibilidade dos
resultados (Ferreira e Grattapaglia 1996) e pode ser aplicada
também a estudos de segregacio de genes, visando determinar
as bases genéticas e moleculares de fendmenos biolégicos em
fungos fitopatogénicos, viruléncia e em estudos taxondmicos

(O'Neill ezal. 1997; Silva-Mann ez al. 2005; Rodrigues 2010).

Devido ao potencial da guaranicultura no Amazonas e
devido as limitacdes impostas a esta cultura pela ocorréncia
da antracnose na regio, foi avaliada a diversidade genética
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de isolados de C. guaranicola usando marcadores AFLP com
o intuito de fornecer subsidios para o manejo da doenca
e melhoramento da cultura, baseado no conhecimento da
variabilidade do patégeno.

MATERIAL E METODOS

Isolados do fungo e morfologia

Os isolados utilizados foram obtidos a partir de plantas
naturalmente infectadas em cultivos de guaranazeiro nos
municipios de Manaus, Maués, Presidente Figueiredo e
Iranduba, no Amazonas. As amostras das folhas apresentaram
sintomas tipicos da doenca, estas foram coletadas e levadas
ao laboratério para o isolamento do patégeno, dando-se
preferéncia as folhas com lesdes pequenas, em fase inicial
de desenvolvimento. Com o intuito de obter isolados com
diversidade genética, dentro de um mesmo campo de cultivo,
foram retirados fragmentos de cada lesio de uma mesma folha,
para isolamento do fungo. Uma lesao surge a partir de um
tnico esporo, e um esporo pode ser geneticamente distinto
dos outros. Os fragmentos selecionados foram submetidos
a desinfestacao em dlcool 70%, hipoclorito de sédio 2%, e
lavagens em dgua destilada autoclavada. O isolamento foi feito
em meio de cultura BDA (batata-dextrose-dgar). As placas
foram incubadas a temperatura de 27 °C durante 24-48 horas.
Apés este periodo, as hifas surgidas a partir dos fragmentos de
folha foram repicadas para novas placas contendo o mesmo
meio de cultura utilizado para o isolamento das colonias. Estas
novas placas foram incubadas em temperatura ambiente (28
°C) e expostas a luz fluorescente continua durante dez dias,
visando 4 esporulagao do fungo. Apés a obtencio da cultura
pura, os isolados foram repicados para BDA em tubos de
ensaio, e estocados em incubadora com temperatura de 18
°C sem iluminagio.

Para a confirmacio da espécie dos fungos isolados foi
realizada uma avaliagio morfométrica dos conidios. Para
isso, foram preparadas laminas para microscopia e os conidios
foram medidos ao microscédpio tico Olympus CX40 (Japao),
sob objetiva de 40X, onde foram tomadas as medidas de
comprimento e largura dos conidios, usando-se uma ocular
micrométrica. Foram medidos 100 conidios de cada isolado
e os dados obtidos foram comparados com os descritos na
literatura (Albuquerque 1961; Sutton 1980; Bentes e Barreto
2004).

Genotipagem com marcadores AFLP

A purificagio do DNA gendmico foi feita a partir de
culturas monospdricas de vinte isolados do patégeno,
cultivados em 200 mL em BD (batata-dextrose), sob agitacao
continuaa 120 rpm, durante cinco dias a 26 °C. O micélio foi
coletado por filtracio a vdcuo, utilizando-se filtro (Milipore,
Estados Unidos da América) 0,45 um, em ciAmara de fluxo
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laminar. O DNA foi extraido pelo método fenol/cloroférmio
descrito por Raeder e Broda (1985) com adaptacoes, onde a
maceragio do micélio do fungo foi feita em tampao CTAB 2%
(Tris 2,42 g; NaCl 8,2 g; EDTA 0,74 g; Agua Mili-Q 100 mL)
e com silica (diéxido de silicio, particulas de 10-20 nm, Sigma-
Aldrich, Estados Unidos da América). A quantificagio do
DNA obtido foi feita em gel de agarose 0,8%, com marcador
de 50 ng e 100 ng (105ng uL!, Jena Bioscience, Alemanha)

As andlises de AFLP foram realizadas de acordo com o
método descrito por Vos er al. (1995). Aliquotas de 10 uL
de DNA gendémico (50-250 ng pL!) foram digeridas com
as enzimas EcoRI (Invitrogen, So Paulo) e Msel (NEB, Sao
Paulo) a 37 °C durante trés horas e aquecidas a 70 °C durante
15 minutos para a inativa¢io das enzimas. Os fragmentos de
DNA foram ligados aos adaptadores EcoRI R (5’AAT TGG
TAC GCA GTCTAC 3); EcoRI F (5 CTC GTA GACTGC
GTACC3) e Msel R (5 TACTCA GGA CTCAT 3°); Msel
F (5 GAC GAT GAG TCC TGA G 3’) (Invitrogen, Sio
Paulo), em temperatura de 23 °C durante trés horas. Apds a
reagio de ligacdo, os fragmentos foram pré-amplificados em 26
ciclos de PCR (Polymerase Chain Reaction), com temperaturas
de 94 °C por 60 segundos, 56 °C por 60 segundos ¢ 72 °C
por 60 segundos, em termociclador (Eppendorf, Alemanha),
utilizando dois conjuntos de primers EcoRI + A e Msel + C;
EcoRI +T e Msel + C. Apds a amplificacao seletiva as amostras
foram diluidas com 80 pL de dgua.

Para amplificacio seletiva dos fragmentos de DNA foram
utilizados dois nucleotideos seletivos em trés combinacoes
diferentes de primers: EcoR1 + AG, EcoRI + AT, e EcoRI + TA.
A efetividade de cada um destes foi averiguada em combinagao
com o primer Msel + C. Uma aliquota de 3 pL. de DNA pré-
amplificadas de cada amostra foram submetidos 2 amplificagao
seletiva utilizando 12 ciclos de PCR com programa: 94 °C por
30 segundos; 65 °C por 30 segundos; 72 °C por um minuto,
seguidos de 23 ciclos de 94 °C por 30 segundos; 56 °C por
30 segundos e 72 °C por um minuto. De cada amostra, 15
uL dos produtos da PCR foram separados por eletroforese em
gel de poliacrilamida 6% contendo uréia 7,5 M. A corrida
foi realizada em equipamento Sequi-Gen GT (BIO-RAD),
Estados Unidos da América), durante quatro horasa 80 W e
3.000 V, com temperatura de 50 °C. A revelacio do gel foi
feita com nitrato de prata (Creste ez a/. 2001).

ANALISE DE DADOS

Para cada amostra no gel foi quantificada a presenca de
bandas com massa molecular entre 50 ¢ 300 pb. A freqiiéncia
de bandas foi submetida 4 andlise pelo programa Genes
(Cruz 20006). A similaridade genética entre os gendtipos foi
estimada usando-se o coeficiente de Jaccard (Jaccard 1901).
A matriz de similaridade foi analisada pelo método de
agrupamento UPGMA (Unweightes Pair-group Method with
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Arithmetic Average) (Sneath e Sokal 1973). A consisténcia
das ramificagées do dendrograma foi verificada por meio da
amostragem repetitiva de dados (Bootstraping), com 1.000
repetigoes, utilizando o programa POPGEN versao 1.31 (Yeh
et al. 1999). A correlagdo cofenética foi analisada pelo teste

de Mantel (Mantel 1967).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos vinte isolados do fungo C. guaranicola. Os
isolados EM1, EM2, EM4, EM6, EM7, EMS, e EM9 foram
provenientes do campo experimental da EMBRAPA Amaz6nia
Ocidental, Manaus-AM, os PF11, PF12, PF13, PF17, PF20,
PF22, PF23, ¢ PF24 de Presidente Figueiredo-AM, os isolados
IRB25 e IRB27 de Iranduba-AM, o isolado MU28 de Maués-
AM e os isolados MF218 ¢ MF418 da fazenda experimental
da Universidade Federal do Amazonas, Manaus-AM.

Os dados morfométricos dos conidios variaram 10,5 —
15,5x 3,0 — 4,5 pm, de acordo com a descrigao originalmente
feita por Albuquerque (1961) e revisada por Bentes e Barreto
(2004), de C. guaranicola. De acordo com Sutton (1992) a
identificacdo de espécies do género Colletotrichum ¢ baseada
em caracteristicas morfoldgicas do fungo, podendo ser
utilizada gama de hospedeiras.

A definicao de espécies deste género ¢ dificil devido a
ampla variagio das caracteristicas morfolégicas, sendo estas
delimitadas usando-se poucos caracteres como tamanho e
forma de conidios e apressdrios e caracteristicas das col6nias,
como textura e coloragdo. A grande plasticidade morfoldgica
¢ um reflexo da grande variabilidade genética que ocorre
neste género, além da forte influéncia do ambiente em alguns
caracteres como a formacio de setas e produgio de conidios
(Menezes 2002). Vale ressaltar que estudos relacionados com
especificidade fisiolégica em uma gama de plantas hospedeiras
ainda sdo bastante importantes para a descri¢io das espécies

(Sutton 1992).

Para C. guaranicola alguns estudos referentes aos aspectos
morfolégicos ji foram realizados (Duarte er al. 1995; Verds
eral. 1997; Bentes e Gasparotto 1999) indicando uma ampla
variabilidade entre isolados do fungo.

O estudo desta variabilidade genética usando marcadores
AFLP em isolados de C. guaranicola, apresentou 97 bandas
polimérficas, sendo 57 amplificadas com o primer EcoRI + AG
e 40 amplificadas com o primer EcoRI + AT, em combinagio
com o primer MSel+ C. Para o primer EcoRI + TA, nio houve
amplificacio. Bandas apresentando massa molecular acima de
300 pb foram descartadas devido 2 resolugio ser insuficiente
para discriminar as bandas.

Com base no dendrograma produzido a partir dos dados
de AFLP (Figura 1) os isolados foram separados em dois
grupos. O grupo I apresentou dois subgrupos, A e B. No
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subgrupo A estdo inseridos os isolados EM1, EM2, EM4,
EM6, PF24, IRB25, PF13, PF20, PF23, MF218, MF418,
EM9 E PF22, no subgrupo B estio os isolados EM7, PF12,
PF11 e IRB27. No grupo II estdo os isolados EM8, PF17 e
MU28. A correlagio cofenética apresentou valor de r = 0,99.
A similaridade genética variou de acordo com a procedéncia
dos isolados, demonstrando uma variagao intra-especifica,
onde isolados de mesma procedéncia foram distribuidos em
diferentes grupos e subgrupos, evidenciando a variabilidade
genética existente entre isolados provenientes da mesma

localidade.

O coeficiente de variagio genética entre os isolados foi de
0,0216 e a similaridade genética entre todos os individuos foi
de 94,95%, indicando que os isolados pertencem a mesma
espécie, concordando com as observacoes morfolégicas.
Diferente do observado por Freeman er al. (2000) que
caracterizaram isolados de Colletrotrichum spp. causadores
de antracnose em diferentes hospedeiras, usando caracteres
morfolégicos e marcadores moleculares, e observaram
divergéncias entre os resultados obtidos para identificagao das
espécies, quando compararam dados morfoldgicos aos dados
de marcadores moleculares. No estudo de Peres et a/. (2003)
que avaliaram a variabilidade morfocultural e genética por
meio de marcadores AFLE, de fungos associados a podridao
peduncular em mamociro (Carica papaya L.), incluindo
C. gloeosporioides, evidenciou uma ampla variabilidade
morfoldgica entre os isolados, ndo havendo relagio entre as
caracteristicas morfoldgicas e as andlises moleculares.

Quanto as observacoes da procedéncia, os isolados
provenientes de Presidente Figueiredo-AM apresentaram
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Figura 1- Dendrograma de similaridade genética de isolados de Colletotrichum
guaranicola. Isolados EM1, EM2, EM4, EM6, EM7, EM8, e EM9 provenientes
do campo experimental da EMBRAPA Amazonia Ocidental, Manaus-AM; PF11,
PF12, PF13, PF17, PF20, PF22, PF23 e PF24 de Presidente Figueiredo-AM;
IRB25 e IRB27 de Iranduba-AM; MU28 de Maués-AM; MF218 e MF418 da
fazenda experimental da Universidade Federal do Amazonas, Manaus-AM. Os
numeros em cada forquilha representam os valores de bootstrap.
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85,6% de locus polimérficos por loci, os do campo experimental
da EMBRAPA Amazdnia Ocidental-AM 79,80%, indicando
maior variabilidade genética entre os isolados provenientes
destas localidades. Este resultado pode ser devido & maior
quantidade de isolados analisados destas procedéncias,
evidenciando maior ndmero de /oci polimérficos.

Para o municipio de Iranduba-AM, foram analisados
dois isolados, que apresentaram 53,54% de loci polimérficos,
evidenciando a variabilidade genética entre isolados da
mesma procedéncia mesmo entre poucos individuos. A
menor variabilidade observada foi entre os isolados obtidos
da Fazenda Experimental da UFAM — Manaus-AM, com
7,07% de polimorfismo.

A variabilidade genética observada entre os isolados
pode ser decorrente de diversos mecanismos geradores de
variabilidade em fungos mitospéricos, como mutagio e
recombinagio parassexual (Agrios 2005; Azevedo 2009)
que podem ocorrer em condi¢des naturais. Levando em
considera¢do que a antracnose ¢ uma doenga endémica em
dreas de cultivo de guaranazeiro no Amazonas, onde multiplas
infecgbes ocorrem constantemente resultando em alta taxa
de reproducio do patégeno, o que favorece a ocorréncia de
variantes dentro da espécie.

Ainda sio necessarios estudos adicionais visando esclarecer
a identidade taxonémica do agente causal da antracnose do
guaranazeiro, comparando o mesmo com outras espécies
dentro do género Colletotrichum, em virtude da fragilidade dos
caracteres morfol6gicos utilizados para a descricio da espécie.
De acordo com O’Neill ez al. (1997) a técnica de AFLP pode
facilitar a identificacio de genes especificos associados com
a especificidade por hospedeiro, viruléncia e aviruléncia,
fornecendo subsidios para investigagio de mecanismos
geradores de variagio genética em fungos.
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