
34    Pesq. agropec. pernamb., Recife, v. 18, n. 1, p. 34-38, jan./jun. 2013 

http://dx.doi.org/10.12661/pap.2013.007

GENÉTICA

Diferenciação molecular de isolados de 
Colletotrichum gloeosporioides obtidos 
de frutos de mangueira por meio de 
marcadores RAPD
Molecular diferentiation of Colletotrichum gloeosporioides 
isolates from mango fruits using RAPD markers

Tereza Cristina de Assis1*, Domingos Eduardo Guimarães Tavares de Andrade1, Regina Ceres Torres 
da Rosa1, André Menezes Machado2, Maria Menezes2, Rildo Sartori Barbosa Coelho1,  
Luciana Melo Sartori Gurgel1

1Laboratório de Fitopatologia, Instituto 
Agronômico de Pernambuco (IPA),  
Av. General San Martin, 1371, Bongi, 
CEP 50761-000, Recife, PE, Brasil 
2Departamento de Agronomia, 
Universidade Federal Rural de 
Pernambuco – UFRPE, Recife, PE, Brasil

*autor correspondente
mm cristina.assis@ipa.br

RESUMO:  I so lados  de  Col le to t r i chum 
gloeosporioides (ISO-1, ISO-2, ISO-3, ISO-4, 
ISO-5 e ISO-6), obtidos de frutos de mangueira 
var. Rosa e Espada, foram avaliados por meio de 
marcadores RAPD quanto à variação genética. 
Dos cinco primers utilizados, apenas OPP-03 e 
OPP-09 apresentaram bandas que possibilitaram 
a caracterização dos isolados. A análise de 
agrupamento, com base nas distâncias genéticas, 
proporcionou a classificação dos isolados em 
três grupos: grupo I, constituído pelos isolados 
ISO-2, ISO-4 e ISO-5; grupo II, formado apenas 
pelo isolado ISO-3; e, grupo III, pelos isolados 
ISO-1 e ISO-6.

PALAVRAS-CHAVE: Mangifera indica, variabilidade 
genética.

ABSTRACT: Colletotrichum gloeosporioides 
isolates (ISO-1, ISO-2, ISO-3, ISO-4, ISO-5, and 
ISO-6) obtained from mango fruits (cv. Rosa and 
Espada) were appraised for genetic variation 
using Random Amplification of Polymorphic 
DNA (RAPD) markers. Of the five primers used, 
only OPP-03 and OPP-09 presented bands that 
facilitated isolate characterization. Grouping 
analysis, based on genetic distances, provided 
three isolate groups: group I, constituted by 
ISO-2, ISO-4 and ISO-5 isolates; group II, ISO-3 
isolate; and, group III, ISO-1 and ISO-6 isolates.

KEYWORDS: Mangifera indica, genetic variability.

A antracnose causada pelo fungo Colletotrichum 
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. (Teleomorfo: Glomerella 
cingulata (Stonem) Spauld. & Schrenk) é uma das doenças mais 
comuns e importantes da mangueira (Mangifera  indica L.), 
amplamente disseminada nas regiões produtoras de manga do 
Brasil e do mundo (SANTOS FILHO et al., 2002; RIBEIRO, 
2005). O patógeno ocorre em todas as fases de desenvolvimento 
da planta, porém é na inflorescência e formação dos frutos 
que os prejuizos são maiores devido à queima e queda de 
flores e aparecimento de lesões negras e deprimidas nos 
frutos, culminando com a podridão de pós-colheita durante o 
armazenamento e comercialização (SANTOS FILHO et al., 
2002; ÁNGEL et al., 2006). O patógeno tem capacidade de 
atacar diferentes variedades de manga, variando, no entanto, 
quanto ao grau de sintomas induzidos nos frutos.
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destilada esterilizada. Depois da lavagem, o micélio foi 
macerado (200 mg) em almofariz de porcelana, na presença 
de nitrogênio líquido. Em seguida, o material foi transferido 
para microtubos de 1,5 mL e foram adicionados a cada 
amostra 700 µL de tampão de extração (Tris HCI-1M, 
pH  8,0; EDTA-0,5M, pH 8,0 e SDS-10%). Os microtubos 
foram mantidos em banho-maria (65 °C) por 30 minutos, sob 
agitação suave, a cada 10 minutos. Em seguida, procedeu-se 
à primeira extração adicionando-se 700 µL de clorofane 
(fenol balanceado com tris: clorofórmio: álcool isoamílico, 
25: 24: 1 v/v) e agitando-se os microtubos manualmente. Em 
seguida, estes foram centrifugados a 12.000 rpm por cinco 
minutos. O sobrenadante foi transferido para microtubos 
limpos (200µL), novamente, foi adicionado um volume de 
fenol, agitando-se manualmente e foram centrifugados a 
12.000 rpm por cinco minutos. O processo foi repetido mais 
uma vez. Na terceira centrifugação, o sobrenadante de cada 
amostra foi transferido para microtubos limpos, adicionando-se 
dois volumes de etanol (–20 ºC) e NaCl 0,3M (3M, pH 5,2). 
Depois de agitação suave, os microtubos foram centrifugados 
por cinco minutos a 12.000 rpm. Em seguida, o sobrenadante 
foi descartado e o precipitado lavado uma vez com 500µL de 
etanol a 70% e seco em temperatura ambiente. Posteriormente, 
o precipitado foi ressuspeso com 200µL de TE e incubado a 
37 °C por 30 minutos. A concentração de DNA foi determinada 
por fluorometria (Hoeffer Dyna QuantiTM200). Depois da 
quantificação, as amostras de DNA foram diluídas para a 
concentração de uso, 10ng/mL.

As amostras de DNA de cada isolado foram amplificadas 
pelo método RAPD, sendo cada reação de amplificação 
realizada com um volume total de 25µL, contendo 10ng 
de DNA, 100GM de cada oligonucleotídeo (dATP, dCTP, 
dGTP, dTTP), 1,5 mM MgCI

2
; 10mM de Tris-HCI (pH 8,3); 

50mM de KCI; 25 pmol/uL do primer com 10 bases de 
sequência aleatória, e 0,5µL de enzima Taq DNA polimerase 
(UDDIN; STEVENSON; PARDO-SCHULTHEISS, 1997). As 
amplificações foram efetuadas em termociclador (Perkin Elmer 
Gene Amp PCRS System 2400) programado para 40 ciclos de 
desnaturação, anelamento e extensão, nas seguintes sequências: 
um minuto a 92 °C, um minuto a 35 °C e dois minutos a 
72 °C. Para cada amplificação, foram utilizados cinco primers 
de 10 bases da série OPP (Operon Technologies): OPP‑03: 
5’-CTGATACGCC-3’; OPP-06: 5’-GTGGGCTGAC-3’; 
O P P ‑ 0 7 :  5 ’ - G T C C AT G C C A - 3 ’ ;  O P P ‑ 0 9 : 
5’-GTGGTCCGCA-3’; OPP-11: 5’-AACGCGTCGG-3’. Os 
produtos de amplificação foram submetidos à eletroforese 
horizontal em gel de agarose 1,2%, contendo 0,5µL de brometo 
de etídio (10µL/mL) e submerso em tampão TAE (tris-acetato, 
EDTA). Ao final da corrida eletroforética, os produtos de 
RAPD foram visualizados e fotografados sob luz ultravioleta.

A determinação das distâncias genéticas entre os isolados 
foi realizada a partir dos produtos de amplificação do DNA. 
Na análise dos dados, foi considerada a similaridade genética, 
para as bandas de DNA em comum entre os isolados, e a 
diferença genética para bandas não comuns (FERREIRA; 
GRATTAPAGLIA, 1995). Os dados obtidos foram utilizados 
para a construção da matriz binária, com base na presença e 

Tradicionalmente, a identificação e caracterização de 
espécies de Colletotrichum tem se basedo principalmente nas 
diferenças das características morfológicas, tais como cor 
das colônias, tamanho e forma dos conídios e apressórios, 
temperatura ideal para o crescimento, taxa de crescimento, 
presença ou ausência de cerdas e existência do teleomorfo 
Glomerella (SUTTON, 1992). Devido à alta plasticidade 
genética e grande dependência de fatores ambientais, os 
agentes patogênicos estão sujeitos a constantes mudanças 
físico-morfológicas e no comportamento patogênico 
(MICHEREFF, 2000). Além disso, o uso da especificidade 
hospedeira para propósito de identificação pode levar o 
pesquisador a negligenciar a diferença genética, altamente 
relevante, especialmente em relação a isolados do agente 
da antracnose, uma vez que táxons, como C. acutatum, 
C.gloeosporioides, C. graminicola e outros, podem infectar 
uma ampla variedade de plantas hospedeiras (SUTTON, 
1992). Devido à taxonomia de Colletotrichum ser confusa, 
tanto para as espécies anamórficas quanto para as teleomórficas 
(Glomerella), o uso combinado de ferramentas moleculares 
com as técnicas morfológicas tradicionais é, atualmente, 
uma abordagem adequada para o estudo de complexos de 
espécies de Colletotrichum (PILEGGI  et  al., 2009). O uso 
de marcadores moleculares tem facilitado a caracterização 
e diferenciação genética entre indivíduos e populações 
de Colletotrichum (ROJAS-MARTÍNEZ  et  al., 2008; 
BARGUIL et al., 2009; NGUYEN et al., 2009; GUPTA et al., 
2010; TORRES-CALZADA et al., 2011; FIGUEIREDO et al., 
2012; LIMA et al., 2012). Contudo alguns estudos demonstram 
incongruências entre critérios morfológicos e moleculares para 
identificação de espécies de Colletotrichum (SERRA et al., 
2011; AFANADOR-KAFURI  et  al., 2003), assim, são 
necessários mais estudos para aperfeiçoar a identificação pelo 
uso combinado das técnicas moleculares com as morfológicas 
tradicionais. Segundo Gupta  et  al. (2010), o RAPD pode 
ser de grande valor em virtude da sua eficiência, rapidez e 
reprodutibilidade para gerar impressões digitais genéticas de 
isolados de C. gloeosporioides. Diante do exposto, o presente 
trabalho teve como objetivo verificar diferenças genéticas entre 
isolados de Colletotrichum obtidos de frutos de mangueira var. 
Rosa e Espada, por meio de marcadores RAPD.

No presente estudo, foram selecionados seis isolados, 
obtidos de frutos coletados em supermecardos da cidade do 
Recife, sendo quatro de manga-espada (ISO-1, ISO-2, ISO-3 
e ISO-4) e dois de manga-rosa (ISO-5 e ISO-6), os quais, 
em estudos prévios, foram identificados pelas características 
morfológicas como C. gloeosporioides e apresentaram variação 
na patogenicidade (ASSIS et al., 2001).

Para extração de DNA, foi utilizado o protocolo descrito 
por Reader e Broda (1985). Os isolados de C. gloeosporioides 
foram cultivados em meio de BDA por um período de cinco 
dias. Logo após, foram retirados discos de micélio (5 mm 
de diâmetro) da extremidade da colônia e transferidos para 
Erlenmeyers (l50 mL), contendo 50 mL de meio líquido 
BD (batata-dextrose). Depois de cinco dias de incubação, à 
temperatura de 25±2 °C e luminosidade contínua, a massa 
micelial foi coletada em papel de filtro e lavada com água 
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adequada para os seis isolados de C.  gloeosporioides, 
revelaram, no entanto, praticamente o mesmo padrão de 
uniformidade das bandas de DNA. Talvez o uso de maior 
número de primers e isolados do patógeno permitisse a seleção 
de um que revelasse eficientemente bandas de DNA para 
todos os isolados de C. gloeosporioides. Gupta et al. (2010) 
caracterizaram genéticamente, pela técnica de RAPD, 25 
amostras C. gloeosporioides, provenientes de folhas e frutas 
de mangueira, utilizando oito primers, constataram que apenas 
OPA-1 (5´CAGGCCCTTC 3´), 3 (5´AGTCAGCCAC 3´) e 
18(5´AGGTGACCGT 3´) foram capazes de produzir padrão 
de bandas reprodutíveis. Além destes resultados, verificaram, 
pelo dendrograma, mais de 75% do nível de similaridade e 
polimorfismo de 4,36% em isolados individuais que não foram 
estatisticamente significativos entre a amostra, indicando que 
todos os isolados testados tinham aproximadamente a mesma 
identidade genética. A Figura  2 apresenta o dendrograma 
obtido da análise de agrupamento com base nas distâncias 
genéticas, demonstrando que os isolados ISO-2, ISO-4 e ISO-5 
estão mais próximos geneticamente (20-30%) em relação aos 
demais. O isolado ISO-3, apesar de se aproximar do ISO-4, 
está distante dos demais, bem como entre si (60%). Assim, os 
resultados sugerem a distribuição dos isolados em 3 grupos: 

ausência de bandas. As distâncias genéticas foram calculadas 
pelo coeficiente de Concordância Simples (Simple Matching), 
de acordo com a fórmula de Dunn e Everitt (1982): Sij = a+d/p, 
onde a e d são, respectivamente, o número de bandas presentes 
e ausentes, em comum entre os isolados; e p o número total de 
caracteres binários estudados. A análise do agrupamento dos 
dados obtidos pelo coeficiente de similaridade foi realizada 
pelo método de UPGMA, utilizando o programa estatístico 
MEGA 1.01, do software versão 1.80.

Na diferenciação genética de C. gloeosporioides, dos cinco 
primers utilizados somente OPP-03 e OPP-09 produziram 
perfis específicos, gerando de uma a cinco bandas de DNA 
por isolado (Figura 1). No primer OPP-03, ficou constatado 
alto grau de homogeneidade entre os isolados ISO-1, ISO-3, 
ISO-4 e ISO-6, pela presença de bandas de DNA em comum; 
apresentando este último polimorfismo em relação aos demais. 
Não houve amplificação, todavia, para o DNA dos isolados 
ISO-2 e ISO-5. O primer OPP-09 não revelou a presença 
de bandas para o ISO-2 e ISO-6, no entanto produziu maior 
número de bandas para os isolados ISO-4 e ISO-5, indicando 
que são geneticamente próximos, apesar de terem sido obtidos 
de variedades de mangas diferentes. De modo geral, os dois 
primers citados, embora não tenham mostrado resolução 

Figura 1. Padrões de bandas do produto de amplificação do DNA genômico de seis isolados de Colletotrichum gloeosporioides (ISO-1, ISO-2, ISO-3, ISO-4, 
ISO-5, ISO-6) usando dois diferentes primers: OPP-03 (A) e OPP-09 (B).

Figura 2. Análise de agrupamento de seis isolados de Colletotrichum gloeosporioides (ISO-1, ISO-2, ISO-3, ISO-4, ISO-5, ISO-6), obtida por meio do 
programa MEGA 1.01, método UPGMA, utilizando o coeficiente de concordância simples.
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grupo I (ISO-2, ISO-4 e ISO-5), grupo II (ISO-3) e grupo 
III (ISO-1 e ISO-6). Como se tratam de isolados oriundos 
da mesma espécie botânica acredita-se que a separação 
dos isolados em três grupos seja indicativa da presença do 
somatório de outras características, tais como patogênica, 
fisiológica, morfológica ou possivelmente ocorrência de raças 
de C.  gloeosporioides. Serra  et  al. (2011) observaram que 
alguns isolados de Colletotrichum, obtidos de mangueira, após 
terem sido classificados como C. gloeosporioides, com base nas 
características morfológicas, fisiológicas e patogênicas, quando 
analisados por meio molecular utilizando oligonucleotídeos 
específicos (CgInt e CaInt2 para C. gloeosporioides e 
C.  acuntatum, respectivamente), não foram identificados 
como tal. Concordando com Afanador-Kafuri  et  al. (2003), 
que constataram incongruências entre critérios morfológicos 
e moleculares para identificação de espécies de Colletotrichum 
de tamarimeira, mangueira e maracujazeiro. Nova et al. (2011), 
utilizando a técnica de RAPD e usando primers OPA, OPX 
e OPW, observaram a separação dos isolados em três grupos 
e que os produtos de amplificação gerados com os primers 
ITS1 e ITS4 também demonstraram polimorfimos quando 
digeridos com três enzimas DraI, HaeIII e MspI. Porém não 
observaram relação entre os isolados e o grau de patogênicidade 
de C. gloeosporioides em folhas e bulbos de cebola. No 
entanto, em trabalhos anteriores com os mesmos isolados de 
C. gloeosporioides, Assis  et  al. (2010) verificaram relação 
entre o potencial patogênico e a expresividade isoesterásica 
do ISO 04, como o mais agressivo e o que apresentou maior 
número de bandas respectivamente, quando comparado aos 
demais isolados. Esse destaque na expressão sintomatológica 
e produção de isoenzimas pode ser atribuído à carga genética 
do fungo. Segundo Vilarinhos  et  al. (1995), a utilização de 
marcadores moleculares é de grande utilidade na identificação 
de raças de C. gloeosporioides, pois os resultados obtidos por 
eles permitiram alocar as raças deste patógeno em grupos 
que diferiram daqueles definidos pelo uso de variedades 
diferenciadoras, facilitando, desta forma, a obtenção de 
resultados rápidos e precisos para o estudo de variedades 
resistentes a este organismo. Já Johnson, Carris e Rogers 
(1997) concordam que, para uma caracterização adequada da 
variabilidade de C. gloeosporioides, deve-se fazer a associação 
de estudos moleculares morfológicos e fisiológicos, os quais 
podem esclarecer os limites taxonômicos de uma espécie e/
ou raça.

Os dados obtidos na presente pesquisa fornecem subsídios 
para outros estudos referentes à caracterização de variabilidade 
de C. gloeosporioides associando diferentes técnicas, cujo 
intuito é, futuramente, esclarecer ou estabelecer os limites 
taxonômicos desta espécie e/ou raça.
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