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1. Introdução 

O gênero Colletotrichum é um dos mais importantes entre os fungos fitopatogênicos do mundo, a 
antracnose causada pelas espécies deste gênero é uma doença de expressão econômica em 
leguminosas, cereais, hortaliças e culturas perenes, incluindo diversas frutíferas (Serra et al. 2008). 
Espécies de fungos são tradicionalmente diferenciadas com base em caracteres morfológicos e culturais, 
porém, no caso do Colletotrichum esta identificação encontra dificuldades em função da grande 
diversidade fenotípica e instabilidade destes caracteres em função do ambiente (Andrade et al. 2007). 
No Brasil ultimamente temos grandes cultivos em ascensão de Morinda citrifolia devido as suas 
propriedades medicinais (Bonaldo et al. 2011), Heliconia psittacorum  por ser uma planta ornamental 
tropical de valor comercial (Loges et al. 2005) e de  Allium fistulosum por ser de grande importância 
culinária (Kim et al. 2008). À medida que as plantas de noni, helicônia e cebolinha começaram a ser 
cultivadas, elas tornaram-se suscetíveis a diversos patógenos entre os quais podemos citar o 
Colletotrichum spp. (Rethinam e Sivaraman 2007; Kim et al. 2008; Barguil et al. 2009). 
Várias técnicas que permitem revelar variabilidade em nível de DNA estão disponíveis, entre essas 
técnicas os marcadores moleculares têm sido mais recomendáveis, pois diferenciam características de 
DNA herdadas geneticamente de dois ou mais indivíduos. 
Poucos trabalhos relativos a antracnose tem sido realizados em espécies como Cebolinha (Allium 
fistulosum), Noni (Morinda citrifolia) e Heliconia psittacorum (Kim et al. 2008; Barguil et al. 2009; Kumar et 
al. 2012). Desse modo, o presente trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar a diversidade genética 
das espécies de Colletotrichum isolados de Allium fistulosum, Morinda citrifolia e Heliconia psittacorum. 
 
2. Material e Métodos 

Os folíolos com sintomas de antracnose de A. fistulosum, H. Psittacorum e M. citrifolia foram coletados no 
Instituto de Pesquisa da Amazônia (INPA). Para o isolamento os folíolos foram submetidos à câmara 
úmida por 24 horas. A desinfestação e o isolamento foi feita segundo Souza et al. (2003). As extrações de 
DNA foram feitas pelo método CTAB, a quantificação foi realizada por espectrofotometria (NanoDrop) e 
em gel de agarose 0,8%.  
Para análise molecular com o marcador ERIC-PCR foram utilizados os primers ERIC1R 5`-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3´ e ERIC2 5`-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3´ e as reações 
realizadas com: 1X de tampão Green Gotaq Flexi Buffer (500 mM KCl, 100 mM Tris-HCl pH 8.4, 1% de 
Triton X-100), 1,5mM de cloreto de magnésio Promega, 0,5 mM de  dNTP, 50 ng de DNA, 0,2 uM de cada 
primer e 1 U da GoTaq Polimerase. As reações de PCR foram realizadas no termociclador Veriti Applied 
Biossystems com os seguintes ciclos: Desnaturação inicial 94ºC por 1 minuto, 30 ciclos com 
desnaturação de 94 ºC por 1 min, anelamento 48,0 ºC por 1 min. Síntese 65 ºC por 5 min. Síntese final: 
65 ºC, por 16 minutos. 

Para ISSR foi utilizado o primer ISSR-885 - BHB GAGAGAGAGAGAGA e as reações realizadas com: 
1X de tampão Green Gotaq Flexi Buffer (500 mM KCl, 100 mM Tris-HCl pH 8.4, 1% de Triton X-100), 1,5 
mM de cloreto de magnésio Promega, 0,5 mM de  dNTP, 50 ng de DNA, 0,2 uM de cada primer e 1 U da 
GoTaq Polimerase. As reações de PCR foram realizadas no termociclador Veriti Applied Biossystems com 
os seguintes ciclos: Desnaturação inicial 94 ºC por 3 minutos, 40 ciclos com desnaturação de 94 ºC por 
0:30 min, anelamento 48,3 ºC por 1 min. Síntese 72 ºC por 2 min. Síntese final: 72 ºC, por 7 minutos. 
 
3. Resultados e Discussão 

Foram obtidos onze isolados a partir dos diferentes hospedeiros, dois de A. fistulosum, oito de M. citrifolia 
e um de H. psittacorum. (Tabela I). A caracterização molecular realizada por meio das técnicas de ERIC-
PCR e ISSR por meior da amplificação com o primer UBC 885 foi capaz de diferenciar os isolados dos 
Colletotrichum obtidos dos três hospedeiros.  

Observou-se, então, que de onze isolados, sete demonstraram ser de espécies diferentes nos três 
hospedeiros: dois de cebolinha, quatro de noni, e um de helicônia.  
Ambos os marcadores confirmam os mesmos resultados (Figura I, e II); O isolado 2621 mostrou um perfil 
de banda semelhante a outros quatro isolados: 1B, 2B, 3B, e 4B sendo que esses foram obtidos do 
mesmo hospedeiro, o Noni.  
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Tabela I- Lista de isolados de cebolinha, noni e helicônia utilizados neste estudo. 

Código Orgão vegetal Hospedeiro Local de origem  Nome comum 

2615 Folha Allium fistulosum Manaus  cebolinha 
1809 Folha Allium fistulosum Manaus cebolinha 
2616 Folha Morinda citrifolia Manaus noni 
2621 Folha Morinda citrifolia Manaus noni 
3A Folha Morinda citrifolia Manaus noni 
4A Folha Morinda citrifolia Manaus noni 
1B Folha Morinda citrifolia Manaus noni 
2B Folha Morinda citrifolia Manaus noni 
3B Folha Morinda citrifolia Manaus noni 
4B Folha Morinda citrifolia Manaus noni 
2626 Folha Heliconia psittacorum Manaus helicônia 

 

 
 

Figura I: Perfil de bandas obtidas com a técnica de ERIC-PCR em gel de agarose 1,5%. M representa o marcador 
molecular 1kb plus (Invitrogen), os numeros de 1 a 10 representam os isolados de cebolinha (2 -2615); do noni (1-
2621, 3- 2616, 5- 1B, 6- 2B, 7- 3B, 8- 4B, 9- 3A,10- 4A) e de helicônia (4- 2626). 
 
 

 

 
Figura II: Perfil de bandas obtidas com a técnica de ISSR-885 em gel de agarose 1,5%. M representa o marcador 
molecular 1kb plus (Invitrogen), os números de 1 a 11 representam os isolados de cebolinha ( 2 -2615, 11- 1809); do 
noni (1- 2621, 3- 2616, 5- 1B, 6- 2B, 7- 3B, 8- 4B, 9- 3A,10- 4A) e de helicônia (4- 2626). 
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4. Conclusão 

A análise pela técnica ERIC-PCR e ISSR, indicou alta diversidade genética isolada de três hospedeiros. 
Podemos concluir a partir dos perfis de bandas obtidos que os onze isolados de Colletotrichum spp. 
correspondem a sete linhagens possivelmente diferentes.  
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