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RESUMO

O género Colletotrichum €é dos grupos
fitopatogénicos mais importantes, principalmente em
regides tropicais e subtropicais do mundo. A
identificagdo das suas espécies € dificil, devido a
grande variacdo morfologica intraespecifica. Métodos
moleculares, como PCR-RFLP e o sequenciamento,
tém ganhado destaque em estudos de filogenia deste
fitopatdgeno. Este trabalho objetivou comparar as
técnicas de PCR-RFLP e sequenciamento para
analise filogenética entre isolados de Colletotrichum
spp. Todos os isolados foram cultivados em meio
Batata-Sacarose (BS), por uma semana a 24 °C.
Inicialmente foi realizada a amplificacdo do rDNA,
utilizando-se iniciadores ITS1 e ITS4. Aseguir foi feita
adigestdo daregido ITS utilizando enzimas de restricdo
(Rsa I, Alu I, Hinf I, Hpa Il, Hha I, Xho I, Acc I,
EcoRleTaql)e revelacdo em gel de agarose 2%.
Obteve-se uma grande variagdo com produtos da
clivagem, de 500 a 90 pb. Os fragmentos amplificados
foram purificados com o kit QIAquick Gel Extraction
Kit 250 e as amostras foram sequenciadas na regido
ITS do rDNA de todos os isolados. As sequéncias
foram alinhadas no software ClustalW e a arvore
filogenética foi construida no software Mega 3.1. Os
produtos obtidos na amplificagéo da regido 1TS1-
5.8S-1TS2 do rDNA, com a utilizagdo do par de
iniciadores ITS1 e ITS4, revelaram umfragmento de
aproximadamente 600 pb para todos os isolados

analisados. A técnica PCR-RFLP ndo foi muito
eficiente para a diferenciacdo das espécies de
Colletotrichum spp, pois algumas das enzimas
escolhidas tinham o seu sitio de clivagem em regies
conservadas, sobrepondo e mascarando 0s
resultados. J& a técnica de sequenciamento
possibilitou a separacédo dos isolados por espécies e
hospedeiro e permitiu a comparagdo com 0s
sequenciamentos dos bancos de genes. Atécnica de
PCR-RFLP deve ser utilizada atrelada a técnica de
sequenciamento para se obter uma maior economia e
veracidade dos resultados em estudos de filogenia de
microorganismos.

PALAVRAS-CHAVE: filogenia, variabilidade
genética, Malus domestica Borkh.

SUMMARY

The genus Colletotrichum is one of the most important
pathogenic fungi group, mainly in tropical and
subtropical areas of the world. The identification of
Colletotrichum species is difficult due to their large
morphological variation. Molecular methods, such as
PCR-RFLP and rDNA sequence, have been very
useful for phylogenic studies of this pathogen. The
objective of this work was to compare the PCR-
RFLP and rDNA sequence techniques for
phylogenetic analysis of Colletotrichum spp.
Isolates. All isolates were cultivated from cultures
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grown on Potato Sucrose Broth (PSB), for one week
at 24°C. The amplification of the rDNA was
accomplished by the ITS1 and ITS4 initiators,
followed by digestion of the ITS area using restriction
enzymes (Rsa |, Alu I, Hinf I, Hpa Il, Hha I, Xho I,
Acc |, Eco Rl and Taq I). The revelation was made
in agarose gel 2%. The primers produced fragments
from 600 to 90 pb. The amplified fragment was
purified with the kit QI Aquick Gel Extraction Kit 250
(Unisciense of Brazil) and the internal transcribed
spacer region of the rDNA (ITS1-1TS2) was
sequenced. The ITS1- 5.8S-1TS2 sequences were
aligned with the software Clustalw and the
phylogenetic tree was constructed using the software
Mega 3.1. The products obtained with the
amplification of the ITS-rDNA produced a fragment
of approximately 600 pb, for all the isolated analyzed.
The PCR-RFLP technique is not very efficient to
separate Colletotrichum spp because some of the
restriction enzymes acted in conserved regions of
the rDNA, affecting the results. However, the
sequencing technique was accurate to separate
Colletotrichum isolates per species and hosts,
allowing the inclusion of published GenBank
sequences. The PCR-RFLP technique should be used
together with the rDNA sequencing technique in order
to get cheaper and more reliable results in the
phylogenic studies of microorganisms.

KEY WORDS: phylogenetic, genetic variability,
Malus domestica Borkh.

INTRODUCAO

O género Colletotrichum é um dos mais
importantes entre os fungos fitopatogénicos,
especialmente nas regides tropicais e subtropicais do
mundo. Este género apresenta espécies que causam
doengas economicamente importantes em cereais,
leguminosas, hortalicas e culturas perenes, incluindo
muitas fruteiras (SERRAe SILVA, 2004). As espécies
de Colletotrichum tém sido identificadas quase que
exclusivamente através de caracteristicas morfologicas
e culturais.

Considerando que a identificacao de espécies
de Colletotrichum, quase sempre é dificil, devido a
enorme variacdo de sua morfologia, métodos

moleculares tém ganhado popularidade nos ultimos
tempos (FREEMAN et al., 1998). Técnicas que
utilizam marcadores moleculares vem sendo
disseminadas para os estudos de diversidade genética
em um grande nimero de grupos de organismos
(STRALIOTTO e RUMJANEK, 1999).

O rDNA consiste em regides do genoma
conservadas separados por regifes variaveis, por
isto vem sendo muito utilizado para estudos de
identificagéo de ragas com o objetivo de caracterizar
aspectos adicionais dos patdgenos que poderiam
contribuir para melhor entendimento da sua evolucéo,
bem como para obter um controle mais eficaz do
mesmo (WHITE et al., 1990). Uma das técnicas mais
utilizada na Micologia é aamplificacdo de rDNA por
Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR). Esta técnica
permite a amplificagdo de regibes especificas do
genoma, como o Espaco Interno Transcrito (ITS),
localizado entre regi6es altamente conservadas. O ITS
é altamente conservado na espécie, mas € variavel
entre espécies, sendo frequentemente usado para
taxonomia (WHITE et al., 1990). Os marcadores
ITS podem gerar um grande nimero de informagoes
e determinar uma medida mais precisa das distancias
genéticas entre espécies, facilitando a analise
filogenética com inferéncia na variacéo taxondémica
das espécies (LEE e TAYLOR, 1992).

O uso de endonucleases de restrigéo para
digerir fragmentos de DNA amplificados por PCR é
denominado de PCR-RFLP. Aanalise de PCR-RFLP
é um método que tem contribuido para a taxonomia
de fungos (SARTORI, 2005). A analise do rDNA
ap0s o corte com varias enzimas de restri¢éo, vai gerar
uma variag¢do nos fragmentos obtidos, o que facilita
os estudos de diversidade genética. O uso das enzimas
de restricdo é bastante indicado para estudos de
diversidade com fins taxondmicos, devido a
especificidade destas enzimas de restricdo em clivar
0 DNA de qualquer organismo permitindo isolar
fragmentos de DNA (STRALIOTTO e
RUMJANEK, 1999). Esta técnica tem sido muito
utilizada em analises de diversidade genética, por ser
mais rapida e econdmica (GARCIA et al., 2005).

As técnicas de PCR aliada ao sequenciamento
direto, principalmente de DNA ribossomal, tornaram
possivel acomparacdo de ITS de muitos isolados e
tem permitido avangos significativos na organizacgao
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taxonémica dos fungos, tendo como vantagem a
determinacéo da ordem dos nucleotideos com rapidez
e eficacia. (SARTORI, 2005; WHITE, 1990).

Este trabalho objetivou comparar as técnicas
de PCR-RFLP e sequenciamento daregido I TS para
analise filogenética entre isolados de Colletotrichum
spp, agente causal de fitomoléstias emvarias culturas.

MATERIAL E METODOS

Material Bioldgico

Foram utilizados 39 isolados de
Colletotrichum spp. de macieira, cedidos pela
Estacdo Experimental da Epagri de S&o Joaquim, SC,
dois isolados de citros, cedidos pela Fundecitros-SP
e 10 isolados de goiaba serrana (Feijoa sellowiana)
da Micoteca do Laboratério de Fitopatologia do
CAV/UDESC (Tabela 1).

Os fungos foram cultivados em meio de
cultura BDA (Batata Agar Dextrose) e mantidos em
camara de crescimento a temperatura de 25 °C +
1 °C por sete dias. Os isolados foram cultivados em
meio liquido de Batata Sacarose (BS) no escuro a
temperatura de 25 °C, por sete dias. Apds este
periodo, o micélio foi filtrado, lavado comagua ultra-
pura e liofilizado por 24 horas. Os isolados foram
armazenados emtubos herméticos de 2 mL e mantidos
atemperatura de 4 °C até a extracdo do DNA.

Extracéo e quantificacdo do DNA

Os experimentos foram conduzidos no
Laboratdrio de Analises Genéticas do Instituto de
Melhoramento e Genética Molecular da UDESC
Lages (IMEGEM UDESC). O DNA foi extraido de
acordo com metodologia proposta por Schéfer e
Wostemeyer (1992) modificado por Junghans et al.
(1998). Em um almofariz foi adicionado 0,5 g de
micélio liofilizado, macerando-se as amostras com
nitrogénio liquido até virar um p6 e entdo transferindo
para um micro tubo de 1,5 mL. Emseguida 500 pL
do tampao de lise (Tris-HCI50mM pH 7,2; EDTA
50mM pH 8,0; SDS 3%; B-Mercaptoetanol 1%)
foram adicionados a cada amostra. Apos a
homogeneizagéo, os tubos foram incubados 65 °C
em banho-maria por 1 hora. Decorrido o periodo,
foram adicionados 500 pL de fenol:cloroférmio (1:1)
agitando suavemente e centrifugando as amostras a

12.000 g por 10 minutos. Afase aquosa foi transferida
para um novo tubo adicionando-se 500 uL de
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) sendo novamente
agitada e centrifugada nas mesmas condigdes
anteriores. A fase aquosa foi retirada e adicionado
500 pL de isopropanol, homogeneizado e mantido
por uma horaa -20 °C. Ap0s a precipitacdo do DNA,
procedeu-se uma centrifugagéo a 23.700 g por 20
minutos. Afase aquosa descartado e 0 DNAfoi lavado
com etanol 70% e centrifugado a 12.000 g por 5
minutos. Em seguida foi descartado todo o etanol e
as amostras foram invertidas na bancada por 20
minutos para secagem do DNA. O DNA foi
ressuspendido com 100 uL de &gua ultra-pura e
mantido em camara de fluxo laminar durante a noite.
Posteriormente, 4 uL de RNAse (10 mg mL*) foram
adicionados e a solucédo incubada por 30 minutos a
37 °C. Os DNAs extraidos foram estocados a
-20 °C. Para a utilizagdo do DNA nas reacgdes de
PCR, as amostras foram diluidas comagua ultra-pura
em concentracdo final de 20 ng uL*, armazenados
no freezer a - 20 °C.

Amplificacdo da regido ITS do rDNA

Asregides ITS1-5.85-1TS2 do rDNA foram
amplificadas utilizando os iniciadores ITS1
(5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’) e ITS4
(5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’) (WHITE et
al., 1990). As amplificacGes foram realizadas em um
Termociclador Hybaid PCR Express e GeneAmp®
PCR System 9700, programado para realizar uma
desnaturac&o incial de 4 minutos a 94 °C, seguida de
30 ciclos, compostos de uma etapa de desnaturagéo
(30 segundos a 94 °C), uma etapa de pareamento
(60 segundos a 55°C) e uma etapa de extensao (90
segundos a 72°C) e uma extensao final de 72°C por
10 minutos.

Na reagdo de amplificacdo das amostras,
foram utilizados: 60 ng de DNA; 1 uL de tampéo
10X; 0,25 mM de DNTP’s; 3mM de MgCl,; 1uM
do oligonucleotideos iniciadores ITS1 e ITS4; 1,25
unidades da enzima Taq polimerase (5 unidades/uL);
28,25 L de agua ultra-pura para completar o volume
da reacdo para 50pL. Apos a amplificacdo 4 pL da
reacdo de PCR, mais 4 puL de tampé&o de corrida
foram avaliados por eletroforese em gel de agarose
2%, em tampdo TBE 1X (Tris—HCI0,89M; Acido
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Tabela 1 - Isolados, hospedeiro, espécie e procedéncia dos isolados de Colletotrichum spp. utilizados no
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trabalho.

Acesso Hospedeiro Espécie Procedéncia
M1 Macieira C. acutatum Cacador/ SC
M2 Macieira C. acutatum Cacador/ SC
M3 Macieira C. gloeosporioides Cacador/ SC
M4 Macieira C. gloeosporioides Vacaria/ RS
M5 Macieira C. gloeosporioides Vacaria/ RS
M6 Macieira C. gloeosporioides Frei Rogério/ SC
M7 Macieira C. gloeosporioides Frei Rogério/ SC
M8 Macieira C. gloeosporioides Frei Rogério/ SC
M9 Macieira C. gloeosporioides Frei Rogério/ SC
M10 Macieira C. gloeosporioides Curitibanos/ SC
M11 Macieira C. gloeosporioides Sdo Joaquim/ SC
M12 Macieira C. gloeosporioides Sdo Joaquim/ SC
M13 Macieira C. gloeosporioides Sdo Joaquim/ SC
M14 Macieira C. gloeosporioides Palmas/ PR
M15 Macieira C. gloeosporioides Fraiburgo/ SC
M16 Macieira C. gloeosporioides Fraiburgo/ SC
M17 Macieira C. gloeosporioides Campo Tenente/ PR
M18 Macieira C. gloeosporioides Campo Tenente/ PR
M19 Macieira C. gloeosporioides Campo Tenente/ PR
M20 Macieira C. gloeosporioides Campo Tenente/ PR
M21 Macieira C. gloeosporioides Campo Tenente/ PR
M22 Macieira C. gloeosporioides Palmeira/ PR
M24 Macieira C. gloeosporioides Palmeira/ PR
M25 Macieira C. gloeosporioides Palmeira/ PR
M26 Macieira C. gloeosporioides Palmeira/ PR
M27 Macieira C. gloeosporioides Palmeira/ PR
M28 Macieira C. gloeosporioides Palmeira/ PR
M29 Macieira C. gloeosporioides Palmeira/ PR
M30 Macieira C. gloeosporioides Palmeira/ PR
M31 Macieira C. acutatum Fraiburgo/ SC
M32 Macieira C. acutatum Fraiburgo/ SC
M33 Macieira C. acutatum Fraiburgo/SC
M34 Macieira C. acutatum Fraiburgo/ SC
M35 Macieira C. acutatum Palmas/ PR
M36 Macieira C. acutatum Palmas/ PR
M37 Macieira C. acutatum Palmas/ PR
M38 Macieira C. acutatum Sdo Joaquim/ SC
M39 Macieira C. acutatum Sdo Joaquim/ SC
M40 Macieira C. acutatum Sdo Joaquim/ SC
Gl Goiaba Serrana Colletotrichum sp. Sdo Joaquim/ SC
G2 Goiaba Serrana Colletotrichum sp. Sdo Joaquim/ SC
G3 Goiaba Serrana Colletotrichum sp. Nova Prata/ RS
G4 Goiaba Serrana Colletotrichum sp. Lages/ SC
G5 Goiaba Serrana Colletotrichum sp. Lages/ SC
G6 Goiaba Serrana Colletotrichum sp. Sdo Joaquim/ SC
G7 Goiaba Serrana Colletotrichum sp. Vacaria/ RS
G8 Goiaba Serrana Colletotrichum sp. Lages/ SC
G9 Goiaba Serrana Colletotrichum sp. Anita Garibaldi/ SC
G10 Goiaba Serrana Colletotrichum sp. Anita Garibaldi/ SC
C1 Citros C. gloeosporioides Pardinho/ SP
C2 Citros C. acutatum Cordeirdpolis/ SP
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Bérico 0,89M; EDTA0,02M), juntamente comum
padrdo de peso molecular de 100 pb (pares de base).
Apds a corrida, o gel foi visualizado em luz ultravioleta
e fotografado.

Analise pela técnica de PCR-RFLP

Os produtos de PCR foram digeridos com
as seguintes endonucleases de restri¢éo: Rsa I, Alu I,
Hinf I, Hpa ll, Hha I, Xho I, Acc I, EcoRl e Taq |
(Invitrogen). Foram utilizados 5 pL do produto
obtido na reacdo de PCR, seguindo as
recomendacdes do fabricante e incubados durante a
noite. O perfil de restricdo foi visualizado em gel de
agarose 2%, utilizando-se nas linhas de extremidade
do gel um marcador de fragmentos de tamanho
conhecido, 100 pb DNA Ladder e uma amostra do
fragmento amplificado ndo digerido, como padrdes.
Apdsa corrida, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta
e fotografado. Para algumas enzimas foi necessario
utilizar gel de poliacrilamida 6%, para separar
fragmentos com pesos muito similares.

Purificacéo dos fragmentos amplificados para o
sequenciamento

Os produtos de amplificacédo
correspondentes aregido ITS do rDNA de todos 0s
isolados de Colletotrichum spp foram purificados
utilizando-se o kit QIAquick Gel Extraction Kit 250
de acordo com as recomendac0es do fabricante, para
posterior sequenciamento.

Sequenciamento da regido ITS do rDNA e
analise dos dados

As reacOes de PCR de sequenciamento
correspondentes a regido 1TS1-5.8S-1TS2 foram
realizadas utilizando-se o kit de sequenciamento ABI
PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction v1.1 (Applied Biosystems). As reacoes
foram processadas no analisador automatico de DNA
ABI PRISM 3100 Genetic Analyser (Applied
Biosystems — Hitachi). A arvore filogenética pela
técnica de PCR-RFLP foi construida utilizando-se
0 algoritmo de agrupamento UPGMA (Unweighted
Pair-Group Method with Arithmetic Mean) o qual
gerou uma matriz de similaridade pelo software Genes
2006.4.1 (CRUZ, 1997). As sequéncias obtidas
foram editadas através do software SeqScape 2.5

da Applied Biosystems, e alinhadas no software
ClustalW. As sequéncias editadas foram utilizadas para
procurar sequéncias similares usando o software
Blast do NCBI. Apos o alinhamento estas
sequéncias foram processadas no Software Mega 3.1,
para que fosse construida a &rvore filogenética dos
isolados de Colletotrichum spp, utilizando Tamurae
Nei (1993) para a construcéo da matriz de distancias,
pelo método de Neighbor-Joining (SAITOU e NEI,
1987). Foi realizado um “bootstrap” com 10.000
replicacoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os produtos de PCR obtidos na amplificacéo
para todos os isolados de Colletotrichum spp
apresentaram um padréo de aproximadamente 600
pares de base (pb). O padrdo de fragmento obtido
da regido ITS para os isolados de Colletotrichum
esta dentro dos encontrados por varios autores em
isolados de Colletotrichum de diferentes fruteiras
(BUDDIE et al., 1999; FREEMAN et al., 2001;
CULEBRAS et al., 2003). Foi obtido apds a digestao
uma variacédo de fragmentos de 90 a 500 pb, coma
utilizacdo das enzimas Rsa I, Alu I, Hinf I, Hpa Il,
Hhal, Xho I, Acc I, Eco Rl e Tag I. Aenzima Xho |
nao clivou nenhuma amostra, corroborando com os
dados observado por Saha et al. (2002) em estudo
da variacdo genética de isolados de C. acutatum em
seringueira.

A anélise através da técnica de PCR-RFLP
da regido ITS, ndo se mostrou eficiente para a
diferenciacdo dos isolados de Colletotrichum, visto
que 0 agrupamento ndo teve relagdo direta entre
espécies e hospedeiro. Houve a formagéo de dois
grupos, sendo que no grupo |, amaioria dos isolados
sdo de C. gloeosporioides e no grupo 1, a maioria é
de C. acutatum (Figura 1), mas mesmo assim ndo
foi possivel encontrar alguma relagdo mais logica entre
os isolados de Colletotrichum, devido ao fato de
haver isolados de outras espécies e hospedeiros no
mesmo grupo. Assim ndo foi possivel relacionar
geneticamente os isolados de Colletotrichum somente
através da técnica de PCR-RFLP. A partir dos
resultados obtidos através da técnica PCR-RFLP
acredita-se que as enzimas de restricdo utilizadas
foram as responséveis pelo insucesso dos resultados,
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pois dependendo do sitio de clivagem de cada enzima
podem gerar fragmentos diversos, alterando ou
dificultando a interpretacéo dos resultados (Figura 02).

A falta de especificidade da enzima pode ter
sido a explicacéo para o grande nimero de fragmentos
gerados, portanto, nota-se a importancia da escolha
correta das enzimas, para evitar que um grande
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Figura 1- Arvore filogenética construida pelo software Genes 2006.4.1 a partir da matriz binaria gerada
pelos fragmentos obtidos pela técnica de PCR-RFLP, utilizando o coeficiente de Neie Li (1979)
(2.a/2.a+b+c) e 0 algoritmo de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with

Arithmetic Mean).
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(SAHA et al., 2002; RABELLO et al., 2005; MAKI,
2006 e TASSA et al, 2006).

Como se trata do estudo do género
Colletotrichum, a semelhanga genética entre isolados
se torna maior, em relagé&o a outros estudos onde se
procura diferenciar isolados por géneros (NAVAJAS
etal., 1999; GOMES et al., 2002; MAKI, 2006).

Destéfano (2003) em um estudo para
diferenciagdo de Metarhizium relata que s6 foi
possivel obter diferenciacdo entre as espécies deste
género com uma das seis enzimas de restricdo
utilizadas. Isso ressalta aimportancia da escolha certa
das enzimas de restricéo a seremutilizadas nos estudos
de relagBes genéticas entre organismos. Outro fator
importante que deve ser levado em consideracéo é o
fato de algumas enzimas de restricdo cortarem
fragmentos muito pequenos, em torno de 50 pb, ou
tamanho similar que dificultam a interpretacdo em géis
de eletroforese (UENO e JORGE, 2002). Contudo,
tais fragmentos menores ndo foram considerados na
analise.

Através do sequenciamento da regido TS do
rDNA dos isolados de Colletotrichum foi possivel
distinguir comclareza as espécies e relaciona-los com
0s respectivos hospedeiros (Figura 03), porém essa
técnica é mais onerosa que a PCR-RFLP. Pode-se
notar que o isolado M7 (Figura 03) néo foi agrupado
com os demais isolados da mesma espécie, pois em

Rsa | Taq | Hinf |

600 pby
500 pb

400 pb
300 pb

200 pb

100 pb

teste de patogenicidade ndo ocasionou nenhum tipo
de sintoma nas folhas e nem em frutos de macieira
quando inoculado com ferimentos, produziu apenas
micélio sob os tecidos inoculados, acreditando-se,
possivelmente, se tratar de um saprofita de género
Colletotrichum (Sanhueza, R. M. comunicagéo
verbal).

A sequéncia da regido ITS do isolado M7,
quando confrontado com as demais sequéncias do
GenBank apresentou valores menores de 93% de
similaridade entre as sequiéncias, enquanto para 0s
outros isolados, os valores ficaram acima de 97%.

Apesar da técnica de PCR-RFLP ser
considerada mais rapida, econdmica e de igual
seguranca e eficdcia ao sequenciamento (GARCIA
etal., 2005), nota-se a necessidade de estudos mais
aprofundados a respeito.

Tém-se utilizado muito a técnica de PCR-
RFLP como parte inicial dos estudos filogenéticos de
microorganismo, onde através desta técnica € possivel
agrupar todos os isolados e a partir destes grupos
escolher os mais representativos de cada grupo para
que sejam submetidos ao sequenciamento, assim se
obtém menos amostras para sequenciar e maior
preciséo nos resultados obtidos (SCHNABEL et al.,
1999; FREEMAN et al., 2001; CULEBRAS, 2003;
DESTEFANO, 2003; SOBRAL, 2003; MARTINS,
2005; MAKI, 2006). Contudo, para os resultados

Hpa Il Alu | Hha | Acc | Xho |

Figura 2 - Digestao dos produtos de amplificacdo gerados com um par de iniciadores ITS1/ITS4 com
diferentes endonucleases de restricdo (M — ladder 100 pb e P — padrdo utilizado do fragmento

original do PCR).
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Figura 3 - Arvore filogenética construida pelo software Mega 3.1 a partir de sequéncias da regido ITS do
rDNA, utilizando o método Neighbor-Joining. Uma analise de bootstrap foi feita com 10.000

repetigdes.

aquiapresentados ndo teve eficiéncia na separacéo
dos isolados de Colletotrichum.

CONCLUSOES

A técnica de PCR-RFLP ndo se mostrou
eficiente na diferenciacdo das espécies de
Colletotrichum spp, provavelmente pela atuagédo
inadequada das enzimas de restrigdo, que sao parte
fundamental emanalises filogenéticas.

A técnica do sequenciamento possibilitou a

separacgdo filogenética eficiente das espécies dos
isolados de Colletotrichum spp, vinculados a doenca
mancha da gala em macieira.

Apesar da técnica de PCR-RFLP ser
considerada mais rdpida, econdémica e de seguranca,
deve-se associd-lacomatécnica de sequenciamento
para maior precisdo nos resultados.
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