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RESUMO

PAES, Simone Albino, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2016. Diversidade genética de isolados de Geotrichum spp.
associados a podridoes pos-colheita em frutas e hortalicas no Brasil.
Orientador: Olinto Liparini Pereira. Coorientador: Danilo Batista Pinho.

A podriddao azeda causada pelo fungo Geotrichum é uma doenga poés-
colheita que ocorre em frutas e hortalicas. Visando caracterizar a
diversidade genética de Geotrichum sp. para a escolha de estratégias de
controle eficientes, este trabalho tem o objetivo de avaliar diferentes
marcadores ISSRs e IRAPs para determinagdo da diversidade intra
especifica de Geotrichum. No total, 62 isolados de locais geograficamente
distintos e diferentes hospedeiros foram utilizados neste estudo. Para a
analise de diversidade genética, o DNA gendmico foi extraido a partir do
micélio. A regiao parcial dos genes que compreende o ISSR e transposon
foram amplificadas usando sete oligonucleotideos. A partir dos perfis de
bandas foi construida uma matriz binaria a qual foi adicionada ao software
PAST3 onde o indice de similaridade de Jaccard foi calculado para cada
combinacido de duas amostras. Os dendrogramas foram construidos com
base na matriz de similaridade de acordo com o meétodo das médias
aritméticas de grupos nao ponderados (UPGMA- unweighted pair group
method with arithmetic averages). Em todos marcadores moleculares
analisados foram encontrados pelo menos um clado representado por dois
ou mais isolados que apresentaram perfis idénticos. Existe uma tendéncia
de isolados de um mesmo hospedeiro ou regido geografica serem
semelhantes quando foi utilizado diferentes marcadores moleculares. Nao
houve semelhancga entre os isolados quando os oligonucleotideos IRAPs e
microssatélites foram comparados pois 0 numero de clados formados pelos
marcadores IRAPS foram menores. Geotrichum possui grande diversidade
genética e, portanto, pode permitir a este patdgeno uma melhor

adaptabilidade as condicbes ambientais e a diferentes hospedeiros.



ABSTRACT

PAES, Simone Albino, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2016. Genetic diversity of isolated Geotrichum spp.
associated with rots post-harvest in fruit and vegetables in Brazil.
Advisor: Olinto Liparini Pereira. Co-advisor: Danilo Batista Pinho.

The sour rot caused by fungus Geotrichum genus is a disease that
occurs in fruits and vegetables. In order to characterize the genetic
diversity of Geotrichum sp. for the choice of efficient control strategies,
this study aims to evaluate different ISSRs and IRAPs markers for
determination of intraspecific diversity of Geotrichum. A total of 62
isolates from geographically different locations and different hosts were
used in this study. For the analysis of genetic diversity, genomic DNA
was extracted from the mycelium. The partial region of the genes
comprising the ISSR and transposon were amplified using seven
primers. From the bands profiles was built a binary matrix which were
added to PAST3 software where the Jaccard similarity index was
calculated for each combination of two samples. The dendrograms were
constructed based on the similarity matrix according to the method of
arithmetic averages of unweighted groups (UPGMA- unweighted pair
group method with arithmetic averages). In all molecular markers
analyzed were found at least one clade represented by two or more
isolates that showed identical profiles. Strains not grouped according to
the town which were isolated. There is a tendency of isolates from the
same host or geographic region are similar when we used different
molecular markers. There were not similarities between the isolated
when IRAPs and microsatellite primer were compared because the
number of clades formed by IRAPS markers were lower. Geotrichum has
high genetic diversity and therefore may allow the pathogen better

adaptability to environmental conditions and the different hosts.



1. INTRODUGAO

A producdo de hortalicas no Brasil esta em torno de 17,5 mil
toneladas/ano, sendo % dessa produgdo concentrada na regido Sul e
Sudeste. Este setor movimenta anualmente 12 milhdes de reais (Anuario
de horticultura, 2014). Embora exista uma diversidade de produtos
horticolas para comercializagdo, ainda existe uma limitagcdo quanto as
vendas devido serem altamente pereciveis.

Ja no setor de fruticultura, o Brasil possui uma area cultivada de
2.700.528 milhdes de hectares, com uma produgdo aproximada de 43
milhdes de toneladas/ano, gerando um valor anual de 16,5 bilhdes de reais.
O setor fruticola é responsavel pela geracdo de mais de 5 milhdes de
empregos diretos, o equivalente a 34% da forga de trabalho no meio rural
(Anuario Brasileiro de Fruticultura, 2014; Agrianual, 2015).

A fruticultura é praticada em todas as regides brasileiras, sendo que
a regidao sudeste ocupa a primeira posigao nacional com uma produgao
anual de aproxidamente 23.424 toneladas (IBGE, 2013; Embrapa
Fruticultura, 2014).

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de frutas, sendo
superado apenas pela China e India, com uma producdo mundial
correspondente a 6,3% (FAO, 2013). Entretanto em relagcéo a exportagao,
o Brasil ndo aparece na lista dos maiores exportadores de frutas e um dos
desafios que o Brasil enfrenta com relagcdo a isso € a qualidade na poés-
colheita.

Em nivel nacional sao registrados altos niveis de perdas pos-
colheita em cultivos de frutas e hortaligas, o que o coloca entre os 10 paises
que mais desperdigam alimentos no mundo. As perdas geradas entre a
colheita e a mesa do consumidor s&o consideradas muito elevadas,
atingindo em média 40% do total produzido (Val, 2015). Para a Organizagao
das Nagdes Unidas para a Alimentagcédo e Agricultura, FAO, a populagao
mundial se encontra em um nivel elevado de inseguranga alimentar, pois
um tergo dos alimentos produzidos para consumo humano (cerca de 1,7

bilhdes de toneladas) € perdido ou desperdigcado em todo o0 mundo.



As perdas pés-colheita podem ocorrer devido a doengas, injurias
mecénicas e perdas fisiologicas. Pesquisas devem ser conduzidas para
que estas perdas sejam minimizadas aumentando a oferta de produtos,
além de evitar desperdicios de investimentos financeiros e de tempo gasto
na producgdo. As injurias mecanicas por si sO, nao inviabilizam o consumo
das frutas e hortaligas, mas podem servir de porta de entrada a patdogenos
predispondo-as a doengas poés-colheita. Neves Filho et al., (2007) afirmam
que se as perdas pos-colheita atingirem niveis indesejaveis nao valera a
pena produzir.

As etapas de manuseio durante a colheita e pds-colheita s&o
importantes para manter a vida util de frutas e hortalicas. Operagdes
realizadas inadequadamente podem predispor os produtos hortifruticolas
as infecgbes causadas por micro-organismos que se desenvolvem nos
tecidos que tenham sofrido algum dano mecanico.

A reducgao das perdas em pos-colheita na cadeia de comercializagao
das frutas representa um constante desafio, ja que estas apresentam alto
teor de agua e nutrientes e, mesmo depois de colhidas, mantém processos
biolégicos em atividade, o que as predispdem a ocorréncia de doengas pos-
colheita (Wilson et al., 1994). Baseado neste contexto, pesquisas voltadas
a prevencgao de ataque de patdogenos em pos-colheita de produtos agricolas
se mostram de grande importancia.

A produgado de frutas e hortalicas no Brasil tem sido limitada por
varios fatores, principalmente devido o ataque de doencas. Além das
doengas que ocorrem no campo, as doengas ocorridas em poés-colheita,
tém causado enormes perdas por comprometer a comercializacido de
alimentos.

O ataque por micro-organismos em pos-colheita pode ser por
bactérias e fungos (Chitarra e Chitarra, 2005). As bactérias e os fungos
atacam frutas e hortalicas levando a deterioracdo do produto e
consequentemente a sua desvalorizagdo comercial. Entre estes micro-
organismos os fungos destacam-se como agentes das podriddes de frutas
e hortalicas, sendo o grupo de maior frequéncia e atividade responsavel por
80 a 90% do total de perdas (Gullino, 1994).

Diversas doencas pos-colheita podem ocorrer em frutas e hortaligas,

a exemplo da podriddo azeda causada por Geotrichum spp.



Essa doencga caracteriza-se inicialmente por pequenas areas com
encharcamento e amolecimento do tecido, com posterior aparecimento dos
sinais do patégeno, caracterizado pela formagdo de um micélio
esbranquicado na superficie do produto. O produto torna-se apodrecido,
com odor etilico e improprio para a comercializagdo e consumo. No Brasil,
tem sido observado um aumento da ocorréncia de prodriddo azeda em
frutas e hortalicas em diversos estados.

Estudos relativos a caracterizagdo do patdégeno séo necessarios,
para posterior estabelecimento de estratégias de manejo dessa importante
doencga pos-colheita. Portanto, visando caracterizar a diversidade genética
de Geotrichum sp. para a escolha de estratégias de controle eficientes, este
trabalho tem o objetivo de avaliar diferentes marcadores ISSRs e IRAPs
para determinacao da diversidade intra especifica de Geotrichum; verificar
os clados formados em cada marcador e verificar se os mesmos isolados

agruparam em um mesmo clado usando marcadores diferentes.



2. REFERENCIAL TEORICO

Geotrichum sp. é pertencente ao Filo Ascomycota, Classe
Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales e Familia Dipodascaceae
(Alper et al., 2011).

Geotrichum €& um género de levedura dimérfica que exibe
comumente colénias de coloracdo creme (Alper et al.,, 2011), sendo
morfologicamente caracterizado pela presenga de artroconidios formados
em cadeias pela fragmentagéo aleatéria de hifas (Hoog et al., 1986). Os
anamorfos estdo associados com dois géneros teleomorfos, Galactomyces
e Dipodascus. Galactomyces engloba a espécie-tipo de Geotrichum,
Geotrichum candidum (Hoog et al., 2004). Geotrichum candidum é o
anamorfo de Galactomyces geotrichum, antigamente denominado de
Galactomyces geotrichum (Hoog et al., 1998, Gente et al., 2006).

O género Geotrichum possui onze espécies até o ano de 1998,
sendo que cinco espécies tém o teleomorfo no género Dipodascus e duas
no género Galactomyces. E quatro espécies de Geotrichum nao tém a fase
sexual conhecida (Hoog et al., 1998).

A partir de 1998, novas espécies tem sido proposta (Naumova et al.,
2001; Hoog et al., 2004). A comparagao da sequéncia de DNA permitiu
descrever algumas espécies novas como Geotrichum silvicola (Pimenta et
al., 2005), Geotrichum vulgare (Wuczkowski et al., 2006), Geotrichum
brydzae (Sulo et al., 2009), Geotrichum carabidarum, Geotrichum
histeridarum, Geotrichum cucujoidarum ( Suh et al., 2006).

O fungo Galactomyces possui importancia na industria de alimentos,
porém algumas estirpes sdo patdogenos de plantas e podem esta
associados com doencgas pulmonares em humanos (Naumova et al., 2001).

O género Geotrichum inclui espécies que podem ser encontradas
em varios ambientes incluindo solos, leite, agua e como patégenos de
plantas (Alper et al., 2011). Algumas espécies sao conhecidas por estarem
associadas com insetos (Suh et al., 2006). Além disso, algumas espécies

podem estar associadas as doencgas do sistema respiratorio e



trato-gastrointestinal de humanos, causando infec¢gbes oportunistas,
chamadas de Geotricose (Hoog et al., 2004; Alper et al., 2011; Gente et al.,
2002).

Geotrichum candidum também pode causar infecgdes micéticas
esporadicas em espécies animais durante o inverno quando as vacas sao
geralmente alimentadas com grandes quantidades de feno ( Knudtson et
al., 1992). As infeccbes podem estd associadas com lesbes de pele e
pulmdo em feto bovino abortado (Antoniassi et al., 2013). E também
associadas com lesdes de pele em cavalos (Figueredo et al., 2011).

Embora Geotrichum candidum causa deterioragdo em varios
alimentos e causa perdas econémicas, este fungo é utilizado como cultura
adjunta na produgdo de queijos, devido a capacidade proteolitica e
aromatica e por ser parte da microbiota natural de leite cru, comumente
utilizado para impulsinonar a maturagao de queijos tipo Camembert (Alper
et al., 2011; Gente et al., 2006, Gente et al., 2002; Marcelino et al., 2001).
Esta espécie juntamente com outra espécie como o Penicilium camemberti
sdo principais contribuintes para a textura e sabor da casca do queijo.
Geotrichum candidum reduz a amargura de queijos Camemberts industriais
devido atividade de aminopeptidases que hidrolizam peptideos de baixo
peso molecular originados pela degradagao da B-caseina produzida por
Penicilium camemberti (Lessard et al., 2014, Marcelino et al., 2001,
Molimard et al., 1995).

Geotrichum candidum também ajuda a alcalinizar a superficie de
queijos devido o catabolismo do acido lactico produzido pelas bactérias
durante o metabolismo dos aminoacidos (Marcelino et al., 2001, Molimard
et al., 1995). Além disso, esta espécie tem sido estudada devido suas
caracteristicas biotecnolégicas para industria de alimentos (Gente et al.,
2002, 2006; Marcelino et al., 2001).

A utilidade da estirpe para uso na fabricagao de queijo ndo deve ser
feita somente por meio de métodos de identificagdo convencional baseado
em morfotipos e fenotipos, mas também com base em analises de relagdes
genéticas entre estirpes (Prillinger et al., 1999).

Geotrichum candidum é capaz de produzir lipases ligadas ao micélio
quando cultivado na presencga de 6leo, com estabilidade a longo tempo em
temperatura de refrigeragdo que pode se usada como biocatalisador nas

industrias de gorduras e 6leos e também em reacdes



sintéticas como esterificacédo (Loo et al., 2014); preparagcédo de emulsdes de
sorvete (Liew et al., 2000).

Das treze espécies reconhecidas e atribuidas ao género
Geotrichum, oito sdo formalmente reconhecidas como Geotrichum citri-
aurantii, G. europaeum, G. psedocandidum, G. candidum, G. fermentans,
G. decipiens, G. restrictum e G. klebahnii (Hoog et al., 2004).

O teleomorfo Galactomyces compreende espécies homotalicas
(auto-fértil) e heterotalicas (auto-estéril) (Groenewald et al., 2012).
Galactomyces citri-aurantii, € encontrado em frutas de Cifrus, em solo de
pomares de Citrus, mas também em outros tipos de ambientes nao
associados ao Citrus (Mckay et al., 2012). Galactomyces citri-aurantii foi o
primeiro patégeno a ser relatado como agente etioldgico de podriddo azeda
em frutas (Smith,1917) e fungicidas pés-colheita eficazes para controlar a
doenca ainda nao estéo registrados (Smilanick et al., 2007).

Galactomyces geotrichum é uma espécie encontrada como membro
da microbiota intestinal e respiratéria superior de humanos, do solo, de leite
cru, queijos, agua, frutas e plantas (Alper et al., 2011; Gente et al., 2006)
também ja foi encontrado em solos de pomares de Cifrus (Mckay et al.,
2012). Hoje a espécie Galactomyces geotrichum é denominado Geotrichum
candidum, a forma anamorfica do ascomiceto Galactomyces candidum
(Gente et al.,2006).

A taxonomia de Geotrichum é baseada em diversos estudos que
utiizaram  diferentes abordagens, como: morfologia, fisiologia,
caracteristicas culturais, reassociacdo de nDNA, sistema de
compatibilidade sexual, PCR-fingerprinting, eletroforese de enzimas e
filogenia moleular (Naumova et al., 2001; Hoog et al., 2004; Groenewald et
al., 2012). Além da caracterizagao morfologica, analises moleculares tém
sido utilizadas para descrever espécies de Geotrichum (Pimenta, 2005;
Kaewwichian et al., 2010). Com base em analises filogenéticas algumas
espécies foram transferidas para o género Galactomyces. Dentre elas,
Geotrichum silvicola e Geotrichum bryndzae foram alocadas em
Galactomyces candidus e Geotrichum vulgare sinonimizada para
Galactomyces pseudocandidus.

A combinagao de caracteristicas morfologicas e fisiologicas ou cada
uma separadamente sdo estratégias comumente utilizadas na taxonomia

de leveduras (Gente et al., 2006). Entretanto, os métodos



desenvolvidos para identificar leveduras de importancia clinica ndo séo os
mesmos utilizados para leveduras em agroindustria de alimentos (Gente et
al., 2006).

A identificagao de estirpes de leveduras de importancia industrial é
baseada principalmente em propriedades bioquimicas, fisiolégicas,
morfolégicas ou combinagao de ambas (Gente et al., 2006, Naumova et al.,
2001). Entretanto, esses métodos nao sao muito utilizados, pois diferentes
especies sdo mais dificeis para identificar (Prillinger et al., 1999).

Variagdes morfologicas do género Geotrichum que ocorrem entre os
isolados da mesma espécie e entre espécies diferentes que possuem
morfologia semelhante sio limitagdes para a classificacdo taxondmica
(Groenewald et al., 2012; Hoog et al., 2004). Para distinguir espécies de
Geotrichum, ha evidéncias que somente as caracteristicas fenotipicas nao
sdo satisfatorias devido a significativa variabilidade morfolégica com
auséncia de padrdes tipicos (Prillinger et al., 1999). Além disso, algumas
espécies de Geotrichum candidum possuem elevado polimorfismo (Alper et
al., 2011, Gente et al., 2002).

Com base nisso, técnicas moleculares tém sido utilizadas para
superar tais dificuldades de identificacdo baseadas em analises fenotipicas
(Gente et al., 2006). Por isso, associado a diversidade morfotipica, é
necessario o uso de ferramentas tais como analises filogenéticas para
diferenciagado de estirpes (Alper et al., 2013). Porém as caracteristicas
genéticas do género Geotrichum ainda ndo sdao bem conhecidas, bem
como aquelas de outros fungos filamentosos e leveduras (Gente et al.,
2002).

Dentre as técnicas moleculares que tem sido utilizadas para analise
de polimorfismo de DNA em fungos, inclusive para Geotrichum candidum
existe os métodos baseados em PCR, RAPD (random amplified
polymorphic) (Marcelino et al., 2001), e as técnicas RAM (random
amplification) ou ISSR (Inter Simple Sequence Repeat.

Para identificagcdo de espécies de Geotrichum as regides LSU rRNA
e actina tem sido utilizadas para estudos de filogenia molecular
(Groenewald et al., 2012).

A regido ITS, eleita como codigo de barras universal em fungos, néo

tem sido utilizada para identificacao e diferenciacdo de espécies de



Geotrichum porque possui superposi¢do de picos dos eletroferogramas.
Além disso, possui regides de dificil alinhamento das sequéncias de
nucleotideos e variagado de sitios (Hoog et al., 2004; Alper et al., 2011;
Groenewald et al., 2012).

2.1 Marcadores microssatélites (SSR)

Marcadores genéticos tém sido utilizados para selecionar
caracteristicas desejaveis, bem como para taxonomia, analises
filogenéticas e diversidade genética (Godwin et al., 1997).

Um tipo de marcador genético é o Inter Simple Sequence Repeats
(ISSRs) que permite obter niveis de variagao nas regides microssatélite que
se encontra no genoma de eucariotos (Zietkiewicz et al., 1994).

Microsatélites ou Simple Sequence Repeats (SSR) séo sequéncias
curtas repetidas que podem ser penta, tetra, tri e dinucleotideos em tandem
situadas entre sequéncias nao repetidas no genoma de eucarioto (Tautz &
Renz, 1984; Zietkiewicz et al., 1994; Ferreira & Grattapaglia, 1996). As
sequéncias que flanqueiam os microssatélites sdo bastante conservadas
dentro e entre espécies e até mesmo entre géneros, sendo utilizadas para
desenhar oligonucleotideos e amplificar microssatélites, permitindo a
selecdo de oligonucleotideos especificos e complementar a estas
sequéncias para a amplificacdo dos SSRs via PCR (reagcdo em cadeia da
polimerase) (Pugh et al., 2004; Caixeta et al., 2009)

As sequéncias microssatélites sao altamente variaveis entre
individuos devido a alta taxa de mutagao (Zietkiewicz et al., 1994). O
polimorfismo nos locos microsatélites € oriundo do crossing-over desigual,
e também por inser¢des e dele¢des de nucleotideos, que geram variagdes
no numero de repeticbes das sequéncias simples dos microssatélites
(Caixeta et al., 2009). A deteccdo do polimorfismo é pela diferengca do
tamanho de banda entre os fragmentos amplificados, que é devido ao
diferente numero de repeticdes dentro da regido microssatélite (Pugh et al.,
2004).

Devido os microssatélites serem marcadores moleculares mais
polimorficos, codominantes e ter uma distribuicdo frequente e aleatéria no
genoma, essas caracteristicas os tornam uteis em estudos de diversidade

genética (Ferreira e Grattapaglia, 1996; Mudge et al., 1997;



Zucchi et al., 2002). O polimorfismo deste marcador é conferido pela
presenca de uma determinada marca em um individuo e auséncia desta
mesma marca em outro (Kalendar et al., 1999).

Marcadores ISSRs sao amplificados pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) a partir de um oligonucleotideo ou oligonucleotideo
complementar a um microssatélite. Oligonucleotideos de ISSRs podem ser
di ou trinucleotideos que se complementam a sequéncia do microsatélite
(Caixeta et al., 2009; Pradeep, 2002).

Marcadores ISSR geram grande numero de sequéncias informativas
por reacado (sequéncias polimoérficas); sdo especificos para sequéncias
simples repetitivas (SSR) do genoma; sao uteis em estudos de diversidade
genética, filogenia, mapeamento do genoma e biologia evolutiva; s&o
maiores (formados por mais de 10 pb) apresentando maior superficie de
ancoragem do que os primers para RAPD e possuem temperaturas de
ligacdo dos oligonucleotideos mais altas, aumentando a reprodutibilidade
dos produtos de ISSR (Tsumura et al., 1996; Reedy et al., 2002). Outra
vantagem € que podem ser utilizados para analisar qualquer organismo,
mesmo aqueles para os quais se dispde de pouca ou nenhuma informagao

genética prévia (Arcade et al., 2000).

2.2 Marcadores IRAPS

Marcadores IRAPs (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism)
sao marcadores baseados nas sequéncias dos retrotransposons que
utilizam oligonucleotideos iniciadores que amplificam regides entre
retrotransposons (Boronnikova et al., 2010; Kalendar et al., 1999).

Os retrotransposons apresentam longas sequéncias conservadas
em segmentos do DNA que permite novas insergdes e replicacéo desses
elementos no genoma. Varios desses elementos tém sido sequenciados e
alto grau de polimorfismo intra e interespecifico tem sido observado
(Kalendar, 2011; Boronnikova et al., 2010). Estas novas inser¢cdes podem
ser detectadas por meio de técnica de PCR e aplicadas em estudos
filogenéticos, diversidade genética e mapeamento genético (Kalendar,
2011; Grzebelus, 2006).

Assim como os marcadores ISSR, o polimorfismo dos marcadores

IRAPs é conferido pela presenca de uma determinada marca em um



individuo e auséncia desta mesma marca em outro (Kalendar et al.,
1999).

Os oligonucleotideos iniciadores para a técnica molecular IRAP sao
desenhados para as regides conservadas dos retrotransposons, as LTR,
que vao se anelar nestas regides conservadas (Kalendar et al., 1999 e
Kalendar, 2011).

Uma das vantagens desta técnica € a utilizagdo de primers com
especificidade para reduzir a contaminagao por produtos inespecificos e
uma das desvantagens é a necessidade de conhecer as sequéncias LTR
no genoma o qual sera estudado (Pasquali et al. 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Micologia e
Etiologia de doengas fungicas de Plantas pertencente ao Departamento de

Fitopatologia, da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

3.1 Obtencao dos isolados

Os 62 isolados foram provenientes da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA-HORTALICAS). Os isolados foram

obtidos de diferentes hospedeiros e regides geograficas do Brasil (Tabela

1).

Tabela 1: Isolados de Geotrichum sp. utilizados na avaliacdo de

diversidade genética.

Género Caodigo Hospedeiro Local de coleta
DNA

Geotrichum 822 Acerola fruto Aguas Claras/DF
Geotrichum 824 Alface caule Vargem Bonita/DF
Geotrichum 825 Beterraba raiz tubérculo Padre Bernardo/GO
Geotrichum 828 Araca Boi fruto Vigosa/MG
Geotrichum 829 Araca Roxo fruto Pelotas/RS
Geotrichum 830 Morango fruto Rio Grande /RS
Geotrichum 835 Cenoura processada Malunga Catetinho
Geotrichum 836 Maxixe fruto Planaltina/DF
Geotrichum 838 Batata tubérculo Canoinhas/SC
Geotrichum 841 Batata tubérculo Sul de Minas/MG
Geotrichum 842 Batata tubérculo Cristalina/GO
Geotrichum 843 Batata tubérculo Cristalina/GO
Geotrichum 846 Chuchu fruto Claro das Porgoes/MG
Geotrichum 847 Chuchu fruto Ceilandia/DF
Geotrichum 848 Chuchu fruto Ceilandia/DF
Geotrichum 849 Chuchu fruto Ceilandia/DF
Geotrichum 850 Chuchu fruto Ceilandia/DF
Geotrichum 851 Banana maga fruto Luiz Alves/SC
Geotrichum 852 Banana maga fruto Luiz Alves/SC

11



Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum

Geotrichum

Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
Geotrichum
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Geotrichum
Geotrichum

Geotrichum

Geotrichum

Geotrichum

854
856
857
861
866
867
870
871
872
873
874
877
879
882

883

509

571

1219
1220
1221
1222
1227
1229
1230
1231
1232
1233
1236
1240
1241
1242
1245
1246
1247
1248

1250

1251

Pitanga fruto
Pitanga fruto
Banana prata
Pitanga fruto
Pitanga fruto
Pitanga fruto
Tomate industria
Tomate fruto
Tomate fruto
Tomate de mesa
Tomate de mesa fruto
Tomate de mesa fruto
Cenoura

Berinjela fruto

Tomate Industria fruto
Jilé
Batata doce
Morango fruto
Tomate mesa
Maxixe fruto
Abacate fruto
Abacate fruto
Abacate fruto
Abacate fruto
Abacate fruto
Goiaba fruto
Goiaba fruto
Acerola fruto
Tomate fruto
Tomate rasteiro fruto
Tomate fruto
Morango fruto
Morango fruto
Morango fruto

Morango fruto
Morango fruto

Cebola podridao do prato

Embrapa/Asa Norte-DF
Embrapa/Asa Norte-DF
Luiz Alves/SC
Pelotas/RS
Anapolis/GO
Goianapolis/GO
Goiania/GO
Ponte Alta/Gama/DF
Ponte Alta/Gama/DF
Planaltina/DF
Gama/DF
Planaltina/DF
Brasilia/DF
Cha Grande/PE

Mucugé/BA
Vigosa/MG
Vigosa/MG
Brazlandia/DF
Corumba/GO
Padre Bernardo/GO
Padre Bernardo/GO
Padre Bernardo/GO
Padre Bernardo/GO
Padre Bernardo/GO
Padre Bernardo/GO
Camucim Séo Félix/PE
Camucim Sao Félix/PE
Ananindeua/PA
Corumba/GO
Planaltina/ DF
Cocalzinho/GO
Brazlandia/DF
Brazlandia/DF
Brazlandia/DF
Brazlandia/DF

Brazlandia/DF

Cristalina/GO
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Geotrichum 1252 Pitanga fruto Cristalina/GO

Geotrichum 1255 Chuchu fruto Ceilandia/DF
Geotrichum 1257 Banana nanica polpa Luiz Alves/SC
Geotrichum 1259 Tomate industria fruto Goiania/GO
Geotrichum 1260 Batata Baroa Marechal Floriano/ES
Geotrichum 1261 Batata Baroa Marechal Floriano/ES

Minas Gerais (MG), Distrito Federal (DF), Goias (GO), Rio Grande do Sul (RS), Santa
Catarina (SC), Parana (PR), Sdo Paulo (SP), Pernambuco (PE) Bahia (BA), Para (PA),
Espirito Santo (ES).

3.2 Extracao do DNA gendémico

Para identificagdo molecular, os 62 isolados foram cultivados em
placas com batata dextrose agar (BDA) cobertas com papel celofane e
mantidas a 25 °C por até duas semanas, o que dependera de cada isolado.
O micélio foi removido com auxilio de um escalpelo e colocado em
microtubos de 1,5 mL. A extragcdo do DNA gendmico foi realizada utilizando
o Kit de purificagdo de DNA gendmico da Promega (Wizard Genomic DNA

Purification Kit) conforme Pinho et al. (2012).

3.3 Analise de diversidade genética

Para amplificagao fragmentos de DNA foram utilizados os sete primers
descritos na tabela 2. As reagcbes de PCR foram preparadas utilizando os
reagentes e concentragdes recomendados pelo fabricante.

As reacbes de PCR foram preparadas utilizando os seguintes
reagentes para cada reacdo de 25 yL: 12,5 pL de Dream Taq TM PCR
Master Mix 2X (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania), 1 uL de cada primer (10
MM) sintetizado por Invitrogen (Carlsbad, EUA), 2 uL de DNA gendmico (25
ng/uL) e agua livre de nuclease para completar o volume total. As condi¢cdes
de PCR foram conduzidas em termociclador com temperaturas de
desnaturacgao, anelamento e extensdo programadas de acordo com cada
primer. A amplificagao foi realizada e amplicons foram estocados a -20°C
até serem feitas as anadlises em gel de agarose 1,5 %. Aliquotas dos
produtos amplificados foram separados por eletroforese a 80 V por 2 horas

em gel contendo Gelred e tampao TAE e examinado sob
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luz UV para verificar a pureza e o tamanho dos fragmentos. Os marcadores
de peso molecular, 1 Kb foi incluido em cada ensaio para tornar possivel a
determinagao dos tamanhos dos fragmentos.

As posicoes das bandas foram utilizadas para criar uma matriz
binaria cuja auséncia e presenca de bandas foram codificadas por 0 e 1,
respectivamente. Essa matriz foi adicionada ao software PAST3 (Hammer
et al., 2001), onde o indice de similaridade de Jaccard foi calculado para
cada combinagao de duas amostras. A partir da matriz de similaridade, os
dendrogramas foram construidos de acordo com o método das médias
aritméticas de grupos nado ponderados (UPGMA- unweighted pair group

method with arithmetic averages).

Tabela 2: SeqUéncias dos oligonucleotideos utilizados para analisar a
diversidade genética de Geotrichum sp.

Oligonucleotideos Referéncia

CIIRAP1-5-CGT ACG GAA CAC GCT ACA GA-3°  Santana et al., 2012
ClIRAP4- 5-CTT TTG ACG AGG CCA TGC-3

ClIIRAP2 - 5- AAT AAC GTC TCG GCC TTC AG-3' Santana et al., 2012
ClIRAP4 - 5- CTT TTG ACG AGG CCATGC- 3

(CAG) - 5-CAGCAGCAGCAGCAG-3 Rodrigues et al., 1991
(GA)- 5-GAGAGAGAGAGAGAGA-3’ Andrea Gonzdlez e
Xitlali Aguirre, 2004
(GACAC)? - 5-GACACGACACGACAC- 3 Weising et al., 1989
(TGTC)* - 5-TGTCTGTCTGTCTGTC-3’ Rodrigues et al., 1991
(GATA)* - 5-CATAGATAGATAGATA- 3’ Gente et al., 2006
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No total, 62 isolados de Geotrichum sp. foram utilizados para analise
da diversidade genética utilizando marcadores microssatélites e IRAPs. Os
isolados foram obtidos de varios hospedeiros e de regides geograficas
distintas.

O estudo é mais representativo em numero de isolados de Geotrichum
obtidos de frutas e hortalicas com presenca de podridao azeda no Brasil.
Trabalho semelhante foi conduzido por Gente et al., (2006) em diferentes
paises em que estudaram a diversidade de isolados de Geotrichum
candidum obtidos de diferentes substratos, dentre eles de laranja, para
estudos de tipagem molecular.

Foram testados cinco marcadores microssatélites e dois marcadores
IRAPs nas estirpes de Geotrichum sp. para selegao do oligonucleotideo
com maior poder discriminatorio entre os isolados, ou seja, que apresente
maior polimorfismo.

Analises de UPGMA gerou um dendrograma grafico, e cada isolado
apresentou um padrao especifico de banda dentro de cada marcador
molecular e os perfis de bandas diferiram de acordo com a posi¢éo (dados
ndo mostrados).

A escolha do ponto de corte limite fixado em 70% de similaridade foi
feito com a intengao de distinguir para cada marcador molecular o numero
de isolados que formaram ou nao clados. Os isolados que se ramificaram
acima de 70% de similaridade foram considerados relacionados ou mesmo
idénticos. Gente et al., 2002 consideraram um limite de 80% quando
utilizaram a técnica RAM-PCR e 70% quando utilizaram o RAPD-PCR.

Houve grande diversidade genética entre os isolados de Geotrichum
sp. deste estudo. Estudos prévios de diversidade genética dentro de
espéecies de Geotrichum candidum a partir de diferentes morfotipos,
substratos e origem geografica por meio do uso de técnicas moleculares
como RAM-PCR e RAPD-PCR, utilizando primers ISSR e primers (10 mers)
respectivamente revelaram alto grau de diversidade genética, indicando
que diferentes habitats exibem diferentes perfis genéticos detectado pela
técnica de PCR (Gente et al., 2002).
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Apesar da origem geografica e fonte de isolamento diferentes, em
todos marcadores moleculares analisados foram encontrados pelo menos
um clado representado por dois ou mais isolados que apresentaram perfis
idénticos (Figuras 1-7).

De acordo com o dendrograma obtido utilizando o oligonucleotideo
microssatélite (GATA)* ,foi possivel verificar a formagao de um clado com
maior numero de isolados agrupados, por exemplo, 846, 866, 872, 877,
1241, 1242, 1252, 849, 835, 836, 843, 850, 873, coletados de
hospedeiros como tomate, batata, cenoura, chuchu, maxixe e pitanga nos
estados de Minas Gerais, Goias, Distrito Federal ( Figura 7).

Por outro lado, foi observado que muitos isolados nédo foram
agrupados em clados, indicando que néo possuem semelhanga com os
outros isolados estudados (Figuras 1-7).

A analise dos dendrogramas UPGMA resultado da amplificagédo com
os sete oligonucleotideos testados para avaliar a diversidade genética em
frutas e hortalicas ndo revelaram nenhuma relagao entre a cidade dos quais
Geotrichum sp. foram procedentes. Isso pode ser observado nos
dendrogramas que nem todos os isolados procedentes da mesma cidade
nao foram posicionados no mesmo clado.

Somente o primer (GA)?2 classificou alguns isolados como idénticos,
em dois clados, com base na cidade e estado brasileiro dos quais eles
foram procedentes. Por exemplo, os isolados 1221, 1222, 1227, 1229 e
1231 séo da cidade de Sao Bernardo e os isolados 1251 e 1252 sdo da
cidade de Cristalina, ambos do estado de Goias (Tabela 1 e figura 4).

Os isolados 872 e 873 foram os unicos isolados agrupados
identicamente pelo primer (TGTC)* quanto ao hospedeiro (tomate) e estado
brasileiro simultaneamente (Distrito Federal) (Tabela 1 e figura 6). Em
estudos realizado por meio da técnica PCR-fingerprinting utilizando primers
universal N21, microssatélite ((GTG)?, (GACA)*, (CAC)®) e M13 com
complexo Galactomyces geotrichum coletados de diferentes origens
geograficas e fontes de isolamento, Naumova et al., (2001) observaram que
sete estirpes da espécie B exibiram perfis similares apesar da origem
geografica e fonte de isolamento diferentes. Porém o oligonucleotideo
microssatélite (CAC)® ndo mostrou nenhuma correlagéo significativa entre

o fingerprinting e a origem e fonte de isolamento.
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Todos os sete primers podem ser usados para classificar alguns
isolados idénticos em pelo menos um clado com comum substrato, cidade
e estado brasileiro simultaneamente. Com excegao dos primers (GACAC)?
e (GATA)* que foram os Unicos que apresentaram dois clados.

Marcellino et al., (2001) conduzindo um trabalho com estirpes de
Geotrichum candidum isolados de sete regides de fabricagdo de queijo na
Franca para estudar a diversidade genética por meio da técnica de PCR,
verificaram que houve um alto grau de diversidade genética nas estirpes
estudadas, porém estas ndo se agruparam de acordo com a regido das
quais foram isoladas.

Os isolados 1245, 1247 e 1250 procedentes da cidade de Brazlandia
e isolados de morango agruparam em um mesmo clado utilizando os
marcadores (GATA)*, (GACAC)3, (GA)® e (CAG)°, enquanto somente os
isolados 1247 e 1250 agruparam com o marcador CIIRAP2 e CIIRAP4.
Além disso, esses trés isolados agruparam em clados diferentes ao utilizar
os marcadores CIIRAP1 e CIIRAP4 e (TGTC)* Enquanto somente os
isolados 1247 e 1250 agruparam com o marcador CIIRAP2 e CIIRAP4. Além
disso, esses trés isolados agruparam em clados diferentes ao utilizar os
marcadores CIIRAP1 e CIIRAP4 e (TGTC)* Embora os seis isolados de
morango foram obtidos em Brazlandia, somente trés isolados (1245, 1247
e 1250) foram semelhantes usando os marcadores (GATA)*, (GACAC)3,
(GAR e (CAG)S.

Os isolados 870, 871, 872, 874, 877 isolados de tomate e
procedentes de localidade diferentes agruparam em um mesmo clado
utilizando os marcadores CIIRAP1 e CIIRAP4, CIIRAP2 e CIIRAP4 e
(CAG)®, enquanto os isolados 870, 871, 872 agruparam em mesmo clado
com o marcador (GA)® e (GACAC)3. Além disso, os isolados 874 e 877
agruparam em um mesmo clado ao utilizar (GA)®, (GACAC)3 e (TGTC)*. E
os isolados 870 e 871 agruparam com o marcador (GACAC)? e os isolados
870, 871 e 874 agruparam com o marcador (GATA)*. Os isolados 870, 871
e 874 agruparam em clados diferentes ao utilizar o marcador (TGTC)%.
Embora onze isolados foram isolados de tomate, somente os cinco isolados
(870, 871, 872, 874 e 877) foram semelhantes usando os marcadores
CIIRAP1 e CIIRAP4, CIIRAP2 e CIIRAP4, (CAG)>.
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Dos sete marcadores testados, quando utilizou o marcador
microssatélite (TGTC)?, um total de quarenta e oito isolados n&o agruparam
em clados. Indicando que os isolados sao diferentes, uma vez que os perfis
de bandas gerado por este marcador foram diferentes.

A técnica de amplificagao PCR utilizando os oligonucleotideos IRAPs
revelou que nao houve semelhancga dos isolados quando comparados com
aqueles em que foram utilizados oligonucleotideos microssatélites pois o
numero de isolados que foram agrupados no mesmo clado quando foi
utilizado marcadores IRAPS foram menores. Para os dois oligonucleotideos
CIIRAP1 e CIIRAP4 nove clados foram encontrados (Figuras 1 e 2
respectivamente) enquanto que para a maioria dos oligonucleotideos
microssatélites (CAG)®, (GACAC)3, (GATA)* dez clados foram formados
(Figuras 3, 5 e 7 respectivamente). Ja para os oligonucleotideos (GA)® e
(TGTC)* onze e cinco clados foram formados respectivamente (Figuras 4 e

6 respectivamente).
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Cenoura CDA 879 (Brasilia/DF)

Abacate fruto CDA 1230 (Padre Bernardo/GO)
Tomate indistria fruto CDA 883 (Mucugé/BA)
Chuchu fruto CDA 848 (Ceilandia/DF)

Jil6 CDA 509 (Vigosa/MG)

Berinjela fruto CDA 882 (Cha Grande/PE)
Morango fruto CDA 1245 (Brazlandia/DF)
Batata turbérculo CDA 843 (Cristalina/GO)
Chuchu fruto CDA 850 (Ceilandia/DF)

Banana maga fruto CDA 851 (Luiz Alves/SC)
Banana maga fruto CDA 852 (Luiz Alves/SC)
Pitanga fruto CDA 854 (Embrapa/ Asa Norte/DF)
Chuchu fruto CDA 847 (Ceilandia/DF)

Chuchu fruto CDA 846 (Claro das Por¢des/MG)
Tomate industria CDA 870 (Goiania/GO)
Tomate fruto CDA 871 (Ponte Alta/Gama/DF)
Tomate fruto CDA 872 (Ponte Alta/Gama/DF)
Tomate de mesa fruto CDA 874 (Gama/DF)
Tomate de mesa fruto CDA 877 (Planaltina/DF)

Tomate fruto CDA 1240 (Corumbé/GOB .
Tomate rasteiro fruto CDA 1241 (Planaltina/DF)

Tomate fruto CDA 1242 (Cocalzinho/GO
Morango fruto CDA 1246 (Brazlandia/DF)
Morango fruto CDA 1248 (Brazlandia/DF)
Banana nanica polpa CDA 1257 (Luiz Alves/SC)
Tomate indstria fruto CDA 1259 (Goiania/GO)
Batata baroa CDA 1260 (Marechal Floriano/ES)
Batata baroa CDA 1261 (Marechal Floriano/ES)
Batata turbérculo CDA 841(Sul de Minas/MG)
Morango fruto CDA 830 (Rio Grande/RS)

Batata doce CDA 571 (Vigosa/MG)

Pitanga fruto CDA 856 (Embrapa/ Asa Norte/DF)
Pitanga fruto CDA 861 (Pelotas/RS)

Pitanga fruto CDA 866 (Anapolis/GO)

Pitanga fruto CDA 867 (Goianapolis/GO)
Maxixe fruto CDA 1221 (Padre Bernardo/GO)
Tomate de mesa CDA 873 (Planaltina/DF)
Abacate fruto CDA 1222 (Padre Bernardo/GO)
Tomate mesa CDA 1220 (Corumba/GO)

Chuchu fruto CDA 849 (Ceilandia/DF)

Abacate fruto CDA 1227 (Padre Bernardo/GO)
Abacate fruto CDA 1231 (Padre Bernardo/GO)
Cebola podridao do prato CDA 1251 (Cristalina/GO)
Pitanga fruto CDA 1252 (Cristalina/GO)

Chuc%u fruto CDA 1255 (Ceilandia/DF)

Batata turbérculo CDA 842 (Cristalina/GO)
Araca Boi fruto CDA 828 (Vigosa/ MG)

Araga Roxo fruto CDA 829 (Pelotas/ RS)

Batata turbérculo CDA 838 (Canoinhas/SC)
Acerola fruto CDA 822 (Aguas Claras/ DF)
Alface caule CDA 824 (Vargem Bonita/DF)
Beterraba raiz tubérculo CDA 825 (Padre Bernardo/GO)
Cenoura processada CDA 835 (Malunga Catetinho)
Morango fruto CDA 1219 (Brazlandia/DF)
Goiaba fruto CDA 1232 (Camucim Sao Félix/PE)
Abacate fruto CDA 1229 (Padre Bernardo/GO)
Morango fruto CDA 1250 (Brazlandia/DF)
Acerola fruto CDA 1236 (Ananindeua/PA)
Banana maca prata CDA 857 (Luiz Alves/SC)
Morango fruto CDA 1247 (Brazlandia/DF)
Maxixe fruto CDA 836 (Planaltina/DF)

Goiaba fruto CDA 1233 (Camucim Séo Félix/PE)

Figura 1: Dendrograma gerado a partir do indice de similaridade jaccard e
agrupamento pelo critério UPGMA para 62 isolados de Geotrichum sp.
usando a combinagao dos oligonucleotideos CIIRAP1 e CIIRAP4.
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Similaridade
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

L 1 i L I

Pitanga fruto CDA 856 (Embrapa/ Asa Norte/DF)
Abacate fruto CDA 1229 (Padre Bernardo/GO)
Morango fruto CDA 1246 (Brazlandia/DF)
Morango fruto CDA 1248 (Brazlandia/DF)
Tomate fruto CDA 1240 (Corumba/GO)

Goiaba fruto CDA 1232 (Camucim Séo Félix/PE)
Morango fruto CDA 1247 (Brazlandia/DF)
Morango fruto CDA 1250 (Brazlandia/DF)
Tomate fruto CDA 1242 (Cocalzinho/GO)
Morango fruto CDA 1245 (Brazlandia/DF)
Batata turbérculo CDA 841(Sul de Minas/MG)
Banana magca prata CDA 857 (Luiz Alves/SC)

—
—]
l Chuchu fruto CDA 848 (Ceilandia/DF)

Acerola fruto CDA 822 (Aguas Claras/ DF)
Abacate fruto CDA 1230 (Padre Bernardo/GO)
Goiaba fruto CDA 1233 (Camucim Sdo Félix/PE)
Cenoura CDA 879 (Brasilia/DF)
Batata turbérculo CDA 842 (Cristalina/GO)
Araga Roxo fruto CDA 829 (Pelotas/ RS)
Batata turbérculo CDA 843 (Cristalina/GO)
Chuchu fruto CDA 846 (Claro das Por¢des/MG)
Chuchu fruto CDA 847 (Ceilandia/DF)
Chuchu fruto CDA 849 (Ceilandia/DF)
Chuchu fruto CDA 850 (Ceilandia/DF)
Banana magca fruto CDA 851 (Luiz Alves/SC)
Banana maga fruto CDA 852 (Luiz Alves/SC)
Pitanga fruto CDA 854 (Embrapa/ Asa Norte/DF)
Tomate rasteiro fruto CDA 1241 (Planaltina/DF)
r Tomate industria fruto CDA 883 (Mucugé/BA)
Beterraba raiz tubérculo CDA 825 (Padre Bernardo/GO)
Pitanga fruto CDA 861 (Pelotas/RS)
Pitanga fruto CDA 866 (Anapolis/GO)
Pitanga fruto CDA 867 (Goianapolis/GO)
Tomate indastria CDA 870 (Goiania/GO)
Tomate fruto CDA 871 (Ponte Alta/Gama/DF)
Tomate fruto CDA 872 (Ponte Alta/Gama/DF)
Tomate de mesa CDA 873 (Planaltina/DF)
Tomate de mesa fruto CDA 874 (Gama/DF)
Tomate de mesa fruto CDA 877 (Planaltina/DF)
Berinjela fruto CDA 882 (Cha Grande/PE)
Alface caule CDA 824 (Vargem Bonita/DF)
Jilo CDA 509 (Vigosa/MG)
Morango fruto CDA 830 (Rio Grande/RS)
Banana nanica polpa CDA 1257 (Luiz Alves/SC)
Tomate industria fruto CDA 1259 (Goiania/GO)
Batata baroa CDA 1260 (Marechal Floriano/ES)
Batata baroa CDA 1261 (Marechal Floriano/ES)
——— Araga Boi fruto CDA 828 (Vigosa/ MG)
L Batata turbérculo CDA 838 (Canoinhas/SC)

) Cenoura processada CDA 835 (Malunga Catetinho)
I Maxixe fruto CDA 836 (Planaltina/DF)

] Maxixe fruto CDA 1221 (Padre Bernardo/GO)
I Abacate fruto CDA 1227 (Padre Bernardo/GO)
— Batata doce CDA 571 (Vigosa/MG)
1 | Pitanga fruto CDA 1252 (Cristalina/GO)
Chuchu fruto CDA 1255 (Ceilandia/DF)
I Tomate mesa CDA 1220 (Corumba/GO)
Abacate fruto CDA 1222 (Padre Bernardo/GO)

|

{ | Abacate fruto CDA 1231 (Padre Bernardo/GO)
Cebola podridao do prato CDA 1251 (Cristalina/GO)
‘ I Morango fruto CDA 1219 (Brazlandia/DF)

Acerola fruto CDA 1236 (Ananindeua/PA)

Figura 2: Dendrograma gerado a partir do indice de similaridade jaccard
e agrupamento pelo critério UPGMA para 62 isolados de Geotrichum sp.
usando a combinagao dos oligonucleotideos CIIRAP2 e CIIRAP4.
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Similaridade
OI.D 0'.1 0;2 0.'3 0;4 0;5 0;6 O;T 0;8 0;9 1;0
Batata turbérculo CDA 842 (Cristalina/GO)

—1 Pitanga fruto CDA 856 (Embrapa/ Asa Norte/DF)
Goiaba fruto CDA 1233 (Camucim Sio Félix/PE)
Morango fruto CDA 1245 (Brazlandia/DF)
Morango fruto CDA 1247 (Brazlandia/DF
Morango fruto CDA 1250 %Brazléndia/DF;
Arac¢a Roxo fruto CDA 829 (Pelotas/ RS)
Chuchu fruto CDA 846 (Claro das Por¢des/MG)
Chuchu fruto CDA 848 (Ceildndia/DF)
Pitanga fruto CDA 854 (Embrapa/ Asa Norte/DF)
Banana maga fruto CDA 851 (Luiz Alves/SC)
Chuchu fruto CDA 849 (Ceilandia/DF)
Chuchu fruto CDA 850 2Cei1€1ndia/DF)
m Uit
omate fruto onte Alta/Gam:
L Tomate de mesa CDA 873 (Planaltina/DF)
—— Tomate fruto CDA 871 (Ponte Alta/Gama/DF)
l———— Pitanga fruto CDA 867 (Goianapolis/GO)

Tomate industria CDA 870 (Goidnia/GO)
| | Tomate de mesa fruto CDA 874 (Gama/DF)
Tomate de mesa fruto CDA 877 (Planaltina/DF)
—_—

Il

Berinjela fruto CDA 882 (Chi Grande/PE)
Cenoura CDA 879 (Brasilia/DF)

Tomate industria fruto CDA 883 (Mucugé/BA)
Chuchu fruto CDA 847 (Ceilandia/DF)

Acerola fruto CDA 822 (Aguas Claras/ DF)
Maxixe fruto CDA 836 (Planaltina/DF)

Batata turbérculo CDA 841(Sul de Minas/MG)
Acerola fruto CDA 1236 (Ananindeua/PA)
Banana maca prata CDA 857 (Luiz Alves/SC)

—
Cenoura processada CDA 835 (Malunga Catetinho)
Morango fruto CDA 1219 (Brazlandia/DF)
Tomate mesa CDA 1220 (Corumba/GO)
Maxixe fruto CDA 1221 (Padre Bernardo/GO)

Abacate fruto CDA 1222 (Padre Bernardo/GO
i Abacate fruto CDA 1227 (Padre Bernardo/GO
Banana mag fruto CDA 852 (Luiz Alves/SC)
_I. f—————— Abacate fruto CDA 1229 (Padre Bernardo/GO)

- Jilo CDA 509 (Vigosa/MG)

Batata doce CDA 571 (Vigosa/MG)

Batata turbérculo CDA 838 (Canoinhas/SC)
Tomate fruto CDA 1240 (Corumba/GQO)
Tomate rasteiro fruto CDA 1241 (Planaltina/DF)
Tomate fruto CDA 1242 (Cocalzinho/GO)
Chuchu fruto CDA 1255 (Ceilandia/DF)

- Abacate fruto CDA 1231 (Padre Bernardo/GO)

Pitanga fruto CDA 1252 (Cristalina/GO)
‘ | | Morango fruto CDA 1246 (Brazlandia/DF)
Morango fruto CDA 1248 (Brazlindia/DF)
Batata turbérculo CDA 843 (Cristalina/GO)
Abacate fruto CDA 1230 (Padre Bernardo/GO)
Cebola podriddo do prato CDA 1251 (Cristalina/GO)
I Alface caule CDA 824 (Vargem Bonita/DF)
Pitanga fruto CDA 861 (Pelotas/RS)
Beterraba raiz tubérculo CDA 825 (Il:{adre Bernardo/GO)
Araca Boi fruto CDA 828 (Vigosa/ MG)
Morango fruto CDA 830 (Rio Grande/RS)
- Goiaba fruto CD/—‘} 1232 (Cagluci(m Sao Il:é[i)}fSPCE))
 — Banana nanica polpa CDA 1257 (Luiz Alves,
Batata baroa CDA 1260 (Marechal Floriano/ES)
{ Batata baroa CDA 1261 (Marechal Floriano/ES)
Tomate indastria fruto CDA 1259 (Goiania/GO)

Figura 3: Dendrograma gerado a partir do indice de similaridade jaccard e
agrupamento pelo critério UPGMA para 62 isolados de Geotrichum sp.
usando o oligonucleotideo (CAG)°.
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Similaridade

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1.0
Abacate fruto CDA 1230 (Padre Bernardo/GO)
—|__| Alface caule CDA 824 (Vargem Bonita/DF)
Goiaba fruto CDA 1233 (Camucim Sdo Félix/PE)
Batata turbérculo CDA 841(Sul de Minas/MG)

4|_‘ Batata turbérculo CDA 842 (Cristalina/GO)
Tomate mesa CDA 1220 (Corumba/GO)

Pitanga fruto CDA 854 (Embrapa/ Asa Norte/DF)
y Tomate industria CDA 870 (Goiania/GO)
I Tomate fruto CDA 871 (Ponte Alta/Gama/DF)
y Tomate fruto CDA 872 (Ponte Alta/Gama/DF)
1 Tomate de mesa CDA 873 (Planaltina/DF)
Pitanga fruto CDA 856 (Embrapa/ Asa Norte/DF)
I Pitanga fruto CDA 861 (Pelotas/RS)
Pitanga fruto CDA 866 (Anapolis/GO)
Pitanga fruto CDA 867 (Goianapolis/GO)

Tomate de mesa fruto CDA 874 (Gama/DF)
_l I Cenoura CDA 879 (Brasilia/DF)
Tomate de mesa fruto CDA 877 (Planaltina/DF)

Tomate industria fruto CDA 883 (Mucugé/BA)

Berinjela fruto CDA 882 (Cha Grande/PE)
Tomate fruto CDA 1240 (Corumba/GQO)
Tomate fruto CDA 1242 (Cocalzinho/GO)
Batata doce CDA 571 (Vigosa/MG)

Tomate rasteiro fruto CDA 1241 (Planaltina/DF)
Morango fruto CDA 1246 (Brazlandia/DF)
Jilo CDA 509 (Vigosa/MG)
Morango fruto CDA 1245 (Brazlandia/DF)
Morango fruto CDA 1247 (Brazlindia/DF)
Morango fruto CDA 1250 (Brazlandia/DF)
Maxixe fruto CDA 1221 (Padre Bernardo/GO)
Abacate fruto CDA 1222 (Padre Bernardo/GO)
Abacate fruto CDA 1227 (Padre Bernardo/GO)
Abacate fruto CDA 1229 (Padre Bernardo/GO)
Abacate fruto CDA 1231 (Padre Bernardo/GO)
I Araga Roxo fruto CDA 829 (Pelotas/ RS)
Goiaba fruto CDA 1232 (Camucim Sdo Félix/PE)
Araga Boi fruto CDA 828 (Vigosa/ MG)
I Morango fruto CDA 830 (Rio Grande/RS)
Batata turbérculo CDA 843 (Cristalina/GO)
Chuchu fruto CDA 846 (Claro das Porgdes/MG)
Chuchu fruto CDA 847 (Ceilindia/DF)
Chuchu fruto CDA 849 (Ceilandia/DF)
w Banana maga fruto CDA 851 (Luiz Alves/SC)
i Banana maga fruto CDA 852 (Luiz Alves/SC)
| Batata baroa CDA 1260 (Marechal Floriano/ES
L Batata baroa CDA 1261 %Marcchal FlorianofES;
Chuchu fruto CDA 850 (Ceilandia/DF)
Acerola fruto CDA 1236 (Ananindeua/PA)
Chuchu fruto CDA 1255 (Ceilandia/DF)
r Banana nanica polpa CDA 1257 (Luiz Alves/SC)
L Tomate industria fruto CDA 1259 (Goiania/GO)
Morango fruto CDA 1248 (Brazlandia/DF)
Cebola podridio do prato CDA 1251 (Cristalina/GO)
Pitanga fruto CDA 1252 (Cristalina/GO)
Beterraba raiz tubérculo CDA 825 (Padre Bernardo/GO)
Maxixe fruto CDA 836 (Planaltina/DF)
Cenoura processada CDA 835 (Malunga Catetinho)
Batata turbérculo CDA 838 (Canoinhas/SC)
Chuchu fruto CDA 848 (Ceilandia/DF)
Acerola fruto CDA 822 (Aguas Claras/ DF)
Banana maga prata CDA 857 (Luiz Alves/SC)
Morango fruto CDA 1219 (Brazlandia/DF)

|

—_—

I

Figura 4: Dendrograma gerado a partir do indice de similaridade jaccard e
agrupamento pelo critério UPGMA para 62 isolados de Geotrichum sp.
usando o oligonucleotideo (GA)8.
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Similaridade
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

Alface caule CDA 824 (Vargem Bonita/DF)
1 Morango fruto CDA 1219 (Brazlindia/DF)
! Goiaba fruto CDA 1232 (Camucim Sdo Félix/PE)
Morango fruto CDA 1245 (Brazlindia/DF)
I Morango fruto CDA 1247 (Brazlandia/DF)
| Morango fruto CDA 1250 (Brazlindia/DF)
Tomate mesa CDA 1220 (Corumba/GO)
Abacate fruto CDA 1222 (Padre Bernardo/GO)
Abacate fruto CDA 1227 (Padre Bernardo/GQO)
Abacate fruto CDA 1229 (Padre Bernardo/GO)
Abacate fruto CDA 1231 (Padre Bernardo/GO)
e Maxixe fruto CDA 1221 (Padre Bernardo/GO)
Tomate fruto CDA 1240 (Corumba/GQO)
Tomate rasteiro fruto CDA 1241 (Planaltina/DF)
Tomate fruto CDA 1242 (Cocalzinho/GQO)
Chuchu fruto CDA 1255 (Ceilandia/DF)
Morango fruto CDA 1246 (Brazlandia/DF)
Pitanga fruto CDA 1252 (Cristalina/GO)
Banana nanica polpa CDA 1257 (Luiz Alves/SC)
Tomate industria fruto CDA 1259 (Goiania/GO)
Batata baroa CDA 1260 (Marechal Floriano/ES)
Batata baroa CDA 1261 (Marechal Floriano/ES)
Morango fruto CDA 1248 (Brazlandia/DF)
Cebola podriddo do prato CDA 1251 (Cristalina/GO)
Morango fruto CDA 830 ﬁRi{) Grande/RS)
' Cenoura CDA 879 (Brasilia/DF)
! Batata turbérculo CDA 838 (Canoinhas/SC)
L Cenoura processada CDA 835 (Malunga Catetinho)
—l_‘, Batata turbérculo CDA 843 (Cristalina/GQ)
Goiaba fruto CDA 1233 (Camucim Séo Félix/PE)
Pitanga fruto CDA 861 (Pelotas/RS)
Batata turbérculo CDA 842 (Cristalina/GO)
—1 Chuchu fruto CDA 850 (Ceilandia/DF)
Chuchu fruto CDA 847 (Ceilandia/DF)
1 Chuchu fruto CDA 848 (Ceilédndia/DF)
Pitanga fruto CDA 854 (Embrapa/ Asa Norte/DF)
| Pitanga fruto CDA 856 (Embrapa/ Asa Norte/DF)
_— Chuchu fruto CDA 846 (Claro das Por¢des/MG)
— [—— Banana maga fruto CDA 851 (Luiz Alves/SC)
_I b——————— Banana magca fruto CDA 852 (Luiz Alves/SC)
— Banana magi prata CDA 857 (Luiz Alves/SC)
Jilo CDA 509 (Vigosa/MG)
—I Batata doce CDA 571 (Vigosa/MG)
Acerola fruto CDA 1236 (Ananindeua/PA)
Beterraba raiz tubérculo CDA 825 (Padre Bernardo/GO)
Aragé Boi fruto CDA 828 (Vigosa/ MG)

Berinjela fruto CDA 882 (Cha Grande/PE)
e IE— Tomate industria fruto CDA 883 (Mucugé/BA)
Chuchu fruto CDA 849 (Ceilandia/DF)
Pitanga fruto CDA 866 (Anapolis/GO)
Pitanga fruto CDA 867 (Goianapolis/GO)
Tomate de mesa CDA 873 (Planaltina/DF)
Tomate de mesa fruto CDA 874 (Gama/DF)
| Tomate de mesa fruto CDA 877 (Planaltina/DF)
=1 I Tomate indistria CDA 870 (Goiania/GO)

Tomate fruto CDA 871 (Ponte AIta/Gama/DF%
| Tomate fruto CDA 872 }Ponte Alta/Gama/DF

Araga Roxo fruto CDA 829 (Pelotas/ RS)
_ Batata turbérculo CDA 841(Sul de Minas/MG)
Abacate fruto CDA 1230 (Padre Bernardo/GQO)
Maxixe fruto CDA 836 (Planaltina/DF)
Acerola fruto CDA 822 (Aguas Claras/ DF)

Figura 5: Dendrograma gerado a partir do indice de similaridade jaccard e
agrupamento pelo critério UPGMA para 62 isolados de Geotrichum sp.
usando o oligonucleotideo (GACAC)3.

23



Similaridade

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

- Morango fruto CDA 1247 (Brazlindia/DF)
L Morango fruto CDA 1250 (Brazlandia/DF)
Batata turbérculo CDA 838 (Canoinhas/SC)
Chuchu fruto CDA 850 (Ceilandia/DF)
Goiaba fruto CDA 1233 (Camucim Séo Félix/PE)
Chuchu fruto CDA 846 (Claro das Porgoes/MG)
Pitanga fruto CDA 856 (Embrapa/ Asa Norte/DF)
Araga Boi fruto CDA 828 (Vigosa/ MG)
Morango fruto CDA 830 (Rio Grande/RS)
Araca Roxo fruto CDA 829 (Pelotas/ RS)
Acerola fruto CDA 1236 (Ananindeua/PA
Batata turbérculo CDA 842 (Cristalina/GO)
Banana magi fruto CDA 851 (Luiz Alves/SC)

Berinjela fruto CDA 882 (Ché Grande/PE)
1 C]]UC]JILI fruto CDA 847 (Ceilandia/DF)
Chuchu fruto CDA 849 (Ceilandia/DF)
Tomate fruto CDA 1242 (Cocalzinho/GO)
Abacate fruto CDA 1230 (Padre Bernardo/GO)
Tomate industria fruto CDA 883 (Mucugé/BA)
Goiaba fruto CDA 1232 (Camucim Sio Félix/PE)
Alface caule CDA 824 (Vargem Bonita/DF)
— Banana maga fruto CDA 852 (Luiz Alves/SC)
{ Pitanga fruto CDA 854 (Embrapa/ Asa Norte/DF)
Banana maca prata CDA 857 (Luiz Alves/SC)

| | Tomate de mesa fruto CDA 874 (Gama/DF)
Tomate de mesa fruto CDA 877 (Planaltina/DF)

r Cenoura CDA 879 (Brasilia/DF)
| 1 Morango fruto CDA 1245 (Brazlandia/DF)
Morango fruto CDA 1219 (Brazlandia/DF)

Cenoura processada CDA 835 (Malunga Catetinho)
—I | Maxixe fruto CDA 836 (Planaltina/DF)

1 Batata turbérculo CDA 841(Sul de Minas/MQG)

— Beterraba raiz tubérculo CDA 825 (Padre Bernardo/GO)
Abacate fruto CDA 1222 (Padre Bernardo/GO)
Morango fruto CDA 1246 (Brazlandia/DF)

Acerola fruto CDA 822 (Aguas Claras/ DF)

Batata turbérculo CDA 843 (Cristalina/GO)

Morango fruto CDA 1248 (Brazlandia/DF)

Banana nanica polpa CDA 1257 (Luiz Alves/SC)
| 1 Tomate industria fruto CDA 1259 (Goiania/GO)
| Batata baroa CDA 1260 (Marechal Floriano/ES)
| Batata baroa CDA 1261 (Marechal Floriano/ES)
| Pitanga fruto CDA 861 (Pelotas/RS)
1 Tomate indtstria CDA 870 (Goiania/GO)
Maxixe fruto CDA 1221 (Padre Bernardo/GO)
1 I Tomate fruto CDA 1240 (Corumba/GQ)
Tomate rasteiro fruto CDA 1241 (Planaltina/DF)
Abacate fruto CDA 1231 (Padre Bernardo/GO)
'i r Cebola podridio do prato CDA 1251 (Cristalina/GO)
Pitanga fruto CDA 1252 (Cristalina/GO)
Chuchu fruto CDA 1255 (Ceilandia/DF)
Chuchu fruto CDA 848 (Ceilandia/DF)
; Tomate fruto CDA 872 (Ponte Alta/Gama/DF)
! Tomate de mesa CDA 873 (Planaltina/DF)
Pitanga fruto CDA 866 (Anapolis/GO)
Pitanga fruto CDA 867 (Goianapolis/GO)

Jilo CDA 509 (Vigosa/MG)
et Batata doce CDA 71 (Vicosa/MG)
Abacate fruto CDA 1229 (Padre Bernardo/GO)
—|_ Tomate mesa CDA 1220 (Corumba/GO)
L Abacate fruto CDA 1227 (Padre Bernardo/GO)
Tomate fruto CDA 871 (Ponte Alta/Gama/DF)

L

by

Figura 6: Dendrograma gerado a partir do indice de similaridade jaccard e
agrupamento pelo critério UPGMA para 62 isolados de Geotrichum sp.
usando o oligonucleotideo (TGTC)*.
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Similaridade

0.0 0.1 0;2 03 04 05 06 07 08 09 10
Alface caule CDA 824 (Vargem Bonita/DF)

[ Jilo CDA 509 (Vigosa/MG)
Batata doce CDA 571 (Vigosa/MG)
L Maxixe fruto CDA 1221 (Padre Bernardo/GO)

—— Beterraba raiz tubérculo CDA 825 (Padre Bernardo/GO)
Aracé Boi fruto CDA 828 (Vigosa/ MG)
Chuchu fruto CDA 846 (Claro das Por¢does/MG)
Pitanga fruto CDA 866 (Anapolis/GO)
Tomate fruto CDA 872 (Ponte Alta/Gama/DF)
Tomate de mesa fruto CDA 877 (Planaltina/DF)
Tomate rasteiro fruto CDA 1241 (Planaltina/DF)
Tomate fruto CDA 1242 (Cocalzinho/GO)
Pitanga fruto CDA 1252 (Cristalina/GO)
Chuchu fruto CDA 849 (Ceilandia/DF)
Cenoura processada CDA 835 (Malunga Catetinho)
1 - Maxixe fruto CDA 836 (Planaltina/DF)
Batata turbérculo CDA 843 (Cristalina/GO)
Chuchu fruto CDA 850 (Ceilandia/DF)
Tomate de mesa CDA 873 (Planaltina/DF)
Araga Roxo fruto CDA 829 (Pelotas/ RS)

Chuchu fruto CDA 847 (Ceilandia/DF)
1 Chuchu fruto CDA 848 (Ceilandia/DF)
Banana maga fruto CDA 851 (Luiz Alves/SC)
Banana maga fruto CDA 852 (Luiz Alves/SC)
Pitanga fruto CDA 854 (Embrapa/ Asa Norte/DF)
Pitanga fruto CDA 856 (Embrapa/ Asa Norte/DF)
Banana nanica polpa CDA 1257 (Luiz Alves/SC)
Pitanga fruto CDA 861 (Pelotas/RS)
Batata turbérculo CDA 838 (Canoinhas/SC)

Morango fruto CDA 830 (Rio Grande/RS)
) Tomate de mesa fruto CDA 874 (Gama/DF)
Tomate industria CDA 870 (Goiania/GO)
— Tomate fruto CDA 871 (Ponte Alta/Gama/DF)
— Pitanga fruto CDA 867 (Goianapolis/GO)
Tomate fruto CDA 1240 (Corumba/GO)
[~ Morango fruto CDA 1246 (Brazlandia/DF)
1 | Tomate mesa CDA 1220 (Corumba/GO)
Morango fruto CDA 1248 (Brazlandia/DF)
I Tomate industria fruto CDA 1259 (Goiania/GO)
Batata baroa CDA 1260 (Marechal Floriano/ES)
| Batata baroa CDA 1261 (Marechal Floriano/ES)
Chuchu fruto CDA 1255 (Ceilandia/DF)
e (G0iaba fruto CDA 1232 (Camucim Sdo Félix/PE)
Morango fruto CDA 1245 (Brazlandia/DF)
— 4| Morango fruto CDA 1247 (Brazlandia/DF)
Morango fruto CDA 1250 (Brazlandia/DF)
Acerola fruto CDA 1236 (Ananindeua/PA

Banana maca prata CDA 857 (Luiz Alves/SC)
| Cenoura CDA 879 (Brasilia/DF)
I Batata turbérculo CDA 841(Sul de Minas/MG)

Cebola podridao do prato CDA 1251 (Cristalina/GO)
Berinjela fruto CDA 882 (Cha Grande/PE)
Abacate fruto CDA 1227 (Padre Bernardo/GO)
Abacate fruto CDA 1229 (Padre Bernardo/GO)
= Abacate fruto CDA 1231 (Padre Bernardo/GO)
Tomate industria fruto CDA 883 (Mucugé/BA)
_|_| Goiaba fruto CDA 1233 (Camucim Sio Félix/PE)
Abacate fruto CDA 1222 (Padre Bernardo/GO)
Morango fruto CDA 1219 (Brazlandia/DF)
Abacate fruto CDA 1230 (Padre Bernardo/GO)
Batata turbérculo CDA 842 (Cristalina/GO)
Acerola fruto CDA 822 (Aguas Claras/ DF)

Figura 7: Dendrograma gerado a partir do indice de similaridade jaccard
e agrupamento pelo critério UPGMA para 62 isolados de Geotrichum sp.
usando o oligonucleotideo (GATA)*.

25



5. CONCLUSOES

e Ha uma elevada diversidade genética entre os isolados obtidos de
diferentes hospedeiros e procedentes de diferentes localidades
brasileira.

e Existe uma tendéncia de isolados de um mesmo hospedeiro ou regido

geografica serem semelhantes quando foi utilizado diferentes
marcadores moleculares.
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