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RESUMO

A banana (Musa sp.), é uma das frutas mais consumidas no mundo, sendo
plantada predominantemente nos paises tropicais. Um dos principais fatores que
reduzem a producdo da bananeira é a incidéncia da fusariose, doenga causada
pelo fungo Fusarium oxysporum f.sp. cubense, podendo comprometer até 100%
da produgéo. O principal método de controle da fusariose da bananeira consiste
no uso de cultivares resistentes. Contudo, para a adocado dessa estratégia é
importante ter um amplo conhecimento sobre a variabilidade do patégeno. O
presente trabalho teve como objetivo estudar a variabilidade genética de isolados
de F. oxysporum f. sp. cubense de diferentes areas geogréficas, através de
marcadores RAPD, RFLP-PCR das regides ITS e IGS e seqiénciamento da
regiao ITS do rDNA. A utilizacdo de nove primers decameros nas reacdes de
RAPD gerou 61 bandas, sendo todas elas polimérficas, 0 que ressalta a alta
variabilidade do patégeno. Nao se constatou nenhuma relacdo entre os
agrupamentos baseados em RAPD e a origem geogréfica dos isolados. Ja a
técnica de PCR-RFLP foi menos sensivel na constatacdo da variabilidade
genética, principalmente considerando-se a regido ITS. Os dados de
sequenciamento indicaram fragmentos variando de 517 a 554 nucleotideos com
alta similaridade (96 a 98 %). As sequéncias obtidas também mostram elevada
similaridade com de seqliéncias de outros isolados de Fusarium spp. depositados

no Genbank.

Palavras chaves: Fusariose, mal-do-Panama, variabilidade genética,

marcadores moleculares



ABSTRACT

Bananas (Musa sp.) are the most consumed fruit in the world and they are
primarily grown in tropical countries. One of the main causes for reduction in
banana production is the onset of fusariosis, disease caused by the fungus
Fusarium oxysporum f.sp. cubense, which can compromise up to 100% of the
production. The fusariosis is best controlled through the development of resistant
hybrid varieties. However, before such strategy is used it becomes necessary to
know a great deal about the variability of the pathogen. The aim of this paper was
to study the genetic variability of F. oxysporum f. sp. cubense samples from
different geographical areas, using RAPD, RFLP-PCR markers from the ITS and
IGS regions, including a sequence from the ITS region of the rDNA. The use of
nine primers in the RAPD reactions has produced 61 bands, all polymorphic, as
an example of the high variability of the pathogen. No relation has been found
between the groupings based on the RAPD and the geographical sources of the
isolated groupings. On the other hand, the PCR-RFLP technique has proved to be
less useful to determine genetic variability, especially in the case of the ITS region.
The sequencing data have indicated fragments ranging from 517 to 557
nucleotides with high similarity (96 to 98 %). The sequences obtained also
revealed great similarity with sequences from other isolated Fusarium spp. stored
in the Genbank.

Key words: Fusariosis, mal-do-Panamd, Molecular markers



| - INTRODUCAO

A banana possui alto valor nutritivo, sendo consumida na maioria das vezes
de forma “in natura”. Por ser de baixo custo é integrante da alimentagdo de boa
parte da populacao de baixa renda (Cordeiro, 1995, 1997; Alves, 1999). Segundo
Gongalves, et al. (2005) a banana € quarto produto vegetal mais consumido no
mundo, sendo superada apenas pelo arroz, trigo e milho.

No Brasil, a bananeira (Musa sp.) € cultivada em praticamente todos os
estados. O pais se destaca como o segundo maior com 6,6 milhdes de toneladas
e com area colhida de 496,6 mil hectares, sendo superado apenas pela india
(IBGE, 2004; IEA, 2005).

Um dos principais fatores que reduzem a produgdo da banana esta
relacionado aos aspectos fitossanitarios. No Brasil, a fusariose, ou mal-do-
Panama, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f.sp. cubense, provoca perdas
elevadas, podendo atingir até 100% da producéo. O problema é ainda mais grave
nas cultivares Maca e Prata, as preferidas do consumidor nacional, mas altamente
suscetiveis ao patdégeno. O fungo apresenta alta capacidade de sobrevivéncia no
solo, principalmente na forma de clamiddsporos (Cordeiro et al., 1993, Cordeiro,
1997).

O Mal-do-Panaméa esta amplamente distribuido no mundo, infectando
grande numero de cultivares. No passado, esta doenca foi responsavel pela
substituicao da cultivar mais plantada no mundo, a ‘Gros Michel’, €, no Brasil, tem
condicionado a reducdo de areas plantadas com a cultivar maga e sua
substituicao pelas cultivares do subgrupo Cavendish (Matos, et al., 2001).

Métodos baseados na analise de DNA tém sido muito Uteis nos estudos de
filogenia de Fusarium e na diferenciacdo de espécies, formae specialis e ragas de
isolados. Dentre os varios métodos existentes, destacam-se a amplificagdo de
fragmentos de DNA polimorficos ao acaso (RAPD), a andlise do polimorfismo no
comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP) e o seqUénciamento do DNA,

sendo que as duas ultimas tém regides do DNA ribossémico como principais alvos



(Kistler et al., 1987; Guadet et al., 1989; Peterson, 1991; Lodolo et al., 1993; Kin et
al., 1993. 1995, 2001; Oliveira & Costa, 2002).

A regido gendmica que codifica para o RNA ribossomal nuclear (rDNA) é
constituida de sequéncias codificantes e nao-codificantes, que evoluem em
diferentes velocidades. Esta regido apresenta varias copias do rDNA e tem sido
amplamente utilizada para estimar a variabilidade genética tanto de fungos quanto
de outros organismos (Leal-Bertioli, 1998; Lorieco et al., 1995; Peterson, 1991).

O principal método de controle da fusariose da bananeira consiste no uso
de cultivares resistentes, embora a ocorréncia de distintas racas do patdégeno
dificulte sua adogcdo em muitas areas produtoras (Alves, 1999; Cordeiro; 1995,
1999; Borges & Sousa, 2004). Para a utilizacdo de cultivares resistentes é
importante a determinagao precisa da(s) raga(s) de ocorréncia numa determinada
area, assim como é importante o conhecimento da variabilidade genética do
patégeno (Borges & Sousa, 2004).

O presente trabalho teve como objetivo estudar a variabilidade genética de
isolados de F. oxysporum f. sp. cubense de diferentes areas geogréficas, através
de marcadores RAPD, RFLP-PCR das regides ITS e IGS e sequénciamento da
regiao ITS do DNA ribossomal.



Il - REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia da bananicultura

A banana (Musa sp.) é uma fruta de grande importancia econémica e social

em todo o mundo, sendo cultivada em mais de 100 paises, com area colhida de
quatro milhées de hectares e producdo superior a 66,5 milhdes de toneladas,
oriundas, principalmente, de pequenas propriedades (IBGE, 2005).
No Brasil é cultivada em praticamente quase todos os estados, destacando-se
como principais produtores: Sdo Paulo, Bahia, Santa Catarina, Para e Ceara.
Estima-se que o volume total da producao esteja em torno de 6,6 milhdes ton/ano
e area colhida de 496 mil hectares, sendo superado apenas pela india, colocando
0 pais como o segundo maior produtor. O nordeste brasileiro é responsavel por
35,77% da produgdo nacional, com 2.534759t, seguido pelas regides Sudeste,
com 1.953,66t (29,67%) e norte, com 16,53%. O estado de Alagoas contribui
aproximadamente 51,8 mil toneladas (IBGE, 2004). O Brasil € o maior consumidor
per capita com 29kg/hab/ano (IBGE,2004; IEA, 2005).

Embora a bananeira seja uma planta tipicamente tropical € n&do ocorram
restricbes com relacdo a temperatura, pluviosidade, luminosidade, altitude e
umidade relativa a produtividade alcangada em alguns bananais € muito baixa, o
que limita a competitividade econémica com outros centros produtores de banana
(Silva, 2003; Borges & Sousa, 2004; Salomao et al., 2005).

2.2. A fusariose da bananeira ou "Mal-do-Panama"

A fusariose da bananeira, também conhecida como mal-do-Panama ou
murcha-de-fusario da bananeira € uma importante doenca causada pelo fungo
F. oxysporum f.sp. cubense. A doenga foi descrita pela primeira vez por Higgins,
em 1904 no Havai (EUA). Por volta de 1912, a fusariose da bananeira ja se
apresentava na Jamaica como o mal que iria destruir as plantagdes constituidas



pela cultivar ‘Gros Michel’ da América Central. No Brasil, a fusariose da bananeira
foi relatada pela primeira vez em 1930, no Municipio de Piracicaba - Sao Paulo, na
cultivar Macga, na qual causou severas perdas, tornando-se fator limitante para o
seu cultivo. Por ser de facil disseminacgao, e pela alta capacidade de sobrevivéncia
do fungo na auséncia do hospedeiro, atualmente a doenca esta presente em todos
os estados brasileiros (Cordeiro & Kimati, 1997; Alves, 1999; Pereira et al., 2005).

No campo, a infeccao inicial das plantas de bananeira pode ocorrer através
de ferimentos nas raizes, nematodides contaminados, por insetos que tenham tido
contato com plantas infectadas, pelas aguas das chuvas ou de irrigacao, entre
outras (Borges, & Sousa, 2004; Saloméao et al., 2005).

Na bananeira, o patégeno invade o sistema radicular, se disseminam no
cilindro central do rizoma e dai segue para as bainhas das folhas. Em seguida as
folhas apresentam uma clorose, semelhante a um sintoma de deficiéncia de
potassio. As folhas podem também se apresentar com varias faixas
amarelas, com largura de 2 a 4 cm, ligando a nervura principal com a do bordo.
Quando isto ocorre, geralmente aparece um fendilhamento vertical no
pseudocaule, com profundidade de 2, 3 ou 4 bainhas. Esse fendilhamento inicial é
pequeno, mas logo se alonga por algumas dezenas de centimetros de
comprimento com varios de largura; ele aparece sempre a partir de 10 a 20 cm
acima do colo do rizoma. Isto ocorre porque as bainhas externas param de
crescer, enquanto que as bainhas internas continuam o seu crescimento normal.
Nessa ocasido, fazendo-se um corte transversal no pseudocaule, préximo a sua
base, € possivel observar a existéncia de manchas isoladas escuras e irregulares
nos tecidos das bainhas, sintoma caracteristico da doenga (Cordeiro, 1997;
Cordeiro & Kimati, 1997; Alves, 1999)

Decorridas algumas semanas, estas manchas avangam irregularmente pelo
pseudocaule, até atingirem a roseta foliar. Em estagio mais avangado da infecgao,
as manchas formadas nos tecidos semi-desidratados também se colonizar
lateralmente e formam um anel escuro, um pouco distante da bainha da folha mais
nova. Essa regido fica escurecida e seca (Moreira, 1999). Na auséncia do

hospedeiro, o patdogeno sobrevive principalmente no solo, na forma de estruturas



de resisténcia denominadas clamidésporos (Cordeiro & Kimati, 1997; Cordeiro et
al., 2005). Esses mesmos autores citam a importancia de estirpes nao virulentas
de F. oxysporum na manutencao de estirpes virulentas. De acordo com essa linha
de raciocinio as linhagens n&ao-virulentas podem formar heterocarios com
linhagens virulentas, assim os nucleos da forma virulenta persistem no micélio de
crescimento saprofitico, voltando a atuar quando em presenca da planta
hospedeira (Borges & Sousa, 2004).

As principais formas de disseminacdo de F. oxysporum f.sp. cubense
constituem no contato do sistema radicular de plantas sadias com esporos
liberados por plantas doentes e, em muitas areas, no uso de mudas
contaminadas. O fungo também é disseminado por agua de irrigacédo, drenagem e
inundacao, assim como pelo homem, por animais e equipamentos agricolas
(Cordeiro & Kimati, 1997; Cordeiro, 1997; Batista-Filho 2002; Borges & Sousa,
2004; Saloméao et al., 2005).

Os propagulos entram em contato com a superficie do hospedeiro
suscetivel e iniciam a etapa de infec¢ao. A germinagao das estruturas reprodutivas
exige condi¢des de alta umidade. Os conidios germinam formando um promicélio
ou tubo germinativo que se fixa na superficie vegetal através de um apressoério. A
hifa originaria do apressério penetra de forma direta sobre a superficie intacta do
tecido vegetal através da pressdo mecanica e producao de enzimas e toxinas. A
penetracao pode ser também através de aberturas naturais (Batista-Filho, 2002).

A alta umidade relativa e temperatura das regides tropicais favorecem a
ocorréncia da doenga, assim como solos arenosos e mal drenados, problemas
nutricionais principalmente aqueles relacionados aos elementos P, Ca, Mg e Zn,
solos &cidos e caréncia de matéria organica, ferimentos nas raizes, incidéncia de
nematodides (Radopholus similis e Meloidogyne sp.) e de pragas como 0 moleque
da bananeira (Cosmopolites sordidus) (Cordeiro, 1999; Alves, 1999; Borges &
Sousa, 2004).

A capacidade de sobreviver no solo através de clamiddsporos, mesmo na
auséncia da hospedeira, por um periodo de até 50 anos, torna este fitopatégeno

um dos mais seérios problemas para a bananicultura no Brasil e no mundo



induzindo a morte prematura de plantas adultas, principalmente na ocasidao do
florescimento (Pereira & Gasparotto, 2003; Borges & Sousa, 2004; Pereira et al.,
2005). Borges & Sousa (2004), relatam que o patégeno tem sido detectado
associado com plantas invasoras, dentre elas Paspalum fasciculatum, Panicum
purpurascens, Ixophorus unisetus, Commelina diffusa e Amaranthus sp., todas de
ocorréncia comum em bananais.

A obtencao de cultivares resistentes é hoje uma das principais linhas de
acao visando o controle da doenca (Borges & Sousa, 2004; Pereira et al., 2005).

As cultivares de interesse comercial apresentam graus variaveis de
resisténcia a doenca. Destacam-se, nesse sentido, as cultivares: ‘Ouro’, ‘Nanicas’,
‘Nanicao’, seguidas de ‘Terra’ e ‘Prata’. Por outro lado a cultivar ‘Maca’ comporta-
se como altamente suscetivel a doenca (Borges & Sousa, 2004). Apesar da
resisténcia de algumas cultivares, fatores, como desequilibrios nutricionais,
parasitismo de nematéides, ou periodos elevados de estiagem, podem tornar-las
predispostas ao ataque do patégeno. (Alves, 1999, Borges & Sousa, 2004).

Sao conhecidas quatro racas de F. oxysporum f. sp. cubense (Ploetz, 1993;
Robinson, 1996), sendo para a banana as ragas 1, 2 e 4 as mais importantes. As
racas 1 e 2 estdo distribuidas no mudo todo (Nozaki, 2003; Pereira & Gasparotto,
2003) e é virulenta para a maioria das cultivares. A raga 2, infecta bananeiras
do subgrupo Bluggoe (ABB), como as cultivares Figo cinza, Figo Vermelho ou
Marmelo, Pelipita entre outras, enquanto a raga 3 s6 foi encontrada em espécies
selvagens e em plantas ornamentais (Heliconia sp.) (Batista-Filho, 2002).

O aparecimento da raca 4 deu novo destaque aos problemas fitosanitarios,
enfatizando a necessidade de pesquisas na busca de novas alternativas genéticas
ou culturais para o controle da doenca (Sun et al., 1978, apud Nozaki, 2003).
Essa raca é virulenta a algumas cultivares do subgrupo Cavendish que se
comportam como resistentes a raca 1 (Nozaki, 2003). A raca 4 é a mais agressiva
e apresenta ampla gama de hospedeiros ( Hwang, 1993;). No Brasil, a raca 1 tem
sido relatada com maior freqiéncia (Cordeiro, 1997; Nozaki, 2003). Messiaen &
Cassini, 19682 apud Menezes & Oliveira, (1993), relatam & existéncia de mais de



60 formae specialis dentro desta espécie. A fase sexual ou teliomérfica desse
patdégeno ainda é desconhecida (Menezes & Oliveira, 1993)

'SUN, E.J.; SU, H.J.; KO, W.H. Identification of Fusarium oxysporum f. sp. Cubense
race 4 fron soil or host tissue by cultural characters. Phytopathology, Sain Paul, v. 8,

p. 1672-1673, 1978.
MESSIAEM, C.M. ET & CASSINI, R.,, RECHERCHES SUR LES Fusarium, La
systématique dés Fusarium, tome 19, p. 396-454. 1968.



2.3. Caracterizacao e diversidade genética de fungos fitopatogénicos por
meio de técnicas moleculares

Uma das regides gendmicas que vém sendo mais utilizadas para estudos
de diversidade genética de fungos fitopatogénicos é aquela que codifica para os
genes do RNA ribossdmico (rDNA). A funcdo basica dos ribossomos é a de
traduzir o mRNA em peptideos. Dessa forma, esses genes estdo presentes
universalmente em sistemas vivos, em um alto nimero de cépias no genoma
(White et al., 1990)

O DNA que codifica o RNA ribossédmico (rDNA) em organismos eucarioticos
apresenta-se como um agregado génico composto pelas subunidades 18S, 5,8S e
28S. Estes genes sdo separados por regides denominadas “internal transcribed
spacer” (ITS1 e ITS2) que sao transcritas e processadas para dar origem aos
RNA’s ribossdmicos (Brasileiro 2003; Nozaki, 2003). Por ser constituido por
regides que evoluem em diferentes velocidades, o rDNA é considerado como um
“conjunto de cronémeros”, cada um oferecendo diferentes perspectivas da historia
da evolugdo dos fungos. Este atributo torna o rDNA muito util para determinar
relagdes filogenéticas entre os grupos de fungos de taxa distantes, assim como
entre isolados da mesma espécie (White et al., 1990)

A presenca de seqiéncias conservadas do rDNA (18S, 5,6S e 28S)
permitiu o desenvolvimento de “primers” universais, isto é que podem ser
utilizados em uma ampla gama de espécies de fungos. Estes primers universais,
flanqueiam as regides ITS e IGS do rDNA (White et al., 1990; Silva-Hanlin et al.,
1997; Kuramae & Sousa, 2002).

Em espécies de Fusarium, assim como em outros fungos, a variagdo no
rDNA tem sido estimada pela analise do polimorfismo no comprimento de restricao
(RFLP) de fragmentos amplificados por PCR (Nicholson et al., 2003) ou por
comparacdo de seqUéncias de nucleotideos determinadas mediante
seqlénciamento de regides do rDNA (Logrieco et al., 1991). Kuramae & Sousa
(2002) detectaram variabilidade genética entre “formae speciales” de F.
oxysporum através de digestao de produtos de PCR correspondente a regiao ITS.



Utilizando a mesma técnica, Brasileiro (2003) encontrou variabilidade entre
isolados de F. solani, e Galvao (2005) detectou a polimorfismo em isolados de F.
guttiforme, agente da fusariose do abacaxi.

Muitas analises vém sendo realizadas com uma outra porcao do rDNA que
€ a regiao espacadora ou intergénica (IGS). Esta regido é mais conservada do que
a ITS e ela esta localizada entre os genes 18S e 28S. Kin et al. (2001)
encontraram variagdes dentro da regido espacadora intergénica (IGS) para formae
specialis de Fusarium oxysporum através da digestdo com enzimas de restricao
(Bglll, EcoRl, Hincll, Hindlll, Kpnl, Nrul, Sall, Smal, Xhol, €) demonstrando assim
que técnica pode ser util na distincao de formae specialis.

Alves-Santos et al. (1999), também utilizaram a regido IGS para avaliar a
variabilidade genética entre isolados de Fusarium oxysporum f. sp phaseoli.do
feijoeiro (Phaseolus vulgaris). Foi feita a relacdo entre compatibilidade vegetativa
de isolados ndo patogénicos e patogénicos e também a digestdo com
endonucleases da regido IGS e os resultados obtidos demonstraram que néo
havia nenhuma correlacdo entre o polimorfismo do comprimento do fragmento
com viruléncia.

Llorens et al. (2005), caracterizou através do polimorfismo de comprimento
por PCR-RFLP, da regiao IGS, 44 isolados de Fusarium spp., sendo cinco F.
culmorum, sete F. graminearum, um F. cerealis, um F. poae, 26 F. oxysporum, e
um complexo de quatro espécies de Gibberella fujikuro, oriundas de diferentes
hospedeiros e provenientes da Espanha e da Holanda. Os padrbes da digestao do
produto de PCR correspondente a regido IGS ndao mostraram nenhuma relacao
com hospedeiro, a origem geografica ou com a capacidade de producado de
micotoxinas dos isolados. Entretanto, os haplétipos obtidos com as seis enzimas
de restricdo (Alul, EcoRlI, Cfol, Hapll, Pstl e Xhol) permitiram separar as seis
espécies de Fusarium e verificar a relacdo genética entre os grupos. Portanto, a
regiao IGS também parece ser bastante confiavel para esse tipo de analise.

Edel et al. (2001) estudaram a diversidade genética de 350 isolados de F.
oxysporum de seis solos franceses. Todos os isolados foram caracterizados pela

andlise de digestao do fragmento IGS, com diferentes enzimas de restricdo. Estas



andlises revelaram que a estrutura genética das populagdes variaram
extensamente, e que esta variacao estava relacionada com o tipo de solo em que
o fungo foi isolado.

Yli-Mattila et al. (2004), utilizaram sondas para regiao do rDNA para separar
F. langsethiae de F. poae, os quais foram descritos recentemente e incluidos em
um mesmo grupo por apresentarem semelhangas morfolégicas. Os autores
ressaltam que sem os resultados obtidos com as ferramentas moleculares nao
seria possivel descrever F. langsethiae como uma espécie nova.

Um grande avango na area de marcadores moleculares baseados em PCR
(reagdo em cadeia de polimerase) ocorreu com a idéia de se usar primers mais
curtos e de sequéncias arbitrarias para dirigir a amplificacdo de regides aleatérias
do genoma. Essa técnica é conhecida como amplificacdo ao acaso de DNA
polimérfico (RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA) e foi desenvolvida no
inicio da década de 1990 por dois grupos independentes, (Williams et al., 1990;
Welsh & McClelland, 1990). Esta variagdo foi desenhada para contornar o
problema do conhecimento prévio da sequtiéncia de DNA que se deseja amplificar,
possibilitando a utilizacdo da técnica em organismos onde nenhum conhecimento
de sequéncia de DNA exista. Tal método permite de maneira mais rapida,
identificar o grau de similaridade entre gendtipos a niveis inter e intraespecifico
(Brasileiro, 2003).

Desde entéo, a técnica de RAPD vem sendo aperfeicoada e amplamente
utilizada com as mais diversas aplicacées na analise genética de procariotos e
eucariotos (Ferreira & Grattapaglia, 1996). Além do fato de ndo ser necessario
conhecer seqliéncias do genoma, a técnica de RAPD apresenta outros aspectos
positivos como o fato de cobrir todo o genoma, inclusive regiées ndo codificantes,
as quais nao sofrem pressdo de selecdo. Adicionalmente, os marcadores RAPD
séo apontados como os mais simples de serem gerados e 0s de custo mais baixo.
Em virtude desses aspectos positivos a técnica de RAPD se tornou o
procedimento mais empregado em analises de diversidade (Williams et al., 1990).
Contudo, alguns cuidados devem ser observados com sua utilizagdo. Por

exemplo, a técnica deve ser utilizada, preferencialmente, para comparar individuos



da mesma espécie, ou no maximo do mesmo género. Outro aspecto a ser
considerado é que muitas bandas de RAPD sao de dificil reprodutibilidade, assim
apenas as bandas mais consistentes devem ser consideradas (Ferreira &
Grattapaglia, 1996)

O polimorfismo detectado em um loco RAPD pode ser conseqiéncias de
mutagbes que ocorrem em uma ou em ambas as fitas de DNA. Essas mutagdes
por sua vez podem ser devidas a substituicdbes de nucleotideos ou a delecdes
ocorridas nas regides de anelamento dos primers. Outra possibilidade é a
ocorréncia de insercoes de fragmentos de DNA entre as regides de anelamento
dos primers, tornando a regido a ser amplificada mais extensa, além da
possibilidade de amplificacdo por parte da DNA polimerase (Ferreira &
Grattapaglia, 1996; Cruz & Milach, 1998).

Outra desvantagem dos marcadores RAPD ¢ o fato de serem tipicamente
dominantes, isto é, o fendtipo eletroforético de um individuo heterozigoto para um
determinado loco ndo é geralmente distinguido de um individuo homozigoto para o
mesmo loco (Ferreira & Grattapaglia, 1996).

A capacidade multiplex da RAPD, ou seja a capacidade de identificacao de
mais de um loco polimérfico na mesma reagcdo permite comparar as diferentes
técnicas moleculares em relagdo a sua eficiéncia para andlise de variabilidade
genética. Marcadores RAPD em geral apresentam um bom contetdo informativo,
isto é, possuem uma boa capacidade multiplex, identificando um alto nimero de
locos polimoérficos por reacdo, embora discriminem um baixo nimero de alelos por
loco. O polimorfismo genético detectado pelos marcadores RAPD tem natureza
binaria, isto €, o seguimento amplificado estda presente ou ausente (Brasileiro,
2003).

Através da analise de RAPD varios pesquisadores tém conseguido detectar
variabilidade genética entre isolados de Fusarium spp. Por exemplo, Jesus et al.
(1995) detectou alta variabilidade entre isolados de F. oxysporum f.sp. cubense.
Kelly et al. (1994) conseguiram distinguir F. oxysporum ciceris, agente causal de
fusariose em grao de bico (Cicer arietinum L), de outras formae specialis e de



outras espécies de Fusarium que ocorrem na cultura. Com a mesma analise
separaram os isolados que causam amarelecimento, seca e 0s nao virulentos.

O sequénciamento de DNA, procedimento que determina a ordem com que
os nucleotideos ocorrem num genoma ou numa seqiéncia de DNA, constitui na
técnica mais eficiente na determinacao de variabilidade genética. Existem varios
métodos disponiveis, e cada um apresenta vantagens e desvantagens. Um dos
mais utilizados é o chamado “método didesoxi” conhecido também como de
“terminadores de cadeia” ou de “Sanger”; ele constitui a base da metodologia
empregada no seqglenciamento da maioria dos genomas. Esse método utiliza
analogos de nucleotideos conhecidos como didesoxiribonucleotideos. Esses
compostos podem ser incorporados a uma seqiéncia em extensdo, mas nao
permitem que a extensdo da cadeia continue. Cada didesoxiribonucleotideo é
marcado com uma fluorescéncia distinta, possibilitando identificar o nucleotideo
incorporado na extremidade (Figueiredo, et al., 2003).

As seqUéncias de nucleotideos de varios organismos sao depositadas em
bancos de dados virtuais, sendo o Genbank o mais conhecido. Dessa forma, tais
dados podem ser utilizados para analisar a filogenia de varios organismos,
comparando-se a sequUéncia obtida com outras seqiéncias armazenadas em

bancos de dados.



Il - METODOLOGIA

3.1. Local de execucao.

Os trabalhos foram conduzidos no laboratério de Biologia Molecular do
departamento de Fitotecnia e Fitossanidade do Centro de Ciéncias Agrarias
(CECA) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL)- Campus Delza Gitai, em Rio
Largo Estado de Alagoas de janeiro de 2005 a fevereiro de 2006.

3.2. Obtencao dos isolados de Fusarium oxysporum

Os isolados de F. oxysporum f.sp. cubense foram coletados em diferentes
regides produtoras dos Estados de Alagoas, Pernambuco, Bahia e Tocantins e
Honduras (Tabela 1). As plantas de bananeira apresentando sintomas tipicos da
doenca foram coletadas e levadas ao Laboratério de Fitopatologia para isolamento
do patdgeno. A identificacdo dos isolados foi feita com base nas caracteristicas
morfométricas de acordo com Booth (1977) e na sintomatologia, mediante teste de
patogenicidade realizados em cultivares de bananeiras suscetiveis ao patégeno.

Adicionalmente foram empregados, em algumas etapas desse estudo, dois
isolados de F. oxysporum, cuja formae speciales nao foi determinada, um desses
isolados foi obtido de Crotalaria sp. e o outro de Heliconia sp., ambos procedentes
do municipio de Rio Largo-AL.

Tabela1. Origem dos isolados de Fusarium oxysporum e cultivares infectadas pelo
patégeno utilizados no trabalho.

ISOLADO IDENTIFICACAO CULTIVARES ORIGEM GEOGRAFICA

01 FOC AL 1 Prata Feliz Deserto/AL

02 FOC AL 2 Prata Penedo/AL

03 FOC AL 5 Maca Macei6/AL

04 FOC AL 10 Pacovan Palmeira dos indios/AL

05 FOC AL 17 Maca Jacuipe/AL



06* FOC AL 18 Maca Jacuipe/AL

07 FOC AL 19 Maca Jundid/AL

08 FOC AL 20 Maca Jundi&/AL

09* FOC AL Maca Rio Largo/AL

10 FOC BA 1 Maca Cruz das Almas/BA
11 FOC 6M Maca Pernambuco

12 FOC8M Maca Pernambuco

13 FOC 11M Pacovan Pernambuco

14 FOC 12M Maca Pernambuco

15 FOC 5 Prata Pernambuco

16 FOC 6 Maca Jacuipe/AL

17 FOC 12 Maca Escada/PE

18* FOC B Maca Bahia

19 FOC Pacovan Sao Vicente Ferrer/PE
20 FOCW Maca Pernambuco

21 FOC 1 Pacovan Palmas/TO

22 FOC R1 - Honduras

23 FOC CPMI Maca Cruz das Almas/BA
24 FO-X Crotalaria Rio Largo/AL

25 FOY Heliconia Macei6/AL

* |Isolados utilizados para seqiénciamento das regides do rDNA.
3.3. Obtencao de culturas monoconidiais de isolados de Fusarium
oxysporum f.sp. cubense

A partir de culturas fangicas cultivadas em meio DBA (batata-dextrose-
agar), fez-se uma suspensdao de conidios em agua destilada esterilizada. A
suspensao foi filtrada em uma camada de gaze dupla esterilizada. Desta
suspensdo inicial fez-se uma diluicdo em série, a partir da qual aliquotas de 1 mL
foram retiradas e transferidas, para tubos de ensaio com 9 mL de agua destilada
esterilizada, obtendo-se as concentracdes 10', 10, 10%. Posteriormente, fez-se a

transferéncia de 0,1mL da suspensdo de conidios na concentragdo de 10°



conidios/mL de cada isolado para placas de Petri contendo meio BDA com adigéao
de oxitetraciclina (950 pg/ml).

As culturas fungicas foram incubadas em cadmara de crescimento tipo BOD
a 26°C sob alternancia luminosa e diariamente foram observadas em microscépio
otico. Os conidios germinados foram individualmente transferidos para placas de
Petri contendo DBA com auxilio de uma alga de platina previamente flambada.
As placas de Petri contendo as culturas fungicas foram mantidas em condi¢oes de
ambiente e apls sete dias, discos de BDA (3 mm) contendo micélio foram
transferidos para tubos de ensaio contendo 4ml de meio BDA e armazenados a 4°
C.

3.4. Extracao do DNA genémico dos isolados de Fusarium oxysporum f.sp.

cubense

O DNA genbémico total dos isolados foi extraido a partir de culturas
monoconidiais crescidas em 5 mL de meio BD (batata-dextrose). As culturas foram
incubadas a temperatura ambiente (26 + 2°C), em regime de luz alternada com
fotoperiodo de 12h sob agitacdo constante por 72h. Apods esse periodo, o micélio
foi lavado em agua destilada esterilizada e utilizado para a extragédo do DNA total,
segundo o protocolo de extracdo CTAB 10% descrito por Ferreira & Grattapaglia
(1996), com modificacoes.

Cerca de 50mg do micélio de cada isolado foi macerado em tubos de
microcentrifuga de 1500 pL, com auxilio de pistilo, na presenca de 700uL de
tampao de extracdo CTAB 10% (NaCl 700 mM, Tris-HCI 50mM, pH 8,0, EDTA
10mM) pré aquecido e 2% de B-mercaptoetanol. Em seguida, o macerado foi
agitado em vortex por 1 min e mantido em banho-maria (65°C) por 30 minutos,
invertendo-se suavemente os tubos a cada 10 min para homogeinizar a
suspensdo. Apés o resfriamento da suspenséo fez-se a extracdo com solvente
organico adicionando-se 600 uL de CIA (cloroférmio-alcool:isoamilico 24:1(v/v). Os

tubos foram agitados durante cinco minutos, invertendo-os para homogeneizar a



solugdo e posteriormente, centrifugados a 9000 rpm por 10 min a uma
temperatura de 10°C. Cuidadosamente os tubos foram retirados da centrifuga e
em seguida, transferiu-se 500 pl da fase aquosa para um outro tubo de
microcentrifuga, ao qual foram adicionados 600 ul de isopropanol frio (-20 °C) e
10% de acetato de potassio a 5 M, misturando-se cuidadosamente para
precipitacao dos acidos nucléicos. Estes tubos foram incubados por uma hora a —
20 °C. Logo ap6s, os mesmos foram centrifugados por 10 minutos a 10000 rpm a
temperatura de 4 °C.

Apés centrifugacéo, descartou-se 0 sobrenadante e o precipitado foi lavado
duas vezes com 0,5 mL de Etanol 70% e secados a temperatura ambiente.
Posteriormente, o precipitado foi ressuspendido em 60 pL de TE (Tris-HCI 10 mM,
pH 8,0 e EDTA 1mM ), contendo 10ug/uL de RNAse e incubados a 37 °C por 30
minutos para a digestdo do RNA. As amostras de DNA foram armazenados a uma
temperatura —20°C até sua utilizagao.

Para determinar a concentracdo do DNA extraido, aliquotas de 3uL das
solugdes foram misturadas a 1 pL do azul de bromofenol (0,25%) e aplicada em
gel de agarose (1%), submerso em tampao TAE 1X (tris-acetato 40 mM, EDTA 1
mM). Aplicaram-se também solugdes de DNA do fago ldmbda de concentragbes
conhecidas (25; 50; 100 e 200ng/uL de DNA), para estimativa das concentragdes
do DNA extraido. Em seguida, o gel foi corado numa solugéo de brometo de etidio

(EtBr) na concentragao de 0,5 pg/mL e visualizado sob luz ultra-violeta.

3.5. Amplificacao e analise de rDNA por eletroforese em gel de agarose

Todas as reagcbes de amplificagdes foram realizadas utilizando
termociclador modelo Eppendorf Mastercycler personal. Cerca de 30 ng do DNA
extraido foram utilizados como molde em PCR’s contendo os oligonucleotideos
universais que anelam em regides especificas do rDNA de fungos. As seqliéncias
dos oligonucleotideos utilizados encontram-se na Tabela 2.

Foram utilizados os oligonucleotideos CNS1 e CNL12 que direcionam a

amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 2200 pb, incluindo as



extremidades dos genes que codificam para as subunidades 28S e 18S do RNA
ribossomal e a regido compreendida entre esses genes — intergenic sequence
(IGS) (Figura 1) (Appel & Gordon, 1996).

Também foram empregados nas amplificagcdes os oligonucleotideos ITS4 e
ITS5 que direcionam a amplificagdo de um fragmento de 650 pb, compreendendo
a regiao espacadora ITS1 e ITS2, bem como o gene que codifica para a
subunidade 5.8S do RNA ribossoal (Figura 1) (White et al., 1990).

A Figura 2 esquematiza as regides de anelamento dos oligonucleotideos
utilizados nesse trabalho no rDNA de F. oxysporum f.sp. cubense.

Tabela 2. SeqUéncia dos primers utilizados para amplificar regides do rDNA dos
isolados de Fusarium. oxysporum

PRIMERS SEQUENCIA (5’>3)

IGS (CNSH1) GAG ACA AGC ATA TGA CTA CTG
IGS (CNL12) CTG AAC GCC TCT TAA GTC AG
ITS-4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC
ITS-5 GGA AGT AAA AGT CGT AAC AA

ITSS CNS1
<—

—>
2,2kb
| IGS | Seqliéncia intergénica (IGS | IGS |
<+ —

ITS4 CNL12

Figura 1. Localizacao hipotética dos genes que codificam para o RNA ribossomal
(18S rDNA, 5.8S rDNA, 28S rDNA) de Fusarium oxysporum f.sp. cubense. ITS =
“espacgos internos transcritos” e IGS = “espacgo intergénico IGS”. As setas
representam as posi¢cées de anelamento dos primers utilizados.



As reacdes de amplificacbes das regides ITS e IGS do rDNA, foram
realizadas num volume total de 30 pL, contendo 30 ng do DNA molde, 3 pL do
tampa o 10X (tris-HCI 10 mM, pH 8,3; KCL 50 mM), 2 mM de MgCl,, 200 mM de
cada um dos desoxinucleotideos (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), uma unidade da
enzima Taq DNA polimerase e 0,4 uM de cada oligonucleotideo.

A amplificacao da regido ITS foi efetuada usando o seguinte programa: uma
desnaturacgao inicial de 2 min a 95° C, seguida de 38 ciclos a 95° C por 30s, 55° C
por 30s, 72° C por 45s. Apds os 38 ciclos, foi feita uma etapa de extensao final a
72° C por 10 min. Nas reagdes de amplificagdes da regido IGS, fez-se uma
desnaturacgao inicial do DNA gendémico a 94° C por 85s, seguida por 35 ciclos de
desnaturagdo, anelamento e amplificacdo. A temperatura e o tempo dos 13
primeiros ciclos foram de 95° C por 35s, 58° C por 55s, 72° C por 45s. Para os
ciclos seguintes (de 14 a 26 e de 27 a 35) foram utilizados os mesmos
parametros, exceto na etapa de extensao pela Taq plimerase, que foram de 2 e 3
min, respectivamente (Appel & Gordon, 1995).

Apos as amplificacdes, aliquotas de 3 uL das reacdes foram acrescidas de
1 uL de azul de bromofenol (0,25%) e aplicadas em gel de agarose (1,5%). As
amostras foram entdo submetidas a eletroforese por aproximadamente 2 horas a
3V/cm do gel. Posteriormente, o gel foi corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL)
e fotografado sob luz ultravioleta. Ao lado das amostras, aplicou-se uma aliquota
do 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) para estimativa do tamanho dos fragmentos

amplificados.

3.6. Analise da diversidade genética de Fusarium oxysporum f.sp. cubense
mediante PCR-RFLP das regioes ITS e IGS.

Os produtos de PCR obtidos a partir dos diferentes isolados de F.
oxysporum f.sp.cubense foram clivados com algumas enzimas de restricao, a fim
de detectar variabilidade genética. A anadlise foi realizada utilizando-se as enzimas
EcoRl, Hinfi, Pstl, Smal, Taqgl, Xhol. Para confirmar a presenca e auséncia dos



sitios de reconhecimento das enzimas citadas anteriormente, foram construidos os
mapa fisicos a partir dos isolados seqlenciados, com auxilio do programa
PDRAWS32 descrito por Olesen, (1999). As reacdes de clivagem consistiram de: 20
unidades da enzima, 2,0 pL do respectivo tampao 10X e 10ul do produto de PCR
(aproximadamente 300ng de DNA), completando-se o volume para 20 pL com
agua destilada estéril. As reacdes foram incubadas a 37° C durante um periodo de
aproximadamente 12 h.

Os produtos das clivagens foram analisados por meio de eletroforese em
géis de agarose (2,3 %). As condicoes de eletroforese foram as mesmas descritas

no item 3.4

3.7. Analise da diversidade genética de Fusarium oxysporum f.sp. cubense
através de RAPD

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em um volume total de 15 pl,
contendo 15 ng do DNA molde, 1,5 pL do tampao 10X (tris-HCI 10mM, pH 8,3; KCI
50 mM), 2 mM de MgCl,, 200 mM de cada um dos desoxinucleotideos (dATP,
dTTP, dGTP e dCTP), uma unidade da enzima Taq DNA polimerase e 0,4 uM do

oligonucleotideo.

As condi¢cbes de amplificacao foram baseadas em Texeira et a./ (2004) com
a seguinte programacao: 3 min a 94 °C, seguidos por 40 ciclos de 1 min a 94 °C
(desnaturacao das fitas de DNA), 1 min a 36 °C (anelamento dos primers), 2 min a
72 °C (alongamento das novas fitas de DNA) e uma extenséo final de 5 min a 72
°C. Foram testados nove primers decameros de sequéncia arbitraria (operon
tecnologies inc, Alameda, CA, USA) (Tabela 3).

A amplificagéo foi confirmada por meio de eletroforese em gel de agarose a
1,5%. A separacao eletroforética foi de aproximadamente 3 horas a 3V/cm do gel.

Posteriormente, o gel foi corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL) e fotografado



sob luz ultravioleta. Também foi aplicada no gel uma aliquota do 1 Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen), para estimativa do tamanho dos fragmentos amplificados.

Tabela 3. SeqlUéncias dos primers decameros utilizados para amplificagao
ao acaso de DNA polimérfico dos isolados de Fusarium oxysporum.

PRIMERS SEQUENCIA (5” > 3”)
OPAH5 GGC TTTAGCC
OPAAG6 GTG GGTGCC A
OPAHG6 GTAAGCCCCT
OPAH9 AGA ACCGAG G
OPAH13 TGAGTCCGC A
OPAH15 CTACAGCGAA
OPAH16 CAAGGTGGGT
OPAH17 CAG TGG GGA G
OPAH18 GGG CTAGTCA

Os dados de RAPD foram analisados considerando a presenca e auséncia
de bandas no gel e foram codificados de forma binaria (1 para presenca e 0 para
auséncia). A analise dos dados obtidos foi efetuada no programa computacional
Freetree elaborado por Pavlicek et al. (1999), que gerou uma matrix de
similaridade. Esses dados também foram utilizados para a construcdo de uma
arvore filogenética com o auxilio do programa Treeview X (Roderic, 2000).

O agrupamento e a distancia genética entre os isolados de F. oxysporum
f.sp. cubense foi feito através de UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
Arithmetic Averaging). A matriz de distancia foi transformada em dendrograma
pelo método SAHN Clustering (Sequential Agglomerative, Hierarchical and
Nested) Nozaki, (2003)

3.8 Sequénciamento das regioes ITS e IGS de isolados de Fusarium

oxysporum f.sp. cubense



Os produtos de PCR das regides IGS e ITS dos isolados 6, 9 e 18 de F.
oxysporum f. sp. cubense foram submetidos a seqUénciamento automatico de
DNA. Para realizacado do sequénciamento foi necessério purificar os produtos da
PCR. A purificacao foi realizada com os kits GFX PCR DNA Gel Band Purification.
O produto purificado foi quantificado em gel de agarose 2% utilizando o Low DNA
Mass Ladder da Invitrogen.

Para o seqUénciamento das amostras de ITS que possuem 550pb
utilizou-se aproximadamente 50ng do produto de PCR, ja para IGS que possui
cerca de 2200pb foi utilizado 110ng. O Mix da reagao foi composto de: premix de
seqUénciamento 4L, primer 5uM 0,6uL, PCR purificada 2uL (ITS) e 5,4pL. (IGS)
e agua ultrapura 3,4uL para um volume final de 10 uL. Para o seqtiénciamento foi
necessario colocar 110ng da PCR purificada. Os demais componentes foram os
mesmos descritos para o sequénciamento de ITS. As reacdes de seqliénciamento

foram realizadas no MegaBace 1000 (GE Healthcare).



3.8. Anadlise filogenética dos isolados de Fusarium oxysporum f. sp. cubense
sequenciados

As seqléncias correspondentes a regidao ITS dos trés isolados estudados
foram comparadas com outras seqiiéncias depositadas no Genbank, utilizando-se
o programa Blast. Nas seqiéncias de maiores identidades foram salvas e
utilizadas num alinhamento usando o software DNAmané (Farias, 2005). Esse
mesmo software foi usado para gerar uma arvore filogenética entre os isolados
seqglienciados e os isolados de maiores identidades, através do método “UPGMA”
com valores de 1000 “bootstrap”. Utilizou-se uma seqiéncia de F. oxysporum
como “Outgroup” para as andlises das relagdes filogenéticas. Para detecgao de
polimorfismos nas seqiéncias de F. oxysporum f.sp. cubense, utilizou-se a
terceira versdao do programa computacional DnaSP (DNA Sequence
Polymorphism) elaborado por Rozas & Rozas, (1999), empregando-se o método

de DNA polimorfismo.



IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Amplificacao de regides do rDNA de isolados de Fusarium oxysporum
f.sp. cubense

O método CTAB, descrito por Ferreira & Grattapaglia (1996), mostrou-se
eficiente na extracdo do DNA total das amostras dos isolados de F. oxysporum,
utilizados neste estudo. A quantidade de DNA total extraido Variou de 2,5 a 5
ng/uL. Este método vem sido utilizado para isolamento de DNA de alto peso
molecular de varios microrganismos, entre eles, fungos (Ferreira & Grattapaglia
1996; Assungao et al., 1997; Silva-Hanlin et al., 1999).

Em todas as amostras de DNA utilizadas nas PCR's foram observados
produtos de amplificacées de aproximadamente 550 pb para ITS e 2200 pb para
IGS, quando os oligonucleotideos ITS4, ITS5 e CNS1, CNL12 foram utilizados nas
reacOes, respectivamente (Figura 2). Analisando-se os produtos de PCR néo foi
possivel observar polimorfismo entre os isolados, demonstrando a necessidade de
se utilizar outros métodos como RFLP e seqiénciamento dos produtos de
amplificagéo, para uma analise mais detalhada da regido do rDNA avaliada. Vérios
trabalhos tém sido realizados utilizando-se essas metodologias para estudo de
variabilidade de isolados de Fusarium spp. (O’'Donnell, 1992; Edel et al., 1995;
Silva-Hanlin et al., 1999; Edel et. al., 2001), e outros fungos fitopatogénicos, tais
como Verticillium dahliae (Otero et al., 2004) e Dicyma pulvinata (Texeira et al.,
2004).

F1 F2 F3 M F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 X F1 F2 F3




2200 pb

Figura 2. Gel de amplificacdo das regides gendmicas ITS (12 isolados) e IGS (3
isolados) de Fusarium oxysporum. F1 a F11 correspondem aos isolados 6, 9, 18,
10, 12, 14, 15, 16, 19, 20, 23, respectivamente. X representa o isolado de
Crotalaria sp. M = marcador (1kb Plus DNA Ladder).

4.2. Analise de RFLP dos fragmentos amplificados por PCR

Aparentemente o fragmento de aproximadamente 0,55 kb, compreendendo
a regiao ITS de todos os isolados de F. oxysporum f.sp. cubense, nao apresenta
nenhum sitio reconhecido pelas enzimas Smal, Xhol (dados ndo mostrados) e
Pstl, (Figura 3A) pois seu tamanho nao foi alterado apds a incubacdo com estas
enzimas. Contudo, esses fragmentos apresentaram pelo menos um sitio de
reconhecimento para Hinfl (Figura 3B) e dois para Taql (Figura 3C). Todavia os
padroes de restricdo obtidos para ambas as enzimas foram monomdficos,
demonstrando o alto nivel de conservagao dessa regido, conforme observado por
O’donnell, (1992); Edel et al., (1995); Edel et al. (2001); Brasileiro (2003); Nozaki,
(2003); Galvao, (2005).

Para confirmar a auséncia e presenca de sitos de restricdo nesta regido
gendmica foram feitas digestdes eletronicas a partir das amostras sequienciadas
(isolados 6, 9 e 18). Os resultados obtidos corroboram com os dados gerados com
as digestdes em laboratério (Figura 3).

Galvao, (2005) sugere uma pré-selecdo de enzimas de restricao através de
ferramentas de bioinformatica. Pois a partir do mapa fisico gerado é possivel
verificar e/ou selecionar as enzimas que apresentam os melhores resultados para

estudo em labarotério (Apéndice 1).
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Figura 3. Digestdes enzimaticas dos produtos de PCR da regido ITS de 12
isolados de Fusarium oxysporum. M = marcador (1kb plus DNA Ladder). A, Be C
= digestées com Pstl, Hinfl e Taql, respectivamente. F1 a F11 correspondem aos
isolados 6, 9, 18, 10, 12, 14, 15, 16, 19, 20, 23, respectivamente. X representa o
isolado de Crotalaria sp.

A clivagem dos produtos de PCR dos diversos isolados de F. oxysporum
f.sp. cubense, com a enzima Hinfl gerou quatro perfis de bandas (dados néao
mostrados), todos os isolados apresentaram trés sitios de clivagem, revelando um
unico haplotipo entre os isolados analisados. Resultados semelhantes foram
observados por Otero et al., 2004, em estudos da variabilidade de isolados de V.
dahliae comparando sitios de restricdo usando a mesma endonuclease, revelando
padroes de RFLP idénticos para a enzima analisada.

A clivagem dos fragmentos de PCR amplificados a partir da regiao IGS dos
genes 28S e 18S do rDNA, com a enzima EcoRI revelou diferentes perfis de
bandas, indicando divergéncia na seqUéncia dessa regido entre os isolados
estudados corroborando com os resultados de KIN et al. (2001) e Llorens et al.



(2005). Conforme observado na Figura 4, a maioria dos isolados apresentou um
Unico sitio de clivagem, o que resultou na visualizacao de duas bandas, contudo a

localizagao desse sitio variou conforme o isolado considerado.
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Figura 4: Fragmentos visualizados apés incubacado dos produtos de PCR da
regiao IGS de isolados de Fusarium oxysporum com as enzimas EcoRl e Pstl. M =
Marcador (1kb Plus DNA Ladder). F1 a F11 correspondem aos isolados 6, 9, 18,
10, 12, 14, 15, 16, 19, 20, 23, respectivamente. F12 representa o isolado de
Crotalaria sp.

Padrées de RFLP do produto de PCR da regiao IGS, foram analisados por
outros autores utilizando a enzima EcoRI, para caracterizacdo de isolados de F.
oxysporum e V. dahliae. Em alguns desses estudos, observaram-se diferentes
haplotipos desses fungos fitopatogénicos (Otero et al., 2004).

A digestao dos fragmentos de PCR da regido IGS com a endonuclease Pstl
resultou em padrées de bandas ligeiramente diferentes, demonstrando que seis
dos doze isolados nao apresentavam sitios de restricdo para esta enzima,
enquanto que os outros seis apresentaram apenas um sitio de clivagem. (Figura
4). A hipdtese de que esse sitio esta localizado na extremidade do fragmento é

suportada pelo fato de que apenas fragmento foi observado, indicando que o outro



fragmento deve ser de tamanho muito reduzido, o que impede sua visualizagdo no
gel.

Quando nao se dispéem de sequéncias do genoma, a clivagem de produtos
de PCR com endonucleases de restricdo (PCR-RFLP) tem sido muito utilizada
para estimar a diversidade genética de varios fitopatégenos (Otero et al., 2004).
No entanto, essa técnica permite que apenas o sitio de reconhecimento da enzima
(uma seqliiéncia de 4 a 6 bases, dependendo da enzima) seja analisado. Dessa
forma qualquer alteracao fora dessa regiao permanece indetectada.

Em decorréncia de sua facil aplicacao e de seu custo relativamente baixo, a
técnica de PCR-RFLP, tem sido muito utilizada no estudo de variabilidade
genética de fungos do género Fusarium. Por exemplo, Alves-Santos et. al (1999),
também realizaram a clivagem das regiées IGS para demonstrar a existéncia de
variabilidade entre isolados de F. oxysporum f. sp phaseoli do feijoeiro, enquanto
Llorens et al. (2005), caracterizaram molecularmente, através de PCR-RFLP da
regiao IGS, 44 isolados de Fusarium spp. Kin et al. (2001) encontraram variagdes
dentro da regiao ITS e IGS de formae speciales de F. oxysporum através da
digestdo com enzimas de restrigao.

De um modo geral a regido IGS tem sido mais utilizada para esse tipo de
estudo, pois se apresenta mais divergente que a regidao ITS. Além disso, a
clivagem da regiao ITS normalmente resulta em fragmentos de tamanhos muito
reduzidos e, consequentemente de dificil visualizagdo nos géis.

As demais enzimas avaliadas (Xhol, Mstl, Hinfly geraram padrdes

monomoricos e/ou duvidosos, por isso, seus resultados nao foram apresentados.



4.3. Analise da diversidade genética entre isolados de Fusarium oxysporum
f.sp. cubense através de RAPD

Dentre os nove primers testados apenas dois ndo geraram padrdes de
amplificagdo. A utilizagdo dos outros sete primers resultou num total de 61 bandas,
todas polimérficas, ilustrando a alta variabilidade genética dos isolados estudados.
Isso corresponde a aproximadamente 8,7 bandas por primers, valor considerado
elevado para primers decameros (Ferreira & Grattrapaglia, 1996). Alguns padroes
de amplificacédo sédo apresentados na Figura 5.
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Figura 5. Padroes tipicos de amplificacao obtidos com os primers OPAHG;
OPAH15 e OPAH16 de 23 isolados de Fusarium oxysporum f.sp. cubense (linhas
1 a 23) e 2 isolados de F. oxysporum, de Crotalaria sp. (X) e Heliconia sp. (Y). M =
marcador (1 Kb Plus DNA Ladder).



A partir do perfil eletroforético, foi construida uma matriz de similaridade
genética segundo o coeficiente de Jacard. Os dados obtidos revelaram
similaridade de 9,7 a 85,1% (Apéndece 2). Os baixos valores de similaridade
observados para algumas comparag¢des, uma vez mais, ressaltam a diversidade
genética de F. oxysporum f.sp. cubense. A alta variabilidade constatada € de certa
forma surpreendente, principalmente se for considerado que esse fungo se
reproduz predominantemente de maneira assexuada (Nozaki, 2003).

A arvore filogenética, construida através do programa Treeview X (método
UPGMA), teve 100% de suporte estatistico, sugerindo a presenca de trés grupos
genéticos distintos A; B e C (Figura 6). O grupo “A” foi o que deteve o maior
namero de representantes, os quais foram divididos em cinco “Operational
Taxonomic Units” (OTU’s) designados como ai, a2, a3, a4, a5, representado por
isolados oriundos de Alagoas, Pernambuco, Bahia, Tocantins e Honduras (Figura
6).

O OTU “at,” representado pelos isolados 2; 6, 7; 8; 10, oriundos de Alagoas
e, Bahia, apresentaram graus de similaridade variados, dos quais os isolados 6 e
8 tiveram suporte estatistico de 52% e similaridade genética de 85,18%. A
similaridade existente entre os isolados 6 e 8 em relacéo ao isolado 2 foi de 73,33
e 77,78% com suporte estatistico de 58%, ja para o isolado 7 foi 85,18 e 79,31%
apresentando um suporte estatistico de 50%. A similaridade existente entre o
isolado 10 com os isolados 2; 6; 7; 8 e 12 variou de 46,87 a 66,67%. A baixa
similaridade do isolado 12 em relagdo aos demais do subgrupo “a?”demonstra o
alto grau de variabilidade genética existente dentro deste subgrupo. Baseado
nisso pode ser sugerido que o isolado o 12 surgiu de um ancestral comum mais
distante que os demais.

O OTU “az’, formado pelos isolados 4 e 5, ambos procedentes de Alagoas,
apresentou similaridade de 68%.

O OTU “a8, representado pelos isolados 14, 15, 21 e 22; apresentou
suporte estatistico que variou de 13 a 36%. Os isolados 14 de Pernambuco e 22

de Honduras agruparam-se com 68,6% de similaridade e 36% de suporte



estatistico. A similaridade entre os isolados 15 e 21, foi de 54,5%, ja a relacao de
similaridade entre os isolados 15 e 21 com isolado 14 e 22 variou de 54 a 64 %.
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Figura 6. Arvore filogenética obtida pelo algoritmo UPGMA através do coeficiente
de Jaccard, por RAPD dos 23 isolados de FOC e dois isolados de F. oxysporum.

A, B e C correspondem aos trés agrupamentos principais.



O OTU “a4’, formado pelos isolados 9, 11 e 13, oriundos de Alagoas e
Pernambuco, apresentou suporte estatistico que variou 38 a 47%. O OTU formado
pelos isolados 9 e 11 apresentaram similaridade de 65,27 %. A relagdo entre o
isolado 13 com os demais isolados deste subgrupo foi de 65 %. Os isolados 1 e 3
foram os que apresentaram menor similaridade genética entre os representantes
do subgrupo A, por isso eles devem ter surgido de uma ancestral mais distante. A
similaridade entre o isolado 1 e todos os isolados do subgrupo “A” variou de 28 a
46% e do isolado 3 de 25 a 55%, enquanto o OTU “a5”, constituido pelos isolados
18 e 19, apresentou baixo suporte estatistico (14%) e similaridade de 40%.

O OTU “B”, representados pelos isolados 16 e 17 e 23, teve suporte
estatistico que variou de 3 a 20 %. O agrupamento formado pelos isolados 16 e 17
tiveram similaridade de 45,16 %, mas a similaridade entre 16-17 em relagdo ao 23
foi de 36,7 e 41,9 % respectivamente.

O OTU “C”, formado pelos isolado de F. oxysporum de crotalaria e
helliconia, ambos de Alagoas, apresentou suporte estatistico de 25 % e
similaridade de 39,13 %. Sendo este 0 OTU que apresentou menor relagdo com
os demais isolados, isso ja era esperado, visto que os isolados representados eles
nao serem da formae specialis cubense. Isso demonstra a eficiéncia dos
marcadores RAPD na distingdo de taxons infraespecificos.

O OTU formado por Foc20 de Pernambuco foi o0 mais basal de todos, sendo
0 que apresentou menor similaridade genética com os demais isolados,
comportando-se como “grupos externo” Possivelmente a amostra pode ter sido
contaminada ou mal caracterizada. Segundo Futuyma (1992) e Suzuki et al.
(1998) organismos proximamente relacionados sao descendentes de um ancestral
mais recente, enquanto os organismos mais distantemente relacionados possuem
ancestrais comuns mais distantes.

A variabilidade genética existente entre os isolados de F. oxysporum f.sp.
cubense, nao mostrou relacdo com a origem geogréfica, visto que isolados de
Alagoas, Pernambuco, Tocantins, Bahia e Honduras se agruparam no grande

grupo “A”. Esses dados se contrapdem a Galvao (2005), que testou a variabilidade



genética de isolados de F. guttiforme, agente da fusariose do abacaxi e de Martins
(2005) que trabalhou com Fusarium spp., patogénicos ao tomateiro e a soja.
Apesar das limitagdes, a técnica de RAPD tem sido muito utilizada na
deteccao de variacao intra e inter-especifica em fungos fitopatogénicos (Assuncao
et al., 1997; Mehta et al., 2004a, Mehta et al., 2004b). As maiores vantagens da
técnica sao a simplicidade de execucdo, o baixo custo e o fato de analisar o
genoma por completo, inclusive regides ndo codificantes, sem a necessidade
prévia do conhecimento de seqiiéncias do genoma Ferreira & Grattapaglia (1996).
Outros métodos como PCR-RFLP e “southern blot” geralmente consideram uma
ou poucas regides especificas do genoma ou sdo operacionalmente mais

complexos e de custo mais elevado.

4. 4. Analise filogenética dos isolados de Fusarium oxysporum f.sp. cubense

O produto da reagcéo de PCR da regiao espagadora (IGS) apresentou cerca
de 15ng/uL, concentracdo considerada insuficiente para reagdo de
seqlénciamento que necessita de uma aliguota minima de 20,4ng/uL. O
eletroferograma gerado a partir deste seqiénciamento ndo eram confidveis, por
este motivo os resultados ndo foram mostrados neste trabalho.

No entanto, as amostras correspondentes a regidao ITS dos isolados 6, 9 e
18 foram determinadas e comparadas com outras seqiiéncias depositadas no
Genbank. Foram obtidas aproximadamente 70 sequiéncias com alto score e baixo
e-value (Figura 7) Todas essas sequéncias foram provenientes de Fusarium spp.,
sendo a maioria de F. oxysporum.

As seqlUéncias da regido ITS dos trés isolados de F. oxysporum f.sp.
cubense caracterizados nesse estudo apresentaram de 517 a 557 nucleotideos..
Essas seqUéncias foram inicialmente alinhadas entre si, revelando similaridades
entre 96 a 98 % (Apéndece 3). Os elevados valores de similaridade confirmam o
alto grau de conservacao dessa regidao gendémica, conforme relatado por alguns
autores (O’donnell, 1992; Edel et al., 1995; Silva-Hanlin et al., 1999).
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Figura 7. Sequéncias depositadas no Genbank que apresentaram maiores Score

e menores e-value com os isolados de Fusarium oxysporum f.sp. cubense

caracterizados nesse estudo.



Com o alinhamento das sequéncias correspondentes a regidao ITS
verificou-se 51 sitios polimérficos (Figura 8). Dentre as alteracbes, constaram-se
mudancgas de nucleotideos, insercées e delegdes entre as posicoes 1 a 524
conforme a figura 9
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Figura 8. Alinhamento das sequiéncias da regidao ITS dos isolados 6 (FOC), 9
(FOC2) e 18 (FOC3)
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Figura 9. Posicdes de alteragdes nas sequiéncias de nucleotideos da regiao ITS
dos isolados 6 (FOC1), 9 (FOC2) e 18 (FOC3) de Fusarium oxysporum f.sp.

cubense.

Um alinhamento das sequiéncias dos trés isolados de F. oxysporum f.sp.
cubense juntamente com outras sete seqiéncias depositadas no Genbank
também foi efetuado (Figura 9). Os dados desse alinhamento foram utilizados para
gerar uma matriz que revelou graus de similaridade variando de 43 a 99,8 %
(Figura 10).

Nessa andlise, o isolado depositado no Genbank como Fusarium
oxysporum, na verdade se tratava de Fusarium solani, proveniente do Brasil e
depositado pelos pesquisadores Miller & Lopes em 2001, por este motivo este
isolado apresentou similaridades baixas (cerca de 43 %) em relagdo a todos os
outros isolados utilizados na comparacdo. A identificacdo equivocada desse
isolado se fez importante neste trabalho, pois ilustra a importancia da utilizagcao de
dados moleculares, juntamente com morfolégicos e fisiolégicos na identificacao de
fungos fitopatogénicos.

Os dados do alinhamento também foram empregados na construcao de
uma arvore filogenética, A qual se encontra representada na Figura 10. Percebe-
se a formacao de dois grupos ou que um deles (grupo “B”) apresentou apenas o
isolado de F. oxysporum (gi|15450329) do Brasil.



O grupo “A” foi constituido por nove isolados e apresentou alta
similaridade (96,5 a 99,8 %). Verifica-se também, no apéndice 3, que os isolados 1
e 2 (FOC1 e FOC2) agruparam mais proximamente que o isolado 3 (FOCS3). Esse
resultado pode ser conseqiéncia do fato que os isolados FOC1 e FOC2 foram
coletados de areas mais proximas (Feliz Deserto-AL e Penedo-AL) que o isolado
FOC3 (Cruz das Almas-BA). Ainda com relacdo ao grupo “A”, o isolado de F.
oxysporum f.sp. cubense (gi|:57116640) apresentou similaridade de 98,9% com
FOC1, 98,0% com FOC2 e 97,2% com FOCS3. Os isolados F. oxysporum f.sp.
cubense (Qi|:57116640); F. oxysporum (gi|15450329); F. oxysporum f. sp.
lycopersici (gi|11692814); F. oxysporum f. sp. luffae (gi|34559404); Fusarium sp
(0i|74058357); F. subglutinans (gi| 58585570); F. oxysporum f.sp. melonis
(0i|34559395) e Fusarium subglutinans (Qi|58585570) apresentaram altas
similaridades (98 a de 99,8 %) (Figura 10).
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Figura 10. Arvore filogenética ilustrando a similaridade das seqiiéncias das
regides ITS-5.8S rDNA, Andlise baseada no método de “UPGMA”, construido com
base em 1000 “bootstrap”.



No presente trabalho diferentes técnicas que se baseiam no DNA foram
empregadas para demonstrar a alta variabilidade genética de isolados de F.
oxysporum f.sp. cubense, agente da fusariose da bananeira. Esse fato é
preocupante, pois sugere uma maior dificuldade na adog¢do de medidas de
controle como a utilizacao de cultivares resistentes e a aplicagdo de fungicidas.



V - CONCLUSAO

A técnica de PCR-RFLP, com as enzimas testadas, foi pouco eficiente na
demonstragao da variabilidade entre os isolados.

A regiao IGS apresenta-se muito mais variavel que a regiao ITS e,
portanto, deve ser preferencialmente escolhida no estudo da variabilidade
genética.

Utilizando-se a técnica de RAPD foi constatada uma alta variabilidade
genética entre os isolados de F. oxysporum f.sp. cubense estudados.

O agrupamento dos isolados de F. oxysporum f.sp. cubense, com base
nos dados de RAPD, n&o se relacionou com suas respectivas origens geograficas.

Apesar da regido ITS ser considerada uma regido com alto grau de
conservacao, foi possivel detectar através do sequiénciamento varias posicoes que
sofreram mutacoes.

As alteragGes ocorridas nas sequéncias dos nucleotideos podem alterar o
sitio de reconhecimento das enzimas e assim gerar através de RFLP-PCR,

polimorfismo, e conseqlientemente variabilidade genética.
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Apéndece 1. Mapa fisico de restricado eletrbnica dos isolados sequienciados,
gerado através do programa pDraw32, das sequéncias FOC1, FOC2 e FOCS.
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Apéndece 2. Matriz de similaridade genética, gerado pelo coeficiente de Jacard,

no programa FreeTree a partir debandas obtidas por RAPD, de isolados de

Fusarium oxysporum f. sp. cubense.



SOLADOS F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F1(

F1  FoCl 100%

F2 TFoC2 95.3% 100%

F3 F.o.melonis 98.9% 98.5% 100%

F4 TF.o.luffae 95.9% 95.5% 100.0% 100%

F5 Fusarium sp. 95.9% 95.5% 100.0% 100.0% 100%

F6 TF.o.lycopersici 95.9% 958.5% 100.0% 100.0% 100.0% 100%

F7 TF.o.cubense 95.9% 958.0% 99.8% 99.6% 99.6% 99,6% 100%

F8 Fusarium subglut 09,1% 98.3% 99,8% 99.8% 99.8% 99,8% 93.8% 100%

F9 FoC3 97.0% 96.5% 97.6% 97.6% 97.6% 97.6% 97.2% QT.h% 100%

F10 Fusarium oxyspor 43.3% 43.1% 43.5% 43.5% 43.5% 43.5% 43.5% 43.5% 43.6% 1C

Apéndece 3. Similaridades observadas entre os trés isolados de Fusarium
oxysporum f.sp. cubense e outros isolados de Fusarium spp. cujas seqUéncias

encontram-se depositadas no GenBank.



