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RESUMO 
 

 

A banana (Musa sp.), é uma das frutas mais consumidas no mundo, sendo 

plantada predominantemente nos países tropicais. Um dos principais fatores que 

reduzem a produção da bananeira é a incidência da fusariose, doença causada 

pelo fungo Fusarium oxysporum f.sp. cubense, podendo comprometer até 100% 

da produção. O principal método de controle da fusariose da bananeira consiste 

no uso de cultivares resistentes. Contudo, para a adoção dessa estratégia é 

importante ter um amplo conhecimento sobre a variabilidade do patógeno. O 

presente trabalho teve como objetivo estudar a variabilidade genética de isolados 

de F. oxysporum f. sp. cubense de diferentes áreas geográficas, através de 

marcadores RAPD, RFLP-PCR das regiões ITS e IGS e seqüênciamento da 

região ITS do rDNA. A utilização de nove primers decâmeros nas reações de 

RAPD gerou 61 bandas, sendo todas elas polimórficas, o que ressalta a alta 

variabilidade do patógeno. Não se constatou nenhuma relação entre os 

agrupamentos baseados em RAPD e a origem geográfica dos isolados. Já a 

técnica de PCR-RFLP foi menos sensível na constatação da variabilidade 

genética, principalmente considerando-se a região ITS. Os dados de 

sequenciamento indicaram fragmentos variando de 517 a 554 nucleotídeos com 

alta similaridade (96 a 98 %). As seqüências obtidas também mostram elevada 

similaridade com de seqüências de outros isolados de Fusarium spp. depositados 

no Genbank. 

 

Palavras chaves: Fusariose, mal-do-Panamá, 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-Panamá, Molecular markers 
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I – INTRODUÇÃO 

 

 

 A banana possui alto valor nutritivo, sendo consumida na maioria das vezes 

de forma “in natura”. Por ser de baixo custo é integrante da alimentação de boa 

parte da população de baixa renda (Cordeiro, 1995, 1997; Alves, 1999). Segundo 

Gonçalves, et al. (2005) a banana é quarto produto vegetal mais consumido no 

mundo, sendo superada apenas pelo arroz, trigo e milho. 

 No Brasil, a bananeira (Musa sp.) é cultivada em praticamente todos os 

estados. O país se destaca como o segundo maior com 6,6 milhões de toneladas 

e com área colhida de 496,6 mil hectares, sendo superado apenas pela Índia 

(IBGE, 2004; IEA, 2005). 

 Um dos principais fatores que reduzem a produção da banana está 

relacionado aos aspectos fitossanitários. No Brasil, a fusariose, ou mal-do-

Panamá, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f.sp. cubense, provoca perdas 

elevadas, podendo atingir até 100% da produção. O problema é ainda mais grave 

nas cultivares Maçã e Prata, as preferidas do consumidor nacional, mas altamente 

suscetíveis ao patógeno. O fungo apresenta alta capacidade de sobrevivência no 

solo, principalmente na forma de clamidósporos (Cordeiro et al., 1993, Cordeiro, 

1997). 

O Mal-do-Panamá está amplamente distribuído no mundo, infectando 

grande número de cultivares. No passado, esta doença foi responsável pela 

substituição da cultivar mais plantada no mundo, a ‘Gros Michel’, e, no Brasil, tem 

condicionado a redução de áreas plantadas com a cultivar maçã e sua 

substituição pelas cultivares do subgrupo Cavendish (Matos, et al., 2001). 

 Métodos baseados na análise de DNA têm sido muito úteis nos estudos de 

filogenia de Fusarium e na diferenciação de espécies, formae specialis e raças de 

isolados. Dentre os vários métodos existentes, destacam-se a amplificação de 

fragmentos de DNA polimórficos ao acaso (RAPD), a análise do polimorfismo no 

comprimento de fragmentos de restrição (RFLP) e o seqüênciamento do DNA, 

sendo que as duas últimas têm regiões do DNA ribossômico como principais alvos 
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(Kistler et al., 1987; Guadet et al., 1989; Peterson, 1991; Lodolo et al., 1993; Kin et 

al., 1993. 1995, 2001; Oliveira & Costa, 2002). 

A região genômica que codifica para o RNA ribossomal nuclear (rDNA) é 

constituída de seqüências codificantes e não-codificantes, que evoluem em 

diferentes velocidades. Esta região apresenta várias cópias 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 ocorrência de distintas raças do patógeno 

dificulte sua adoção em muitas áreas produtoras (Alves, 1999; Cordeiro; 1995, 

1999; Borges & Sousa, 2004). Para a utilização de cultivares resistentes é 

importante a determinação precisa da(s) raça(s) de ocorrência numa determinada 

área, assim como é importante o conhecimento da variabilidade genética do 

patógeno (Borges & Sousa, 2004). 

 O presente trabalho teve como objetivo estudar a variabilidade genética de 

isolados de F. oxysporum f. sp. cubense de diferentes áreas geográficas, através 

de marcadores RAPD, RFLP-PCR das regiões ITS e IGS e seqüênciamento da 

região ITS do DNA ribossomal. 
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II – REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1. Importância da bananicultura 

 

 A banana (Musa sp.) é uma fruta de grande importância econômica e social 

em todo o mundo, sendo cultivada em mais de 100 países, com área colhida de 

quatro milhões de hectares e produção superior a 66,5 milhões de toneladas, 

oriundas, principalmente, de pequenas propriedades (IBGE, 2005). 

No Brasil é cultivada em praticamente quase todos os estados, destacando-se 

como principais produtores: São Paulo, Bahia, Santa Catarina, Pará e Ceará. 

Estima-se que o volume total da produção esteja em torno de 6,6 milhões ton/ano 

e área colhida de 496 mil hectares, sendo superado apenas pela Índia, colocando 

o país como o segundo maior produtor. O nordeste brasileiro é responsável por 

35,77% da produção nacional, com 2.534759t, seguido pelas regiões 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 é o maior consumidor 

per capita com 29kg/hab/ano (IBGE,2004; IEA, 2005).  

 Embora a bananeira seja uma planta tipicamente tropical e não ocorram 

restrições com relação à temperatura, pluviosidade, luminosidade, altitude e 

umidade relativa à produtividade alcançada em alguns bananais é muito baixa, o 

que limita a competitividade econômica com outros centros produtores de banana 

(Silva, 2003; Borges & Sousa, 2004; Salomão et al., 2005).  

 

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

 

 A fusariose da bananeira, também conhecida como mal-do-Panamá ou 

murcha-de-fusário da bananeira é uma importante doença causada pelo fungo        

F. oxysporum f.sp. cubense. A doença foi descrita pela primeira vez por Higgins, 

em 1904 no Havaí (EUA). Por volta de 1912, a fusariose da bananeira já se 

apresentava na Jamaica como o mal que iria destruir as plantações constituídas 
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pela cultivar ‘Gros Michel’ da América Central. No Brasil, a fusariose da bananeira 

foi relatada pela primeira vez em 1930, no Município de Piracicaba - São Paulo, na 

cultivar Maçã, na qual causou severas perdas, tornando-se fator limitante para o 

seu cultivo. Por ser de fácil disseminação, e pela alta capacidade de sobrevivência 

do fungo na ausência do hospedeiro, atualmente a doença está presente em todos 

os estados brasileiros (Cordeiro & Kimati, 1997; Alves, 1999; Pereira et al., 2005). 

 No campo, a infecção inicial das plantas de bananeira pode ocorrer através 

de ferimentos nas raízes, nematóides contaminados, por insetos que tenham tido 

contato com plantas infectadas, pelas águas das chuvas ou de irrigação, entre 

outras (Borges, & Sousa, 2004; Salomão et al., 2005).  

 Na bananeira, o patógeno invade o sistema radicular, se disseminam no 

cilindro central do rizoma e daí segue para as bainhas das folhas. Em seguida as 

folhas apresentam uma clorose, semelhante a um sintoma de deficiência de 

potássio. As folhas podem também se apresentar com várias 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 centímetros de 

comprimento com vários 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 ocasião, fazendo-se um corte transversal no pseudocaule, próximo à sua 

base, é possível observar a existência de manchas isoladas escuras e irregulares 

nos tecidos das bainhas, sintoma característico da doença (Cordeiro, 1997; 

Cordeiro & Kimati, 1997; Alves, 1999) 

 Decorridas algumas semanas, estas manchas avançam irregularmente pelo 

pseudocaule, até atingirem a roseta foliar. Em estágio mais avançado da infecção, 

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 região fica escurecida e seca (Moreira, 1999). Na ausência do 

hospedeiro, o patógeno sobrevive principalmente no solo, na forma de estruturas 
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de resistência denominadas clamidósporos (Cordeiro & Kimati, 1997; Cordeiro et 

al., 2005). Esses mesmos autores citam a importância de estirpes não virulentas 

de F. oxysporum na manutenção de estirpes virulentas. De acordo com essa linha 

de raciocínio as linhagens não-virulentas podem formar heterocários com 

linhagens virulentas, assim os núcleos da forma virulenta persistem no micélio de 

crescimento saprofítico, voltando a atuar quando em presença da planta 

hospedeira (Borges & Sousa, 2004). 

 As principais formas de disseminação de F. oxysporum f.sp. cubense 

constituem no contato do sistema radicular de plantas sadias com esporos 

liberados por plantas doentes e, em muitas áreas, no uso de mudas 

contaminadas. O fungo também é disseminado por água de irrigação, drenagem e 

inundação, assim como pelo homem, por animais e equipamentos agrícolas 

(Cordeiro & Kimati, 1997; Cordeiro, 1997; Batista-Filho 2002; Borges & Sousa, 

2004; Salomão et al., 2005). 

 Os propágulos entram em contato com a superfície do hospedeiro 

suscetível e iniciam a etapa de infecção. A germinação das estruturas reprodutivas 

exige condições de alta umidade. Os conídios germinam formando um promicélio 

ou tubo germinativo que se fixa na superfície vegetal através de um apressório. A 

hifa originaria do apressório penetra de forma direta sobre a superfície intacta do 

tecido vegetal através da pressão mecânica e produção de enzimas e toxinas. A 

penetração pode ser também através de aberturas naturais (Batista-Filho, 2002). 

 A alta umidade relativa e temperatura das regiões tropicais favorecem a 

ocorrência da doença, assim como solos arenosos e mal drenados, problemas 

nutricionais principalmente aqueles relacionados aos elementos P, Ca, Mg e Zn, 

solos ácidos e carência de matéria orgânica, ferimentos nas raízes, incidência de 

nematóides (Radopholus similis e Meloidogyne sp.) e de pragas como o moleque 

da bananeira (Cosmopolites sordidus) (Cordeiro, 1999; Alves, 1999; Borges & 

Sousa, 2004). 

 A capacidade de sobreviver no solo através de clamidósporos, mesmo na 

ausência da hospedeira, por um período de até 50 anos, torna este fitopatógeno 

um dos mais sérios problemas para a bananicultura no Brasil e no mundo 
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induzindo a morte prematura de plantas adultas, principalmente na ocasião do 

florescimento (Pereira & Gasparotto, 2003; Borges & Sousa, 2004; Pereira et al., 

2005). Borges & Sousa (2004), relatam que o patógeno tem sido detectado 

associado com plantas invasoras, dentre elas Paspalum fasciculatum, Panicum 

purpurascens, Ixophorus unisetus, Commelina diffusa e Amaranthus sp., todas de 

ocorrência comum em bananais.  

 A obtenção de cultivares resistentes é hoje uma das principais linhas de 

ação visando o controle da doença (Borges & Sousa, 2004; Pereira et al., 2005). 

 As cultivares de interesse comercial apresentam graus variáveis de 

resistência à doença. Destacam-se, nesse sentido, as cultivares: ‘Ouro’, ‘Nanicas’, 

‘Nanicão’, seguidas de ‘Terra’ e ‘Prata’. Por outro lado a cultivar ‘Maça’ comporta-

se como altamente suscetível à doença (Borges & Sousa, 2004). Apesar da 

resistência de algumas cultivares, fatores, como desequilíbrios nutricionais, 

parasitismo de nematóides, ou períodos elevados de estiagem, podem tornar-las 

predispostas ao ataque do patógeno. (Alves, 1999, Borges & Sousa, 2004). 

 São conhecidas quatro raças de F. oxysporum f. sp. cubense (Ploetz, 1993; 

Robinson, 1996), sendo para a banana as raças 1, 2 e 4 as mais importantes. As 

raças 1 e 2 estão distribuídas no mudo todo (Nozaki, 2003; Pereira & Gasparotto, 

2003) e é virulenta  para a  maioria  das cultivares.  A raça 2, infecta bananeiras  

do subgrupo Bluggoe (ABB), como as cultivares Figo cinza, Figo Vermelho ou 

Marmelo, Pelipita entre outras, enquanto a raça 3 só foi encontrada em espécies 

selvagens e em plantas ornamentais (Heliconia sp.) (Batista-Filho, 2002).  

 O aparecimento da raça 4 deu novo destaque aos problemas fitosanitários, 

enfatizando a necessidade de pesquisas na busca de novas alternativas genéticas 

ou culturais para o controle da doença (Sun et al., 19781, apud Nozaki, 2003). 

Essa raça é virulenta a algumas cultivares do subgrupo Cavendish que se 

comportam como resistentes à raça 1 (Nozaki, 2003). A raça 4 é a mais agressiva 

e apresenta ampla gama de hospedeiros ( Hwang, 1993;). No Brasil, a raça 1 tem 

sido relatada com maior freqüência (Cordeiro, 1997; Nozaki, 2003). Messiaen & 

Cassini, 19682 apud Menezes & Oliveira, (1993), relatam à existência de mais de 
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60 formae specialis dentro desta espécie. A fase sexual ou teliomórfica desse 

patógeno ainda é desconhecida (Menezes & Oliveira, 1993) 
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1SUN, 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. 
2MESSIAEM, C.M. ET & CASSINI, R., RECHERCHES SUR LES Fusarium, La 

systématique dês Fusarium, tome 19, p. 396-454. 1968.  
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2.3. Caracterização e diversidade genética de fungos fitopatogênicos por 

meio de técnicas moleculares 

 

 Uma das regiões genômicas que vêm sendo mais utilizadas para estudos 

de diversidade genética de fungos fitopatogênicos é aquela que codifica para os 

genes do RNA ribossômico (rDNA). A função básica dos ribossomos é a de 

traduzir o mRNA em peptídeos. Dessa forma, esses genes estão presentes 

universalmente em sistemas vivos, em um alto número de cópias no genoma 

(White et al., 1990) 

 O DNA que codifica o RNA ribossômico (rDNA) em organismos eucarióticos 

apresenta-se como um agregado gênico composto pelas subunidades 18S, 5,8S e 

28S. Estes genes são separados por regiões denominadas “internal transcribed 

spacer” (ITS1 e ITS2) que são transcritas e processadas para dar origem aos 

RNA’s ribossômicos (Brasileiro 2003; Nozaki, 2003). Por ser constituído por 

regiões que evoluem em diferentes velocidades, o rDNA é considerado como um 

“conjunto de cronômeros”, cada um oferecendo diferentes perspectivas da história 

da evolução dos fungos. Este atributo torna o rDNA muito útil para determinar 

relações filogenéticas entre os grupos de fungos de taxa distantes, assim como 

entre isolados da mesma espécie (White et al., 1990) 

 A presença de seqüências 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 regiões 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 variação no 

rDNA tem sido estimada pela análise do polimorfismo no comprimento de restrição 

(RFLP) de fragmentos amplificados por PCR (Nicholson et al., 2003) ou por 

comparação de seqüências de nucleotídeos determinadas mediante 

seqüênciamento de regiões do rDNA (Logrieco et al., 1991). Kuramae & Sousa 

(2002) detectaram variabilidade genética entre “formae speciales” de F. 

oxysporum através de digestão de produtos de PCR correspondente à região ITS. 
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Utilizando a mesma técnica, Brasileiro (2003) encontrou variabilidade entre 

isolados de F. solani, e Galvão (2005) detectou a polimorfismo em isolados de F. 

guttiforme, agente da fusariose  do abacaxi. 

 Muitas análises vêm sendo realizadas com uma outra porção do rDNA que 

é a região espaçadora ou intergênica (IGS). Esta região é mais conservada do que 

a ITS e ela está localizada entre os genes 18S e 28S. Kin et al. (2001) 

encontraram variações dentro da região espaçadora intergênica (IGS) para formae 

specialis de Fusarium oxysporum através da digestão com enzimas de restrição 

(BglII, EcoRI, HincII,  HindIII, KpnI, NruI,  SalI, SmaI, XhoI, e) demonstrando assim 

que técnica pode ser útil na distinção de formae specialis. 

 Alves-Santos et al. (1999), também utilizaram a região IGS para avaliar a 

variabilidade genética entre isolados de Fusarium oxysporum f. sp phaseoli.do 

feijoeiro (Phaseolus vulgaris). Foi feita a relação entre compatibilidade vegetativa 

de isolados não patogênicos e patogênicos e também a digestão com 

endonucleases da região IGS e os resultados obtidos demonstraram que não 

havia nenhuma correlação entre o polimorfismo do comprimento do fragmento 

com virulência.  

 Llorens et al. (2005), caracterizou através do polimorfismo de comprimento 

por PCR-RFLP, da região 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 padrões da digestão do 

produto de PCR correspondente à região IGS não mostraram nenhuma relação 

com hospedeiro, à origem geográfica ou com a capacidade de produção de 

micotoxinas dos isolados. Entretanto, os haplótipos obtidos com as seis enzimas 

de restrição (AluI, EcoRI, CfoI, HapII, PstI e XhoI) permitiram separar as seis 

espécies de Fusarium e verificar a relação genética entre os grupos. Portanto, a 

região IGS também parece ser bastante confiável para esse tipo de análise. 

 Edel et al. (2001) estudaram a diversidade genética de 350 isolados de F. 

oxysporum de seis solos franceses. Todos os isolados foram caracterizados pela 

análise de digestão do fragmento IGS, com diferentes enzimas de restrição. Estas 
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análises revelaram que a estrutura genética das populações variaram 

extensamente, e que esta variação estava relacionada com o tipo de solo em que 

o fungo foi isolado. 

 Yli-Mattila et al. (2004), utilizaram sondas para região do rDNA para separar 

F. langsethiae de F. poae, os quais foram descritos recentemente e incluídos em 

um mesmo grupo por apresentarem semelhanças morfológicas. Os autores 

ressaltam que sem os resultados obtidos com as ferramentas moleculares não 

seria possível descrever F. langsethiae como uma espécie nova. 

 Um grande avanço na área de marcadores moleculares baseados em PCR 

(reação em cadeia de polimerase) ocorreu com a idéia de se usar primers mais 

curtos e de seqüências arbitrárias para dirigir a amplificação de regiões aleatórias 

do genoma. Essa técnica é conhecida como amplificação ao acaso de DNA 

polimórfico (RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA) e foi desenvolvida no 

início da década de 1990 por dois grupos independentes, (Williams et al., 1990; 

Welsh & McClelland, 1990). Esta variação foi desenhada para contornar o 

problema do conhecimento prévio da seqüência de DNA que se deseja amplificar, 

possibilitando a utilização da técnica em organismos onde nenhum conhecimento 

de seqüência de DNA exista. Tal método permite de maneira mais rápida, 

identificar o grau de similaridade entre genótipos a níveis inter e intraespecifico 

(Brasileiro, 2003). 

Desde então, a técnica de RAPD vem sendo aperfeiçoada e amplamente 

utilizada com as mais diversas aplicações na análise genética de procariotos e 

eucariotos (Ferreira & Grattapaglia, 1996). Além do fato de não ser necessário 

conhecer seqüências do genoma, a técnica de RAPD apresenta outros aspectos 

positivos como o fato de cobrir todo o genoma, inclusive regiões não codificantes, 

as quais não sofrem pressão de seleção. Adicionalmente, os marcadores RAPD 

são apontados como os mais simples de serem gerados e os de custo mais baixo. 

Em virtude desses aspectos positivos a técnica de RAPD se tornou o 

procedimento mais empregado em análises de diversidade (Williams et al., 1990). 

Contudo, alguns cuidados devem ser observados com sua utilização. Por 

exemplo, a técnica deve ser utilizada, preferencialmente, para comparar indivíduos 
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da mesma espécie, ou no máximo do mesmo gênero. Outro aspecto a ser 

considerado é que muitas bandas de RAPD são de difícil reprodutibilidade, assim 

apenas as bandas mais consistentes devem ser consideradas (Ferreira & 

Grattapaglia, 1996) 

 O polimorfismo detectado em um loco RAPD pode ser conseqüências de 

mutações que ocorrem em uma ou em ambas as fitas de DNA. Essas mutações 

por sua vez podem ser devidas a substituições de nucleotídeos ou a deleções 

ocorridas nas regiões de anelamento dos primers. Outra possibilidade é a 

ocorrência de inserções de fragmentos de DNA entre as regiões de anelamento 

dos primers, tornando a região a ser amplificada mais extensa, além da 

possibilidade de amplificação por parte da DNA polimerase (Ferreira & 

Grattapaglia, 1996; Cruz & Milach, 1998). 

Outra desvantagem dos marcadores RAPD é o fato de serem tipicamente 

dominantes, isto é, o fenótipo eletroforético de um indivíduo heterozigoto para um 

determinado loco não é geralmente distinguido de um indivíduo homozigoto para o 

mesmo loco (Ferreira & Grattapaglia, 1996). 

 A capacidade multiplex da RAPD, ou seja a capacidade de identificação de 

mais de um loco polimórfico na mesma reação permite comparar as diferentes 

técnicas moleculares em relação à sua eficiência para análise de variabilidade 

genética. Marcadores RAPD em geral apresentam um bom conteúdo informativo, 

isto é, possuem uma boa capacidade multiplex, identificando um alto número de 

locos polimórficos por reação, embora discriminem um baixo número de alelos por 

loco. O polimorfismo genético detectado pelos marcadores RAPD tem natureza 

binária, isto é, o seguimento amplificado está presente ou ausente (Brasileiro, 

2003). 

 Através da analise de RAPD vários pesquisadores têm 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 grão de bico (Cicer arietinum L), de outras formae specialis e de 
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outras espécies de Fusarium que ocorrem na cultura. Com a mesma análise 

separaram os isolados que causam amarelecimento, seca e os não virulentos. 

 O seqüênciamento de DNA, procedimento que determina a ordem com que 

os nucleotídeos ocorrem num genoma ou numa seqüência de DNA, constitui na 

técnica mais eficiente na determinação de variabilidade genética. Existem vários 

métodos disponíveis, 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 seqüenciamento da maioria dos genomas. Esse método utiliza 

análogos de nucleotídeos conhecidos como didesoxiribonucleotídeos. Esses 

compostos podem ser incorporados a uma seqüência em extensão, mas não 

permitem que a extensão da cadeia continue. Cada didesoxiribonucleotídeo é 

marcado com uma fluorescência distinta, possibilitando identificar o nucleotídeo 

incorporado na extremidade (Figueiredo, et al., 2003). 

 As seqüências de nucleotídeos de vários organismos são depositadas em 

bancos de dados virtuais, sendo o Genbank o mais conhecido. Dessa forma, tais 

dados podem ser utilizados para analisar a filogenia de vários organismos, 

comparando-se a seqüência obtida com outras seqüências armazenadas em 

bancos de dados. 
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III – METODOLOGIA 

 

3.1. Local de execução. 
 
 
Os trabalhos foram conduzidos no laboratório de Biologia Molecular do 

departamento de Fitotecnia e Fitossanidade do Centro de Ciências Agrárias 
(CECA) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL)- Campus Delza Gitaí, em Rio 
Largo Estado de Alagoas de janeiro de 2005 a fevereiro de 2006. 

 
 

3.2. Obtenção dos isolados de Fusarium oxysporum 

 

 Os isolados de F. oxysporum f.sp. cubense foram coletados em diferentes 

regiões produtoras dos Estados de Alagoas, Pernambuco, Bahia e Tocantins e 

Honduras  (Tabela 1). As plantas de bananeira apresentando sintomas típicos da 

doença foram coletadas e levadas ao Laboratório de Fitopatologia para isolamento 

do patógeno. A identificação dos isolados foi feita com base nas características 

morfométricas de acordo com Booth (1977) e na sintomatologia, mediante teste de 

patogenicidade realizados em cultivares de bananeiras suscetíveis ao patógeno. 

 Adicionalmente foram empregados, em algumas etapas desse estudo, dois 

isolados de F. oxysporum, cuja formae speciales não foi determinada, um desses 

isolados foi obtido de Crotalaria sp. e o outro de Heliconia sp., ambos procedentes 

do município de Rio Largo-AL. 

Tabela1. Origem dos isolados de Fusarium oxysporum e cultivares infectadas pelo 

patógeno utilizados no trabalho. 

 

 

ISOLADO IDENTIFICAÇÃO  CULTIVARES ORIGEM GEOGRÁFICA 

01 FOC AL 1 Prata Feliz Deserto/AL 

02 FOC AL 2 Prata Penedo/AL 

03 FOC AL 5 Maçã Maceió/AL 

04 FOC AL 10 Pacovan Palmeira dos índios/AL 

05 FOC AL 17 Maçã Jacuipe/AL 
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06* FOC AL 18 Maçã Jacuípe/AL 

07 FOC AL 19 Maçã Jundiá/AL 

08 FOC AL 20 Maçã Jundiá/AL 

09* FOC AL Maçã Rio Largo/AL 

10 FOC BA 1 Maçã Cruz das Almas/BA 

11 FOC 6M Maçã Pernambuco 

12 FOC8M Maçã Pernambuco 

13 FOC 11M Pacovan Pernambuco 

14 FOC 12M Maçã Pernambuco 

15 FOC 5 Prata Pernambuco 

16 FOC 6 Maçã Jacuípe/AL 

17 FOC 12 Maçã Escada/PE 

18* FOC B Maçã Bahia 

19 FOC Pacovan São Vicente Ferrer/PE 

20 FOC W Maçã Pernambuco 

21 FOC 1 Pacovan Palmas/TO 

22 FOC R1        - Honduras 

23 FOC CPMI Maçã Cruz das Almas/BA 

24 FO-X Crotalaria Rio Largo/AL 

25 FOY Heliconia Maceió/AL 

* Isolados utilizados para seqüênciamento das regiões do rDNA. 

3.3. Obtenção de culturas monoconidiais de isolados de Fusarium 

oxysporum f.sp. cubense  

 

 A partir de culturas fúngicas cultivadas em meio DBA (batata-dextrose-

ágar), fez-se uma suspensão de conídios em água destilada esterilizada. A 

suspensão foi filtrada em uma camada de gaze dupla esterilizada. Desta 

suspensão inicial fez-se uma diluição em série, a partir da qual alíquotas de 1 mL 

foram retiradas e transferidas, para tubos de ensaio com 9 mL de água destilada 

esterilizada, obtendo-se as concentrações 101, 102, 103.  Posteriormente, fez-se a 

transferência de 0,1mL da suspensão de conídios na concentração de 103 
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conídios/mL de cada isolado para placas de Petri contendo meio BDA com adição 

de oxitetraciclina (950 µg/ml). 

 As culturas fúngicas foram incubadas em câmara de crescimento tipo BOD 

a 26ºC sob alternância luminosa e diariamente foram observadas em microscópio 

ótico. Os conídios germinados foram individualmente transferidos para placas de 

Petri contendo DBA com auxílio de uma alça de platina previamente flambada.    

As placas de Petri contendo as culturas fúngicas foram mantidas em condições de 

ambiente e após sete dias, discos de BDA (3 mm) contendo micélio foram 

transferidos para tubos de ensaio contendo 4ml de meio BDA e armazenados a 4º 

C. 

 

 

3.4. Extração do DNA genômico dos isolados de Fusarium oxysporum f.sp. 

cubense  

 

 O DNA genômico total dos isolados foi extraído a partir de culturas 

monoconidiais crescidas em 5 mL de meio BD (batata-dextrose). As culturas foram 

incubadas à temperatura ambiente (26 ± 2°C), em regime de luz alternada com 

fotoperíodo de 12h sob agitação constante por 72h. Após esse período, o micélio 

foi lavado em água destilada esterilizada e utilizado para a extração do DNA total, 

segundo o protocolo de extração CTAB 10% descrito por Ferreira & Grattapaglia 

(1996), com modificações. 

 Cerca de 50mg do micélio de cada isolado foi macerado em tubos de 

microcentrífuga de 1500 µL, com auxilio de pistilo, na presença de 700µL de 

tampão de extração CTAB 10% (NaCl 700 mM, Tris-HCl 50mM, pH 8,0, EDTA 

10mM) pré aquecido e 2% de β-mercaptoetanol. Em seguida, o macerado foi 

agitado em vortex por 1 min e mantido em banho-maria (65ºC) por 30 minutos, 

invertendo-se suavemente os tubos a cada 10 min para homogeinizar a 

suspensão. Após o resfriamento da suspensão fez-se a extração com solvente 

orgânico adicionando-se 600 µL de CIA (clorofórmio-álcool:isoamílico 24:1(v/v). Os 

tubos foram agitados durante cinco minutos, invertendo-os para homogeneizar a 
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solução e posteriormente, centrifugados a 9000 rpm por 10 min a uma 

temperatura de 10°C. Cuidadosamente os tubos foram retirados da centrífuga e 

em seguida, transferiu-se 500 µl da fase aquosa para um outro tubo de 

microcentrífuga, ao qual foram adicionados 600 µl de isopropanol frio (-20 ºC) e 

10% de acetato de potássio a 5 M, misturando-se cuidadosamente para 

precipitação dos ácidos nucléicos. Estes tubos foram incubados por uma hora à –

20 ºC. Logo após, os mesmos foram centrifugados por 10 minutos a 10000 rpm à 

temperatura de 4 °C.  

 Após centrifugação, descartou-se o sobrenadante e o precipitado foi lavado 

duas vezes com 0,5 mL de Etanol 70% e secados à temperatura ambiente. 

Posteriormente, o precipitado foi ressuspendido em 60 µL de TE (Tris-HCl 10 mM, 

pH 8,0 e EDTA 1mM ), contendo 10µg/µL de RNAse e incubados à 37  ºC por 30 

minutos para a digestão do RNA. As amostras de DNA foram armazenados à uma 

temperatura –20ºC até sua utilização. 

Para determinar a concentração do DNA extraído, alíquotas de 3µL das 

soluções foram misturadas a 1 µL do azul de bromofenol (0,25%) e aplicada em 

gel de agarose (1%), submerso em tampão TAE 1X (tris-acetato 40 mM, EDTA 1 

mM). Aplicaram-se também soluções de DNA do fago lâmbda de concentrações 

conhecidas (25; 50; 100 e 200ng/µL de DNA), para estimativa das concentrações 

do DNA extraído. Em seguida, o gel foi corado numa solução de brometo de etídio 

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

 

3.5. Amplificação e análise de rDNA por eletroforese em gel de agarose 

 

Todas as reações de amplificações foram realizadas utilizando 

termociclador modelo Eppendorf Mastercycler personal. Cerca de 30 ng do DNA 

extraído foram utilizados como molde em PCR’s contendo os oligonucleotídeos 

universais que anelam em regiões específicas do rDNA de fungos. As seqüências 

dos oligonucleotídeos utilizados encontram-se na Tabela 2. 

Foram utilizados os oligonucleotídeos CNS1 e CNL12 que direcionam a 

amplificação de um fragmento de aproximadamente 2200 pb, incluindo as 
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extremidades dos genes que codificam para as subunidades 28S e 18S do RNA 

ribossomal e a região compreendida entre esses genes – intergenic sequence 

(IGS) (Figura 1) (Appel & Gordon, 1996). 

Também foram empregados nas amplificações os oligonucleotídeos ITS4 e 

ITS5 que direcionam a amplificação de um fragmento de 650 pb, compreendendo 

a região espaçadora 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 regiões de anelamento dos oligonucleotídeos 

utilizados nesse trabalho no rDNA de F. oxysporum f.sp. cubense. 

 

Tabela 2. Seqüência dos primers utilizados para amplificar regiões do rDNA dos 

isolados de Fusarium. oxysporum 

PRIMERS SEQÜÊNCIA (5’�3’) 

IGS (CNS1) 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 

 

 

 

Figura 1. Localização hipotética dos genes que codificam para o RNA ribossomal 

(18S rDNA, 5.8S rDNA, 28S rDNA) de Fusarium oxysporum f.sp. cubense. ITS = 

“espaços internos transcritos” e IGS = “espaço intergênico IGS”. As setas 

representam as posições de anelamento dos primers utilizados.  
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 As reações de amplificações das regiões ITS e IGS do rDNA, foram 

realizadas num volume total de 30 µL, contendo 30 ng do DNA molde, 3 µL do 

tampa o 10X (tris-HCl 10 mM, pH 8,3; KCL 50 mM), 2 mM de MgCl2, 200 mM de 

cada um dos desoxinucleotídeos (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), uma unidade da 

enzima Taq DNA polimerase e 0,4 µM de cada oligonucleotídeo. 

 A amplificação da região ITS foi efetuada usando o seguinte programa: uma 

desnaturação inicial de 2 min a 95º C, seguida de 38 ciclos a 95º C por 30s, 55º C 

por 30s, 72º C por 45s. Após os 38 ciclos, foi feita uma etapa de extensão final a 

72º C por 10 min. Nas reações de amplificações da região IGS, fez-se uma 

desnaturação inicial do DNA genômico a 94º C por 85s, seguida por 35 ciclos de 

desnaturação, anelamento e amplificação. A temperatura e o tempo dos 13 

primeiros ciclos foram de 95º C por 35s, 58º C por 55s, 72º C por 45s. Para os 

ciclos seguintes (de 14 a 26 e de 27 a 35) foram utilizados os mesmos 

parâmetros, exceto na etapa de extensão pela Taq plimerase, que foram de 2 e 3 

min, respectivamente (Appel & Gordon, 1995). 

Após as amplificações, alíquotas de 3 µL das reações foram acrescidas de 

1 µL de azul de bromofenol (0,25%) e aplicadas em gel de agarose (1,5%). As 

amostras foram então submetidas à eletroforese por aproximadamente 2 horas a 

3V/cm do gel. Posteriormente, o gel foi corado com brometo de etídeo (0,5 µg/mL) 

e fotografado sob luz ultravioleta. Ao lado das amostras, aplicou-se uma alíquota 

do 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) para estimativa do tamanho dos fragmentos 

amplificados. 

 

 

3.6. Análise da diversidade genética de Fusarium oxysporum f.sp. cubense 

mediante PCR-RFLP das regiões 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 restrição, a fim 

de detectar variabilidade genética. A análise foi realizada utilizando-se as enzimas 

EcoRI, HinfI, PstI, Smal, TaqI, XhoI. Para confirmar a presença e ausência dos 
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sítios de reconhecimento das enzimas citadas anteriormente, foram construídos os 

mapa físicos a partir dos isolados seqüenciados, com auxilio do programa 

pDRAW32 descrito por Olesen, (1999). As reações de clivagem consistiram de: 20 

unidades da enzima, 2,0 µL do respectivo tampão 10X e 10µl do produto de PCR 

(aproximadamente 300ng de DNA), completando-se o volume para 20 µL com 

água destilada estéril. As reações foram incubadas a 37º C durante um período de 

aproximadamente 12 h. 

 Os produtos das clivagens foram analisados por meio de eletroforese em 

géis de agarose (2,3 %). As condições de eletroforese foram às mesmas descritas 

no item 3.4 

 

 

3.7. Análise da diversidade genética de Fusarium oxysporum f.sp. cubense 

através de RAPD 

 

 As reações de amplificação foram realizadas em um volume total de 15 µl, 

contendo 15 ng do DNA molde, 1,5 µL do tampão 10X (tris-HCl 10mM, pH 8,3; KCl 

50 mM), 2 mM de MgCl2, 200 mM de cada um dos desoxinucleotídeos (dATP, 

dTTP, dGTP e dCTP), uma unidade da enzima Taq DNA polimerase e 0,4 µM do 

oligonucleotídeo. 

 As condições de amplificação foram baseadas em Texeira et a.l (2004) com 

a seguinte programação: 3 min a 94 ºC, seguidos por 40 ciclos de 1 min a 94 ºC 

(desnaturação das fitas de DNA), 1 min a 36 ºC (anelamento dos primers), 2 min a 

72 ºC (alongamento das novas fitas de DNA) e uma extensão final de 5 min a 72 

ºC. Foram testados nove primers decâmeros de seqüência arbitrária (operon 

tecnologies inc, Alameda, CA, USA) (Tabela 3). 

A amplificação foi confirmada por meio de eletroforese em gel de agarose a 

1,5%. A separação eletroforética foi de aproximadamente 3 horas a 3V/cm do gel. 

Posteriormente, o gel foi corado com brometo de etídeo (0,5 µg/mL) e fotografado 
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sob luz ultravioleta. Também foi aplicada no gel uma alíquota do 1 Kb Plus DNA 

Ladder (Invitrogen), para estimativa do tamanho dos fragmentos amplificados. 

 

Tabela 3. Seqüências dos primers decâmeros utilizados para amplificação 

ao acaso de DNA polimórfico dos isolados de Fusarium oxysporum. 

 

PRIMERS SEQÜÊNCIA (5” � 3”) 
OPAH5 GGC TTT AGC C 
OPAA6 GTG GGT GCC A 
OPAH6 GTA AGC CCC T 
OPAH9 AGA ACC GAG G 

OPAH13 TGA GTC CGC A 
OPAH15 CTA CAG CGA A 
OPAH16 CAA GGT GGG T 
OPAH17 CAG TGG GGA G 
OPAH18 GGG CTA GTC A 

 

Os dados de RAPD foram analisados considerando a presença e ausência 

de bandas no gel e foram codificados de forma binária (1 para presença e 0 para 

ausência). A análise 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 construção de uma 

árvore filogenética com o auxílio do programa Treeview X (Roderic, 2000). 

O agrupamento e a distância 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 distância foi transformada em dendrograma 

pelo método SAHN Clustering (Sequential Agglomerative, Hierarchical and 

Nested) Nozaki, (2003) 

 

 

3.8 Seqüênciamento das regiões ITS e IGS de isolados de Fusarium 

oxysporum f.sp. cubense  
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 Os produtos de PCR das regiões IGS e ITS dos isolados 6, 9 e 18 de F. 

oxysporum f. sp. cubense foram submetidos a seqüênciamento automático de 

DNA. Para realização do sequênciamento foi necessário purificar os produtos da 

PCR. A purificação 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 seqüênciamento das amostras de ITS que possuem 550pb 

utilizou-se aproximadamente 50ng do produto de PCR, já para IGS que possui 

cerca de 2200pb foi utilizado 110ng. O Mix da reação foi composto de: premix de 

seqüênciamento 4µL, primer 5µM 0,6µL, PCR purificada 2µL (ITS) e 5,4µL. (IGS) 

e água ultrapura 3,4µL para um volume final de 10 µL. Para o seqüênciamento foi 

necessário colocar 110ng da PCR purificada. Os demais componentes foram os 

mesmos descritos para o seqüênciamento de ITS. As reações de seqüênciamento 

foram realizadas no MegaBace 1000 (GE Healthcare). 
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3.8. Análise filogenética dos isolados de Fusarium oxysporum f. sp. cubense 

seqüenciados 

 

 

 As seqüências correspondentes à região ITS dos três isolados estudados 

foram comparadas com outras seqüências depositadas no Genbank, utilizando-se  

o programa Blast. Nas seqüências de maiores identidades foram salvas e 

utilizadas num alinhamento usando o software DNAman6 (Farias, 2005). Esse 

mesmo software foi usado para gerar uma árvore filogenética entre os isolados 

seqüenciados e os isolados de maiores identidades, através do método “UPGMA” 

com valores de 1000 “bootstrap”. Utilizou-se uma seqüência de F. oxysporum 

como “Outgroup” para as análises das relações filogenéticas. Para detecção de 

polimorfismos nas seqüências de F. oxysporum f.sp. cubense, utilizou-se a 

terceira versão do programa computacional DnaSP (DNA Sequence 

Polymorphism) elaborado por Rozas & Rozas, (1999), empregando-se o método 

de DNA polimorfismo. 
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IV - RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

4.1 Amplificação de regiões do rDNA de isolados de Fusarium oxysporum 

f.sp. cubense 

 

 

 O método CTAB, descrito por Ferreira & Grattapaglia (1996), mostrou-se 

eficiente na extração do DNA total das amostras dos isolados de F. oxysporum, 

utilizados neste estudo. A quantidade de DNA total extraído Variou de 2,5 a 5 

ng/uL. Este método vem sido utilizado para isolamento de DNA de alto peso 

molecular de vários microrganismos, entre eles, fungos (Ferreira & Grattapaglia 

1996; Assunção et al., 1997; Silva-Hanlin et al., 1999). 

 Em todas as amostras de DNA utilizadas nas PCR`s foram observados 

produtos de amplificações de aproximadamente 550 pb para ITS e 2200 pb para 

IGS, quando os oligonucleotídeos ITS4, ITS5 e CNS1, CNL12 foram utilizados nas 

reações, respectivamente (Figura 2). Analisando-se os produtos de PCR não foi 

possível observar polimorfismo entre os isolados, demonstrando a necessidade de 

se utilizar outros métodos como RFLP e seqüênciamento dos produtos de 

amplificação, para uma análise mais detalhada da região do rDNA avaliada. Vários 

trabalhos têm 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 fitopatogênicos, 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  
F3 

ITS ITS IGS 

550 pb 
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Figura 2. Gel de amplificação das regiões genômicas 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. Análise de RFLP dos fragmentos amplificados por PCR 

 

 Aparentemente o fragmento de aproximadamente 0,55 kb, compreendendo 

a região ITS de todos os isolados de F. oxysporum f.sp. cubense, não apresenta 

nenhum sítio reconhecido pelas enzimas SmaI, XhoI (dados não mostrados) e 

PstI, (Figura 3A) pois seu tamanho não foi alterado após a incubação com estas 

enzimas. Contudo, esses fragmentos apresentaram pelo menos um sítio de 

reconhecimento para HinfI (Figura 3B) e dois para TaqI (Figura 3C). Todavia os 

padrões de restrição obtidos para ambas as enzimas foram monomóficos, 

demonstrando o alto nível de conservação dessa região, conforme observado por 

O’donnell, (1992); Edel et al., (1995); Edel et al. (2001); Brasileiro (2003); Nozaki, 

(2003); Galvão, (2005).  

 Para confirmar a ausência e presença de sitos de restrição nesta região 

genômica foram feitas digestões eletrônicas a partir das amostras seqüenciadas 

(isolados 6, 9 e 18). Os resultados obtidos corroboram com os dados gerados com 

as digestões em laboratório (Figura 3). 

Galvão, (2005) sugere uma pré-seleção de enzimas de restrição através de 

ferramentas de bioinformática. Pois a partir do mapa físico gerado é possível 

verificar e/ou selecionar as enzimas que apresentam os melhores resultados para 

estudo em labarotório (Apêndice 1). 

 

2200 pb 
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Figura 3. Digestões enzimáticas dos produtos de PCR da região ITS de 12 

isolados de Fusarium oxysporum. M = marcador (1kb plus DNA Ladder). A, B e C 

= digestões com PstI, HinfI e TaqI, 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 HinfI gerou quatro perfis de bandas (dados não 

mostrados), todos os isolados apresentaram três sítios de clivagem, revelando um 

único haplotipo entre os isolados analisados. Resultados semelhantes foram 

observados por Otero et al., 2004, em estudos da variabilidade de isolados de V. 

dahliae comparando sítios de restrição usando a mesma endonuclease, revelando 

padrões de RFLP idênticos para a enzima analisada. 

 A clivagem dos fragmentos de PCR amplificados a partir da região IGS dos 

genes 28S e 18S do rDNA, com a enzima EcoRI revelou diferentes perfis de 

bandas, indicando divergência na seqüência dessa região entre os isolados 

estudados corroborando com os resultados de KIN et al. (2001) e Llorens et al. 
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(2005). Conforme observado na Figura 4, a maioria dos isolados apresentou um 

único sítio de clivagem, o que resultou na visualização de duas bandas, contudo a 

localização desse sítio variou conforme o isolado considerado. 

 

 

 

Figura 4: Fragmentos visualizados após incubação dos produtos de PCR da 

região IGS de isolados de Fusarium oxysporum com as enzimas EcoRI e PstI. 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. 

 

 

 Padrões de RFLP do produto de PCR da região IGS, foram analisados por 

outros autores utilizando a enzima EcoRI, para caracterização de isolados de F. 

oxysporum e V. dahliae. Em alguns desses estudos, observaram-se diferentes 

haplotipos desses fungos fitopatogênicos (Otero et al., 2004). 

A digestão dos fragmentos de PCR da região IGS com a endonuclease PstI 

resultou em padrões de bandas ligeiramente diferentes, demonstrando que seis 

dos doze isolados não apresentavam sítios de restrição para esta enzima, 

enquanto que os outros seis apresentaram apenas um sítio de clivagem. (Figura 

4). A hipótese de que esse sítio está localizado na extremidade do fragmento é 

suportada pelo fato de que apenas fragmento foi observado, indicando que o outro 
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fragmento deve ser de tamanho muito reduzido, o que impede sua visualização no 

gel. 

 Quando não se dispõem de seqüências do genoma, a clivagem de produtos 

de PCR com endonucleases de restrição (PCR-RFLP) tem sido muito utilizada 

para estimar a diversidade genética de vários fitopatógenos (Otero et al., 2004). 

No entanto, essa técnica permite que apenas o sítio de reconhecimento da enzima 

(uma seqüência de 4 a 6 bases, dependendo da enzima) seja analisado. Dessa 

forma qualquer alteração fora dessa região permanece indetectada. 

Em decorrência de sua fácil aplicação e de seu custo relativamente baixo, a 

técnica de PCR-RFLP, tem sido muito utilizada no estudo de variabilidade 

genética de fungos do gênero Fusarium. Por exemplo, Alves-Santos et. al (1999), 

também realizaram a clivagem das regiões IGS para demonstrar a existência de 

variabilidade entre isolados de F. oxysporum f. sp phaseoli do feijoeiro, enquanto 

Llorens et al. (2005), caracterizaram molecularmente, através de PCR-RFLP da 

região IGS, 44 isolados de Fusarium spp. Kin et al. (2001) encontraram variações 

dentro da região ITS e IGS de formae speciales de F. oxysporum através da 

digestão com enzimas de restrição. 

De um modo geral a região IGS tem sido mais utilizada para esse tipo de 

estudo, pois se apresenta mais divergente que a região ITS. Além disso, a 

clivagem da região ITS normalmente resulta em fragmentos de tamanhos muito 

reduzidos e, consequentemente de difícil visualização nos géis. 

 As demais enzimas avaliadas (XhoI, MstI, HinfI) geraram padrões 

monomóricos e/ou duvidosos, por isso, seus resultados não foram apresentados. 
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4.3. Análise da diversidade genética entre isolados de Fusarium oxysporum 

f.sp. cubense através de RAPD 

 

 

 Dentre os nove primers testados apenas dois não geraram padrões de 

amplificação. A utilização dos outros sete primers resultou num total de 61 bandas, 

todas polimórficas, ilustrando a alta variabilidade genética dos isolados estudados. 

Isso corresponde a aproximadamente 8,7 bandas por primers, valor considerado 

elevado para primers decâmeros (Ferreira & Grattrapaglia, 1996). Alguns padrões 

de amplificação são apresentados na Figura 5. 

 

 

Figura 5. Padrões típicos de amplificação obtidos com os primers OPAH6; 

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). 

M     1     2    3    4    5    6     7     8    9    10  11   12  13    

 M   1     2     3    4     5    6     7    8     9   10  11   12   13  
 

 M   14   15   16   17  18    19   20   21  22  23   X    Y 
 

  M    14  15  16   17   18   19  20   21   22  23    X   Y 

M  14   15  16   17   18  19  20    21   22   23   X    Y  M    1    2    3    4     5    6     7    8    9    10   11  12   13 

 M   1     2     3    4     5    6     7    8     9   10  11   12   13  
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A partir do perfil eletroforético, foi construída uma matriz de similaridade 

genética segundo o coeficiente de Jacard. Os dados obtidos revelaram 

similaridade de 9,7 a 85,1% (Apêndece 2). Os baixos valores de similaridade 

observados para algumas comparações, uma vez mais, ressaltam a diversidade 

genética de F. oxysporum f.sp. cubense. A alta variabilidade constatada é de certa 

forma surpreendente, principalmente se for considerado que esse fungo se 

reproduz predominantemente de maneira assexuada (Nozaki, 2003). 

 A árvore filogenética, construída através do programa Treeview X (método 

UPGMA), teve 100% de suporte estatístico, sugerindo a presença de três grupos 

genéticos distintos A; B e C (Figura 6). O grupo “A” foi o que deteve o maior 

número de representantes, os quais foram divididos em cinco “Operational 

Taxonomic Units” (OTU’s) designados como a1, a2, a3, a4, a5, representado por 

isolados oriundos de Alagoas, Pernambuco, Bahia, Tocantins e Honduras (Figura 

6). 

 O OTU “a1,” 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 estatístico de 52% e similaridade genética de 85,18%. A 

similaridade existente entre os isolados 6 e 8 em relação ao isolado 2 foi de 73,33 

e 77,78% com suporte estatístico de 58%, já para o isolado 7 foi 85,18 e 79,31% 

apresentando um suporte estatístico 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 relação aos demais do subgrupo “a1” 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 “a2”, formado pelos isolados 4 e 5, ambos procedentes de Alagoas, 

apresentou similaridade de 68%. 

 O OTU “a3”, representado pelos isolados 14, 15, 21 e 22; apresentou 

suporte estatístico 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 
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estatístico. A similaridade entre os isolados 15 e 21, foi de 54,5%, já a relação de 

similaridade entre os isolados 15 e 21 com isolado 14 e 22 variou de 54 a 64 %. 

 

 

Figura 6. Árvore filogenética obtida pelo algorítmo 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 três agrupamentos principais. 
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 O OTU “a4”, formado pelos isolados 9, 11 e 13, oriundos de Alagoas e 

Pernambuco, apresentou suporte estatístico que variou 38 a 47%. O OTU formado 

pelos isolados 9 e 11 apresentaram similaridade de 65,27 %. A relação 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”, constituído pelos isolados 

18 e 19, apresentou baixo suporte estatístico (14%) e similaridade de 40%. 

  O OTU “B”, representados pelos isolados 16 e 17 e 23, teve suporte 

estatístico 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 relação ao 23 

foi de 36,7 e 41,9 % respectivamente. 

 O OTU “C”, formado pelos isolado de F. oxysporum de crotalária e 

hellicônia, ambos de Alagoas, apresentou suporte estatístico de 25 % e 

similaridade de 39,13 %. Sendo este o OTU que apresentou menor relação com 

os demais isolados, isso já era esperado, visto que os isolados representados eles 

não serem da formae specialis cubense. Isso demonstra a eficiência dos 

marcadores RAPD na distinção de táxons infraespecíficos. 

 O OTU formado por Foc20 de Pernambuco foi o mais basal de todos, sendo 

o 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 são 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, não mostrou relação com a origem geográfica, visto que isolados de 

Alagoas, Pernambuco, Tocantins, Bahia e Honduras se agruparam no grande 

grupo “A”. Esses dados se contrapõem a Galvão (2005), que testou a variabilidade 
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genética de isolados de F. guttiforme, agente da fusariose do abacaxi e de Martins 

(2005) que trabalhou com Fusarium spp., patogênicos ao tomateiro e à soja. 

Apesar das limitações, a técnica de RAPD tem sido muito utilizada na 

detecção de variação intra e inter-específica em fungos fitopatogênicos (Assunção 

et al., 1997; Mehta et al., 2004a, Mehta et al., 2004b). As maiores vantagens da 

técnica são a simplicidade de execução, o baixo custo e o fato de analisar o 

genoma por completo, inclusive regiões não codificantes, sem a necessidade 

prévia do conhecimento de seqüências do genoma Ferreira & Grattapaglia (1996). 

Outros métodos como PCR-RFLP e “southern blot” geralmente consideram uma 

ou poucas regiões específicas do genoma ou são operacionalmente mais 

complexos e de custo mais elevado. 

 

 

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

 

 O produto da reação de PCR da região espaçadora (IGS) apresentou cerca 

de 15ng/uL, concentração considerada insuficiente para reação de 

seqüênciamento que necessita de uma alíquota mínima de 20,4ng/uL. O 

eletroferograma gerado a partir deste seqüênciamento não eram confiáveis, por 

este motivo os resultados não foram mostrados neste trabalho. 

 No entanto, as amostras correspondentes à região ITS dos isolados 6, 9 e 

18 foram determinadas e comparadas com outras seqüências depositadas no 

Genbank. Foram obtidas aproximadamente 70 seqüências com alto score e baixo 

e-value (Figura 7) Todas essas seqüências foram provenientes de Fusarium spp., 

sendo a maioria de F. oxysporum. 

 As seqüências da região ITS dos três isolados de F. oxysporum f.sp. 

cubense caracterizados nesse estudo apresentaram de 517 a 557 nucleotídeos.. 

Essas seqüências foram inicialmente alinhadas entre si, revelando similaridades 

entre 96 a 98 % (Apêndece 3). Os elevados valores de similaridade confirmam o 

alto grau de conservação dessa região genômica, conforme relatado por alguns 

autores (O’donnell, 1992; Edel et al., 1995; Silva-Hanlin et al., 1999).  
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Figura 7. Seqüências depositadas no Genbank que apresentaram maiores Score 

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

caracterizados nesse estudo. 
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 Com o alinhamento das seqüências correspondentes a região ITS 

verificou-se 51 sítios polimórficos (Figura 8). Dentre as alterações, constaram-se 

mudanças de nucleotídeos, inserções e deleções entre as posições 1 a 524 

conforme a figura 9 
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Figura 8. Alinhamento das seqüências da região ITS dos isolados 6 (FOC), 9 

(FOC2) e 18 (FOC3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Posições de alterações nas seqüências de nucleotídeos da região ITS 

dos isolados 6 (FOC1), 9 (FOC2) e 18 (FOC3) de Fusarium oxysporum f.sp. 

cubense. 

 

 Um alinhamento das seqüências dos três isolados de F. oxysporum f.sp. 

cubense juntamente com outras sete seqüências 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 análise, 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 relação a todos os 

outros isolados utilizados na comparação. A identificação equivocada desse 

isolado se fez importante neste trabalho, pois ilustra a importância da utilização de 

dados moleculares, juntamente com morfológicos e fisiológicos na identificação de 

fungos fitopatogênicos. 

 Os dados do alinhamento também foram empregados na construção de 

uma árvore filogenética, A qual se encontra representada na Figura 10. Percebe-

se a formação de dois grupos ou que um deles (grupo “B”) apresentou apenas o 

isolado de F. oxysporum (gi|15450329) do Brasil. 



SILVA, I.O. 2006. Estudo da diversidade genética de isolados de Fusarium oxysporum...  36

 O grupo “A” foi constituído por nove isolados e apresentou alta 

similaridade (96,5 a 99,8 %). Verifica-se também, no apêndice 3, que os isolados 1 

e 2 (FOC1 e FOC2) agruparam mais proximamente que o isolado 3 (FOC3). Esse 

resultado pode ser conseqüência do fato que os isolados FOC1 e FOC2 foram 

coletados de áreas mais próximas (Feliz Deserto-AL e Penedo-AL) que o isolado 

FOC3 (Cruz das Almas-BA). Ainda com relação 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 FOC3. Os isolados F. oxysporum f.sp. 

cubense (gi|:57116640); F. oxysporum (gi|15450329); F. oxysporum f. sp. 

lycopersici (gi|11692814); F. oxysporum f. sp. luffae (gi|34559404); Fusarium sp 

(gi|74058357); F. subglutinans (gi| 58585570); F. oxysporum f.sp. melonis 

(gi|34559395) e Fusarium subglutinans (gi|58585570) apresentaram altas 

similaridades (98 a de 99,8 %) (Figura 10). 

 

A

B

96,5 – 99,8%

43,1 – 43,5%

A

B

96,5 – 99,8%

43,1 – 43,5%

 
Figura 10. Árvore filogenética ilustrando a similaridade das seqüências das 

regiões ITS-5.8S rDNA, Análise baseada no método de “UPGMA”, construído com 

base em 1000 “bootstrap”. 
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 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 adoção de medidas de 

controle como a utilização de cultivares resistentes e a aplicação de fungicidas. 
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V - CONCLUSÃO  

 

 A técnica de PCR-RFLP, com as enzimas testadas, foi pouco eficiente na 

demonstração da variabilidade entre os isolados. 

 A região IGS apresenta-se muito mais variável que a região 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, não se relacionou com suas respectivas origens geográficas. 

 Apesar da região ITS ser considerada uma região com alto grau de 

conservação, foi possível detectar através do seqüênciamento várias posições que 

sofreram mutações.  

 As alterações ocorridas nas seqüências dos nucleotídeos podem alterar o 

sitio de reconhecimento das enzimas e assim gerar através de RFLP-PCR, 

polimorfismo, e conseqüentemente variabilidade genética. 
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VI - APÊNDECE 

 

 
Apêndece 1. Mapa físico de restrição eletrônica dos isolados seqüenciados, 

gerado através do programa pDraw32, das seqüências FOC1, FOC2 e FOC3. 
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Apêndece 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. 
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Apêndece 3. Similaridades observadas entre os três isolados de Fusarium 

oxysporum f.sp. cubense e outros isolados de Fusarium spp. cujas seqüências 

encontram-se depositadas no GenBank. 
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