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RESUMO. Diferenciagio de formae speciales ¢ racas de Fusarium oxysporum através de
caracteristicas morfoldgicas e culturais ¢ bastante dificil e muitas vezes duvidosa. Marcadores
moleculares RAPD e sequenciamento das regides ITS1 e I'TS2 (internal transcribed spacer)
¢ o gene 5.85 rDNA foram utilizados para estimar a variabilidade genética existente entre
quatro formae speciales de Fusarium oxysporum (F. o. cubense, F. o. lycopersici, F. o. phaseoli and F.
o. vasinfectum) e entre 2 ragas de F. o. lycopersici. A variabilidade genética em nivel de DNA
gendmico utilizando-se marcadores moleculares RAPD foi de até 50% entre as formae
speciales e, entre as ragas 1 e 2 de F. o. lycopersici foi de 7%. Houve similaridade maior que
97,2% entre as diferentes formae speciales e ragas fisiolégicas de F. o lycopersici na regides
correspondentes a ITS1 e ITS2, enquanto que o gene 5.85 rDNA apresentou 100% de
homologia entre os isolados.
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ABSTRACT. Genetic variability among formae especiales of Fusarium oxysporum and
races 1 and 2 of F. oxysporum F. sp. lycopersici by RAPD and DNA sequences of ITS
and rDNA. Differentiation from formae speciales and races of Fusarium oxysporum by
morphological and cultural characteristics is difficult and uncertain. Random amplified
polymorphic DNA (RAPD) markers and ITS1 and ITS2 (internal transcribed spacer)
sequences were used to evaluate genetic variability among four different formae speciales of
Fusarium oxysporum (F. o. cubense, F. o. lycopersici, F. o. phaseoli and F. o. vasinfectum) and two
races (1 and 2) of F. o. lycopersici. Genetic variability up to 50% was observed among the
formae speciales and 7% between races 1 and 2 of F. o. lycopersici using RAPD molecular
markers. Similarity more than 97.2% among formae speciales and races 1 and 2 of F. o.
lycopersici was observed at ITS1 and ITS2 regions, whereas the 5.85 rDNA gene was 100%
homologous among isolates.
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Introdugao

2

Fusarium é um género heterogéneo com uma
distribui¢io muito ampla que inclui virias espécies
as quais ji foram descritas desde os drticos até nas
areias do Sahara. Uma caracteristica comum de
Fusarium spp. é a producio de macroconidios na
forma de foice (Windels, 1991). O estigio sexual ji
foi detectado em algumas espécies de Fusarium e
caracteristicas morfoldgicas e patoldgicas sobre o
género sio pouco conhecidas e menos ainda se
conhece a respeito da espécie Fusarium oxysporum.

A especificidade de Fusarium em colonizar
determinadas espécies hospedeiras permitiu que

Snyder e Hansen (1940) criassem um novo tixon
das espécies denominadas formae speciales.

Segundo Windels (1991), a identificagio de
Fusarium a nivel de espécies, formae speciales e racas é
bastante dificil porque muitas varidveis devem ser
consideradas.

Com o advento dos
baseados na anilise de

moleculares
estes tém sido

métodos
DNA,
ferramentas muito tdteis nos estudos de filogenia de
Fusarium ¢ na diferenciagio de espécies, formae
speciales, ragas ¢ isolados. Dentre os virios métodos
existentes, a andlise do polimorfismo do
comprimento de fragmentos restringidos (RFLP)
tem sido utilizada para diferenciar isolados de
Fusarium oxysporum, por meio de sondas nucleares
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(Manicom et al., 1987; Manicom et al., 1990) ou
sondas de regides de mitocdndrias (Kistler et al.,
1987; Jacobson e Gordon, 1990; Kim ef al., 1993) ou
ainda de regides do DNA ribossémico (Kistler ef al.,
1987; Guadet et al., 1989; Peterson, 1991; Lodolo et
al., 1993). O método de polimorfismo de fragmentos
amplificados ao acaso (RAPD) (Williams ef al., 1990)
tem sido utilizado para verificar a variabilidade
genética existente entre populagdes de Fusarium
graminearum Schwabe (Ouellet e Seiferd, 1993) e F.
solani (Mart.) Sacc. f. sp. curcubitae Synder e Hans.
(Crowhurst et al., 1991) e para diferenciar ragas de F.
oxysporum Schlecht f. sp. pisi (J.C. Hall) Snyder e
Hans, (Grajal-Martin et al., 1993). As regides ITS e
rDNA tem sido utilizados nos estudos de filogenia
de Fusarium spp. (Paavanen-Hubhtala et al., 2000)

O presente estudo teve como objetivo
determinar a variabilidade genética existente entre
formae speciales ¢ ragas fisiolégicas de F. oxysporum
através de RAPD e seqiiéncias de nucleotideos das
regides ITS1, ITS2 e o gene 5.85 rDNA.

Material e métodos

Isolados de Fusarium oxysporum, extracio de
DNA gendmico e reacdes de RAPD

Os isolados de F. oxysporum utilizados neste
estudo foram F. oxysporum f. sp. cubense, F. o.
lycopersici (racas 1 e 2), F. o. phaseoli e F. o. vasinfectum.

Para a obtengio de micélio bem como a extragio
de DNA, utilizou-se a metodologia segundo
Kuramae-Izioka (1997). Os “primers” utilizados para
as reagdes de RAPD foram provenientes dos “kits” R
e X da Operon (Operon Technologies Inc. Alameda,
CA) (Tabela 1). Os procedimentos para as reagoes
de RAPD foram basicamente aquelas descritas por
Williams et al. (1990). Utilizaram-se para as reagOes
tubos Eppendorf de 200 pL contendo 2 pL de
tampio Taq polimerase [200 mM Tris-HCI (pH
8,4), 500 mM ClJ; 1,5 mM MgCl,; 200uM de cada
um dos quatro dNTPs; 30 pmoles de “primer”; 9 ng
de DNA gendmico e; 1,0 unidade de Taq DNA
polimerase (Gibco BRL Life Technologies, Inc.).
Para as amplificagdes de RAPD, o termociclador (M]
Research) foi programado para um ciclo a 94°C por
2 minutos, seguido de 35 ciclos a 94°C por 1
minuto, 35°C por 1 minuto, 72°C por 2,5 minuto, e
um ciclo a 72°C por 5 min (Ouellet ef al., 1993).

Em cada tubo contendo 20 pL de reagio foram
adicionados 3,0 pL de tampio de carregamento (40%
de sacarose e 0.25% azul de bromofenol) (Sambrook
et al., 1989) assim como 200 ng do marcador de peso
molecular Ladder 1Kb (Gibco BRL Life
Technologies, Inc.). Os produtos de RAPD e o
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marcador de peso molecular foram separados em gel
de agarose a 1,7% em TBE (0,IM de Tris-HCI,
0,1M de Acido Bérico, 200 mM de EDTA, pH 8,3)
contendo 0,5 mg/mL de brometo de etidio
(Sambrook et al., 1989), numa voltagem de
aproximadamente 5V/cm de gel.

Tabela 1. Seqiiéncia dos “primers” usados em reagdes de RAPD
com o numero total de fragmentos usados para determinar
similaridade genética entre formae speciales e ragas de Fusarium
oxysporum

Niimero de Nitimero de
Cédigo—Operon  Seqiiéncia 5'— 3’ fragmentos fragmentos

amplificados polimérficos
OPR-08 CCCGTTGCCT 07 06
OPR-09 TGAGCACGAG 10 09
OPR-10 CCATTCCCCA 03 03
OPR-15 GGACAACGAG 10 10
OPX-01 CTGGGCACGA 02 02
OPX-02 TTCCGCCACC 05 05
OPX-03 TGGCGCAGTG 07 06
OPX-04 CCGCTACCGA 1 10
OPX-12 TCGCCAGCCA 12 10
OPX-19 TGGCAAGGCA 07 07
Total 74 68

Analise dos padrdes de RAPD

Todas as anilises foram realizadas no programa
computacional ~ NTSYS-pc 1.7,  Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis System (Rohlf,
1992). As anilises dos padroes de RAPD foram
realizadas para estimar-se a distincia genética entre
as formae speciales e ragas de F. oxysporum. Para essa
finalidade, a matriz de similaridade foi obtida com
base no coeficiente Dice e o método de
agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Aritimetic Mean).

Sequenciamento das regides ITS1, ITS2 e gene
5.8S rDNA

Os “primers” ITS1 e ITS4 (Figura 1) (White et
al., 1990) foram utilizados para amplificar as regides
ITS1, ITS2 e o gene 5.85 rDNA dos isolados de F.
oxysporum utilizados nas reagdes de RAPD. Para a
amplificagio destas regides, reagdes de PCR
contendo 1X tampio (200 mM Tris-HCI pH 8.4 e
500 mM KCI), 100 mM de dNTPs (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO), 50 mM MgCl,
(Gibco BRL Technologies, Inc.), 10 pmoles do
“primer” ITS1, 10 pmoles do “primer” ITS4, 100 ng
de DNA total, 2,5 unidades de Tag DNA polimerase
(Gibco BRL Technologies, Inc.) e dgua destilada
autoclavada para completar o volume de 100 pL. Os
controles foram realizados, porém, no lugar do
DNA adicionou-se 4gua destilada autoclavada
estéril. As reagdes foram realizadas no termociclador
M]J Research com o seguinte programa: denaturagio
inicial de 95°C por 2 minutos; 35 ciclos de 95°C por
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1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1,5
minutos; ¢ uma extensio final de 72°C por 10
minutos. Depois da amplificagio, os produtos de
PCR foram visualizados em gel agarose a 2% em
tampio TBE (0,1M Tris-HCI, 0.1M icido bérico,
200mM EDTA pH 8,3).

IT51*

185 (DNA 58SONA e 2ESrDNA‘
TTS4*

Figura 1. Localiza¢io dos genes rDNA nuclear (18S rDNA, 5.8
rDNA, 28S rDNA), espacos internos transcritos (ITS 1, ITS2) e
“primers” (ITS1* e ITS4*) utilizados para amplificar as regides
ITS e o gene 5.85 rDNA

Os produtos de PCR foram purificados com
colunas do kit MicroSpin S-400 HR (Amersham
Pharmacia) e nas reacdes de sequenciamento,
utilizou-se o primer ITS1 e BigDye Terminator
(Perkin Elmer). Para as reacoes de sequenciamento,
purificagio das reagdes, géis de sequenciamento e
sequenciamento utilizou-se o protocolo fornecido
pelo fabricante. O sequenciamento foi realizado no
377 DNA Sequencer (Perkin Elmer). Os fragmentos
sequenciados foram analisados utilizando-se o
programa computacional Sequencher 3.0.

As seqiiéncias de nucleotideos dos diferentes
isolados e mais quatro isolados de F. o. vasinfectum do
NCBI (gi/11692813, gi/11692814, gi/1122871,
g1/467737) foram  alinhados utilizando-se o
programa computacional Clustal W, ¢ a anilise
filogenética foi realizada através do software PAUP
(versio 4.0b5a) utilizando busca heuristica com 50
réplicas de algoritmo branch-swapping com tree-
bissection-reconnection (TBR).

Resultados e discussao

Dez diferentes “primers” de 10 bases cada foram
utilizados para amplificar o DNA gendémico de
quatro formae speciales e de duas ragas de F. oxysporum.
O tamanho dos fragmentos amplificados variou de
4500 a 250 pares de bases, entretanto as melhores
amplificagdes foram de fragmentos de 2.500 a 350
pares de bases, pois alguns “primers”, para alguns
isolados, nio amplificaram fragmentos acima de
2500 pares de bases, ou, quando isto ocorreu,
resultaram em bandas fracas, as quais nio foram
consideradas nas anilises.

Fragmentos na mesma posigio no gel de agarose
foram considerados iguais, de mesmo tamanho,
como se tivessem a mesma seqiiéncia de bases
(Figura 2). O ndamero de fragmentos polimérficos
por “primer” variou de 2 a 10 (Tabela 1), e o

ntmero total de fragmentos analisados foi 74, dos
quais 68 foram polimérficos e apenas 6
monomorficos.

A distincia genética entre os isolados foi
determinada pelo coeficiente Dice e o agrupamento
pelo método UPGMA. No fenograma obtido
(Figura 3), observa-se que as quatro formae speciales
sdo geneticamente distintas, assim como as duas
ragas de F. o. lycopersici.

A distincia entre as ragas 1 e 2 de F. o. lycopersicum
foi 7% (Tabela 2). A distincia entre as _formae speciales
F. o. cubense com F. o. phaseoli foi 50%, com F. o.
lycopersici raga 1 e raga 2 foram 69% e 62%,
respectivamente e, com F. o. vasinfectum foi 58%

(Tabela 2).

C Iy L2 P \4 MW

Figura 2. Padrées de RAPD com “primer” OPX-12. C: Fusarium
oxysporum f. sp. cubense; L1: F. o. lycopersici raga 1 ; L2: F. o. lycopersici
raga 2; P: F. o. phaseoli; V: F. o. vasinfectum; MW: marcador de peso
molecular ladder 1kb
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Figura 3. Fenograma de similaridade entre formae speciales e ragas
de Fusarium oxysporum gerado pelo agrupamento UPGMA,
baseado no coeficiente “Dice”. C: Fusarium oxysporum f. sp. cubense;
L1: F. o. lycopersici raga 1; L2: F. o. lycopersici raga 2; P: F. o. phaseoli;
V: F. o. vasinfectum

A anilise do polimorfismo de fragmentos
amplificados a0 acaso tem sido utilizada
recentemente no estudo de relagdes genéticas entre
tixons (Williams et al., 1990) e representa sido
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também uma ferramenta muito atil na identificacio
de ragas e subgrupos de fungos de plantas, como por
exemplo Fusarium spp. (Grajal-Martin et al., 1993;
Assigbetse et al., 1994). Assigbetse et al. (1994)
baseados em estudos de patogenicidade encontraram
trés racas diferentes de F. oxysporum f. sp. vasinfectum
e o mesmo agrupamento foi encontrado quando
utilizaram  marcadores  moleculares  RAPD,
mostrando, portanto, que esses marcadores podem
ser alternativas para diferenciar isolados de F. o
vasinfectum de acordo com sua patogenicidade.
Grajal-Martin et al. (1993) também observaram
variabilidade genética entre quatro ragas (2, 1, 5 ¢ 6)
de F. oxysporum f. sp. pisi através de marcadores

RAPD.

Tabela 2. Similaridade (%) genética entre as formae speciales e ragas
de Fusarium oxysporum baseada no coeficiente “Dice”. C: Fusarium
oxysporum f. sp. cubense; L1: F. o. lycopersici raga 1 ; L2: F. o. lycopersici
raga 2; P: F. o. phaseoli; V: F. o. vasinfectum

Isolado C L1 L2 P A%
C 1,00

L1 0,31 1,00

L2 0,38 0,93 1,00

P 0,50 0,46 0,52 1,00

A% 0,42 0,60 0,60 0,53 1,00

Os produtos de PCR gerados com os “primers”
ITS1 e ITS4 geraram fragmentos em torno de 600
bp e, fragmentos de trezentos e setenta e quatro
nucleotideos de cada isolado foram submetidos a
anélise. Em F. oxysporum, a regiio ITS1, 5.8S rDNA
e ITS2 correspondem a 137, 157 e 149 nucleotideos,
respectivamente. O fragmento analisado de cada
isolado corresponde ao gene 5.8S rDNA completo e,
77 e 140 nucleotideos das regides ITS1 ¢ ITS2,
respectivamente. A diferenca de
observada corresponde as regides ITS1 e ITS2,
enquanto que o gene 5.85 rDNA apresentou 100%
de homologia entre os isolados. A relacio
filogenética entre os isolados (Figura 4) mostra que a
similaridade entre as diferentes formae specilais e
ragas fisiolégicas de F. o lycopersici foi maior que
97,2%. As seqiéncias de F. o. vasinfectum,
gi/11692813, ¢i/11692814, gi/1122871 e gi/467737,
foi 100% similar ao isolado de F. o. vasinfectum por
nés estudado. Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum
apresentou similaridade de 99,5%, 99,0% ¢ 99,0%
com F. o. cubensis, F. o. phaseoli ¢ F. o. lycopersici,
respectivamente.

Atualmente, seqiiéncias de espagos internos
transcritos de genes de rDNA, bem como os genes
28S, ¢ 58S de rDNA tém sido amplamente
utilizados nos estudos de filogenia ¢ taxonomia de
Fusarium spp. Com o presente trabalho pdde-se
estabelecer a variabilidade genética existente nas

nucleotideos
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regides ITS1 e ITS2 das formae speciales de Fusarium
oxysporum e ragas F. o lycopersici.

gil1122871
qile7737
F. o. vasinfectum.
qil11692814
0il11692813

F. 0. cubsnss
F. . phaseoli

F. o. lycapersici ragal

F. o, b raga 2

Figura 4. Dendrograma ilustrando a distincia derivada das
seqiiéncias das regides ITS-5.8S rDNA de Fusarium oxysporum f.
sp. vasinfectum (gi/1122871, gi/467737, gi/11692817, gi/11692813),
F. 0. cubense; F. o. phaseoli; F. o. vasinfectum, F. o. lycopersici raga 1 e F.
o. lycopersici raga 2. O ntimero nas ramificagdes representa o valor
de 100 bootstrasp
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