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RESUMO

Métodos moleculares tém sido utilizados para caracterizar a
diversidade entre isolados de Fusarium spp. patogénicos e ndo
patogénicos a uma cultura e, para determinar relagdes genéticas entre
formae speciales. Testes de patogenicidade redizados em soja (Glycine
max) e feijoeiro (Phaseolus vulgaris) com 17 isolados de Fusarium
solani ndo demonstraram especificidade de hospedeiros. Utilizou-se
a técnica ARDRA (Amplified Ribosoma DNA Redtriction Analysis)
para andisar aregido ITSL — 58S rDNA — ITS2, amplificada com os
primers ITS5 e ITSA. Os produtos amplificados foram digeridos com
as enzimas de restricio Hae 11l e Msp |. Os padrdes de bandas gerados

peladigestéio com aenzima Hae |1l permitiram diferenciar trés grupos
entre os isolados de F. solani, sendo um grupo especifico paraisolados
de F. solani f. sp. phaseoli com 100% de similaridade entre os 11
isolados. Entre osisolados de F. solani f. sp glycines foram observados
dois padrfes distintos de restricdo. A técnica de ARDRA utilizando a
enzima Hae 11l apresenta, portanto, potencial para utilizagdo como
um marcador para diferenciagdo entre as formae speciales phaseoli e
glycines, dentro do complexo F. solani.

Palavras-chave adicionais: formae specialis, Phaseolus
vulgaris, Glycine max.

ABSTRACT
Restriction analysis of rDNA (ARDRA) can differentiate Fusarium solani f. sp. phaseoli
from F. solani f. sp. glycines

Molecular methods have been used to characterize
diversity among pathogenic and non pathogenic isolates of
Fusarium spp. and to determine genetic relationships among
formae speciales. Pathogenicity tests performed on dry beans
(Phaseolus vulgaris) and soybeans (Glycine max) with 17 isolates
of Fusarium solani did not demonstrate host specificity. Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA) was used to andyze
the ITSL — 5,8S rDNA — ITS2 region, amplified with primers ITS4

and ITS5. The amplified products were digested with the restriction
enzymes Hae |1l and Msp |. Banding patterns generated by the
enzyme Hae |11 enabled the differentiation of three groups within
F. solani, one specific for isolates of F. solani f. sp. phaseoli and
the other two for F. solani f. sp. glycines. The ARDRA technique,
using the enzyme Hae I, is a promising marker to differentiate
the formae speciales phaseoli from glycines within the F. solani
complex.

Fusariumsolani (Mart.) Sacc. éum fungo do solo com
ampla gama de hospedeiros que apresenta variagdo em sua
morfologia, fisiologia e patogenicidade. A tradicional
classificacéo e identificacdo de espécies no género Fusarium
€ baseada em caracteristicas morfol 6gi cas como: morfologia
da coldnia de cultura monosporica de isolados em meios de
cultura especificos, pigmentacao e taxa de crescimento,
especificidade de hospedeiros e perfil de metabolitos
secundarios (Thrane, 1990). Devido aplasticidade e variagtes
de caracteristicas fenotipicas no género Fusarium, a
taxonomia baseada somente em conceitos morfol égicos ndo
éconfiavel, especialmente nas secbes Martiellae Ventricosum
(Snyder & Hansen, 1953). Ocasionalmente, alguns isolados
sdo considerados “intermediarios’, dificultando a separacdo
entre espécies. No género Fusarium, hAumasérie de variagdes
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nas caracteristicas morfol 6gi cas e patogéni cas, resultando em
uma classificacdo complexa dividida em se¢Bes, formae
speciales e ragas.

O conceito forma specialis foi ampliado por Snyder
& Hansen (1953) para reconhecer isolados patogénicos que
foram morfol ogicamente semel hantes a i solados saprofiticos
de mesma espécie, mas que diferenciam em sua habilidade
para parasitar hospedeiros especificos. Estes isolados
patogéni cos estdo classificados dentro de mais de 120formae
speciales e ragas (Armstrong & Armstrong, 1981). Entre
estes, F. solani (Mart.) Sacc. f. sp. phaseoli (Burkholder)
Snyder & Hansen causa grandes danos haculturado feijoeiro
(Phaseolus vulgarisL.), onde jaforam constatadas reducGes
de até 86% na producdo, comprometendo a planta em
situacOes de reduzido crescimento radicular devido asecaou
encharcamento. Ainda neste complexo inclui-se a sindrome
da morte stibita da soja [Glycine max (L.) Merril], causada
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por F. solani (App. & Wollenw.) Snyder & Hansf. sp. glycines.
Os sintomas sd0 0 apodrecimento das raizes secundérias da
planta em solo Umido, necrose da base da planta e clorose
interneval das folhas. A doenca tem sido encontrada nas
principai sregides produtoras de sementes do Sul e dasregides
altas dos cerrados, podendo exterminar até 100% da plantacéo
(Ferreiraet. al., 1981; Gazzoni, €t. al., 1995). Além destas
culturas, existe ainda uma gama de hospedeiros de F. solani
0 que resultou na subdivisdo da espécie em dez grupos
subespecificos. Narealidade, a especificidade de hospedeiro
ocorre, mas ndo para todas as formae speciales (Armstrong
& Armstrong, 1981). Paraal gumasformae speciales, aclasse
de hospedeiros € ampla. Por esta razdo, a sistematica
molecular € uma ferramenta que oferece consideravel
seguranca no estabel ecimento de um sistemade classificacéo
parafungos com base nasrelagdes filogenéticas. A elucidacao
da taxonomia em F. solani, assim como dos agentes causais
da podriddo radicular e morte subita, respectivamente, F.
solani f. sp. phaseoli e F. solani f. sp. glycines, contribuiria
para a definicdo das estratégias no controle destas doencas.

Diferentestécnicastém sido utilizadas afim de estudar
a variabilidade genética em Fusarium spp. e identificar
marcadores em nivel de formae speciales e ragas. Entre as
técnicas utilizadas, o uso de marcadores RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) é utilizado como diagndstico
para aidentificacdo de isolados de F. solani f. sp. glycines e
F. solani f. sp. phaseoli (Achenbach et. al., 1996). Por outro
lado, a técnica de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) foi utilizada para a determinagdo de grupos
genéticos e sua relacéio com patogenicidade (Manicomet al.,
1990). A unidade de DNA ribossomal (rDNA) nuclear
consiste de uma série repetitiva (tandem) de trés regides
génicas (18S, 5.8S e 28S) e duas regides espacadoras
intergénicas (ITS e IGS). Recentemente, a andlise destas
regifes espacadoras do rDNA e estudos comparativos de
seqliéncias de nucleotideos de genes do rDNA, através da
técnica ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction
Analysis) tém sido utilizados. O vaor deste método esté na
suarapidez e hahilidade paraavaliar diferencas entre grupos
filogenéticos, efetuando andlises em varios niveis de
classificac8o, inclusive em estudos de evol ug&o, gerando novos
marcadores para estudos de genética de popul agoes (Jorgensen
& Cluster, 1989).

Andlisedaregido ITSfoi efetuadaemF. solani visando
areconstrucao filogenética (O’ Donnel & Gray, 1995). Estudos
de populagdes evidenciaram diversidade genética existente
dentro da espécie de F. solani associada a batata (Solanun
tuberosumL.) (Milleretal., 1999). Em Fusarium oxysporum,
tem-se caracterizado, através de DNA mitocondrial, a
diversidade entre isolados patogénicos com o objetivo de
determinar relagdes genéticas entre formae speciales (Kim
et al., 1993).

Este trabalho relata a andlise daregido ITS do rDNA
através da técnica ARDRA para relacionar geneticamente
isolados de F. solani f. sp. phaseoli e . solani f. sp. glycines
patogénicos ao feijéo e/ou a soja.
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Testes de patogeni cidade foram efetuados previamente,
através de inocul agdes cruzadas, com 11 isolados de F. solani
f. sp. phaseoli e seis isolados de F. solani f. sp. glycines
coletados do feijoeiro e soja, respectivamente, em varias
localidades: Goiania-GO, Acrelina-GO, Paranapanema-SP,
Taguarituba-SP, Silvania-GO e Londrina-PR (Tabela 1)
(Oliveira & Costa, 1999).

Para a extragdo de DNA, os isolados fungicos foram
cultivados em meio de cultura BDA e incubados a 27 °C por
sete dias. Discosde BDA contendo o micélio do fungo foram
inoculados em 60 ml de meio liquido extrato de levedura (10
g de extrato de levedura, 10 g de dextrose, 10 *M de
ampiciling, 11 de H.0 destilada), incubados a 27 °C, agitados
a 120 rpm durante sete dias. O micélio foi lavado em &gua
destilada estéril, coletado por filtragdo a vacuo e liofilizado.
A extracdo do DNA foi efetuada pelo método CTAB (cetil-
trimetil brometo de ambénio) (Zolan & Pukilla, 1986).
Efetuada a extragéo, quantificou-se 0 DNA em fluordmetro,
procedendo-se as dilui¢Bes para a concentragéo final de 10
ng/ul. Paraaamplificagdo, foram utilizados os primers I TS5
(‘5GGAAGTAAAAGTCGTAACAA ) elTHA('5TCCTCC
GCTTATTGATATGC 3') (Escola Paulista de Medicina, S&o
Paulo) (White et al., 1990). Cada reacdo de amplificagdo de
25 m foi composta de 2,5 ng de DNA gendmico; 13 m de
agua estéril; 10 mM de Tris-HCl; 2 mM de MgCl,; 0,1 mM
dedNTP's; 1.25U de Taq DNA polimerase; 0,4 mM de cada
primer. As reacfes de amplificagdo foram realizadas em
termociclador PTC 100 (MJ Research). Os ciclos de
amplificag8o constituiram-se de uma etapa de desnaturacdo
a 95 °C por 4 min, uma etapa de anelamento a 55 °C por 1
min e uma etapa de extensdo a 72 °C por 2 min. Depois de 40
ciclos, foi efetuada uma Ultima etapa de extensdo a 72 °C por
5 min. De um total de 25 m do produto amplificado (em
torno de 600 pb), 5 m foram digeridos utilizando-se 10U das
enzimas de restricdo Hae Il e Msp | (Pharmacia Biotech,
Uppsala, Sweden) diluidas em 1,5 mi de tampdo e 8 ni de
agua estéril destilada. Os produtos de digestao foram
separados em gel de agarose a 1,4% contendo 0,5 ng/ml de
brometo de etideo, imerso em tampédo TBE (Tris Borato 90,0
mM, EDTA 1,0 mM, pH 8,0) a80 V. O tamanho do produto
amplificado foi estimado pelacomparagdo com um marcador
molecular de 100 pb (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, USA).
As bandas de DNA foram visualizadas sob luz ultravioleta e
fotografadas com o sistema de fotodocumentacdo Eagle Eye
Il (Stratagene).

Osresultados do teste de patogeni cidade efetuando-se
inoculagdo cruzada através do método de corte deraizes estéo
demonstrados na Tabela 1. Todos os isolados identificados
como F. solani f. sp. glycinesforam patogénicos ao feijoeiro.
Dos isolados de F. solani f. sp. phaseoli, apenas trés foram
patogénicos apenasaculturado feijoeiro, os demaisisolados,
foram patogénicos também a soja. Este resultado esta de
acordo com Armstrong & Armstrong (1981), segundo osquais
aespecificidade de hospedeiro ndo ocorre paratodas asformae
speciales, ndo tendo sido aplicado para forma especialis de
Fusarium spp. (apenas género) (Tosa, 1992). Estes mesmos
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TABELA 1 - Patogenicidade, forma specialis, procedénciaegrupo ARDRA/regido | TSdeisoladosdeFusarium
solani patogénicos ao feijoeiro (Phaseolus vulgaris) e/ou a soja (Glycine max)

|solado Origem Forma specialis Procedéncia _If’?togmludade. G_r~upoARDRA
Feij&o Soja regido I TS/Haellll
FO1 Feijao phaseoli Goiania-GO + + |
FO3 Feijao phaseoli AcretinaGO + + |
F14 Feijdo phaseoli Silvania-GO + - |
F20 Soja glycines Silvania-GO + + 1B
F24 Feijéo phaseoli Unai-MG + + |
F26 Feijdo phaseoli Unai-MG + - |
F31 Soja glycines Unai-MG + + 1A
F33 Feijao phaseoli St° Anténio de GO + + I
F34 Feijd0 phaseoli St° Anténio de GO + + I
F36 Feijao phaseoli St° Anténio de GO + - I
F39 Feijao phaseoli Silvania-GO + + |
F40 Feijéo phaseoli Silvania-GO + + |
F41 Soja glycines Paranapanema-SP + + 1A
F42 Soja phaseoli Taquarituba-SP + + |
F43 Soja glycines Silvania-GO + + 1A
Fa4 Soja glycines Barreiras-BA + + 1A
F45 Soja glycines Londrina-PR + + 1A
(+)patogénico.
() ndo patogénico.

autores (Armstrong & Armstrong, 1981) verificaram que
isolados de F. oxysporum f. sp. raphani Ken. & Snyd. e F.
oxysporum f. sp. mathioli Snyd. & Hans. e ragas de F.
oxysporum f. sp. conglutinans (Wholl.) Snyd & Hans, séo
igualmente patogénicos ao repolho (Brassica oleraceael..) e
rabanete (Raphanus sativus L.).

Nestetrabalho, os produtos gerados pelaamplificacdo
daregido ITS e digestéo pelas enzimas Hae Il e Msp | ndo
permitiram diferenciar os isolados que foram patogénicos a
soja ou ao feijoeiro dos que foram patogénicos a ambas as
culturas. Entretanto, a digestéo dos produtos com Hae Ill,
permitiram diferenciar F. solani f. sp. glycinesde F. solani f.
sp. phaseoli (Figura 1) formando trés grupos distintos. O

grupo | mostrou-se homogéneo e constituido exclusivamente
dos 11 isolados identificados como F. solani f. sp. phaseoli,
com 100% de similaridade. Contudo, em F. solani f. sp
glycines, revel ou-se a existéncia de dois grupos, sendo cinco
isolados inclusos no grupo I1A e um Unico isolado
representando o grupo |1B (Tabela l). Contrastando com estes
resultados, O’ Donnel & Gray (1995) demonstraram, baseados
no seqiienciamento e andlise de RFLP daregido ITS e parte
da subunidade de 28S do rDNA, que isolados que causam a
morte stibita da soja podiam ser inclusos na forma specialis
phaseoli. Entretanto, como este grupo também inclui isolados
gue ndo causam a doenca, estes isolados que causam amorte
stibita, devem representar uma popul agéo distintadentro desta

F1 F3F14 F20 F24F26 F31F33 F34 F36 F39F40 F41F42 FA3F44F45
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FIG. 1 - Produtos amplificados da regido | TS-rDNA e digeridos com a enzima de restricao
Haelll deisolados de Fusarium solani f. sp. phaseoli e F. solani f. sp. glycines.
*Tamanho dos fragmentos em pares de bases (mar cador 100 pb)
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forma specialis (O’'Donnell & Gray, 1995). Achenbach et.
al. (1996) demonstraram a aplicabilidade de RAPD para
diferenciar isolados de F. solani que causam a morte slbita
dos isolados de F. solani que ndo causam sintomas foliares,
tipicos da doenca, inclusive F. solani f. sp. phaseoli. Este
trabal ho, reportou o uso datécnica ARDRA como um mar-
cador potencial para identificacdo de isolados, diferen-
ciando F. solani f.sp. phaseoli de F. solani f. sp. glycines.
A regido ITS amplificada digerida pela enzima de restricéo
Hae Ill, nestes resultados preliminares, mostrou-se um
marcador molecular eficiente, sendo uma técnica adicional
de estudo para a complexa classificacdo taxonémica de
Fusarium spp, e sobretudo poder elucidar controvérsias
guanto a classificacdo dentro de forma specialis. Portanto,
0s marcadores moleculares provam ter tanta importancia
guanto os métodos baseados na morfologia e fisiologia,
ampliando o nivel de esclarecimentos na identidade e
variabilidade do patdgeno.
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