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Resumo

Fusarium decemcellulare é encontrado como agente causal de doencas com
diferentes sintomas em diversas espécies de plantas em regides tropicais e subtropicais.
Em guaranazeiro, espécie nativa da Amazonia de importancia econémica e social, a
doenca denominada de complexo superbrotamento é atualmente um dos principais
problemas da cultura. Técnicas moleculares sdo cada vez mais requeridas para
identificacdo répida e segura de patdgenos como complemento as técnicas
convencionais. O objetivo do trabalho foi desenvolver métodos moleculares por PCR e
PCR-RFLP para rapida identificacdo de F. decemcellulare. O desenvolvimento do
método baseado em PCR-RFLP foi realizado com base em 42 sequéncias do rDNA
(18S, ITS1,ITS2, 5.8S e 28S) de 26 espécies do género Fusarium e identificado perfil
de clivagem especifico para Fdc com a enzima Haelll. O diagnéstico baseado em PCR
foi feito com base em sequéncias do gene lys2 de 26 espécies do género Fusarium
foram analisadas e primers especificos foram desenvolvidos para Fdc, denominados de
Fdc Lys2 399F e Fdc Lys2 R, e Fdc Lys2 654F e Fdc Lys2 832R. Ambos 0s métodos

mostraram-se eficientes para diagndstico de Fusarium decemcellulare.

Palavras-chave: superbrotamento, hiperplasia floral, galhas, Paullinia cupana, marcador

molecular.

Introducéo
Fusarium decemcellulare Brick (teleomorfo Albonectia rigidiuscula) é

encontrado como agente causal de doencas em mais de 80 espécies de plantas em
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regibes tropicais e subtropicais (Farr e Rossman, 2016). No Brasil, culturas
economicamente importantes como mangueira, cacaueiro, seringueira e guaranazeiro
sdo afetadas pelo patdgeno. Em guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.),
espécie nativa de importancia econdmica e social da Amazbnia, a doenca €
caracterizada por diferentes sintomas, como hiperplasia floral, superbrotamento das
gemas vegetativas e galhas no caule. A doenca denominada de complexo
superbrotamento € atualmente um dos principais problemas da cultura (Atroch, 2002).

A identificacdo de F. decemcellulare (Fdc) é comumente realizada por
caracteres morfoldgicos, em que muitas vezes pode ser complicada e demorada, devido
a plasticidade das carateristicas morfoldgicas e das condi¢fes a serem testadas. O uso de
técnicas moleculares € cada vez mais requerido para identificacdo réapida e segura de
patdgenos. Nas Ultimas décadas varias técnicas e marcadores moleculares tém sido
desenvolvidos contribuindo para a identificacdo e diferenciacdo de espécies em
Fusarium, dentre eles PCR-RFLP (Polimerase Chain Reaction - Restriction Fragment
Length Polymorphism) baseada em padrGes de restricdo com o uso de enzimas
selecionadas com base em sua habilidade de revelar polimorfismo nos fragmentos de
DNA analisado (Lee et al., 2000; Bogale et al., 2007) e o gene lys2 Aminoadipato
redutase, especifico em fungos e importante para a biossintese da lisina foi indicado
como um possivel marcador genético para identificacdo de isolados do género Fusarium
(Watanabe et al., 2011a; 2011b).

O objetivo do trabalho foi desenvolver métodos moleculares baseados em ITS
PCR-RFPL e via amplificacdo do gene lys2 para réapida identificacdo de Fusarium

decemcellulare.

Material e métodos

A presente pesquisa foi realiza no Laboratério de Biologia Molecular na
Embrapa Amazoénia Ocidental em Manaus, AM.

O desenvolvimento da técnica baseada em PCR-RFLP foi realizada com base
em 42 sequéncias do rDNA (18S, ITS1,ITS2, 5.8S e 28S) de 26 espécies do género
Fusarium obtidas no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology
Information): F. acuminatum, F. armeniacum, F. asiaticum, F. avenaceum, F.
culmorum, F. decemcellulare , F. dimerum, F. dimerum var. violaceum, F. equiseti, F.
incarnatum, F. kyushuense, F. langsethiae, F. lateritium, F. nurragi, F. oxysporum f.
sp. raphani, F. oxysporum f. sp. rapae, F. poae, F. phyllophilum, F. solani, F. solani f.
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sp. mori, F. sporotrichioides, F. subglutinans, F. tricinctum, Gibberella moniliformis,
G. intermedia e G. zeae. O alinhamento das sequéncias foi realizado usando o programa
MUSCLE e sitios de restricdo foram identificados usando a ferramenta Search (Find
motif) no programa MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013). O método foi validado usando
isolados monospdricos previamente identificados como F. decemcellulare de
guaranazeiro e como controle Fusarium solani f. sp. piperis e Fusarium oxysporum f.
sp. cubense. O DNA dos isolados foi extraido usando o método CTAB de Doyle e
Doyle (1987). A amplificacao foi realizada usando os primers ITS5 (White et al., 1990)
e NL4 (O’Donnell, 1993) com posterior clivagem com a enzima Haelll (sitio de
restricdo GGCC) a 37 °C por 3 horas. O produto da PCR foi visualizado em gel de
agarose a 2%.

Primers especificos para o Fdc com base no gene lys2 foi realizado com base em
40 sequéncias de 26 espécies do género Fusarium (mesmas espécies da metodologia
anterior), incluindo duas sequéncias de F. decemcellulare utilizadas por Watanabe et al.,
(2011b) (AB586966 e AB586967) foram obtidas no banco de dados do NCBI e
alinhadas no programa MEGA 6.0. Por meio da analise da homologia das sequéncias e
da presenca de dois introns encontrados somente nas sequéncias de F. decemcellulare,
pares de primers especificos foram desenvolvidos para a amplificacdo da regido
conservada do gene lys2 denominados de Fdc lys2  399F  (5°-
GTGCAGCTTCTTGTCATTG-3") e Fdc lys2 639R (5’-TCTCGCTCCTAAAGGCC
GTATAC-3’), e Fdc lys2 654F (5-CATCAGTGGCTAACAGACA G-3’) e Fdc lys2
832R (5°-GCTGTCAATATCATTGAGCTC-3") (Figura 1).

39F 639R 654 F 832 R
= - = =
— T —
Iys2 F I l Iys2 R
Intron I Intron II

Figura 1 Esquema estrutural (éxons e introns) da regido conservada do gene lys2 em F.
decemcellulare. Primers (F - forward e R - reverse) foram desenvolvidos a partir do
intron 1l localizado apenas em F. decemcellulare.
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A reacdo da PCR foi realizada com um volume final de 25 pl contendo 1pL de
DNA de F. decemcellulare, 1uL de cada primer, 2,5 pL de tampéo, 1,0 pL de dNTPs,
1,5 pL de MgCl. e 0,2 pL de Taqg DNA. Na amplificagéo, a desnaturagéo inicial foi de
94 °C por 3 minutos, seguida por 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, temperatura de
anelamento de 60 °C por 30 segundos, 72 °C por 30 segundos e extensao final de 72 °C

por 1 minuto. O produto da PCR foi visualizado em gel de agarose a 2%.

Resultados e discusséo
Nas analises de polimorfismo, a perda do primeiro sitio de restricdo localizado na
regido ITS 1 ocorreu devido a inser¢do de cinco nucleotideos (GCTCG) entre as duas
citosinas (Figura 2) que gerou um fragmento de restricdo ~500pb em F. decemcellulare
(A. rigidiuscula e Albonectria albosuccinea) e fragmentos menores nas outras espécies

de Fusarium que possuem pelo menos cinco sitios de restricao (Figura 3).

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

D& @Y F@mwY ol i B
DNASequences [Translated Protein Sequencesl &
Species/Abbrv [ * * TR P
1. ABS§7017 A. rigidiuscula rDNA BEERAERAGRREACECERARRARTER - ---66- IIIIGCICGIIIlIlIIII HREEGERARGRERA
2. ABSE7018 A. rigidiuscula rDNA GEERAERAGAREACEAERARARAEEA - QA -EHCH-cTcc-AEREAAAARA- RABGERARAGRARA
3. HQE97788 A. albosuccineun TDNA HEGRAERACARERCEEERARANATEH - --0E-EHEH-cTccEEREARRANA- REREEAANARRARA
4. ABSE7001 F. acuminatun rDNA -8HRE--ERARGRARARARARGRA - A4-QARC-----EEAGCRERARANAGEARAARGHE--
5. ABSE7002 F. acuminatun rONA -BEAA0--BENEAGREEAAAARAEAA- - -- A4 -GRAE-- --- BEARGHCANRANAGAAEARNGNS--
6. ABS8699¢ F. armeniacun DA IlIIIIIlIIIIIlIIIIlIIIIlI ----- IIIIIIIII---lIIlIIIIII---IIl HRHGRER-
7. ABS86991 . asiaticum rDNA -HERRE--EENCRCEEERTARNRANR-----R-BRRE----- BEERGAAE- RRGEERARAGES- -
. ABSEI016 F. avenaceun rDNA -§0ARE--BERERGRACATARARERA - II-IllI ----- IIIIIIIIII---IIIIIIIIIIIII
5. ABSETOLS £, avenaceun rOh -§6RH0- - EEHGNGBERNaARARARY - H-GHAS- - BGNGGHAANN- --NGGGRNAGHE
10. ABS586990 F. culmorum DNA -8AH0--EEARAGRARATANANAGE-----§4-AA-----GEAGCHEHRE- IIIIlIIIIIII
11. ABSE699S F. dizerun DA HEGEAE- -EERRAEERERERANARCARARARRARERAE - --- - CEAGEARARA- AEAEACRARGEEEN
12. ABSE6996 F. dizerun var. violaceus o -QHEA--BHEAEREREREANRAGHN- - -- RANGRAN-----BERCAARARARGECRAGANAGRARY
13. ABS§7000 F. equiseti rNA -B8AAG--BERCAGAEERTARRARRA--- - §4-AAAE----- HEEERARA- REEREHARRAEE- -
14. ABSE6999 F. equiseti rONA -§8ARE--BERERGGERARARARARE - -§4-BHRE-----EEAGECHANR- lIIIIIIIIlll--
15. ABS86988 F. incarnatum rDiA -EEAAG--BERCAGAEERTAARAGRA- - -- §4- HRAE- - -- - BEAGCERARA- REGAGEANNGHG--
16. ABS87019 F. kyushuense rDNA -HEAHG--EEARAGGARATARNARANE- - -A4-BONG-----EOAGCHGHRN-ANEENERANEHE--
17. AB57020 F. kyushuense rDNA -§EAHG-- EEAGAGAGRARANARGHN- - -- A4-BAAG- - -- GRAGCHEARH-ANGEAGRARGHE--
16. ABS7021 F. langsethiae rDNA -HEAHG--EEAGAGGERATANAAGAN- - A4 BAAG-----GRAGGHCHAANANGEREAARGHA--
19. ABSE7023 F. langsethiae rDNA -8AHG-- GEAEAGEERANARANRAN- - - §4-BAAG- - -- BOAGCHCHAEAANCECEAANGHA--
20. ABSB7004 F. nurragi. rONA -HEARE--BRNGACARARARANARRA- - B3 HARE-----HOMGRAAARN-- - REGCARAGRAHA

Figura 2 Alinhamento das sequencias da regido rDNA (18S, ITS1,ITS2, 5.8S e 28S) das
espécies do género Fusarium. Na regido ITS 1 ocorre a insercdo de cinco nucleotideos
(GCTCG) entre duas citosinas (seta) em Fusarium decemcellulare (fase sexuada:
Albonectria rigidiuscula e A. albosuccineum.

A digestdo do produto ITS com diferentes enzimas de restricdo revelou perfis
diferentes entre F. decemcellulare e a espécie controle, possibilitando a diferenciacéo
inter e intra-especifica. Analise in silico com Haelll permite diferenciar 24 das 26
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espécies de Fusarium analisadas neste trabalho. O método de PCR-RFLP foi validado
utilizando isolados de F. decemcellulare de guaranazeiro e como controle F. oxysporum
f. sp. cubense e F. solani f. sp. piperis 0 que permitiu separar as espécies podendo ser
observado o padrdo de bandas geradas apos clivagem com a enzima Haelll em gel de

agarose a 2% (Figura 3).

M1 2M

~500pb
~500pb

~200pb

Figura 3 PCR-RFLP clivagem com a enzima Haelll em gel de agarose (2%). M
representa 0 marcador 1kb plus (invitrogen). Numeros 1, 3-7 representam isolados de
Fusarium decemcellulare, 2 - F. oxysporum f. sp. cubense e 8 - F. solani f. sp. piperis.

As analises de PCR-RFLP baseiam em tamanho de fragmentos gerados por
amostras de DNA apds clivagem com enzimas de restricdo e sdo comparadas entre
numero e tamanho de fragmentos que surgem apos a digestdo do DNA (Marques et al.,
2002). As relacdes genéticas de 12 espécies de Fusarium foram investigadas utilizando
a regido ITS e PCR-RFLP com sete enzimas de restricdo e cinco grupos foram
observados de acordo com o polimorfismo observado entre as espécies analisadas (Lee
et al., 2000). A técnica de PCR-RFLP proporcionou um diagndstico simples e barato
para a identificacdo de Fusarium redolens e membros de trés clados de F. oxysporum
(Bogale et al., 2007).

Validacdo do diagnostico para Fdc baseado no gene lys2 foi confirmado tanto
em gel por meio da amplificagdo do fragmento do tamanho esperando (~260pb), quanto
por meio do sequenciamento do amplicon. Das diferentes combinacbes de primers
desenvolvidas neste trabalho os primers Fdc lys2 399F e 639R foram selecionados

como os primers mais eficientes (Figura 4).
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Figura 4 ldentificacdo de Fusarium decemcellulare com base na amplificacdo do gene
lys2 usando os primers Fdc 399R e Fdc 639R. M - representa o marcador 1kb plus
(invitrogen). Numeros de 1 a 5 representam diferentes fungos filamententos isolados de
guaranazeiro, e 6 a 14 representam isolados de F. decemcellulare.

O gene lys2 é especifico em fungos e esta relacionado com a sintese da lisina.
Resultados indicam que esse gene tenha sido submetido a selecdo positiva dentro do
género Fusarium. Estudo avaliou seis marcadores genéticos para identificar isolados de
diferentes espécies do género Fusarium e o gene lys2 apesar de ndo ser considerado um
bom marcador para analise filogenética em Fusarium, devido a possivel transferéncia
horizontal (Watanabe et al., 2011a; 2011b), neste trabalho mostrou-se um interessante
marcador para identificacdo de Fdc, devido a ocorréncia de um intron presente apenas
nessa espeécie.

As técnicas de diagndstico molecular tém sido utilizadas na taxonomia de
microrganismos e aplicadas também em programas de melhoramento genético. Elas
permitem avaliar a variabilidade em nivel de DNA e identificar diferencas entre
isolados e espécies (Marques et al., 2002). O uso de ferramentas moleculares para a
identificacdo de fungos apresenta diversas vantagens como, alta sensibilidade,
especificidade e rapidez e pode ser um diagndstico mais rapido do que por métodos
convencionais. De acordo com os resultados obtidos nesse estudo os marcadores
moleculares PCR-RFLP e gene lys2 podem ser utilizados para diagndstico rapido e

seguro de F. decemcellulare como complemento a identificagdo convencional.

256


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Watanabe%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21725977

Conclusao
Os métodos moleculares desenvolvidos no estudo, PCR-RFLP e amplificacdo da
regido correspondente ao intron Il do gene lys2, foram eficientes para a identificacdo de

Fusarium decemcellulare.
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