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SILVA, F.P. ESTUDOS MORFOLOGICOS E MOLECULARES DE Fusarium oxysporum f.
sp. vasinfectum. S&o Paulo-SP. 2013. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca
Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Biologico.

RESUMO

A identificacdo de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov) em sementes de algodao é
dificultada visto que a diferenciacdo das formae speciales de fungos néo é possivel quando
se utiliza métodos rotineiros recomendados para a detec¢do. Diante disso, este trabalho
teve como objetivo estudar as caracteristicas de crescimento e coloragdo micelial de
isolados de Fov, comprovar a especificidade de iniciadores descritos na literatura e
desenvolver iniciadores especificos, visando estabelecer um método de deteccdo e
identificacdo deste patdgeno em sementes de algoddo e também prospectar a opinido de
produtores de algodoeiros sobre a importancia da doenga. Quinze isolados de Fov, obtidos
junto a diferentes colecdes, tiveram sua patogenicidade confirmada através da inoculacao
de plantas de algodao, entretanto grande variabilidade na agressividade foi constatada. Os
experimentos para a caracterizagdo do crescimento e coloracdo micelial foram realizados
utilizando-se 0s meios de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e Czapek (CZP), e
temperaturas de incubagéo de 25 e 27°C. Os isolados formaram quatro grupos para 0 meio
BDA e sete grupos para o CZP, mostrando que as caracteristicas miceliais ndo permitem a
identificacdo de Fov. Para os estudos moleculares, as regides ITS (internal transcribed
spacer) e IGS (intergenic spacer region) e parte do gene codificador do fator de elongacao
(EF) foram amplificados empregando-se iniciadores universais. O sequenciamento destas
regides nao permitiu o desenho de iniciadores especificos ao Fov devido a baixa
variabilidade da regido ITS entre formae speciales de F. oxysporum, apesar da maior
variabilidade do gene EF e da regido IGS, vérias formae speciales distintas compartilhavam
a mesma sequéncia. Iniciadores especificos para Fov ndo permitiram a deteccdo de todos

os isolados de Fov utilizados no presente trabalho. O emprego da técnica de “random



amplificed polymorphic DNA” (RAPD) resultou na amplificacdo de padrbes de bandas
distintos entre Fov e outras f. sp de F. oxysporum. Entretanto, iniciadores desenvolvidos a
partir do sequenciamento de bandas distintas de Fov ndo mostraram especificidade ao

mesmo.

Palavras-chave: Gossypium spp., deteccéo e fusariose.



SILVA, F.P. MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR STUDIES OF Fusarium oxysporum f.
sp. vasinfectum. S&o Paulo-SP. 2013. Dissertation (Mestrado em Sanidade, Seguranca
Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Biologico.

ABSTRACT

The identification of Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov) in cotton seeds is a difficult
task given that distinction of formae speciales of fungi that grow on seeds is not possible
when routine methods recommended for detection of fungi are employed. The objectives of
this work were: to study the growth characteristics and mycelial color of Fov isolates, to
confirm the specificity of primers described in the literature and/or to develop new specific
primers aiming the establishment of a method for detection and identification of this pathogen
in cotton, and to survey the opinion of cotton grower about the importance of the disease.
Fifteen Fov isolates obtained from different collections had their pathogenicity confirmed
through inoculation in cotton plants but high variability in the aggressiveness was observed.
The experiments for growth characterization and mycelia color were conducted using two
media, potato-dextrose-agar (PDA) and Czapek (CZP), and two incubation temperatures, 25
and 27°C. The isolates formed four groups for the BDA medium and seven groups for the
CZP medium, showing that the colony features do not allow identification of Fov. For the
molecular studies, PCR products were amplified using universal primers for the elongation
factor gene for the ITS (internal transcribed spacer) and IGS (ribosomal intergenic spacer)
regions. The sequencing of these products did not allow the development of specific primers
for Fov because the ITS region showed low variability between f. sp of F. oxysporum or, on
the other hand because even though there was higher variability among sequences of the EF
gene and IGS region, several f. sp. of F. oxysporum shared the same sequences. Fov-
specific primers did not allow the detection of all Fov isolates in the present study. Random

amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis was employed in order to detect fragments



specific to Fov but the primers developed from these fragments sequences did not show

specificity to Fov.

Keywords: Gossypium spp., detection and fusariose.
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1. INTRODUCAO

O algodédo (Gossypium spp.), pertencente a familia Malvaceae € uma cultura de
grande importancia no Brasil (BELTRAO; AZEVEDO, 2008). Atualmente, a indUstria téxtil
consome mais de um milhdo de toneladas da sua producéo anual, isto significa cerca de
70% da produgéo interna total de 1,5 milhdes de toneladas em 2009/10. A producédo de
algoddo aumenta paralelamente ao avanc¢o da tecnologia, sendo que em 1996 o indice de
importagéo era cerca de 472 mil toneladas de algodéo e hoje a importagdo ndo passa de 15
mil toneladas por ano. Como resultado, o Brasil passou de maior importador mundial de
algodao para o terceiro maior exportador do produto, no periodo de 12 anos, segundo dados
do MAPA (2012).

Em todas as regifes produtoras de algoddo no mundo as doencgas bidticas causam
perdas na cultura e limitam a obtengdo de altos rendimentos, causando prejuizos
econdmicos, como é o caso da murcha do algodoeiro ou murcha de Fusarium, doenca
causada pelo Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (BLASINGAME; PATEL, 2001; CIA;
SALGADO, 2005).

As sementes infectadas pode introduzir o patégeno em areas isentas, bem como
aumentar a fonte de in6culo em areas onde a doenca ja existe pelo plantio consecutivo,
inviabilizando a cultura. A utilizacdo de sementes livres do patégeno é considerada uma das
medidas mais eficientes de controle desta doenca.

Estudos sobre as caracteristicas morfologicas de F. oxysporum f. sp. vasinfectum
sdo importantes para subsidiar metodologias para deteccdo deste fungo em sementes.
Entretanto, métodos rotineiros de patologia de sementes, como papel de filtro,
plagueamento em &gar e outros ndo permitem a distincdo de F. oxysporum em niveis
infraespecificos, como por exemplo, entre as formae speciales vasinfectum e phaseoli.

Métodos moleculares, como o desenvolvimento de iniciadores especificos, tém sido
empregados para a distincdo e deteccdo de formae speciales de F. oxysporum de diversas
plantas hospedeiras como F. oxysporum f. sp. vasinfectum em algodoeiro (MORICCA et al.,
1998; ZAMBOUNIS; PAPLOMATAS; TSAFTARIS, 2007) e F. oxysporum f. sp. phaseoli em
feijoeiro (ALVES-SANTOS et al.,, 2002). Porém esses iniciadores especificos ainda néo
foram testados com isolados brasileiros. Esses testes poderdo auxiliar na aplicacdo de
métodos mais confidveis e eficientes e consequentemente beneficiar o comércio de
sementes com uma boa qualidade sanitaria (VECHIATO, 2002).

Dessa forma o trabalho foi conduzido com os objetivos de estudar: i) caracteristicas
morfoldgicas, de diversos isolados do fungo Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum,

utilizando duas temperaturas e dois diferentes meios de cultura; ii) validar a especificidade
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de iniciadores especificos descritos na literatura, para isolados brasileiros deste fungo em
cultura pura; iii) desenhar iniciadores especificos, visando desenvolver um método de
deteccdo e identificacdo deste patégeno; iv) prospectar a opinido de produtores sobre a
importancia da murcha do algodoeiro e da sanidade das sementes.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histérico e aspectos econdmicos da cultura do algodoeiro

O algoddo vem sendo utilizado pela humanidade ha muito tempo. Os primeiros
relatos do emprego do algodado, como fibra, datam de oito séculos antes de Cristo e
mostram o cultivo do algodoeiro em diversos paises, principalmente nos europeus e
asiaticos (NEVES, 1965). Ha registros de que a cultura ja era conhecida na China 3 mil a.C.,
cultivado na india 1.500 a.C. e introduzida na Grécia no periodo de 356 a.C. a 323 a.C.. Ja
na Espanha e na Sicilia ha registros de que o algoddo chegou, através dos arabes, no
século 10 (COSTA; BUENO, 2004).

Atualmente cerca de 50 diferentes espécies de algodao, pertencentes a familia
Malvaceae, do género Gossypium, foram identificadas e podem ser encontradas em cinco
continentes: Asia, Africa, América, Europa e Oceania (GRUERE, 2007).

Com o descobrimento da América veio também o descobrimento do algoddo
existente nesse continente, distribuido principalmente no Brasil, México, América Central e
no Peru, onde posteriormente se transformou em um produto comercial tanto para o
mercado interno como externo (NEVES, 1965).

O algodédo é a principal cultura utilizada como fonte de fibra vegetal no mundo,
consistindo em um produto com grande diversidade e aplicacdo (EMBRAPA ALGODAO,
2003).

Atualmente dados revelam que no mundo, em média 35 milhdes de hectares de
algoddo séo cultivados por ano, mostrando um crescimento anual médio de 2% e um
aumento gradativo desde a década de 1950 (ABRAPA, 2012).

O comércio mundial de algoddo movimenta cerca de US$ 12 bilhdes por ano, sendo
produzido por mais de 60 paises nos cinco continentes, além de contribuir para o
envolvimento de mais de 350 milhdes de pessoas em sua producdo (ABRAPA, 2012).

Os paises que se mostraram com a maior producdo mundial de algodé&o, na safra de
2011/2012, foram a China, india, Estados Unidos, Paquistdo e Brasil (ABRAPA, 2012).



O algodéo, no Brasil, € de extrema importancia para o agronegocio. Na safra de
2006-2007 houve uma contribuicdo de mais de 4 bilh6es de ddlares e geracdo de empregos
para milhares de pessoas, sendo que no Centro-Oeste quatro pessoas sdo empregadas por
hectare, regido com maior parte da producdo nacional (COSTA; BUENO, 2004). O pais se
destaca atualmente como grande produtor e exportador de algodao, ocupando as posicoes,
na safra de 2011/2012, de quinto e terceiro lugares no mundo respectivamente, ocupando a
Austrdlia a mesma posi¢céo que o Brasil em relagdo a exportagdo (ABRAPA, 2012).

O algodao no Brasil, até o inicio da década de 90, era produzido principalmente nas
regibes Sul, Sudeste e Nordeste e, posteriormente, a produgdo passou a ocupar areas de
cerrado da regifio Centro-Oeste (EMBRAPA ALGODAO, 2006).

A espécie mais cultivada e explorada economicamente no mundo é o Gossypium
hirsutum L., que corresponde a cerca de 90% da producéo mundial (EMBRAPA ALGODAO,
2003).

O algodoeiro oferece uma ampla variedade de produtos com diversas aplicacoes,
que sao utilizados em todo o mundo, sendo considerado “o boi vegetal” (EMBRAPA
ALGODAO, 2003). Essa cultura é totalmente aproveitada pelo homem, contendo em média
60% de caroco e 40% de fibra. ApGs a separacao da fibra, seu principal produto € o 6leo
comestivel, sendo possivel utiliza-lo como fonte de proteina, podendo ser um suplemento
proteico na alimentacdo animal e humana, desde que se tenham os cuidados necessarios
com o gossipol, metabdlito téxico do algodoeiro. Outros subprodutos sdo obtidos a partir da
extracdo do 6leo, sendo separados em primarios como o linter, a casca e a améndoa;
secundarios como farinha integral, éleo bruto, torta e farelo e como terciarios, o 6leo
refinado, borra e farinha desengordurada (EMBRAPA ALGODAO, 2006).

O plantio de algodéo é realizado a partir de sementes, sendo necessario que estas
sejam de boa qualidade genética, proporcionando caracteristicas desejaveis de fibra,
uniformidade do comprimento, finura, resisténcia, maturidade, brilho, cor, elasticidade,
aderéncia e que favorecam a germinacdo e o desenvolvimento inicial das plantas. Para
obtencdo de uma boa produtividade da cultura, a qualidade fitossanitaria € de extrema
importancia, sendo um dos pontos cruciais a utilizacdo de sementes livres de patdégenos
(EMBRAPA ALGODAO, 2006).

2.2 Doencgas que ocorrem no algodoeiro

O crescimento e investimento na tecnologia e nas pesquisas cientificas ajudam a

garantir a qualidade fitossanitaria das plantas e consequentemente dos produtos gerados a



partir do algodoeiro. A producdo de sementes sadias, com variedades comerciais
resistentes e adaptaveis as condi¢des das diferentes regifes de plantio sdo exemplos da
garantia de qualidade (EMBRAPA ALGODAO, 2003).

Embora seja uma cultura altamente tecnificada, o algodoeiro pode ser acometido por
diversas doencas, sendo esse um dos fatores limitantes para o alto rendimento do algodéo.
Essas doengas podem ser favorecidas por condi¢des climéaticas de uma determinada regiao,
contribuindo para o aumento de custos na producdo (EMBRAPA ALGODAO, 2003). Dentre
elas estdo as de origem viral, bacteriana, as causadas por nematoides e principalmente
aquelas causadas por fungos. Dentre as doengas de origem fungica destacam-se a
antracnose  (Colletotrichum  gossypii), ramulose (Colletotrichum  gossypii  var.
cephalosporiodes), mancha-branca (Ramularia areola), mancha de alternaria (Alternaria
spp.), ferrugem tropical (Phakopsora gossypii), mancha de estenfilio (Stemphylium solani),
murcha de Fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum), murcha de Verticillium
(Verticillium albo-atrum e Verticillium dahliae) e o tombamento (Colletotrichum gossypii,
Rhizoctonia solani, Fusarium sp., entres outros) (HOFFMANN et al., 2003; CIA; SALGADO,
2005).

2.2.1 Murcha de Fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum)

A murcha de Fusarium, também conhecida como fusariose, € uma doenca de origem
fungica que tem como agente causal o Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, relatado em
1940 por W.C. Snyder & H.N. Hansen. Esse fungo pertence ao filo Ascomycota, subfilo
Pezizomycotina, classe Sordariomycetes, subclasse Hypocreomycetidae, ordem
Hypocreales, familia Nectriaceae e género Fusarium (INDEX FUGORUM, 2008).

A doenca atinge algodoeiros e é considerada de grande importancia, podendo
reduzir significativamente a produtividade da cultura (CIA; SALGADO, 2005).

Estudos realizados por Cia et al. (2005), em diferentes genotipos, estimou que o
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum foi responsavel por 81% de perda da cultura do
algoddo na regido de Adamantina e Caiabu, no Estado de S&o Paulo, no ano agricola de
2001/02.

Em 2004, nos Estados Unidos, a perda estimada de algod&o, causada por murcha
de Fusarium foi de 109.000 fardos, referente a 227 Kg (BLASINGAME; PATEL, 2001).

Atkinson, no Alabama, EUA, foi quem descreveu a doenca pela primeira vez em
1892. Nesse periodo, o autor ja tinha conhecimentos das infeccbes por Fusarium e sabia

dos possiveis riscos que o patdégeno podia oferecer a agricultura (ATKINSON, 1892;



JULIATTI; RUANO, 1997; RUANO, 1984). No Brasil, a doenca so6 foi constatada em 1935,
em material da variedade "Texas" proveniente da Estagdo Experimental da Alagoinha,
Paraiba (KRUG, 1936).

Apos a primeira constatagdo da doenca no pais, foram registrados novos focos de
contaminacgdo como, por exemplo, em Pernambuco em 1938 (DESLANDES, 1938), em S&o
Paulo a partir de 1957/58 e, em seguida, para outros Estados, tendo importancia nos
Estados de Goiés, Minas Gerais e, posteriormente em Mato Grosso (CIA; SALGADO, 2005).

Na segunda metade da década de 1950, essa doenca foi responsavel por uma fase
de decadéncia da cotonicultura paulista, tendo sido necessaria a obtencdo de cultivares
melhoradas com resisténcia a doenca (BELTRAO; AZEVEDO, 2008).

Diferente da maioria das outras formae speciales de F. oxysporum que possuem
especificidade por um determinado hospedeiro, o F. oxysporum f. sp. vasinfectum pode
ocorrer em hospedeiros alternativos, também conhecidos como hospedeiros secundarios,
como nas espécies margarida mexicana (Tithonia rotundifolia), fedegoso (Cassia tora),
alfafa (Medicago sativa), erva-noiva (Physalis alkekengi), tabaco (Nicotiana tabacum), soja
(Glycine Max) e tremocgo (Lupinus sp.) (CIA; SALGADO, 2005).

Relatos revelam que no Brasil, as espécies de quiabeiro (Abelmoschus sculentum),
quiabeiro-de-cheiro (A. moscatus) e papoula-do-sdo-francisco (Hibiscos cannabinus)
exibiram sintomas de murcha-de-fusério por meio de inoculagdo de F. oxysporum f. sp.
vasinfectum. Isso mostra que isolados de F. oxysporum podem possuir uma ampla
variedade de hospedeiros, devendo haver cautela na classificagdo de F. oxysporum dentro
de uma forma specialis (CIA; SALGADO, 2005). Dessa forma podem existir outras espécies
nas quais o patégeno se multiplica com pouca severidade ou sem produzir sintomas
(MACHADO, 2008).

O algodoeiro é o hospedeiro primério do F. oxysporum f. sp. vasinfectum, no entanto,
pode ser hospedeiro secundério para F. oxysporum das formae speciales “apii” e “cassiae”
(CIA; SALGADO, 2005).

Isolados de F. oxysporum f. sp. vasinfectum diferem em relacdo a patogenicidade
quando inoculados em diferentes hospedeiros. O primeiro relato da variabilidade da espécie
foi em 1927 com estudos realizados através de isolados provenientes dos EUA (G.
hirsutum), Egito (G. barbadense) e india (G. herbaceum e G. arboreum) em suas
respectivas espécies de origem (MACHADO, 2008).

O patégeno é um habitante do solo, capaz de sobreviver por varios anos no
ambiente por possuir atividade saprofitica em matéria organica e por desenvolver estruturas
de resisténcia chamadas clamidosporos (MENEZES et al., 2010).

Os sintomas da doenca sdo caracterizados por amarelecimento, crestamento do

limbo, diminuicdo de crescimento da planta, folhas e caules com enegrecimento, podendo



ocorrer a morte da planta. As plantas doentes podem apresentar sintomas com um quadro
variavel, dependendo do grau de resisténcia da variedade da planta (a murcha das folhas e
morte prematura das plantas normalmente ocorre em até 25 dias de idade em variedades
suscetiveis) e de condicbes ambientais, onde as plantas que ndo sofreram um ataque com
alta agressividade e sobrevivem, tém seu crescimento reduzido (CIA; SALGADO, 2005).

Durante a infecgéo, ocorre a obstrucdo do lume dos vasos pela formacéo de tiloses,
presenca intensa de micélio e esporos do fungo, entre outros fatores, formando um bloqueio
e impedindo o livre fluxo de agua e seiva bruta para a parte aérea, principal causa da
ocorréncia da murcha das folhas e dos ramos do algodoeiro (CIA; SALGADO, 2005).

Pode-se ter um reconhecimento prévio da murcha de Fusarium ao observar a
descoloragdo ou escurecimento dos feixes vasculares ao realizar sec¢do longitudinal do
caule (HOFFMANN et al., 2003).

A doenca pode ocorrer em todo ciclo de vida da planta, porém é mais comum no
inicio do florescimento, cerca de dois meses apoés o plantio, devido as mudancas fisiologicas
do algodoeiro. Em condigBes favoraveis ao patdogeno a doenca pode causar a morte de
plantulas (CIA; SALGADO, 2005).

ApOs a aparicdo dos primeiros sintomas externos muitas plantas jovens, com
aproximadamente seis semanas de idade, podem morrer em poucos dias. As sobreviventes,
porém afetadas, podem gerar novas brotacdes com ramos nao produtivos (EMBRAPA
ALGODAO, 2003).

A presenca de nematoides, especialmente dos géneros Meloidogyne e
Rotylenchulus (por terem a capacidade de formar na planta uma célula nutridora que produz
compostos carbbnicos e nitrogenados, utilizados também pelo fungo) e Pratylenchus,
associada a murcha do Fusarium (complexo fusarium-nematoide), prejudica ainda mais a
cultura de modo a agravar a doenca, tornando-a mais severa (HOFFMANN et al., 2003). Os
nematoides provocam ferimentos nas raizes e debilitacdo da planta, facilitando a penetracédo
do patégeno no sistema radicular e o desenvolvimento da doenca (EMBRAPA ALGODAO,
2003).

O favorecimento da doenga também pode ocorrer devido as condi¢des do solo com
alto teor de areia, baixo pH, fertilidade desequilibrada, temperaturas entre 25°C e 32°C e
alta umidade (EMBRAPA ALGODAO, 2006).

A dispersdo do Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, pode ocorrer a curtas
distancias, pelo movimento de particulas de solo contaminado, maquinas agricolas, pelo
vento e pela agua, contribuindo para a disseminag&o no campo e ocasionando as chamadas
“reboleiras”. Por longas distancias, a transmissdao ocorre principalmente por sementes
contaminadas tanto externamente como internamente, sendo importantes portadoras do
patdégeno permitindo sua sobrevivéncia no ambiente (EMBRAPA ALGODAO, 2006).



O plantio de variedades resistentes, uso de sementes livres do patégeno e a rotacédo
de cultura sdo as principais medidas utilizadas para o controle da murcha de Fusarium na
cultura do algodao, evitando assim prejuizos aos produtores (ARAUJO; SUASSUNA, 2003;
MACHADO,; et al, 2005).

A forma specialis vasinfectum possui diferentes ragas. Essa descoberta foi realizada
a partir da inoculacdo de uma série de plantas diferenciadoras composta de espécies do
género Gossypium e as cultivares ‘Gold Dolar’ de Nicotiana tabacum e ‘Yelredo’ de Glycine
max, mostrando grande variabilidade na agressividade e origem geografica do isolado. As
racas foram nomeadas como ragas 1 e 2 para as originarias dos Estados Unidos, ra¢ga 3 no
Egito, raca 4 na india, raga 5 no Sud&o, raca 6 no Brasil e racas 7 e 8 na China. Atualmente
h& relatos de que as racas 3, 4 e 8 também ocorrem nos Estados Unidos (MACHADO,
2008).

2.3 Métodos morfolégicos e moleculares de deteccdo e identificacdo de formae
speciales de F. oxysporum

Para garantir que ndo ocorra a introdugdo de sementes infectadas em areas isentas
ou que aumente a fonte de inéculo em areas onde a doenca ja exista, a medida mais efetiva
de controle é o emprego do principio de exclusdo, realizando-se a deteccdo de
fitopatégenos em sementes (NEEGAARD, 1977).

Os fungos séo classificados e identificados, normalmente, com base na observagdo
das caracteristicas morfoldgicas de suas estruturas vegetativas e reprodutivas.
Conhecimentos taxondmicos também podem ser obtidos através de estudos do
comportamento biolégico do patdégeno em relacdo ao hospedeiro (STAKMAN; HARRAR,
1957).

Fusarium oxysporum em sementes de algoddo possui micélio aéreo com
pigmentacdo bege palido a rosa, roxo, vinaceo a azul. Sob aumento de 80X, podem ser
observadas falsas cabecas de microconidios formadas no extremo de conidiéforos curtos
produzidos ao longo da hifa, agrupamentos de macroconidios em diferentes locais do
micélio, podendo ocorrer também a presenca de clamidésporos (BRASIL, 2009).

A identificacdo de fungos que infectam sementes pode ser dificultada pela ocorréncia
de muitas espécies proximamente relacionadas, que apresentam similaridade de
caracteristicas morfolégicas, como € o caso de espécies de Phomopsis em sementes de
soja, Drechslera em sementes de arroz e trigo, Fusarium sp. em sementes de feijao e
algoddo (BARROCAS, 2008).



A utilizacdo de caracteristicas como tipo, coloracdo e crescimento micelial em
diferentes meios de cultura, como o Batata-dextrose-dgar (BDA) e Czapek, para a
diferenciacdo de espécies a nivel infraespecifico ndo € confiavel. Diversos estudos mostram
que um mesmo organismo pode ter diferentes caracteristicas de acordo com as condi¢des
nos quais ele cresce (VECHIATO, 2002; ROSA; MENEZES, 2001; PERES et al., 2003).

Podemos encontrar formas saprofiticas e patogénicas para a espécie F. oxysporum,
que possuem caracteristicas morfolégicas muito semelhantes. Com base na capacidade
patogénica em diferentes hospedeiros, as formas patogénicas foram agrupadas em formae
speciales, ndo podendo ser diferenciadas quando comparadas em relacdo a morfologia
(MACHADO, 2008).

Os métodos rotineiros de patologia de sementes, como o do papel de filtro,
plagueamento em agar e outros, sdo baseados na morfologia dos fungos que colonizam as
sementes (VECHIATO, 2002). Devido as semelhancas morfolégicas, a diferenciacdo da
forma specialis vasinfectum de outras formae speciales, em sementes de algodao, ndo é
confiavel quando se utiliza os métodos tradicionais. A diferenciagéo s6 é possivel ao realizar
inoculagdo em plantas de algoddo em casa de vegetagdo, processo que exige um longo
periodo e pode ser afetado por uma série de fatores, ndo sendo viavel quando utilizado para
a obtencao de emisséao de laudos fitossanitarios oficiais (MORICCA et al., 1998).

Dentre as técnicas moleculares mais utilizadas para a deteccao e/ou diferenciacdo
de fitopatbgenos encontram-se a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), amplificacéo
randémica de DNA polimérfico (RAPD) e polimorfismo no comprimento de fragmentos de
restricdo (RFLP) (BATISTA, 1993).

Estudos de taxonomia, variabilidade genética e deteccdo de fungos fitopatogénicos
vém sofrendo avangcos com o emprego de técnicas de biologia molecular, possibilitando
estudos de filogenias e podendo distinguir formae speciales em espécies de fungos
(MENEZES et al., 2010).

A técnica de PCR é comumente utilizada para o diagnostico de fungos, por sua
especificidade e sensibilidade, podendo distinguir grupos de linhagens, patotipos, espécies
ou taxa superiores. Essa técnica foi descrita na década de 80, sendo possivel a obtencao in
vitro de varias cépias de um determinado segmento de DNA (FUNGARO, 2000).

A PCR amplifica fragmentos de DNA através de um processo ciclico constituido de
desnaturacgéo da fita dupla de DNA, anelamento dos iniciadores a sequéncia complementar
de cada fita simples do DNA desnaturado e extensdo dos iniciadores pela enzima Taq
polimerase ao longo das fitas em oposi¢cdo, com consequente duplificacdo da sequéncia de
DNA, ocorrendo reacdes sucessivas através das fitas moldes (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1995). Esta técnica tem como vantagens ser um método rapido que

requer guantidades minimas de DNA, o qual ndo necessita apresentar alto grau de pureza e



pode ser extraido de diversos materiais tais como solos, alimentos e amostras clinicas
(FUNGARO, 2000).

Iniciadores especificos foram projetados para a diagnose de alguns fungos em
sementes, como: Tilletia indica, Alternaria radicina e Phomopsis longicolla sdo alguns
exemplos (SMITH et al.,1996; PRYOR; GILBERTSON, 2001; ZHANG et al., 1997).

Iniciadores especificos foram desenvolvidos e descritos para diversas espécies do
género Fusarium em diferentes hospedeiros, como: F. oxysporum f. sp. phaseoli de feijao
(ALVES-SANTOS et al., 2002), Fusarium oxysporum f. sp. basilici em sementes e raizes de
manjericdo (PASQUALI et al., 2006); F. graminearum, F. culmorum e F. avenaceum em trigo
e centeio (SCHILLING; MOLLER; GEIGER, 1996), Fusarium poae no trigo e em suas
sementes (PARRY; NICHOLSON, 1996).

Moricca et al. (1998) descreveram os iniciadores especificos para F. oxysporum f.
sp. vasinfectum com base em pequenas diferencas nucleotidicas na regido ITS. Zambounis,
Paplomatas e Tsaftaris (2007) descreveram para o mesmo fungo, dois pares de iniciadores
especificos baseados na regido ribosomal intergenic spacer (IGS). Os iniciadores
desenvolvidos por Moricca et al. (1998) mostraram-se eficazes para a detec¢do de F.
oxysporum f. sp. vasinfectum em caules, folhas e raizes de plantas com ou sem sintomas,
sendo um método especifico e sensivel para a deteccdo do patdégeno. Zambounis,
Paplomatas e Tsaftaris (2007) conseguiram detectar a presenca do patdgeno em amostras
de solo e plantas inoculadas com o fungo.

O conhecimento de sequéncias de nucleotideos de, pelo menos, uma parte da regido
alvo é necessario para se desenhar iniciadores especificos, que posteriormente poderao ser
utilizados para a deteccdo de fungos, proporcionando a amplificacdo de um gene ou
segmento especifico da espécie que se deseja identificar (FUNGARO, 2000).

O DNA ribossomal (DNAr) é muito utilizado como marcador molecular na
identificacdo e diferenciacdo de espécies. Nos seres eucariotos estdo presentes repetidas
vezes e cada unidade consiste de genes codificadores dos RNAs ribossomais 18S, 5.8S e
28S e dois espacgos internos (ITS 1 e ITS 2) que separam esses genes. O espaco
intergénico (IGS) € uma regido que separa cada unidade do DNAr (MENEZES et al., 2010;
PENNA, 2012).

A amplificac@o da regido ITS por PCR é bastante utilizada para taxonomia de fungos.
Essa regido apresenta variabilidade moderada e pode ser utilizada para a diferenciacdo em
nivel de género e espécie (MENEZES et al., 2010; PENNA, 2012). A variabilidade da regido
IGS costuma ser maior que a da regido ITS e pode ser utilizada na diferenciagédo infra-
especifica (PENNA, 2012).

O gene codificador do fator de elongacao (EF) também é comumente utilizado como

marcador filogenético para a diferenciacdo de espécies do género Fusarium, como mostra o
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trabalho desenvolvido por O'Donnell, et al. em 1998, no qual foi possivel resolver relagdes
dentro do complexo de espécies Fusarium oxysporum. A presenca de exons (codificadores)
e introns (ndo-codificadores) confere uma mistura de regides conservadas e variaveis Uteis
para estudos filogenéticos.

Outra maneira de identificar caracteristicas similares e definir a relacao histérica ou
evoluciondria, baseando-se em caracteristicas, como genes ou fragmentos de DNA é a
sistematica filogenética. Arvores filogenéticas podem ser desenvolvidas para mostrar as
acOes evolucionarias ou agrupamentos de organismos (BUSO, 2005).

Atualmente, arvores filogenéticas estdo sendo utilizadas para estudos de filogenia
molecular de diferentes espécies do género Fusarium (MACIAL, 2012; MARTINS, 2005;
MENEZES et al., 2010; O'DONNELL et al., 1998).

Um extenso estudo sobre a variabilidade genética do complexo de espécies F.
oxysporum (Fusarium oxysporum species complex ou FOSC) foi realizado por O’'Donnell et
al. (2009), no qual 850 isolados tiveram parte do gene EF (680 pb) e toda a regido IGS (2,4
— 2,6 kb) sequenciados. A analise das sequéncias resultou em 101 “sequence types” (STs)
para o gene EF, 203 para a regido IGS e, combinando-se ambos foram obtidos 256 STs. Os
dados deste estudo estdo disponiveis on-line pela Internet de forma que comparacdes de
sequéncias podem ser realizadas através do programa Blast nas paginas da web
www.fusariumdb.org ou www.cbs.knaw.nl/fusarium.

Dados do sequenciamento total de 13 genomas de Fusarium spp. também estao
disponiveis on-line na pagina
http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/MultiHome.html. As
espécies sequénciadas incluem F. verticillioides, F. graminearum e mais onze linhagens
distintas do complexo de espécies F. oxysporum, incluindo a forma specialis vasinfectum. A
comparacéao dos trés primeiros genomas concluidos (F. verticillioides, F. graminearum e F.
oxysporum f. sp. lycopersici) mostrou que em F. oxysporum f. sp. lycopersici h4 regibes
gendmicas especificas desta linhagem que incluem quatro cromossomos inteiros (MA et al.,
2010). Essas regides linhagem-especificas sdo ricas em transposons e de genes envolvidos
em patogenicidade, indicativas de aquisicdo horizontal. Foi demonstrado também que a
transferéncia artificial de dois destes cromossomos linhagem-especificos converteu uma
linhagem n&o-patogénica em patogénica. Esse fendbmeno explica a origem polifilética da
especificidade de hospedeiro, onde isolados distintos da mesma forma specialis podem ter

arcaboucos genéticos de origens diferentes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Locais e periodo de realizacdo dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Patologia de Sementes (LPS) e
no Laboratério de Bioquimica Fitopatolégica (LBF) do Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento Sanidade Vegetal (CPDSV), do Instituto Bioldgico (IB), com inicio em abril

de 2011, e término em fevereiro de 2013.

3.2 Obtencao dos isolados

Isolados de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov), Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli (Fop), Fusarium oxysporum (Fo), Fusarium solani de algoddo (Fsa), Fusarium
solani de feijao (Fsf), Fusarium solani (Fs) e outras espécies do género Fusarium (F) de
diversas regides, foram fornecidos por pesquisadores de diferentes Instituicbes, conforme a
Tabela 1. Estes isolados foram utilizados, no presente estudo, com objetivo de encontrar
diferencas significativas nos testes moleculares para diferenciar o F. oxysporum f. sp.

vasinfectum de outras formae speciales e outras espécies de Fusarium.

Tabela 1. Isolados obtidos para os estudos de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum
(Fov), Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop), Fusarium oxysporum (Fo), Fusarium solani
(Fsf, Fsa, Fs) e outras espécies do género Fusarium (F).

NUMERO ISOLADOS PROCEDENCIA

Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum

Fov 1 IB 230 Campinas/SP

Fov 2 IB 492 Castelar/ Argentina
Fov 3 IB 3/96 Campinas/SP

Fov 4 IAC 12803 Acreuna/GO

Fov 5 IAC 12976 ltuverava/SP

Fov 6 IAC 12911 ltuverava/SP

Fov 7 IAC 12047 ltuverava/SP



Fov 8

Fov 9

Fov 10
Fov 11
Fov 12
Fov 13
Fov 14
Fov 15

IAC 12344
IAC 13824
IAC 12401
IAC 12345
IAC 12325
IAC 696
IAC 3463
IAC 21-4

12

Tocantins
Adamantina/SP
Miguel6polis/SP
Tocantins
Leme/SP
Colina/SP
Guaira/SP
Capao Bonito/SP

Fusarium solani de algodao

Fsal IAC 8450 Guaira/SP

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli

Fop 1l IB 595 Séao Paulo

Fop 2 IB 4/96 Capao Bonito/SP

Fop 3 IAC 12872 Pindorama/SP

Fop 4 IAC 12802 Pindorama/SP

Fop 5 IAC 11747 Pariquera Agu/SP

Fop 6 IAC 11749 Pariquera Agu/SP

Fop 7 IAC 11750 Pariquera Agu/SP

Fop 8 IAC 11848 Votuporanga/SP

Fop 9 IAC 11849 Pindorama/SP

Fop 10 IAC 13029 Vargem Grande do Sul/SP
Fop 11 IAC 9760/1 Pindorama/SP

Fop 12 IAC 13349 Casa Branca/SP

Fop 13 IAC 13368 Vargem Grande do Sul/SP
Fop 14 IAC 2556 Silva Jardins/RJ

Fop 15 IAC 8278 Senador Firmino/MG
Fusarium solani de feijao

Fsf 1 IAC 13030 Vargem Grande do Sul/SP
Fsf 2 IAC 10241 Séo Gotardo/MG
Fusarium oxysporum

Fo5 CCIBt 2194 ---

Fo 6 CCIBt 2226
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Fusarium solani
Fs5 CCIBt 2175
Fs 6 CCIBt 2190

Outras espécies do género Fusarium

F 9 (F. graminearum) IB 496 -
F 10 (F. oxysporum f.sp.lycopersici)y  |B 01/96
F 12 (F. oxysporum f. sp. cubense) IB 29/06 -
F 14 (F. moniliforme) IB 63/08

e Fops3ao 15, Fovs 4a015, FsaleFsfleFsf2 - enviados pela Dra. Margarida
F. Ito do Instituto Agrondmico de Campinas, IAC-SP;

e Fopsle?2 Fovs1l,2e3eF9 F10, F12 e F 14 - enviados pela Dra. Christiane
Ceriani Aparecido do Instituto Biolégico, Micoteca “Mario Barreto Figueiredo”;

e Fob5,Fo6, Fs5 e Fs 6 — enviados pelo Dr. José Ivanildo de Souza, do Instituto de
Botanica de Sao Paulo.

3.3 Preservacéo dos Isolados

Os isolados foram preservados a 10°C, em tubos de ensaio contendo meio de cultura
de batata-dextrose-agar (BDA) e pelo método de Castellani, visando manter suas
caracteristicas (APARECIDO; EGYDIO; FIGUEIREDO, 2001; FIQUEIREDO, 1967).

3.4 Teste de Patogenicidade dos isolados de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum e

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli

O experimento foi instalado em casa de vegetacdo do Centro de P&D de Sanidade
Vegetal, do Instituto Biolégico, para confirmacédo da patogenicidade dos 15 isolados de F.
oxysporum f. sp. vasinfectum e os 15 de F. oxysporum f. sp. phaseoli, listados na Tabela 1,
baseando-se nos sintomas caracteristicos da doenca nos hospedeiros originais.

Os 30 isolados foram cultivados em placas de Petri contendo meio BDA, por 10 dias
a 25°C, para a posterior obtencdo do inéculo apdés o crescimento micelial dos fungos. A
suspensao de conidios foi preparada acrescentando-se 25 mL de agua destilada nas placas
contendo os isolados. Em seguida, friccionou-se o micélio, com o auxilio de alca de vidro,
para liberagcéo das estruturas infectivas de forma asséptica. As suspensdes foram ajustadas

a concentracdo de 10° conidios/mL, contando-se os esporos com o auxilio de um
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microscopio optico e camara de Neubauer (hematocitdmetro), conforme metodologia citada
por Ito (1997).

Para as inoculagbes de F. oxysporum f. sp. vasinfectum e F. oxysporum f. sp.
phaseoli em plantas de algoddo (cultivar Fibermax 966) e feijao (cultivar IPAG)
respectivamente, foram preparados vasos contendo terra autoclavada realizando-se,
posteriormente, a semeadura. O sistema radicular das plantas, quando apresentavam as
primeiras folhas verdadeiras, com cerca de duas semanas de idade, foi previamente cortado
mantendo-se cerca de 2/3 de seu comprimento, e submergido por 10 min na suspensao de
conidios, utilizando-se 3 plantas/vaso. As testemunhas foram inoculadas com agua destilada
e conduzidas da mesma forma que as plantas inoculadas.

O experimento permaneceu em casa de vegetacdo, com duas regas diarias por
aspersado durante um minuto, conforme descrito por Tanaka (1987). Foram feitas quatro
avaliacdes aos 15, 20, 25 e 30 dias apoés inoculagéo, observando-se os sintomas da doenca.

Apos visualizacdo e registro dos sintomas, os isolados foram submetidos ao re-
isolamento em placas contendo meio de cultura BDA, para confirmar se o0s sintomas

observados haviam sido causados pelo patdgeno inoculado.

3.5 Caracterizacdo Morfolégica dos isolados de Fusarium oxysporum f. sp.

vasinfectum

Os experimentos para a caracterizacdo do crescimento e coloracdo micelial foram
realizados com os isolados de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov) descritos na
Tabelal. Para tanto discos de micélio com nove mm de diametro foram transferidos para
meios de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e Czapek (CZP), contidos em placas de Petri
de nove cm de didmetro. Um disco de cada isolado foi posicionado no centro da placa e foi
realizada a incubacéo as temperaturas de 25 e 27°C. Estas temperaturas foram utilizadas,
para verificar se ocorrem diferengas morfolégicas entre temperaturas proximas, dentro da
faixa 6tima de crescimento para este fungo.

As caracteristicas miceliais dos isolados (tipo e coloracao de micélio) foram avaliadas
e agrupados seguindo o trabalho de Nelson, Toussoun e Marasas (1983).

O crescimento linear foi avaliado aferindo-se o diametro médio de cada col6nia, com
auxilio de uma régua milimetrada, aos cinco e dez dias de incubacdo. O delineamento
utilizado foi o inteiramente casualizado, com trés repeticbes de cada isolado e os dados
foram analisados adotando o esquema fatorial (3x2x2), aplicando-se o teste Tukey a 5% de

probabilidade. Os dados foram analisados utilizando-se programa Assistat, versado 7.5 beta.
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3.6 Técnicas moleculares

3.6.1 Extracdo de DNA dos isolados

Discos de micélio de nove mm de didmetro de todos os isolados listados na Tabela 1
foram transferidos para tubos esterilizados contendo meio liquido de batata-dextrose e
mantidos a 25°C por sete dias. A massa micelial foi coletada para realizar a extracdo de
DNA total seguindo o método descrito por Dellaporta et al. (1983) com modificages.

Primeiramente o material foi triturado em nitrogénio liquido, com a adi¢cdo de 600uL
de solugéo de extracdo CTAB (2% CTAB; 100 mM Tris HCI — pH 8,0; 20 mM EDTA - pH
8,0; 1,4 M NaCl) e realizada a homogeneizagdo. Em seguida, realizada a incubacdo por 45
min a 65°C com agitacdo moderada. Posteriormente, foram adicionados 600 yL de CIA
(cloroférmio: alcool isoamilico - 24:1) e realizada a agitagdo por inversdo e centrifugagéo
(12.000 g, a 4°C durante 10 min). ApoOs este procedimento o sobrenadante foi transferido
para um novo tubo (repetir essa etapa). A seguir foram Adicionados 400 uL de isopropanol e
manteve-se de um dia para o outro a -20°C. Apo6s centrifugacéo (12.000 g, a 4°C durante 10
min) o sobrenadante foi descartado, lavou-se o pellet com etanol 70% (300 pL) e realizou-se
a centrifugacéo, e em seguida, o sobrenadante foi descartado, 0 mesmo, foi realizado com
etanol absoluto (300 uL). Secou-se o pellet a 37°C por 20 min e o DNA foi suspendido em
30 yL de a4gua de osmose reversa estéril.

As bandas de fragmentos de DNA resultantes da extracdo dos isolados foram

visualizadas sob luz UV em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etideo.

3.6.2 Amplificagdo e sequenciamento do gene EF e das regides ITS e IGS

Para a amplificacdo de fragmentos de DNAs, em reacoes de PCR, foram utilizadas
as regides universais: Internal Transcribed Spacer (ITS), Ribosomal Intergenic Spacer (IGS)
e Fator de Elongacéo.

Para a regido ITS, reacdes de PCR foram preparadas utilizando os iniciadores ITS1
(5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATTGC-3’),

segundo White et al. (1990). Nessas reacbes foram utilizados isolados de Fusarium
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oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov), Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop) e Fusarium
solani (Fsa 1, Fsfl e Fsf2), listados na Tabela 1.

As reacoes de PCR para regido Fator de Elongagéo foram preparadas utilizando-se
dois pares de iniciadores: EF11 (5-GTGGGGCATTTACCCCGCC-3) e EF22 (5'-
AGGAACCCTTACCGAGCTC-3), e EF1 (5'-ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC-3') e EF2
(5'-GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT-3'"), segundo O'Donnell et al. (1998).

As reacgbes de PCR para regido IGS foram preparadas utilizando-se os iniciadores
NL11 (5- CTGAACGCCTCTAAGTCAG -3’) e CNS1 (5- GAGACAAGCATATGACTAC -3),
segundo Aoki et al. (2003).

Os produtos das PCR foram purificados seguindo protocolo descrito por Schmitz e
Riesner (2006), conforme descrito a seguir: em microtubo de 1,5 mL foi misturado 1,6 uL de
EDTA 0,5 M, 21,0 uL PEG a 50% e 8,1 yL de NaCl 5 M. Adicionou-se o produto da PCR (z
20 pL) a mistura, sendo este incubado em temperatura ambiente por 10 min. Realizou-se a
centrifugacéo durante 10 min a 14.000 g e descartou-se 0 sobrenadante. Foram adicionados
125uL de etanol 70%, e realiada nova centrifugagdo (5 min a 14.000 g). Em seguida, o
sobrenadante foi descartado. Secou-se o pellet a 37 °C por 20 min. O DNA foi resuspendido
em 20 uL de dgua de osmose reversa estéril.

As bandas de fragmentos de DNA resultantes da amplificagdo por PCR foram
visualizadas sob luz UV em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etideo.

Os produtos purificados foram sequenciados pelo método de terminacdo de cadeia,
descrito por Sanger, Nicklen e Coulson (1977). As reagbes para 0 sequenciamento foram
efetuadas com o kit Big Dye (Applied Biosystems), sendo utilizado o sequenciador (ABI 377
— ABI Prism / Applied Biosystens), conforme instru¢des do fabricante.

As sequéncias obtidas foram alinhadas e analisadas utilizando o programa BioEdit,

versao 7.1.11.

3.6.3 Andlises filogenéticas

As éarvores filogenéticas foram construidas a partir das sequéncias obtidas para o
gene EF e para a regido IGS. O fragmento do gene EF utilizado nas analises consistiu de
603 nt. A regido IGS nédo foi completamente sequenciada, tendo sido utilizados somente 634
nt da regido 5 obtidos no sequenciamento com o iniciador NL11. Foram incluidas nas
analises, sequéncias obtidas a partr do Fusarium MLST  Database
(http://www.cbs.knaw.nl/fusarium/), correspondendo a “sequence types” (STs) do complexo

de espécies F. oxysporum (FOSC) mais semelhantes as sequéncias do presente estudo. As
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arvores filogenéticas foram geradas através do programa MEGAS5 (TAMURA et al., 2011)
empregando-se o método de Neighbor-Joining e avaliacdo da reprodutibilidade da topologia
das arvores através de bootstrap com 500 repeticdes.

3.6.4 Comprovacao da especificidade de iniciadores especificos citados na literatura
para deteccdo de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov) e Fusarium

oxysporum f. sp. phaseoli (Fop)

Para Fov foram avaliados trés pares de iniciadores especificos, um desenhado por
Moricca et al. (1998), [Fovl (5-CCCCTGTGAACATACCTTACT-3) e Fov2 (5-
ACCAGTAACGAGGGTTTTACT- 3’)] e os outros dois por Zambounis, Paplomatas e
Tsaftaris (2007), [Fovl (5- TGTAGGGGTTGTGGGTTTTTTTC-3) e Fov2 (5-
CCAACACACAACCGCACACGA-3’); e Fov3 (5-AGCAGTAGAGTAGCCTTGTTG-3) e Fov4
(5-TTCCACCAAGTCTAACTCGC-3')].

Para confirmar a especificidade para os isolados de Fop foram utilizados os
iniciadores especificos A280 (5-TATACCGGACGGGCGTAGTGACGATGG-3’) e B310 (5-
CAGCCATTCATGGATGACATAACGAATTTC-3’) projetados por Alves-Santos et al. (2002).
Os mesmos também foram utilizados para verificar se os isolados de Fov, Fsf e Fsa ndo
amplificariam.

As reacbes foram preparadas seguindo protocolo das referéncias, nas quais 0s

iniciadores foram descritos, e a analise eletroforética em gel de agarose a 2%.

3.6.5 Deteccdo de regibes gendmicas especificas a Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum (Fov) através de RAPD e desenvolvimento e avaliacdo de iniciadores

especificos

Com a finalidade de determinar uma regido do DNA diferenciadora entre os isolados
de Fov, Fop e Fs, foram realizadas amplificacdes ao acaso do DNA, por meio da técnica de
RAPD.

Os DNAs dos isolados foram amplificados com os seguintes iniciadores randémicos:
OPC18 - 5-TGAGTGGGTG-3' (ALVES-SANTOS et al., 2002), OPF5 - 5-CCGAATTCCC-3’
e OPF6 - 5-GGGAATTCGG-3’- (ASSIGBETSE et al., 1994), Primer 9 - 5-CAAACGGGTG-3’
(ABD-ELSALAM et al., 2004) e OPF15 - 5-CCAGTACTCC-3’ (SILVA-MANN et al., 2002).
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A andlise eletroforética dos fragmentos de DNA amplificados foi feita em gel de
agarose a 2%.

Os fragmentos de DNA amplificados especificos para Fov foram eluidos a partir do
gel de agarose utilizando-se o kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN), seguindo instru¢des do
fabricante.

Para clonagem dos fragmentos, o produto de DNA amplificado e purificado (inserto)
foi inserido no vetor pGEM®-T Easy (PROMEGA), conforme protocolo do fabricante: foram
misturados 5 pL de 2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase, 1 yL pGEM®-T Easy (50ng), 3
ML produto da PCR, 1 uL T4 DNA Ligase e a reacao foi incubada por 24 h a 0°C.

O vetor contendo o inserto foi, entdo, inserido em células competentes de
Escherichia coli DH10B por meio de transformagéo via choque térmico, onde as células
foram misturadas ao vetor permanecendo por 1 min a 42°C, seguido de 2 min em gelo. Foi
adicionado 1 mL de meio de cultura Luria Broth (LB) e as bactérias foram incubadas sob
agitacdo por 1 h a 37 °C.

O meio LB contendo as bactérias foi centrifugado a 10.000 g e aproximadamente 850
ML do sobrenadante foi descartado. As bactérias foram suspendidas e plagueadas em meio
LB solido contendo ampicilina (100 pg/mL) e Xgal (4 uL de solugdo 20 mg/mL) e incubadas
a 37 °C por 16hs. Apés o crescimento, as colénias recombinantes com o fragmento de DNA
inserido no sitio de clonagem exibiram a cor branca, enquanto as colénias nédo
recombinantes mostraram-se azuis (produzindo [(-galactosidae funcional). As colbénias
brancas foram cultivadas em meio LB na presenca de ampicilina. As extracdes dos
plasmideos para posterior sequenciamento foi feita com o uso de um sistema de purificagao
da Invitrogen: “PureLinkTM Quick Plasmid Miniprep Kit”, seguindo protocolo do fabricante.

Os produtos purificados foram sequenciados pelo método de terminacdo de cadeia,
descrito por Sanger, Nicklen e Coulson (1977). As reacdes para sequenciamento foram
efetuadas com o kit Big Dye (Applied Biosystems) e processadas em um sequenciador (ABI
377 — ABI Prism / Applied Biosystens), conforme instru¢des do fabricante.

As sequéncias obtidas foram comparadas com o0s genomas completos de F.
verticillioides, F. graminearum e onze linhagens de F. oxysporum (incluindo Fov) disponiveis
no Fusarium Comparative Database
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/MultiHome.html).

Segmentos dos genomas foram comparados com as sequéncias obtidas para os
fragmentos de RAPD com auxilio do programa BioEdit. Dois pares de iniciadores (FOV-
F/IFOV-R e FOV-R7-F/FOV-R7-R) foram desenvolvidos com base nas diferencas
encontradas nestas comparacoes.

Na reacdo de PCR utilizando os iniciadores especificos de F. oxysporum f. sp.
vasinfectum, FOV-F (5 — GCTCAGGATGTTGAACTTTC - 3) e FOV-R (5 -
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GGTAAGGTAGAGTTGAGTGAGTAAA — 3’), foram utilizados DNAs genOmicos de 15
isolados de Fov, 6 de Fop, 1 Fsa e 1 Fsf, seguindo o protocolo: 94°C por 5 min; 40 ciclos de
30sa94°C,30sa56°Ce45sa72°C; 4 min por 72°C.

J& para os iniciadores especificos Fov-R7-F — (5-GGTGATACTATATTTCGCAATC-
3’) e Fov-R7-R — (5-GGCTTCTAGTATCTATGGGATC-3’), também, desenvolvidos para F.
oxysporum f. sp. vasinfectum, foram utilizados DNAs gendmicos de 15 isolados de Fov, 5 de
Fop, 1 Fsa, 2 Fsf, 2 Fo, 2 Fs e 4 isolados de outras espécies de Fusarium, seguindo o
protocolo: 94°C por 5 min; 35 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 55°C e 30 s a 72°C; 4 min por
72°C.

3.7 Avaliacdo da visdo dos produtores de algoddo sobre a importancia da murcha do
algodoeiro e da sanidade das sementes

Um questionario foi desenvolvido e posteriormente aplicado na regido de
Paranapanema, no Estado de S&o Paulo, com a finalidade de avaliar junto aos produtores
0s impactos econdmicos e sociais da murcha do algodoeiro (Figura 1).

O questionario prospectou a visdo de 14 produtores sobre aspectos como:
importancia da doenca em questdo, sanidade das sementes, cultivares utilizadas para
plantio, frequéncia com que problemas resultantes de sementes contaminadas ocorrem,

impactos econdmicos e sociais, formas de controle aplicadas e outros.
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INFORMACOES BASICAS

Nome:

Profissdo/Cargo:
Nome da Empresa:
Cidade: Estado:

QUESTIONARIO

1 - Ha quanto tempo esta no mercado do algodao?

2 - Quais seus principais produtos fornecidos (sementes, fibras, etc)?

3 - Qual(s) cultivar(s) de algodao é utilizado em seu plantio?

4 - Conhece ou ja ouviu falar sobre a murcha do fuséario (Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum)
e os danos que essa doenca pode causar?

Sim () Nao ()

5 - J4 teve problemas em seu plantio devido a essa doenca? Se sim, quais foram seus prejuizos
econdmicos?

6 - Qual procedimento é utilizado para a prevencao de aparecimento de doengas em seu plantio?
(uso de sementes sadias, biocontrole, agroquimicos, entre outros)

Figura 1: Questionario aplicado com produtores de algodao na regido de Paranapanema,
Estado de S&o Paulo.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teste de Patogenicidade dos isolados de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum e

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli

Sintomas como o amarelecimento foliar, crestamento do limbo, inibicdo de

crescimento, murcha e posterior morte das plantulas foram observados nos algodoeiros
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inoculados com F. oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov), bem como nos feijoeiros inoculados
com F. oxysporum f. sp. phaseoli (Fop). Cia e Salgado (2005) e Kimati (1980) descreveram
0S mesmos sintomas para a ocorréncia da murcha do Fusarium no algodoeiro e no feijoeiro.

Os isolados Fov 1, 3, 4, 5, 8, 11 e 12, inoculados em algoddo, apresentaram
sintomas apas 15 dias de inoculacdo, enquanto que os Fov 6, 7, 9, 10, 14 e 15, apd6s 20 dias
de inoculacdo. Aos 25 dias apds a inoculacdo, o Fov 2 apresentou sintomas, e o Fov 13,
apenas apresentou leve inibicdo de crescimento observada aos 30 dias ap06s a inoculacgéo,
conforme mostra a Tabela 2. Esse resultado estd de acordo com o descrito por Cia e
Salgado (2005), onde é relatado que a murcha das folhas e morte prematura das plantas

normalmente ocorre em até 25 dias de idade em variedades suscetiveis.

Tabela 2. Relag&o dos sintomas e dos dias de sua aparicdo em plantas de algoddo apos
inoculagcédo com isolados de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov).

Dias

Isolados Sintomas

15 20 25 30
Fov 1 X Diminuicdo de crescimento
Fov 2 X Diminuicdo de crescimento, amarelecimento e leve murcha
Fov 3 X Morte
Fov 4 X Morte
Fov 5 X Diminuicao de crescimento e leve murcha
Fov 6 X Morte
Fov 7 X Diminuicdo de crescimento
Fov 8 X Morte
Fov 9 X Diminuicdo de crescimento, amarelecimento e leve murcha
Fov 10 X Murcha
Fov 11 X Morte
Fov 12 X Leve murcha
Fov 13 X  Leve diminuigdo de crescimento
Fov 14 X Diminuicao de crescimento
Fov 15 X Morte

Pbéde-se observar que as plantas de algodao inoculadas com Fov apresentaram

variacdo na intensidade dos sintomas de acordo com o isolado inoculado (Figura 2). Os
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isolados de Fov 3, 4, 6, 8, 11 e 15 causaram sintomas mais severos em relacdo aos demais
isolados, chegando & morte das plantas (Tabela 2).
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Figura 2: Planta de algodéo, cultivar Fibermax 966, inoculada com Fusarium oxysporum f.
sp. vasinfectum apresentando sintoma severo de murcha, seguida de morte (A); Planta
apresentando reducdo de crescimento, seguida de morte (B); Planta apresentando
amarelecimento, murcha e morte (C), Detalhe do amarelecimento visto na figura C (D).

Essas diferengas na agressividade podem ter ocorrido por diferentes fatores, como a
descrita por Machado (2008), onde a forma specialis vasinfectum possui diferentes racas,
mostrando grande variabilidade na agressividade.

Ao realizar o reisolamento de F. oxysporum f. sp. vasinfectum na seccéo longitudinal
do caule, foi observada descoloracdo ou escurecimento dos feixes vasculares (Figura 3),
conforme descri¢cdo do reconhecimento prévio da murcha de Fusarium por Hoffmann et al.
(2003).
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Figura 3: Planta de algodoeiro, inoculada com Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum,
apresentando escurecimento nos feixes vasculares em secc¢dao longitudinal do caule.

Em relag&o ao F. oxysporum f. sp. phaseoli inoculado em feijéo, os isolados Fop 2, 5,
7, 8, 9, 14 e 15, apresentaram sintomas apoés 15 dias de inoculagdo e os isolados Fop 1, 3,
4, 6, 10, 11, 12, 13 apo6s 20 dias de inoculagdo. Houve variagdo em relacdo a severidade
dos sintomas, tendo os isolados Fop 3, 11, 12 e 13 apresentado sintomas menos severos
com leve diminuigéo do crescimento e amarelecimento foliar em relagdo aos outros isolados

de Fop (Figura 4 e Tabela 3).

\’ _ %ﬁ“f\

Controle Controle Fop 13

Figura 4: Sintomas em plantas de feijdo, cultivar IPA6, inoculadas com Fusarium oxysporum
f. sp. phaseoli. Sintoma severo de murcha seguida de morte (A) e amarelecimento e
reducdo no crescimento (B).
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Tabela 3. Relagdo dos sintomas e dos dias de sua aparicdo em plantas de feijado apos
inoculacdo com isolados de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop).

Dias

Isolados Sintomas

15 20 25 30
Fop 1 X Morte
Fop 2 Murcha
Fop 3 Diminuicdo de crescimento e amarelecimento
Fop 4 Diminuicdo de crescimento e murcha
Fop 5 Murcha
Fop 6 X Morte
Fop 7 Murcha
Fop 8 Murcha
Fop 9 Murcha
Fop 10 X Leve murcha
Fop 11 X Amarelecimento
Fop 12 X Diminuicdo de crescimento e amarelecimento
Fop 13 X Diminuicdo de crescimento e amarelecimento
Fop 14 Murcha
Fop 15 Murcha

Todos os isolados de Fov e Fop foram reisolados a partir das plantas inoculadas,

confirmando-se a patogenicidade dos mesmos ao se completar os postulados de Koch.

4.2 Caracterizacdo Morfolégica

4.2.1 Tipo e Coloracdo de Micélio dos isolados de Fusarium oxysporum f. sp.

vasinfectum

Os isolados de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum foram avaliados e agrupados

de acordo com o seu tipo e coloracdo de micélio, obtendo-se um total de quatro grupos no
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meio batata-dextrose-agar (BDA) e sete grupos no meio Czapek (CZP), com as seguintes
caracteristicas:

Em BDA: Grupo 1- micélio superior cotonoso branco e reverso alaranjado, Grupo 2-
micélio superior cotonoso rosa avermelhado e reverso roxo avermelhado, Grupo 3- micélio
COtonoso superior roxo e reverso roxo, Grupo 4- micélio superior cotonoso roxo e reverso
rosa claro (Tabela 4a e Figura 5a).

Em CZP: Grupo 1- micélio cotonoso branco e reverso creme alaranjado, Grupo 2-
micélio superior lanoso em mechas branco e reverso creme alaranjado, Grupo 3- micélio
superior lanoso em mechas branco e reverso roxo, Grupo 4- micélio superior cotonoso roxo
e reverso creme alaranjado, Grupo 5- micélio superior lanoso em mechas roxo e reverso
creme com setores azul, Grupo 6- micélio superior lanoso em mechas roxo e reverso roxo e
Grupo 7- micélio superior cotonoso roxo e reverso roxo (Tabela 4b e Figura 5b).

Esses resultados mostram que existe uma variabilidade expressiva na coloragéo e
tipo de micélio entre os isolados da mesma forma specialis que se encontravam nas
mesmas condicdes de incubacdo, meio de cultura e temperatura. A variabilidade de
coloracdo de Fusarium oxysporum também foi descrita em sementes de algodao, possuindo

micélio aéreo com pigmentacédo bege palido a rosa, roxo, vinaceo a azul (BRASIL, 2009).



Tabela 4a. Agrupamento de isolados de Fusarium oxysporum f.sp.
vasinfectum, incubados a 25° e 27°C, em meio de cultura batata
agar dextrose, de acordo com as caracteristicas miceliais e
coloracao.

Batata-dextrose-agar

Grupos Temperatura (°C)
25 27
1 1 1
2 2:4,5;7:8;9;10;11;12 2:5:6;7;10;11:12
3 3:6;15 3:4:8;9:;13;14:;15
4 13;14 -

1-micélio superior cotonoso branco e reverso alaranjado; 2- micélio
superior cotonoso rosa avermelhado e reverso roxo avermelhado;
3- micélio cotonoso superior roxo e reverso roxo; 4- micélio superior
cOton0SO roxo e reverso rosa claro.
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Tabela 4b. Agrupamento de isolados de Fusarium oxysporum f.sp.
vasinfectum, incubados a 25° e 27°C, em meio de cultura Czapeck,
de acordo com as caracteristicas miceliais e coloragéo.

Czapek
Grupos Temperatura (°C)
25 27
1 1 1
2 3;10;14;15 -
3 2;6:;8;9 -
4 5:7:;11:;12 -
5 13 -
6 - 2;3;6;8;9;10;11;13;14;15
7 4 4:5;7;12

1- micélio cotonoso branco e reverso creme alaranjado; 2- micélio
superior lanoso em mechas branco e reverso creme alaranjado; 3-
micélio superior lanoso em mechas branco e reverso roxo; 4-
micélio superior cotonoso roxo e reverso creme alaranjado; 5-
micélio superior lanoso em mechas roxo e reverso creme com
setores azul; 6- micélio superior lanoso em mechas roxo e reverso
roxo; 7- micélio superior cotonoso roxo e reverso roxo.
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Grupo 1

BDA - 25°C

Grupo 2

BDA —-25°C

Grupo 3

BDA - 25°C
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Grupo 4

BDA - 25°C

Figura 5a: Grupos de isolados de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, em meio de
cultura batata-dextrose-agar (BDA), incubados a 25 e 27°C.
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Grupo 6
CzZP - 27°C
)

Grupo 7

CZP - 25°C

Figura 5b: Grupos de isolados de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, em meio de
cultura Czapek (CZP), incubados a 25 e 27°C.

4.2.2 Crescimento Micelial de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum

No experimento fatorial, obteve-se o quadro de analise, mostrando as diferencas
significativas entre os fatores e entre as suas interacfes (Figura 6).

Nas médias dos isolados de Fov, aos cinco dias de incubacdo, Fov 1 e 14
apresentaram menor ou igual crescimento a um isolado e Fov 2, 4, e 6 apresentaram maior
ou igual crescimento a outros oito isolados. Aos dez dias de incubacgdo, Fov 1 apresentou
menor ou igual crescimento ao isolado Fov 14 e Fov 3 apresentou maior ou igual

crescimento a outros nove isolados.
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Na interagé@o entre isolados e meio de cultura tanto para cinco como dez dias de

incubacao, os isolados apresentaram maior crescimento em meio CZP em relacdo ao BDA.

QUADRO DE ANALISE -5 dias “ QUADRO DE ANALISE- 10 dias E
FV. GL. SQ QM. F EV. GL. S.Q Q.M. F
Fatorl(F1) 14 33.24411 237458  12.5234 ** Fatorl(F1) 14 15.11536 1.07967 12.6771 **
Fator2(F2) 1 11.10050 11.10050  58.5435 ** Fator2(F2) 1 0.64201 0.64201  7.5383 **
Fator3(F3) 1 236.21356  236.21356 1245.7791 ** Fator3(F3) 1 222.55568  222.55568 2613.1782**
Int. F1xF2 14 7.65117 0.54651  2.8823 ** Int. FIXF2 14 2.05319 0.14666 1.7220ns
Int. FIxF3 14 19.04394 136028  7.1741 ** Int. F1xF3 14 15.11536 1.07967 12.6771**
Int. F2xF3 1 21.01250 21.01250 110.8189 ** Int. F2xF3 1 0.64201 0.64201  7.5383 **
IntFilx2x3 14 3.64167 0.26012 1.3719ns IntFIx2x3 14 2.05319 0.14666  1.7220ns
Tratamentos 59 331.90744 5.62555  29.6689 ** Tratamentos 59 258.17682  4.37588  51.3802 **
Residuo 120 22.75333 0.18961 Residuo 120 10.22000 0.08517
Total 179 354.66078 Total 179  268.39682
** significativo ao nivel de 1% deprobabilidade (p < .01) ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% deprobabilidade (01 =<p<.05)| | * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05)
ns ndo significativo (p >=.05) ns nio signiﬁcati\'o(p >=.05)

Figura 6: Quadro de analise fatorial do crescimento micelial de isolados de Fov aos 5 dias
de incubagéo (A) e aos 10 dias de incubacéo (B). Fator 1 = Isolados, Fator 2 =
Temperaturas, Fator 3 = Meios de Cultura, F.V. = Fonte de variagdo, G.L. = Graus de
liberdade, S.Q. = Soma de quadrado, Q.M. = Quadrado médio, F= Estatistica do teste F.

Em relacédo a interacdo entre isolados e temperatura, aos cinco dias de incubacao,
os isolados comportaram-se com maior ou igual crescimento a 27°C do que a 25°C. Aos dez
dias de incubacdo ndo houve diferencas significativas entre os fatores isolados e
temperaturas, ndo se aplicando assim o teste de comparacao de médias.

Esses resultados mostram que ocorrem diferengas significativas entre os isolados,
entre as temperaturas e entre os meios de cultura, e também entre as intera¢gdes Isolados X
Temperatura, Isolados X Meio de Cultura e Temperatura X Meio de Cultura, com exce¢éo
da interacdo entre Isolados X Temperaturas aos dez dias de incubacdo. A interacdo
Isolados X Temperatura X Meio de Cultura ndo apresentou diferencas significativas (Tabelas
5 e 6). Vechiato (2002) observou diferenca de crescimento micelial de Diaporthe
phaseolorum var. meridionalis e de outras espécies de Diaporthe nos meios de cultura BDA,
soja e Czapek. Rosa e Menezes (2001) estudaram as caracteristicas de Pseudocercospora
musae e observaram variacfes quanto a coloracdo e a pigmentacdo das colbnias, em
diferentes meios de cultura e pH utilizados. Peres et al. (2003) obervaram diferencas de
crescimento micelial e caracteristicas das colonias em diferentes meios de cultura (BDA,
MDA e Czapek) para isolados de Colletotrichum gloeosporioides, Phoma caricae-papayae e
Fusarium solani.
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Tabela 5. Crescimento micelial (cm) de diferentes isolados de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov) em meio batata-agar-dextrose
(BDA) e Czacpek (Czp), incubados durante 5 e 10 dias a 25 e 27°C.

Crescimento Micelial (cm)

. Médias dos
Isolados X Temperatura Isolados X Meio de Cultura
Isolados
Isolados - - - -
5 dias 10 dias 5 dias 10 dias . .
5dias 10 dias
25°C 27°C 25°C 27°C BDA CczpP BDA CzP
Fov 1 4.3250 eB 5.2917 cA 69.083 73.333 3.7417 dB 5.8750 fgA 5.2417 eB 9.0000 aA  4.80833 d 7.12083 e
Fov 2 5.8333 abB 6.6500 aA 80.250 82.083 4.7750 abcB 7.7083 abA 7.2333 abB 9.0000 aA  6.24167 a 8.11667 abc
Fov 3 5.6250 abA 5.9500 abcA  81.833 83.417 5.2000 aB 6.3750 efgA 7.5250 aB 9.0000 aA  5.78750 abc 8.26250 a
Fov 4 6.1250 abA 6.2583 abA  79.500 79.917 4.2667 bcdB 8.1167 aA 6.9417 abcB  9.0000 aA  6.19167 a 7.97083 abc
Fov 5 5.9333 abA 5.8417 abcA  79.583 77.500 4.6083 abcdB  7.1667 bcdeA  6.7083 bcB 9.0000 aA  5.88750 ab 7.85417 abcd
Fov 6 6.2833 aA 6.2250 abA  84.000 81.083 5.2417 aB 7.2667 abcdA  7.5083 aB 9.0000 aA  6.25417 a 8.25417 ab
Fov 7 5.9583 abA 5.9500 abcA  79.250 79.750 4.5833 abcdB  7.3250 abcA 6.9000 bcB 9.0000 aA  5.95417 ab 7.95000 abc
Fov 8 5.4917 abcA  5.8500 abcA 77.667 79.333 4.7083 abcB 6.6333 cdefA  6.7000 bcB 9.0000 aA  5.67083 abc 7.85000 abcd
Fov 9 46917 cdeB  5.8500 abcA  75.667 79.167 4.1833 bcdB 6.3583 efgA 6.4833 cdB 9.0000 aA  5.27083 cd 7.74167 cd
Fov 10 5.4750 abcA  5.8083 abcA 78.917 78.250 4.8500 abB 6.4333 defgA  6.7167 bcB 9.0000 aA  5.64167 abc 7.85833 abcd
Fov 11 5.4417 abcB  5.9417 abcA 77.333 78.417 4.2750 bcdB 7.1083 bcdeA  6.5750 cB 9.0000 aA  5.69167 abc 7.78750 cd
Fov 12 5.2917 bcdB  6.5500 abA  78.583 84.000 4.8417 abB 7.0000 bcdeA  7.2583 abB 9.0000 aA  5.92083 ab 8.12917 abc
Fov 13 5.4667 abcA  5.9500 abcA 78.333 78.583 4.3000 bcdB 7.1167 bcdeA  6.6917 bcB 9.0000 aA  5.70833 abc 7.84583 bcd
Fov 14 4.4333 deB 5.2333 cA 73.333 75.833 3.9167 cdB 5.7500 gA 5.9167 dB 9.0000 aA  4.83333 d 7.45833 de
Fov 15 5.2667 bcdA  5.7417 bcA  80.917 81.500 4.6917 abcB 6.3167 efgA 7.2417 abB 9.0000 aA  5.50417 bc 8.12083 abc
DMS para colunas 0.8711 0.8711 0.5838
- DMS1=0.61594 DMS=0.41280
DMS para linhas 0.4978 0.4978 0.3336

CV%

5 dias=7.65129 e 10 dias= 3.69969

DMS = Diferenga minima significativa
CV% = Coeficiente de variacdo em %
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Tabela 6. Médias do crescimento micelial (cm) da interacdo Temperaturas X Meio de Cultura
de diferentes isolados de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov) em meio batata-
agar-dextrose (BDA) e Czacpek (Czp), incubados durante 5 e 10 dias a 25 e 27°C.

Médias Temperaturas X Meio de Cultura - 5 dias | Médias Temperaturas X Meio de Cultura - 10 dias
Meios de Cultura Meios de Cultura
Temperaturas BDA CZp Temperaturas BDA CZpP
25°C 4.6389 aB 6.2467 bA 25°C 6.6567 bB 9.0000 aA
27°C 4.4522 bB 7.4267 aA 27°C 6.8956 aB 9.0000 aA

4.3 Andlises filogenéticas das sequéncias obtidas para o gene EF e para as regides
ITS e IGS

O alinhamento das sequéncias de aproximadamente 600 pb obtidas para a regido
ITS de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov), Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli
(Fop) e Fusarium solani (Fsa, Fsf 1 e Fsf 2) mostrou que ndo existem diferengas entre os
isolados de Fov, Fop e Fsf2 (dados ndo apresentados). Todos estes isolados apresentaram
similaridade a diversas formae speciales de F. oxysporum cujas sequéncias estéo
depositadas no GenBank. Os isolados Fov 1 e Fop 3 foram exceg¢fes, apresentando
similaridade com Fusarium solani, assim como Fsf 1 e Fsa, sendo que estes Ultimos estao
de acordo com o esperado. Estes resultados mostram que a regido ITS ndo permite a
distincdo de formae speciales de F. oxysporum e que Fov 1, Fop 3 e Fsf 2 foram
erroneamente identificados, tratando-se na verdade de F. solani (Fov 1 e Fop 3) e F.
oxysporum (Fsf 2).

Nos resultados apresentados, nos itens 4.2.1 e 4.2.2, foi observado que o isolado
Fov 1 apresentou diferencas aos demais isolados em relacdo ao tipo e coloracdo e
crescimento micelial, sendo agrupado separadamente e apresentando diferencas
significativas dos demais isolados de Fov, nos dois meios de cultura e nas duas
temperaturas estudadas. Os mesmos resultados foram observados em relacdo ao isolado
Fop 3 (dados n&o apresentados).

Para a amplificacdo de fragmento do gene codificador do fator de elongacdo (EF)
foram utilizados os iniciadores EF11 e EF22 que resultaram em um fragmento de DNA com
cerca de 200 pares de bases, pouco informativo devido ao seu pequeno tamanho.

Foram utilizados, entéo, os iniciadores EF1 e EF2 que amplificaram um fragmento de
aproximadamente 700 pares de bases. As sequéncias obtidas para os diferentes isolados
foram alinhadas com outras correspondentes aos “sequence-types” do complexo de

espécies F. oxysporum (FOSC), descritas por O’Donnell et al. (2009) e uma arvore
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filogenética foi construida pelo método de Neighbor Joining (Figura 7). Observa-se uma
separacao entre a maioria dos isolados de Fov e Fop, entretanto, os isolados Fop 10, 11, 12
e 13 mostraram maior proximidade com isolados de Fov. Através de andlise por Blastn
contra sequéncias depositadas no NCBI, os isolados Fov 1 e Fop 3 apresentaram

similaridade com F. solani e ndo foram incluidos na arvore.

® Fovi0
® Fovi2
® Fov09
® Fov08
® Fow?
® Fov6
46 | @ Fov05
® Fow4
FOSC-2-19-32-42-107-117-133-151-169-176-190-194-254-255
O Fop12
35 O Fop10
® Fovi4
@ Fovil
60 47!@ Fov13
® ro\03
O Fop13
FOSC-29-188-189
® Fovis
FOSC-11-20-45-47-68-72-94-149-171-225
O Fop11

88

| FOSC-158-167-222
83| @ Fov02

O Fop04
468{0 Fop15
e O Fop01

FOSC-145

O Fop02

O Fop05

O Fop06

O Fopo7

96 [O Fop08

O Fop09

O Fop14
FOSC-16-48-53-55-113-142-256

0.001

Figura 7. Arvore filogenética construida pelo método de Neighbor Joining com sequéncias
do gene EF de isolados de Fov e Fop do presente estudo e “sequence types” do complexo
de espécies F. oxysporum (FOSC). Os nimeros junto aos nés indicam o valor de “bootstrap”
para 500 réplicas.
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A amplificacdo da regido IGS com os iniciadores NL11 e CNS1 resultou em produtos
com cerca de 2,6 Kb. As sequéncias obtidas somente com o iniciador NL11,
correspondendo a cerca de 600 pb da extremidade 5 da regido IGS, foram alinhadas com
outras semelhantes do complexo de espécies F. oxyspoum e utilizadas para a construgcéo
de arvore filogenética pelo método de Neighbor Joining (Figura 8). Assim como o observado
na arvore EF, a maioria dos isolados de Fov e Fop agruparam-se em ramos distintos mas os
isolados Fop 10, 12 e 13 apresentaram maior afinidade com Fov. O isolado Fop 11, que na
arvore EF agrupou-se com Fov, na arvore IGS localizou-se em ramo separado dos demais
isolados de Fop e Fov. Analise das sequéncias IGS de Fov 1 e Fop 3 através de Blastn
confirmaram a similaridade destes com F. solani (dados ndo apresentados).

As sequéncias EF e IGS dos isolados de Fov do presente trabalho apresentaram
similaridade com diversos “sequence types” do FOSC (Figuras 7 e 8). Isto também foi
observado no trabalho de O’Donnell et al. (2009) no qual as linhagens de Fov sequénciadas
foram classificadas em 22 “sequence types” diferentes. Os isolados Fov 4, 5, 6, 8,9, 10 e 12
apresentaram em comum nas arvores EF e IGS, 100% de similaridade com FOSC32. Este
resultado coincide com o de O’Donnell et al. (2009) que classificaram um isolado da raca 6
de Fov do Brasil como pertencente a este mesmo “sequence type”.

Os isolados Fop 10, 12 e 13 apresentaram proximidade com isolados de Fov, tanto
na arvore EF como na IGS. Estes resultados, associados com a observacdo de que estes
isolados apresentaram menor severidade de sintomas em plantas de feijdo (Tabela 3),
sugerem que estes isolados sejam Fop atipicos ou mesmo que possam ser Fov.
Experimentos de inoculacédo de plantas de algodao poderao verificar esta hipétese.

As observacdes de que diferentes isolados de Fov pertencem a diferentes “sequence
types” e de que um “sequence type” pode comportar diferentes formae speciales, conforme
observado no presente estudo e no de O’Donnell et al. (2009), dificultam o desenvolvimento
de iniciadores para PCR que permitam a distingdo de formae speciales de F. oxysporum,
com base no gene EF e regido IGS. Diferentes linhagens de uma mesma forma specialis
podem ter origem polifilética devido a transferéncia horizontal de genes ou até mesmo
cromossomos inteiros que conferem a capacidade de causar doenca em uma determinada
espécie de planta hospedeira (VAN DER DOES et al., 2008; MA et al., 2010). Em vista disto,
a identificagdo dos genes que determinam viruléncia hospedeiro-especifica configura
estratégia mais promissora para o desenvolvimento de métodos de diagnostico com alta
especificidade para formae speciales de F. oxysporum. De fato, van der Does et al. (2008)
estabeleceram método para a deteccdo especifica de F. oxysporum f. sp. lycopersici
baseado na amplificacdo por PCR de cinco genes envolvidos na patogenicidade deste fungo
ao tomateiro. A aplicacdo desta estratégia para Fov ainda depende da descoberta dos

genes envolvidos na patogenicidade deste fungo ao algodoeiro.
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Figura 8. Arvore filogenética construida pelo método de Neighbor Joining com sequéncias
da regido IGS de isolados de Fov e Fop do presente estudo e “sequence types” do
complexo de espécies F. oxysporum (FOSC). Os nimeros junto aos nés indicam o valor de
“bootstrap” para 500 réplicas.
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Apesar das dificuldades em se desenvolver iniciadores especificos baseados em
genes ou regibes que ndo estdo envolvidas na patogenicidade, Moricca et al. (1998) e
Zambonis, Paplomatas e Tsaftaris (2007) relataram o desenvolvimento de iniciadores
capazes de distinguir Fov de outras formae speciales de F. oxysporum baseados na regido
ITS e IGS, respectivamente. Os resultados da avaliagdo destes iniciadores para isolados
brasileiros de Fov serdo discutidos no item a seguir.

4.4 Avaliacdo da especificidade de iniciadores especificos citados na literatura para
deteccdo de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov) e Fusarium oxysporum f.

sp. phaseoli (Fop)

A PCR com os iniciadores especificos para Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum
(Fov), desenhados por Moricca et al. (1998) com base na regido ITS, ndo amplificou

fragmentos de DNA para os 15 isolados de Fov, 4 de Fop, 1 de Fsa e 2 de Fsf (Figura 9).

Pd Br Fovi Fov2z Fov3d Fov4 Fov5 Fov6 Fov/i Fov8 Fov9 Fovi0 Fovi1

Pd Br Fovi2 Fovi3 Fovi4 Fovi5 Fsa Fop1 Fop2 Fop3 Fop4 Fsf1 Fsf2

Figura 9. Gel de agarose 2%, de PCR com os iniciadores especificos desenvolvidos por
Moricca et. al. (1998), para Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum. Iniciadores FOV1 e
FOV2 e DNAs de Fov, Fop e Fs. 1%Fileira: Fov 1-11; 22Fileira: Fov 12-15, Fsa, Fop 1-4 e Fsf
1-2. Pd = Padrdo 1 Kb, Br = Branco, Fop = Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, Fov =
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum e Fs = Fusarium solani.

Foi realizada uma analise com as sequéncias depositadas no NCBI utilizadas por
Moricca et al. (1998) para o desenvolvimento dos iniciadores especificos a partir da regido
ITS, bem como sequéncias de outras espécies de Fusarium (incluindo f. sp. vasinfectum),

também obtidas no site da NCBI, e de algumas sequéncias obtidas de isolados de Fov deste
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estudo. Os resultados mostraram que apenas as sequéncias depositadas por Moricca et al.
(1998) no NCBI, se alinham aos iniciadores especificos desenvolvidos por estes autores
(Figura 10).

F oxysporur fsp vasinfectum X78258 CCCTIGTGAACATACCTTACTIGITGCCICGGC
0XV3D r f£sp vasinfectum X78259 CCCIGTGRACATACCTTACTIGITGCCICGGCG

CCCIGTGRACATACCITACT-------

F oxysporur fsp dianthi LQ452452 ACRAC AARCCCCTIGTGARARCATACC--ACTIGIIGC TCCCGGTRRRACGGGACGG
F oxysporur f£sp lilii AY684920 ACARC ARACCCCTGTGRACATACC--ACTIGITGCC TCCCGGTRRRACGGGACGG
F oxysporur fsp cucurerinum DG452450 : ACAACTCCCAAACCCCIGTGAACATACC--ACTIGITGCCIC GGTAARACGGGACGG
F oxysporur fsp lycopersici DC452454 : ACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC--ACTIGITGCCIC TARRACGGGACGG
F oxysporur fsp cubense EF590328 ACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC--ACTIGITGCCICGG GCTCCCGGTAARACGGGACGG
F oxvsporur fsp vasinfectum AF322074 : ACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC GCCCGCTCCCGGTAARACGGGACGG
F oxysporur fsp vasinfectum AF322075 : ACAACTCCCAAACCCCTIGTGAACATACC--ACTIGITGCCICGGCGGATCAGCCCG SGTRARACGGGACGE
F oxysporur fsp vasinfectum AF322076 : ACAACTCCCAAACCCCTIGTGAACATACC--ACTIGITGCCICGGCG GCCCG TRAARACGGGACGG
F oxysporur fsp vasinfectum EUS849584 : ACARACTCCCARACCCCIGTGAACATACC--ACTIGITGCCICGG CCCG! GGTAARRACGGGACGG
Fov2 ACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC--ACTIGITGCCIC G GGTARRARCGGGACGE
Fov3 ACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC--ACTIGITGCCIC G SGTRARACGGGACGE
Fovéd ACAACTCCCAARCCCCTGTGAACATACC--ACTIGITGCCIC G SGTAARACGGGACGG
Fov5s ACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC--ACTIGITGCCIC G GGTAARACGGGACGG
Fové ACRACTCCCAAACCCCTIGTGAACATACC--ACTIGGIGCCIC G RARACGGGACGG
Fov? ACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC--ACTIGITGCCICG RRRACGGGARCGG
Fove ACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC--ACTIGITGCCICG RARACGGGACGE
Fov9 ACARCTCCCRARCCCCTIGTGARACATACC--ACTIGITIGCCIC RARACGGGACGE
Fov10 ACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC--ACTIGITGCCICGGCG! RARACGGGACGG

Figura 10: Alinhamento das sequéncias obtidas por Moricca et al. (1998) para a regido ITS
de F. oxysporum f. sp. vasinfectum, com as obtidas para outros isolados de F. oxysporum
depositadas no NCBI (National Center for Biotechnology Information) e sequéncias obtidas
para Fov no presente estudo. Apenas as duas primeiras sequéncias superiores oriundas do
trabalho de Moricca et al. (1998) sdo 100 % idénticas ao iniciador Fovl desenvolvido por
estes autores.

Moricca et al. (1998) desenvolveram os iniciadores especificos para Fov com base
em sequéncias de isolados angolanos que néo representam a grande maioria de Fov
encontrados em outros paises. Embora tenham confirmado que seus iniciadores também
amplificavam para isolados de Fov dos EUA, China e Brasil, € possivel que a temperatura
de anelamento utilizada, 50°C, tenha favorecido um pareamento ndo-especifico com estas
amostras. A temperatura de fusdo (melting) calculada através do DNA Calculator
(http://lwww.sigma-genosys.com/calc/DNACalc.asp) para estes iniciadores foi entre 58 e
59°C.

A PCR utilizando os iniciadores especificos para Fov, desenhados por Zambounis,
Paplomatas e Tsaftaris (2007) com base na regido IGS, resultou na amplificacdo de todos
os isolados (incluindo o Fsa), quando utilizados os iniciadores Fovl/Fov2, evidenciando a
ndo especificidade dos mesmos. Quando se utilizou o segundo par de iniciadores, Fov3/

Fov4, nenhum dos isolados resultou em amplificacéo (Figura 11).
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Pd Br Fovi Fov2 Fov3 Fov4 Fov5 Fové Fov7 Fov8 Fovd Fovi0Fovi1Fovi2Fovi3Fovi4Fovi5 Fsa

125pb

Pd Br Fovi Fov2 Fovd Fov4 Fov5 Fov6 Fovi Fov8B Fov® Fovi0 Fovi1 Fovi2 Fovid

165pb

Br Fovi4 Fovi5 Fsa Fop1 Fop2 Fop3 Fop4d Fop5 Fop6 Fop7 Fop8 Fsf1 Fsf2

165pb

Figura 11. Géis de agarose 2%, de PCRs com os iniciadores especificos para Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum , desenvolvidos por Zambounis, Paplomatas e Tsaftaris
(2007). A - iniciadores FOV1 e FOV2 e DNAs de Fov 1-15 e Fsa. B - Iniciadores FOV3 e
FOV4 e DNAs de Fov 1-15, Fsa, Fop 1-8 e Fsf 1 e 2 Pd = Padréo 1 Kb, Br = Branco, Fop =
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, Fov = Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum e Fs =
Fusarium solani.

A falta de especificidade observada para os iniciadores Fovl/Fov2 e a falta de
amplificacéo para os iniciadores Fov3/Fov 4 pode ser explicada pela polifilia de linhagens de
uma mesma forma specialis, conforme ja discutido no item 4.3. Zambounis, Paplomatas e
Tsaftaris (2007) desenvolveram estes iniciadores com base em sequéncias IGS obtidas para
isolados australianos de Fov, 0s quais representam uma amostra limitada da diversidade de
Fov no mundo.

A PCR com os iniciadores A280/B310 especificos para Fusarium oxysporum f. sp.

phaseoli (Fop), resultou na amplificacdo de um fragmento com aproximadamente 600 pares
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de bases, em 11 dos 15 isolados de Fop avaliados. Os demais isolados de Fov e os
isolados de Fusarium solani de feijdo e de algodao ndao amplificaram (Figura 12).

M =k Fopl F¥op2 Fop3 Fopd XopS Fopbé Fop? Fop® Fop? Fopll Fopll Yepl2 Yopl3 Fopld Fopl$

M RE Fol Fov2 Fov3 Fovd FovS Fové Tov? Fové  Fovd Fovl0Fevll Fovi2 Fovl3 Fovld FovlS FBfl B2 Fal

700bp

Figura 12. Gel de agarose 2%, de PCR com os iniciadores especificos desenvolvidos por
Alves-Santos et al. (2002), para Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli. Iniciadores A280/B310
e DNAs de Fop, Fov e Fs. 12Fileira: Fop 1-15; 22 Fileira: Fov 1-15, Fsf 1-2 e Fsa 1. Pd =
Padrdo 1 Kb, Br = Branco, Fop = Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, Fov = Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum e Fs = Fusarium solani.

Pode-se observar que os quatro isolados de Fop que ndo amplificaram (Fop 3, 11,
12, 13,) apresentaram menor agressividade no teste de patogenicidade em plantas de feijao
(Tabela 3). O sequenciamento do gene EF e das regides ITS e IGS de Fop 3 mostrou que
este isolado corresponde a F. solani. Os isolados Fop 12 e 13 mostraram-se mais proximos
a Fov nas arvores filogenéticas EF e IGS (Figuras 7 e 8), podendo nao ser Fop tipicos. O
isolado Fop 11 também mostrou posigéo distinta em relacdo a maioria dos isolados de Fop
nas arvores EF e IGS (Figuras 7 e 8). Em oposicao a esta linha de raciocinio, o isolado Fop
10, que mostrou-se semelhante a Fop 12 e 13 nas analises filogenéticas, amplificou com os
iniciadores A280/B310. E provavel que estes iniciadores ndo amplifiquem isolados com
baixa agressividade e efetivamente diferenciem Fop de outras espécies de Fusarium e
outras formae speciales, como a vasinfectum.

O fragmento amplificado pelos iniciadores A280/B310 corresponde a uma parte do
gene ftfl, que codifica um fator de transcricdo presente na forma de mdltiplas cépias nos
genomas de linhagens altamente virulentas de Fop (RAMOS et al.,, 2007). Este gene é
expresso somente apods a infec¢do da planta hospedeira e esta associado a patogenicidade
de Fop sendo, portanto, um bom marcador para o diagnostico especifico deste fungo.
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4.5 Deteccdo de regides especificas a Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov)

através de RAPD e avaliacdo da especificidade de iniciadores

Dentre os iniciadores randdmicos utilizados apenas OPF 15 e OPC18 apresentaram
perfis distintos quando comparados os isolados de F. oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov), F.
oxysporum f. sp. phaseoli (Fop) e Fusarium solani (Fsa 1, Fsfl e Fsf2).

Com o iniciador OPF 15 foi observado um fragmento de aproximadamente 1.200 pb
comum aos isolados de Fov que nao foi amplificado para os isolados de Fop (Figura 13).

Para o iniciador OPC 18 foi selecionado um fragmento de aproximadamente 600 pb

especificos para Fov (Figura 14).

Pd Br Fovl Fov2 Fov3 Fovd FovS Fov6 Fov? Fov8 Fov9 Fov10Fovll Fovl2 Fovl3Fovl4 Fovls

1500ph S
1000pb [

Pd Br Fopl Fop2 Fop3 Fop4 Fop5 Fop6 Fop7 Fop8 Fop9 FoplO FopllFopl2Fopl3Fopl4 Fopl5s

1500pb
1000pb

Figura 13. Analise de RAPD com iniciador OPF15 para isolados de Fov e Fop. Br = Branco.
Pd (Padrdo) = 1kb DNA ladder. Fop = Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli e Fov: Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum. Gel agarose 2%. Fragmento evidenciado pelo retangulo
branco foi clonado e sequenciado.
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Br Fovi Fov2 Fouv3 Fovd Fov5 Fové Fov? Fov8 Fov9 Fowv10 Fovi1 Fovi2 Fov13 Fovi4

500pb

A Al ‘I’ 1'!! ‘I’ ‘II' ‘Ilp — -
700pb :
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Fsal Fop4 Fop5 Fop6 Fop7 Fop8 Fop9 Fsf1 Fsf2

2.2 3.2 1 B
.
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Figura 14. Analise de RAPD com iniciador OPC18 para isolados de Fov, Fop, Fsa e Fsf. Br =
Branco; Pd (Padrdao) = 1kb DNA ladder. Fop = Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, Fov:
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, Fsa = Fusarium solani de algodado, Fsf = Fusarium
solani de feijao. Gel agarose 2%. Fragmento evidenciado pelo retangulo branco foi clonado
e sequenciado.

Apbs comparacdo das sequéncias obtidas para os fragmentos especificos de Fov
com sequéncias genbmicas de 11 linhagens de F. oxysporum disponiveis no Fusarium
Comparative Database, foram desenvolvidos dois pares de iniciadores potencialmente
especificos para Fov: FOV-F (5- GCTCAGGATGTTGAACTTTC - 3') e FOV-R (5-
GGTAAGGTAGAGTTGAGTGAGTAAA- 3) e Fov-R7-F - (5'-
GGTGATACTATATTTCGCAATC-3’) e Fov-R7-R — (5—-GGCTTCTAGTATCTATGGGATC-
3).

A PCR utilizando os iniciadores especificos FOV-F e FOV-R resultou na amplificacao
de um fragmento com aproximadamente 330 pares de bases, nos 15 isolados de Fov,
entretanto, 3 isolados de Fop também apresentaram amplificacdo (Figura 15), mostrando

que estes iniciadores ndo apresentam especificidade para F. oxysporum f. sp. vasinfectum.
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o | Br Br Fovl Fov2 Fov3 Fovd FovS Fové Fov? Fové Fovd Fovl0 Fovll Fovl2 Fovl3 Fovld FovlS Fsa Fsfl Fopl FepS Fopl0 Fopl3 Fepls

=
—

300pb g o v G W W e e S e Gy

Figura 15. PCR com os iniciadores FOV-F e FOV-R, desenhados para Fusarium oxysporum
f. sp. vasinfectum a partir de fragmento especifico obtido por RAPD. Pd= Padrdo 100 pb
DNA ladder, Br= Branco, Fop= Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, Fov= Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum e Fs= Fusarium solani. Gel de agarose 2%.

Com os iniciadores Fov-R7-F e Fov-R7-R, a PCR resultou na amplificagdo de um
fragmento de 356 pb para todos os isolados de Fov, exceto Fov 3, assim como para
isolados de Fop e de outras espécies de Fusarium, mostrando também que estes

iniciadores néo apresentam especificidade para F. oxysporum f. sp. vasinfectum (Figura 16).

Pd Br Fovl Fov2 Fovd Fovd FovS Fov6 Fov7? Fov8 Fov9 Fovl0 Fovll Fovl2 Fovl3 Fovl4 FovlS Fopl

365pb

Br Fop2 Kop4 FopS FKop6 Fsal Fsfl

365pb

Figura 16. PCR com os iniciadores Fov-R7-F e Fov-R7-R, desenhados para Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum a partir de fragmento especifico obtido por RAPD. Pd= Padréo
100 pb DNA ladder, Br= Branco, Fov= Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, Fop=
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, Fsa= Fusarium solani de algoddo, Fsf= Fusarium
solani de feijdo, Fs= Fusarium solani, Fo= Fusarium oxysporum e F= Fusarium sp. Gel de
agarose 2%,

Esta técnica, segundo Kohn (1992), é apropriada para estudar organismos abaixo do

nivel de espécie, entretanto possui baixa reprodutibilidade, o que limita sua utilizacdo para
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fins de diagnose, mas tem sido utilizada como estratégia para selecionar fragmentos de
DNA, que apos clonagem e sequenciamento, podem gerar iniciadores especificos.

Apesar do insucesso na obtencdo de iniciadores especificos para Fov através de
RAPD no presente estudo, outros autores aplicaram esta técnica com sucesso para a
distingdo de linhagens de fungos em nivel infra-especifico. Silva-Mann et al. (2002) foram
capazes de distinguir os fungos patogénicos ao algodoeiro Colletotrichum gossypii e
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides a partir de RAPD empregando o iniciador
randébmico OPC 15. Alves-Santos et al. (2002) desenvolveram um par de iniciadores
especificos para F. oxysporum f. sp. phaseoli capaz de distinguir esta forma specialis de

outras da mesma espécie, a partir de RAPD empregando o iniciador randémico OPC 18.

4.6 Avaliacdo da visdo dos produtores de algoddo sobre a importancia da murcha do
algodoeiro e da sanidade das sementes

O questionario aplicado na regido de Paranapanema, SP, foi respondido por 14
produtores de algodao.

Estes produtores estdo atuando no mercado por diferentes periodos, variando de 6 a
46 anos. O periodo que mostrou a maior quantidade de produtores foi o de 31 a 40 anos,
totalizando cinco produtores (Figura 17). Pode-se considerar que a maior parcela destes

produtores possui prolongada experiéncia com a cultura do algodao.

Quantidade de Produtores X Tempo que estao
no mercado

3 4 W Tempo (intervalos de 10
anos)

2 -

N I B

O -

11-20 21-30 31-40 41-50

Figura 17. Tempo de atuacdo no mercado pelos produtores de algoddo da regido de
Paranapanema, SP.
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O caroco e a pluma de algoddo sdo os principais produtos produzidos pelos
produtores entrevistados, posteriormente, esses produtos sdo vendidos para cooperativas
na regiao de Paranapanema.

As cultivares utilizadas pelos produtores para o plantio sdo FiberMax (FM) 966LL,
910, 951LL, 975WS e 993, variedades comerciais da Bayer (Figura 16). Essas cultivares
possuem niveis de resisténcia ou susceptibilidade varidveis para as principais doencas da
cultura (Tabela 7) (VILELA; BELOT; MORELLO, 2012).

Os dados fornecidos por Vilela, Belot e Morello (2012), ndo informam se as
variedades FiberMax sado resistentes ou suscetiveis a Murcha do Fusarium, porém as
cultivares FM 910 e FM966LL sdo medianamente suscetivel e suscetivel, respectivamente,
a nematoides. Segundo Hoffmann et al. (2003), o complexo Fusarium-nematoide prejudica
ainda mais a cultura, tornando a doenga mais severa. Os nematoides provocam ferimentos
nas raizes e debilitam a planta, tornando-a mais acessivel & penetragdo do patégeno no
sistema radicular. Dessa forma, as cultivares FM 910 e FM966LL, que sdo as mais utilizadas
pelos produtores de algoddo entrevistados (Figura 18), também podem ser suscetiveis a

murcha do Fusarium.

Cultivares Utilizadas
14

12+

10 -~

g

6 MW Cultivares
4

2

0 - . . . .

cv. FM 910 cv. FM cv. FM cv. FM cv.FM 993
966LL 975Ws 951LL

Figura 18. Cultivares mais utilizadas pelos produtores de algoddo da regido de
Paranapanema, SP.
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Tabela 7: Reacéo a doengas de acordo com as variedades comerciais da Bayer, descritas
por Vilela, Belot e Morello (2012).

CULTIVARES
DOENGAS FM910 FM993 FM951LL FM966LL FM 975WS
Bacteriose R R R R R
Doenca Azul R R R S R
Ramulose MS MS Sl MS Sl
Ramularia S S Sl MR Sl
Nematoides MS MR Sl S Sl
Podrido de Capsulas Sl Sl Sl Sl Sl

FM= FiberMax, R= Resistente, MR= Medianamente resistente, MS= Medianamente
suscetivel, S= Suscetivel e SI= Sem informacao.

Quando foi perguntado aos entrevistados se conheciam a Murcha do Fusarium e os
possiveis danos que a doenca pode causar, 93% responderam que sim e 7% que ndo
(Figura 19).

No que se refere a constatagdo da Murcha do Fusarium, no campo, 57%
responderam que sim e 43% responderam que ndo (Figura 20). Embora a maioria dos
produtores ja tiveram problemas com a doengca apenas um produtor teve prejuizos
econdmicos, porém foi relatado que fungo estava presente no resto de palhada de cevada
gque se encontrava no campo, ndo sendo um problema de sementes contaminadas, segundo
0 produtor. Os demais produtores entrevistados conseguiram controlar a doenga a tempo

sem terem prejuizos econémicos.

Conhecimento da Murcha de Fusarium

Msim Mndo

Figura 19. Conhecimento da Murcha de Fusarium, por produtores de algodao da regido de
Paranapanema, SP (n = 14).
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Presenca da Murcha de Fusarium no
campo

Hsim Mndo

Figura 20. Presenca da Murcha de Fusarium em propriedades na regido de Paranapanema,
SP (n = 14).

Quanto ao procedimento utilizado para o controle da Murcha de Fusarium, os
produtores afirmaram utilizar principalmente a prevengcdo. Todos o0s entrevistados
responderam que utilizam sementes sadias, tratadas, certificadas e/ou resistentes para

prevenir a doenca, além de realizarem a rotagcdo de cultura e monitoramento semanal.

5. CONCLUSOES

o A diferenciagéo F. oxysporum f. sp. vasinfetum de outras espécies de Fusarium ndo
€ confiavel quando se utiliza como critérios as caracteristicas de tipo, coloracdo e
crescimento micelial em meios de cultura BDA e Czapek, havendo necessidade do uso de

técnicas moleculares;

o A comparacao das sequéncias obtidas para o gene EF e regifes ITS e IGS néo
permitram o0 desenvolvimento de iniciadores especificos para Fov devido ao

compartilhamento de sequéncias por formae speciales distintas;

o Andlises filogenéticas com base no gene EF e na regido IGS sugerem origem

polifilética para isolados de Fov;

o A especificidade dos iniciadores desenvolvidos por Moricca et al. (1998) e por
Zambonis, Paplomatas e Tsaftaris (2007), ndo foram confirmadas com os isolados de Fov

utilizados no presente estudo;



47

o Nao foi obtido sucesso no desenvolvimento de iniciadores especificos para Fov a
partir da analise de RAPD;

o Os iniciadores especificos desenvolvidos por Alves-Santos et al. (2002) diferenciam
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli de outras espécies de Fusarium e formae speciales,

incluindo f. sp. vasinfectum;

o Produtores de algoddo da regido de Paranapanema, SP, tém conhecimento da
Murcha de Fusarium e, apesar de utilizarem métodos preventivos para evitar a doenga, esta
ocorre em mais da metade das propriedades, no entanto, a maioria consegue controlar a

doencga.
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