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Linhagens filogenéticas associadas a fusariose
da videira no estado do Rio Grande do Sul

Fabio Rossi Cavalcanti(’ e Larissa Castro Ampese®

™ Pesquisador, Embrapa Uva e Vinho, Bento Gongalves, RS. @ Bolsista da Embrapa Uva e Vinho, RS.

Resumo — Fusarium oxysporum f.sp. herbemontis é conhecido como o agen-
te causador da fusariose da videira. Este estudo classificou filogeneticamen-
te linhagens e espécies de Fusarium spp., isoladas de videiras sintomaticas
e armazenadas na Colegédo de Microrganismos de Interesse Agroindustrial
da Embrapa Uva e Vinho. Os estudos filogenéticos em fungos sédo essen-
ciais para entender suas relagdes evolutivas, classificagdo taxonémica e di-
versidade bioldgica. Através da analise de sequéncias de DNA, & possivel
reconstruir a histéria evolutiva desses organismos, revelando informagdes
cruciais sobre a origem, evolugéo e ecologia dos fungos, auxiliando em con-
servagao e aplicagdes biotecnoldgicas. Usaram-se produtos da amplificagéo
de trés loci (regidbes gendmicas) de onze isolados de Fusarium spp. para
analises filogenéticas. Também foram investigados os padrdes de restricao
dos fragmentos amplificados (amplicons) empregando duas endonucleases.
Os amplicons foram sequenciados e as sequéncias empregadas para cons-
trucdo de arvores filogenéticas, em conjunto com sequéncias de acesso pu-
blico. Os resultados revelaram alta similaridade entre os isolados gauchos
de Fusarium spp. de videiras com linhagens de outros paises.

Termos para indexagao: Vitis vinifera, fusariose, filogenia.

Phylogenetic lineages associated with grapevine fusarium
wilt in the state of Rio Grande do Sul

Abstract — Fusarium oxysporum f.sp. herbemontis is recognized as the
causal agent of grapevine Fusarium vascular wilt. This study phylogenetically
categorized various lineages and species of Fusarium spp. isolated from
symptomatic grapevines preserved in the Embrapa Grape and Wine
Agroindustrial Interest Microorganism Collection. Phylogenetic studies in fungi
are essential for comprehending their evolutionary relationships, taxonomic
classifications, and biological diversity. DNA sequence analysis allows for
the reconstruction of these organisms’ evolutionary history, providing vital
information regarding the origin, evolution, and ecology of fungi, thus aiding
conservation and biotechnological applications. Amplification products from
three loci of eleven Fusarium spp. isolates were used for phylogenetic
analysis. The study also investigated restriction fragment patterns using two
endonucleases. The amplicons were sequenced, and these sequences, along
with publicly available ones, were used to construct phylogenetic trees. The



results showed high similarity between Fusarium
spp. isolates from grapevines with Fusarium wilt and
isolates from other hosts/countries.

Index terms: Vitis vinifera, Fusarium wilt, phylogeny.

Introducgao

As videiras pertencem a familia Vitaceae (Kel-
ler, 2020). O género Vitis contém mais de 60 es-
pécies distribuidas pela Asia, América do Norte e
Europa, em clima subtropical, mediterraneo e tem-
perado-continental, sendo que Vitis vinifera é a mais
difundida dentre as espécies de uva (Eibach; Topfer,
2015). A uva é uma das frutas mais consumidas no
mundo, tanto fresca como processada, nas formas
de vinho, suco e passas. Nos vinhedos, os cachos
sao delicados e as perdas na colheita e durante a
sua distribuicdo sao muito elevadas, quando nao ha
manejo adequado (Mencarelli et al., 2005).

A cultura da videira sofre pressoes fitossanita-
rias desde o plantio das mudas. A cada safra que
se segue, quando ndo ha um manejo adequado
das areas de produgao, problemas relacionados a
doengas podem causar perdas e prejuizos econé-
micos (Cavalcanti, 2021). Sob a denominagao de
“fusariose”, a infec¢ao causada por Fusarium oxys-
porum f.sp. herbemontis € uma doenga vascular,
classificada como doenga-de-hospedeiro-dominan-
te, caracterizada por uma relagao prolongada entre
hospedeiro e patégeno. A doenga causa danos eco-
ndémicos severos devido, principalmente, a perda
de produtividade nos vinhedos. Em casos agudos
causa declinio e morte de plantas (Grigoletti Junior,
1993).

Os fungos do género Fusarium causam sérias
doengas em plantas de varias espécies ao redor do
mundo. Sao microrganismos necrotroficos que pro-
duzem relagbes agressivas de parasitismo, mas sdo
capazes de sobreviver no solo. Ja foram relatadas
espécies deste género capazes de causar doengas
em humanos com sistema imune debilitado, o que
indica a sua diversidade e versatilidade com relagéo
aos diferentes hospedeiros suscetiveis ao mesmo
(Agrios, 2005). O F. oxysporum causa O escureci-
mento vascular e decaimento de raizes, comprome-
tendo o desenvolvimento da copa e a qualidade da
nova brotagdo na planta de videira (Agrios, 2005).
A espécie F. oxysporum ultrapassa facilmente mais
de 100 subtipos, de acordo com o hospedeiro que
infecta. Estes podem ser divididos em formae spe-
ciales, termo utilizado para classificar isolados mor-
fologicamente semelhantes, mas que se diferen-
ciam na sua habilidade em parasitar hospedeiros
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especificos, cada um com determinado padrédo de
viruléncia (Oliveira; Costa, 2002; Agrios, 2005). Por
apresentar tantas espécies e formae speciales, o
género Fusarium esta sob constantes pressdes para
modificagdes em sua taxonomia (Leslie, 2006) e ha
alguns anos considera-se que esse agrupamento de
fungos se caracteriza por ser geneticamente hete-
rogéneo, devido a origem evolucionaria polifilética
(Inami et al., 2014). A fusariose da videira foi inicial-
mente constatada no ano de 1940 e o seu causador
€ relatado como sendo o F. oxysporum f.sp. herbe-
montis, observado primeiramente em planta da cul-
tivar Herbemont (Grigoletti Junior, 1993).

Na videira, considerando podridées do tronco,
0 patégeno costuma estar acompanhado de outros
microrganismos oportunistas, dificultando a com-
preensao dos sintomas da planta (Cavalcanti et al.,
2013). Apesar disso, podriddes do tronco podem
ocorrer sem produzir sintomas aparentes, o que
dificulta enormemente a definicdo de sua etiologia
em muitos casos (Lobato; Cavalcanti, 2021). Con-
siderando o problema das podridées de tronco da
videira como um complexo, a correta identificagcao
do patégeno é crucial e, geralmente, é realizada por
isolamento do microrganismo e identificagdo morfo-
I6gica de estruturas discriminantes do fungo, como
células conidiogénicas e conidios. A identificagdo
morfoldgica em tecidos muito contaminados é uma
tarefa complicada e demorada, pois demanda ob-
tengéo de cultivo axénico do isolado, sendo sujeita a
erros e inconsisténcias. Como alternativa a tais difi-
culdades, métodos moleculares podem produzir cé-
lere identificacdo e checagem do patégeno presen-
te no tecido do hospedeiro, e isso representa uma
possibilidade de incremento no apoio a obtengéo de
material de propagacéo livre de doengas e mudas
de qualidade superior (Lobato; Cavalcanti, 2021).

Para levantamento de informacgdes sobre a di-
versidade genética do patégeno e desenvolvimento
de ferramentas moleculares para sua detecgéo, o
presente trabalho objetivou sequenciar as regides
amplificadas e utilizar essas informacdes para clas-
sificagao filogenética de linhagens isoladas de plan-
tas de videira, e armazenadas em colegéo, com sin-
tomas de fusariose em parreirais do Rio Grande do
Sul. Paralelamente, foi iniciado desenvolvimento de
método para identificagdo molecular de espécies de
Fusarium spp., a partir de perfis de fragmentacao de
seu DNA gendmico. Para o estudo, foram selecio-
nados produtos da reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) (em inglés, polimerase chain reaction), das
regides do espagador interno transcrito, (ITS, do in-
glés Internal Transcribed Spacer), da B-tubulina e do
fator de elongacao EF-1a e posterior digestdo com
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enzimas de restricdo (Haelll e Cfol), técnica conhe-
cida como marcador PCR-RFLP (ensaio CAPS, do
inglés Cleaved Amplified Polymorphic Sequences)
(Stein et al., 2019; Lobato; Cavalcanti, 2021). Por
fim, a caracterizacao filogenética inicial de Fusarium
spp. associada a fusariose da videira no Estado do
Rio Grande do Sul objetivou entender o padréo fi-
logenético da espécie relacionando-o com linha-
gens provenientes de outros paises e de diferentes
hospedeiros.

Material e métodos

Este trabalho foi desenvolvido na Embrapa Uva
e Vinho, em Bento Gongalves, RS. O material bio-
I6gico utilizado foi constituido de linhagens de fun-
gos do género Fusarium isolados de videiras sinto-
maticas localizadas em diferentes vinhedos do Rio
Grande do Sul, obtidos da Colegédo de Microrganis-
mos de Interesse Agroindustrial (CMIA) da Embrapa
Uva e Vinho.

A lista completa das linhagens encontra-se na
Tabela 1. O sintoma da infec¢ao da fusariose da vi-
deira se evidencia em corte longitudinal como um
escurecimento dos vasos do xilema (Cavalcanti;
Garrido, 2015).

Subcultivo e obtengdo de material genético

A partir de culturas puras preservadas em meio
batata-dextrose-agar (BDA), discos com micélio de
isolados de Fusarium spp. foram transferidos e cul-
tivados em meio liquido batata-dextrose (BD). Para
a transferéncia, os discos com didmetro de 0,5 cm
de agar contendo micélio foram retirados das pla-
cas, sendo transferidos para frascos de Erlenmeyer
contendo 20 mL de caldo BD. O subcultivo foi feito
em duplicatas. Os frascos foram incubados em agi-
tador orbital onde permaneceram por periodo de 6
a 8 dias, em temperatura média de 25 °C, sob agita-
¢ao de aproximadamente 100 rpm. Apds o intervalo
de crescimento, a biomassa obtida foi separada por
filtragcdo a vacuo, com posterior armazenamento em
microtubos de 2 mL e estocagem a -20 °C.

A extracdo de DNA total fungico foi realizada
através da metodologia cloroférmio:fenol:alcool
isoamilico (CIA) adaptada de Sambrook e Russel
(2001).

Reacgao em cadeia de polimerase (PCR)

Ensaios de PCR foram realizados a partir do
DNA total extraido dos isolados. Os oligonucleotide-
os empregados na amplificagdo (White et al., 1990;

Tabela 1. Relagao de isolados cedidos pela Colegédo de Microrganismos de Interesse Agroindustrial (CMIA) da Embrapa

Uva e Vinho.

4 Codigo
e ezl do GenBank/ITS Variedade Localidade Ano
do lote CMIA™ .

isolado

3/4/2017 BRMO004927 F304 MG461598.1 Cabernet Sauvignon Vale dos Vinhedos, RS 1989
3/4/2017 BRM004928 F306 MG461599.1 Gewurztraminer Vale dos Vinhedos, RS 1989
3/4/2017 BRM004940 F371 MG461600.1 Pinot Noir/Kober 5BB Vacaria, RS 2007
3/4/2017 BRM004941 F373 MG461601.1 Seibel Monte Belo do Sul, RS 2007
3/4/2017 BRMO004944 F627 MG461602.1 Niagara Flores da Cunha, RS 2004
18/4/2017 BRM004920 F287 MG461593.1 Seibel Monte Belo do Sul, RS -
18/4/2017 BRMO004922 F292 MG461594.1 Merlot Vale dos Vinhedos, RS -
18/4/2017 BRM004923 F293 MG461595.1 Cabernet Franc Desconhecido -
18/4/2017 BRM004924 F295 MG461596.1 Cabernet Sauvignon Desconhecido -
18/4/2017 BRM004925 F296 MG461597 .1 Cabernet Franc Desconhecido -
18/4/2017 BRM004946 F683 MG461603.1 Cultivar desconhecida Vale Real, RS -

(1 BRM004940 (F371): linhagem de Fusarium solani. As demais linhagens se referem a Fusarium oxysporum f.sp. herbemontis.



O’Donnell; Cigelnik, 1997) estdo apresentados na
Tabela 2.

Adicionaram-se aos microtubos de 200 uL: 10,7
WL de agua ultrapura; 5 uL de tampéo 5X da enzima
Taq Flexi DNA Polimerase; 1,5 L de MgCl, (25 mM);
4,5 yL de dNTPs (80 mM); 1uL de cada iniciador
direto e reverso (20 mM); 0,3 uL de Taqg DNA polime-
rase “GoTaq Flexi DNA Polymerase” (5 U/uL). Por
ultimo fez-se a transferéncia de 1 pL de DNA (consi-
derando-se 25 yL de volume final do mix, cerca de
330 ng de DNA) para o microtubo. A concentragao
foi definida a partir de um valor médio mencionado
em trabalhos envolvendo DNA fungico e PCR. A re-
lagao dos iniciadores e suas sequéncias de nucleo-
tideos encontra-se na Tabela 2.

As reagdes de PCR foram realizadas em ter-
mociclador. Temperaturas de amplificagdo foram
determinadas empiricamente. Para amplificacdo da
regido ITS, utilizaram-se os iniciadores ITS1 (direto)
e ITS4 (reverso) (Tabela 2). As reagdes de amplifi-
cagao seguiram as etapas: 95 °C por 5 minutos, se-
guida de 39 ciclos de repeticao das temperaturas de
95 °C por 30 segundos, 60 °C por 1 minuto e 72 °C
por 1 minuto. Em seguida, a temperatura foi mantida
a 72 °C por 10 minutos.

Para a amplificagéo da regido da 3-Tubulina utili-
zaram-se os iniciadores BTubT1 e BTubT22 (Tabela
2). As reagbes de amplificagdo seguiram as etapas:
95 °C por 5 minutos; seguido por 30 ciclos de 94 °C
por 35 segundos, 58,6 °C por 55 segundos, 72 °C por
2 minutos e, ao final, 72 °C por 10 minutos.

Para a amplificagao da regido do fator de elon-
gacédo EF-1a utilizaram-se os iniciadores EF1-728
e EF1-1567 (Tabela 2). As reagbes de amplificagdo
para essa regiao seguiram as etapas: 95 °C por 5
minutos; seguido por 30 ciclos de 95 °C por 30 se-
gundos, 57,4 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto
e, ao final, 72 °C por 10 minutos.

Eletroforese foi empregada para verificar a ocor-
réncia de amplificagdo da regido do DNA flanqueada

Tabela 2. Iniciadores utilizados nas reagdes de PCR.
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pelos iniciadores utilizados em cada reagéo de PCR.
Preparou-se o gel de agarose em concentracao de
1,2% (p/V), com tampao TBE 1X (10,8 g Tris-base;
5,5 g acido bdrico; 4,0 mL 0,5 M EDTA pH 8,0 em
1 L agua padrao). Foram aplicados 4,5 uL de produ-
to de PCR misturado com 1,3 pL de corante azul de
bromofenol (na proporgéo de 1:10 em diluicdo com
glicerol 60%) ao lado de 2,2 yL de marcador de peso
molecular de 100 pares de bases (pb), com concen-
tragédo de 0,1 pg/pL). As amostras foram submetidas
a eletroforese por aproximadamente 70 minutos a
120V. Os geéis foram corados por imersdo em so-
lugdo de brometo de etidio a 0,5 pg/mL por apro-
ximadamente 20 minutos. Em seguida, foram visu-
alizados em fotodocumentador UV controlado por
software, sob luz ultravioleta, com comprimento de
onda 302 nm. A identificagao do tamanho dos ampli-
cons foi realizada por comparagdo com a migracao
de fragmentos do marcador de peso molecular.

Sequenciamento dos produtos de PCR

Os produtos de PCR que apresentaram ampli-
cons resolvidos nitidamente foram selecionados
para sequenciamento. Os amplicons foram trata-
dos com fosfatase alcalina e exonuclease | (EXO),
que degradam o excesso de nucleotideos e de ini-
ciadores da mistura, respectivamente. Em tubos
de 200 pL foram adicionados: 5 pyL de produto de
PCR, 1 pyL de SAP (1 U/uL), 1 puL de EXO (2,5
U/pL), em seguida incubando-se a 37 °C por 15
minutos e 80 °C por 15 minutos. Em seguida, uti-
lizando-se espectrofotdbmetro para quantificacao
de acidos nucleicos e proteinas em baixo volume,
os acidos nucléicos foram quantificados e sua
qualidade avaliada, encaminhando-os para o se-
quenciamento pelo Método de Sanger em equipa-
mento sequenciador de DNA e analisador gené-
tico de capilar de bancada. Os eletroferogramas
foram encaminhados ao laboratério em arquivos
de formato .seq.

Sequéncia de nucleotideos VI 2z T S EELE U

Iniciador Diregao y oy melting (Tm)® de anelamento

(5 —>3 ) oc oc

(°C) (°C)

ITS1 Direto TCCGTAGGTGAACCTGCGG 68,5e 64,5 60 por 1 minuto.
ITS4 Reverso TCCTCCGCTTATTGA TATGC 61,5e 57,8 60 por 1 minuto.
BTubT1 Direto AACATGCGTGAGATTGTAAGT 70,2 € 66,8 58,6 por 55 segundos.
BTubT22 Reverso TCTGGATGTTGTTGGGAATCC 70,3 € 66,8 58,6 por 55 segundos.
EF1-728 Direto CATCGAGAAGTTCGAGAAGG 61,5e 57,6 57,4 por 1 minuto.
EF1-1567 Reverso ACHGTRCCRATACCACCRATCTT 53,7 e 56,0 57,4 por 1 minuto.

(@ Fornecida pelo fabricante (Untergasser et al., 2007).



Linhagens filogenéticas associadas a fusariose da videira no estado do Rio Grande do Sul 5

Digestdo do DNA amplificado de F. oxysporum
para procedimentos de PCR-RFLP (CAPS)

Para analise do perfil de restricdo das regides
ITS, B-Tubulina e Fator de Elongagéo EF-1q, utiliza-
ram-se digestdes simples com as endonucleases de
restricdo Haelll (10 U/uL) e Cfol (10 U/uL) que reco-
nhecem e clivam a fita de DNA nos sitios apresenta-
dos na Tabela 3. As condi¢des de reagcédo seguiram
as orientacdes do fabricante.

A primeira fragmentagdo dos produtos de PCR
foi feita com a enzima Haelll. Adicionando-se, em
microtubo de 200 pL: 3,5 pL de agua ultrapura; 1,0
uL de tampao C 10X; 0,5 pyL de Haelll, 10 U/uL.
Em seguida as amostras foram incubadas por 2h30 a

Tabela 3. Sequéncias onde ocorre o reconhecimento do
DNA e sua clivagem pelas enzimas de restricdo Haelll e
Cfol.

Enzima de restrigao Sitio de restricao

5GGvYCC3
Haelll

3 CCAGGYH

5GCGYCY¥
Cfol

3’CAGCGYH

37 °C. Na restrigdo dos produtos de PCR com a en-
zima Cfol foram misturadas em microtubo de 200 pL:
3,65 uL de agua ultrapura; 1 uL de tampéo B 10X; 0,1
ML de albumina de soro bovino acetilada (BSA, do
inglés Bovine Serum Albumin Acetylated, 10 mg/mL,
100X) e 0,25 pL de Cfol, 10 U/uL. Em seguida, as
amostras foram incubadas por 2h30 a 37° C.

A analise dos perfis de restricdo deu-se em ele-
troforese em gel de agarose (3%), adicionando-se
10 pL da amostra e 2 yL de corante azul de bromo-
fenol. O tamanho dos fragmentos foi estimado pela
aplicagao de 4,5 uL de marcador de peso molecular
100 pb. As amostras foram submetidas a eletrofore-
se por aproximadamente 2 horas a 120 V em tam-
pao TBE 1X e os géis seguiram revelagdo padrao
em brometo de etidio.

Andlise filogenética das sequéncias de DNA de
F. oxysporum

Apos a obtencdo das sequéncias de nucleoti-
deos das regibes amplificadas, verificou-se a sua
qualidade por meio de analises no software visuali-
zador. Foram avaliados os picos gerados para cada
nucleotideo da sequéncia, aceitando-se valores de
qualidade da sequéncia (Phred score) maiores que
20. Foi verificado o comprimento das sequéncias
obtidas, comparando-se com os perfis de restricao.

Por meio do software visualizador as sequéncias
obtidas foram depuradas e salvas em formato .FAS-
TA e em arquivo texto (.txt). Em seguida, foram sub-
metidas a alinhamento na plataforma on-line Basic
Local Alignment Search Tool for Nucleotides, uma
ferramenta do National Center for Biotechnology In-
formation (NCBI).

Sequéncias das regides de interesse foram ali-
nhadas com aquelas disponiveis na base de dados
de sequéncias genéticas (GenBank) (Tabelas 4, 5
e 6). Confirmadas as identidades, foi realizada a
analise filogenética dos isolados de F. oxysporum a
partir das sequéncias das regides ITS, B-Tubulina e
EF-1a. As sequéncias foram submetidas a analise
de alinhamento empregando-se software utilizado
para alinhamento multiplo de sequéncias de DNA ou
proteinas e ferramenta de bioinformatica que forne-
ce um conjunto abrangente de funcionalidades para
visualizagao e analise de sequéncias de acidos nu-
cléicos (parametros default). Os alinhamentos ge-
rados foram salvos em formato .aln (alinhamento)
e .FASTA para, posteriormente, serem empregados
na construcdo de arvores filogenéticas.

Arvores filogenéticas foram reconstruidas no
software utilizado para analise de dados de gené-
tica evolutiva e construgdo de arvores filogenéticas.
(Kumar et al., 2016). Empregaram-se as sequén-
cias na construgao de duas arvores filogenéticas: a)
contendo as trés regides dos isolados utilizados no
presente trabalho e de um isolado do género Phae-
ocremonium sp. como outgroup; e b) com as trés
regides dos isolados utilizados neste trabalho, bem
como de isolados disponiveis no banco de dados do
NCBI. Para todas as arvores foi utilizado o Método
de Maxima Verossimilhanga, utilizando-se o modelo
evolutivo Kimura 2-parametros.

Resultados e discussao

Deteccao do DNA de F. oxysporum por PCR

De acordo com varios autores, a regido ITS é
considerada como uma espécie de “cédigo de bar-
ras” em fungos verdadeiros, devido a sua grande
conservacgao (White et al., 1990; Korabecna, 2007;
Wade, 2009; Karlsson et al., 2016). O estudo foi es-
tendido para incluir outras regiées conservadas do
genoma fungico, como a da B-tubulina e do EF-1a
(Hu et al., 2007; Karlsson et al., 2016).

Estudos objetivando a detecgdo molecular do
fungo fitopatogénico F. oxysporum foram iniciados
pela amplificagdo do DNA da regido ITS, por reagbes
de PCR com os iniciadores ITS1 e ITS4 descritos na
literatura (White et al., 1990; Brasileiro et al., 2004;



Silva et al., 2014; Fernandes et al., 2021). Na carac-
terizagdo molecular de espécies fitopatogénicas de
Fusarium, isolados de plantas cucurbitaceas em Ker-
manshah, Ira, foram realizadas amplificagdes da re-
gido ITS, e obtidos produtos de PCR de aproximada-
mente 550 pb para F. oxysporum (Chehri et al., 2011).
O mesmo tamanho de produto de PCR foi relatado
em estudo com F. oxysporum isolado do solo, no Ira
(Zarrin et al., 2016).

No presente estudo, os 11 isolados de Fusarium
spp. analisados tiveram seu DNA detectado com os
iniciadores ITS1 e ITS4 (Figura 1) por dois motivos:
amplificar uma regido conservada e marcadora no
Reino Fungi e prover quantidade de DNA suficiente
para preparo de amostras para sequenciamento por
Sanger, bem como estudos de restrigéo.

Trabalhos envolvendo a amplificagédo do DNA da
regido da B-tubulina em Fusarium spp., com o par
de iniciadores BTubT1 e BTubT22, estdo disponi-
veis. Por exemplo, Taylor et al. (2016) utilizaram
estes iniciadores na caracterizagdo molecular de
Fusarium oxysporum encontrado em plantagdes de
cebola, causando podridao da raiz, no Reino Uni-
do, obtendo produtos de PCR de aproximadamente
1500 pb.

Os produtos de PCR na regido de B-tubulina das
linhagens de Fusarium spp. isoladas de parreirais
do RS, quando submetidos a eletroforese, apresen-
taram fragmentos de 1426 pb (gel A) e 1441 pb (gel
B), valores proximos aos descritos por Taylor et al.
(2016) (Figura 2).

Uma terceira regido conservada do genoma de
Fusarium também foi abordada no presente traba-
Iho: a regido do fator de elongacao (EF-1a). Aregiao
do EF-1a possibilita a distingdo intraespecifica em
Fusarium, nao havendo relatos de copias nao-orto-
logas do gene no género (Geiser et al., 2004). No
presente estudo, foi utilizado, para a amplificacao
da regido EF-1a, o par de iniciadores EF1-728 e
EF1-1567 (Figura 3). Até o presente momento, esta
seria a primeira abordagem para amplificagédo da re-
gido do EF-1a de Fusarium spp isolado de videira,
com o par de iniciadores supracitado. Logo, ndo ha
informagdes disponiveis sobre o tamanho de frag-
mento de DNA gerado a partir do uso desse par de
iniciadores.

Devido a grande diversidade do género Fusa-
rium, seja em aspectos morfoldgicos, fisioldgicos
ou ecologicos, a identificagdo dos fungos e suas
respectivas espécies é dificil e trabalhosa (Burgess
et al,, 1996). Tradicionalmente a identificacdo de
espécies de Fusarium baseia-se em caracteristicas
morfolégicas do fungo, como a forma e coloracao
das colénias em meios de cultura especificos, a taxa
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Figura 1. Deteccdo do DNA amplificado de isolados de
Fusarium sp. com os iniciadores ITS1 e ITS4, via PCR.
As setas da esquerda indicam o tamanho dos fragmentos
do marcador de peso molecular. Os produtos de PCR de
Fusarium sp. com iniciadores ITS1 e ITS4 encontram-se
nas colunas de 3 a13. Todos isolados apresentaram regido
do ITS amplificada com tamanho de aproximadamente
500 a 600 pb.1: Marcador de peso molecular; 2: Controle
negativo da reagédo de PCR; 3: F287; 4: F292; 5: F293; 6:
F295; 7: F296; 8:F304; 9: F306; 10: F371; 11: F373; 12:
F627; 13: F683.

12 13 14 15

1500 pb
1000 pb

Figura 2. Detecgdo da amplificacdo do DNA de isolados
de Fusarium sp. com os iniciadores BTubT1 e BTubT22,
utilizados para amplificar a regido da B-tubulina, via PCR.
As setas indicam o tamanho dos fragmentos do marcador
de peso molecular, nas colunas 1 e 15. Os produtos de
PCR de Fusarium sp. com iniciadores BTubT1 e BTubT22
encontram-se nas colunas de 3 a 13. 1: Marcador de
peso molecular; 2: Controle negativo da reagdo de PCR,;
3: F287; 4: F292; 5:F293; 6:F296; 7: F371; 8:F373; 9:
F304; 10: F306; 11:F683; 12: F627; 13: F295; 14:Controle
negativo da reacdo de PCR;15: Marcador de peso
molecular.

de crescimento e especificidade de hospedeiros
(Oliveira; Costa, 2002; Faleiro et al., 2003). Tais mé-
todos de identificacdo sao altamente influenciados
pelo meio de cultura escolhidos para o crescimento
do microrganismo, pela idade das colbnias e condi-
¢bes de incubagéao, sendo subjetivos e sujeitos a er-
ros (Teixeira et al., 2004; Lobato; Cavalcanti, 2021).

Foto: Larissa Castro Ampese

Foto: Larissa Castro Ampese
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 3. Deteccédo da amplificagdo do DNA de isolados
de Fusarium com os iniciadores EF1 728 e EF1 1567,
utilizados para amplificar a regido da EF-1a, via PCR.
As setas da esquerda indicam o tamanho dos fragmentos
do marcador de peso molecular. Os produtos de PCR
de Fusarium sp. com iniciadores EF1 728 e EF1 1567
encontram-se nas colunas 3 a 12. 1: marcador de peso
molecular; 2: controle negativo da reagdo de PCR; 3:
F287; 4: F292; 5: F293; 6: F296; 7: F304; 8:F306; 9: F371;
10: F373; 11: F627; 12: F683.

Analise das sequéncias de DNA de Fusarium spp.

O sequenciamento do DNA das regides ITS,
B-tubulina e EF-1a dos isolados de Fusarium, pro-
venientes de isolados de videiras infectadas e ar-
mazenados na CMIA, foi realizado pelo método de
Sanger. Durante a depuragéo das sequéncias cons-
tatou-se que todas obtiveram qualidade satisfatoria,
portanto nenhuma foi excluida. As sequéncias obti-
das com respectivas faixas de comprimentos foram:
480-570 pb para a regido ITS, 680-720 pb para a

Foto: Larissa Castro Ampese

regido B-tubulina e 720-800 pb para a regiao do EF-
-1a. Considerando que a qualidade dos amplicons
enviados para sequenciamento foi dentro dos pa-
drbes, discrepancias entre tamanhos de amplicon
e sequéncias podem acontecer por varios motivos,
como por exemplo: a) qualidade da leitura de se-
quenciamento; b) terminagdes prematuras (por dd-
NTP); c) eliminagéo dos iniciadores na analise; ou d)
erros gerais no eletroferograma.

No caso do presente trabalho, o sequenciamen-
to a partir de um Unico iniciador pode gerar uma
sequéncia resultante geralmente menor do que o
fragmento total amplificado. Também, no presente
trabalho, para pesquisas no Basic Local Alignment
Search Tool for Nucleotides (BLASTN), ferramenta
do National Center for Biotechnology Information
(NCBI), usada para buscar na base de dados do
NCBI e comparar sequéncias de nucleotideos, as
sequéncias usadas foram as que tiveram o fator “d”,
acima, depurado ou eliminado, acarretando diferen-
¢as do tamanho do amplicon original.

As sequéncias obtidas foram alinhadas no al-
goritmo BLASTN on-line, para a comparagao com
sequéncias homodlogas depositadas no banco de
dados do NCBI.

Na Tabela 4, constam os comprimentos das se-
quéncias obtidas para cada isolado, em cada regido
do DNA, bem como a porcentagem de identidade
de nucleotideos das linhagens estudadas com as espé-
cies: F. oxysporum e F. solani (Tabela 1). As sequéncias
do trabalho estao apresentadas concatenadas e ali-
nhadas na Figura 4.

Tabela 4. Resultados do alinhamento das sequéncias das trés regides (ITS, B-tubulina e EF-1a), contendo informagéo de
comprimento da sequéncia em pares de bases (pb) e identidade para cada isolado estudado.

ITS B-tubulina EF-1a

Espeécie Isolado  ¢omprimento  Identidade Comprimento Identidade Comprimento  Identidade

(pb) (%) (pb) (%) (pb) (%)
Fusarium F287 500 100 872 99 830 99
oxysporum
F. oxysporum F292 488 99 765 100 808 99
F. oxysporum F293 489 100 688 100 724 99
F. oxysporum F295 486 100 860 99 831 99
F. oxysporum F296 490 100 842 100 806 99
F. oxysporum F304 489 100 843 100 838 99
F. oxysporum F306 491 100 835 99 836 99
F. oxysporum F371 522 100 838 99 841 99
F. oxysporum F373 500 100 826 98 843 99
F. oxysporum F627 499 100 820 100 777 99
F. oxysporum F683 496 100 935 99 816 99
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F371[Fusarium.solani-Vacaria-RS)]
Consensus

Cnnservatmn

F287[Fusarium-MonteBelodoSul-RS]
F205[Fusarium-BentoGoncalves-R 8]
F304[Fusarium-BentoGoncalves-RS)
F308[Fusarium-BentoGoncalves-RS]
F296[Fusarium-BentoGoncalves-RS]
F883[Fusarium-ValeReal-RS]
F373[Fusarium-MenteBelodeSul-RS]
FB27[Fusarium-FloresdaCunha-RS]
F202{Fusarium-BentoGoncalves-R8]
F293[Fusarium-BentoGoncalves-RS]
F371[Fusarium.solani-Vacaria-R )]
Consensus

Conservation

F287[Fusarium-MonteBelodoSul-RS]
F205[Fusarium-BentoGoncalves-R8]
F304[Fusarium-BentoGoncalves-RS]
F306[Fusarium-BentoGoncalves-R 3]
F296[Fusarium-BentoGoncalves-RS)
F883[Fusarium-ValeReal-RS]
F373[Fusarium-MonteBelodeSul-RS]
F827[Fusarium-FloresdaCunha-RS)
F292[Fusarium-BentoGoncalves-RS]
F293[Fusarium-BentoGoncalves-RS]
F371[Fusarium.solani-Vacaria-RS]
Consensus - TGAGATCAA

Conservation
o

F287[Fusarium-MonteBelodoSul-RS]
F295[Fusarium-BentoGoncalves-RS]
F304[Fusarium-BentoGoncalves-RS]
F306[Fusarium-BentoGoncalves-R8]
F296[Fusarium-BentoGoncalves-RS]
F683[Fusarium-ValeReal-R8]
F373[Fusarium-MenteBelodoSul-RS)
F827[Fusarium-FloresdaCunha-RS)
F292[Fusarium-BentoGoncalves-RS]
F293[Fusarium-BentoGoncalves-RS]
F371[Fusarium.solani-Vacaria-R8]
Consensus - - - - -

oo

Conservation
o« DOAAAAA..

Figura 4. Alinhamento multiplo das sequéncias das trés regides estudadas no trabalho: ITS (A);
B-tubulina (B); e EF-1a (C), concatenadas.
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Padroes de fragmentos de regides do DNA de
Fusarium spp. gerados por enzimas de restrigao
Cleaved Amplified Polymorphic Sequences
(CAPS)

Isolados de Fusarium provenientes do solo ti-
veram a regido ITS amplificada com os iniciadores
ITS1eITS4, em estudo realizado no Ira (Zarrin et al.,
2016). Também neste trabalho, os autores utilizaram
as enzimas de restricado Haelll e Smal para realizar
a analise de PCR-RFLP (CAPS), do inglés Cleaved
Amplified Polymorphic Sequences da regido ITS
amplificada e obtiveram diferentes padrdes de res-
tricdo para diferentes espécies de Fusarium, confir-
mando a possibilidade de diferenciar espécies deste
género a partir da técnica de PCR-RFLP (CAPS).
Chehri et al. (2011) dividiram isolados de Fusarium
em dois grupos por analise de padroes de PCR-R-
FLP (CAPS) da regido ITS, utilizando-se a enzima
Haelll (dentre outras), obtendo um fragmento de
DNA inferior a 100 pb, outro pouco superior a este
tamanho, e um terceiro fragmento entre 300-400
pb. No presente estudo, o mesmo método foi apli-
cado para a identificagdo de isolados de Fusarium
obtidos de videiras com sintomas de fusariose em
parreirais do Rio Grande do Sul. Por exemplo, tra-
balhando com a diferenciacdo de leveduras, Este-
ve-Zarzoso et al. (1999) utilizaram as enzimas Cfol,
Haelll e Hinfl na realizacdo de PCR-RFLP (CAPS)
da regido ITS. Foram obtidos diferentes perfis de
restricdo da regido ITS para cada espécie, e para
cada enzima testada.

Neste trabalho, ndo foi observada a presenca
de polimorfismos entre os isolados de F. oxysporum
pela técnica de PCR-RFLP (CAPS) da regido ITS
em digestdes com Haelll e Cfol. Os produtos de res-
trigdo da regido ITS de F. oxysporum obtidos pela
digestdo com a enzima Haelll foram semelhantes
aos resultados relatados por Chehri et al. (2011).
Utilizando-se a mesma enzima com o isolado F371,
identificado como F. solani pelo alinhamento da se-
quéncia do ITS no BLASTN, obtiveram-se fragmen-
tos de cerca de 236, 121 e 90 pb (Figura 5).

Os fragmentos obtidos com a enzima Cfol foram
semelhantes aos padrbes previamente descritos na
literatura (Appel; Gordon, 1995; 1996; Glass; Donal-
dson, 1995). Fragmentos de digestdo do amplicon
ITS por Haelll em F. solani (F371) foram confirma-
dos na literatura (Brasileiro et al., 2004) (Figura 5).

A digestdo dos produtos de PCR das regibes
B-tubulina e EF-1a foi realizada através da utilizacao
das mesmas enzimas de restricdo (Haelll e Cfol)
ensaiadas com ITS. Os resultados obtidos para a
regido da B-tubulina estdo mostrados na Figura 6.
Os produtos de restricdo desta regido do DNA de

Figura 5. Digestao do produto de PCR da regiéo ITS pe-
las enzimas de restricdo Haelll e Cfol, para isolados de
Fusarium spp. O tamanho dos fragmentos do marcador
de peso molecular esta apresentado na coluna 1. Colu-
nas 2 a 7, restricdo com Haelll. Colunas 8,9 e 11 a 14,
restricdo com Cfol. 1: Marcador de peso molecular; 2:
F287; 3: F292; 4:F293; 5:F295; 6:F296; 7: F371 (F. solani);
8:F287; 9:F292; 10: Marcador de peso molecular; 11:F293;
12:F295; 13:F296; 14:F371.

Figura 6. Digestdo do produto de PCR da regido
B-tubulina pelas enzimas de restricdo Haelll e Cfol,
para isolados de F. oxysporum e F. solani. A marcacao e
reconhecimento dos fragmentos produzidos foi realizada
no programa do fotodocumentador. Legenda: Gel de
agarose 3%. As demarcagbes da esquerda indicam o
tamanho dos fragmentos do marcador de peso molecular
de 100 pb, na coluna 1. Os fragmentos de restricdo
gerados com a enzima Haelll encontram-se nas colunas
2 a 7. Os fragmentos de restricdo obtidos com a enzima
Cfol encontram-se nas colunas 8 a 13. Todos isolados
de F. oxysporum, colunas 2 a 6 e 8 a 12, apresentaram
perfis de restricdo semelhantes, com ambas as enzimas,
exceto pelo isolado F292 (colunas 3 e 9) que apresentou
fragmentos levemente diferentes. O isolado de F. solani
apresentou perfil de restrigdo diferente dos demais,
para ambas as enzimas, como pode ser visualizado nas
colunas 7 e 13. 1: Marcador de peso molecular (100 pb);
2: F287; 3: F292; 4: F293; 5: F295; 6: F296; 7: F371; 8:
F287; 9: F292; 10: F293; 11: F295; 12: F296; 13: F371.

F. oxysporum, utilizando-se a enzima Haelll, foram
de aproximadamente 450, 310, 280, 230, 120, 100,
92 e 45 pb (Figura 6). Utilizando-se esta mesma en-
zima para o isolado F371, identificado como F. so-
lani no BlastN, os fragmentos obtidos tiveram 265,
229, 182 e 137 pb. Digerindo-se o DNA da regido
da B-tubulina com a enzima Cfol, os fragmentos

Foto: Larissa Castro Ampese

Foto: Larissa Castro Ampese
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obtidos foram de aproximadamente 530, 445, 355,
225, 190 e 155 pb. Utilizando-se a mesma enzima
para a digestdo do isolado F371, os fragmentos
obtidos foram de 427, 304 e 172 pb. Pode-se ob-
servar um comportamento diferente nas digestdes
promovidas com o isolado F292 (colunas 3 e 9), o
qual se desdobrou em menor nimero de fragmen-
tos, se comparado a digestao dos outros isolados de
F. oxysporum, indicando que em sua sequéncia de
DNA, nesta regido, existe um nimero menor de si-
tios de restrigdo para a agdo das enzimas testadas.

Na fragmentagdo da regido do EF-1a de
F. oxysporum com Haelll foram obtidos fragmentos
de aproximadamente 320, 190, 92 e 54 pb, exce-
to para o isolado F292 (coluna 3), que apresentou
uma unica banda, bastante fraca, de 325 pb (Figu-
ra 7). Utilizando-se a mesma enzima para digerir o
DNA do isolado F371 (F. solani), os fragmentos ob-
tidos foram de 351, 297, 140 e 6 pb. Digerindo-se o
DNA de F. oxysporum com Cfol, foi obtida apenas
uma banda, de aproximadamente 470 pb, na ele-
troforese em gel de agarose a 3%. Para o isolado
F293 (coluna 10) foram obtidos fragmentos de 475
e 21 pb e para o F295 (coluna 11) obtiveram-se
fragmentos de 628, 475 e 19 pb (Figura 7). Como
demonstrado na Figura 3 os produtos de amplifi-
cagao desta regidao apresentam-se entre os 900 e

Foto: Larissa Castro Ampese

Figura 7. Digestdo do produto de PCR da regido EF-1a
pelas enzimas de restricdo Haelll e Cfol, para isolados de
Fusarium spp. Tamanho dos fragmentos do marcador de
peso molecular representado na coluna 1. Colunas 2 a 7,
restricdo com Haelll. Colunas 8 a 13, restricdo com Cfol.
1: marcador de peso molecular; 2: F287; 3: F292; 4: F293;
5: F295; 6: F296; 7: F371(F. solani); 8: F287; 9: F292; 10:
F293; 11: F295; 12: F296; 13: F371

1.000 pb, portanto, pode ter ocorrido uma clivagem
da sequéncia de DNA no sitio de restricao proxi-
mo aos 470 pb, o que formaria dois fragmentos de
comprimento similar que possivelmente migrariam e
se depositariam sobrepostos no gel, apos a corrida
eletroforética (Figura 7). Caso nao fosse verificada
nenhuma clivagem do DNA com a utilizacdo desta
enzima, a indicagéo no gel de agarose estaria entre
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900 e 1.000 pb, como na Figura 3. Utilizando-se a
mesma enzima para a restricdo do DNA do isolado
F371, obtiveram-se fragmentos de 465 e 309 pb.

Estudos filogenéticos de Fusarium spp. isolados
em vinhedos do Rio Grande do Sul

Arvores filogenéticas baseadas nas sequéncias
de certas regides do DNA de um organismo sao
ferramentas que auxiliam no estudo de relagbes evo-
lutivas entre os organismos, antes baseadas apenas
em morfologia (Griffiths et al., 2013). O fungo F. oxys-
porum tem sido relatado como causador de diversas
doencgas em plantas, animais e até mesmo em seres
humanos, em diferentes paises (Salah et al., 2015).

Neste trabalho, foram alinhadas sequéncias de
11 isolados, obtidos da CMIA, com as sequéncias
homodlogas de isolados de outros paises. Destaca-
-se que este método é apropriado para considerar
substituigdes multiplas, bem como as diferentes fre-
quéncias na ocorréncia de insergbes, dele¢des ou
rearranjos (Hall, 2013; Braun et al., 2014; Caldart
et al., 2016). As plantas hospedeiras dos isolados
considerados no estudo incluem os géneros: Vitis,
Tanacetum, Caryocar, Paris, Hibiscus, Conifer, Chry-
santhemum, Pulsatilla, Dendrobium, Daturae Aquila-
ria. O género Fusarium é polifilético e possui enorme
gama de hospedeiros, nas quais pode sobreviver ou
parasitar (Silva et al., 2014).

Inicialmente, foram alinhadas as 11 sequéncias
dos isolados de Fusarium estudadas (10 da espécie
F. oxysporum e 1 F. solani) em conjunto com 14 se-
quéncias da regido ITS de isolados de F. oxysporum
(incluindo 2 F. oxysporum f. sp. herbemontis) e 1 se-
quéncia de F. solani obtidas em regiées do mundo.
Estas sequéncias complementares foram obtidas no
banco de dados do NCBI, e sdo oriundas dos pa-
ises: Australia (1), Brasil (1), Chongren (Republica
da China (2), Estados Unidos (2), Coréia do Sul (2),
China (2), México (1), Vietna (1), india (1) e Japdo
(2), alinhadas com um isolado de Phaeoacremonium
angustius (BRM006263), adicionado como grupo ex-
terno (outgroup). As plantas hospedeiras dos isola-
dos incluem os géneros: Vitis, Tanacetum, Caryocatr,
Paris, Hibiscus, Conifer, Chrysanthemum, Pulsatilla,
Dendrobium, Daturae Aquilaria. Importante lembrar
que o género Fusarium possui enorme gama de
hospedeiros, nas quais pode sobreviver ou parasitar.
Maiores informacdes a respeito das sequéncias da re-
gido ITS obtidas do banco de dados do NCBI encon-
tram-se na Tabela 5.

A arvore filogenética construida a partir da anali-
se da regido ITS de 27 isolados esta apresentada na
Figura 8. Percebe-se a baixa variabilidade genética
da regido investigada entre os isolados gauchos e
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Tabela 5. Informagdes dos isolados obtidos no GenBank, utilizados na construgéo da arvore filogenética baseada na regiao ITS.

Codigo de

Comprimento

Espécie Acesso Pais de origem Hospedeiro hfssp::;?ra da sequéncia
(GenBank/NCBI) P (pb)
Fusarium oxysporum KX058543.1 Australia Tanaceto T anaggtum 482
cinerariifolium
F. oxysporum KR080532.1 Brasil Pequi Caryocar 554
brasilienseium
Chongren/ . Paris polyphylla
F. oxysporum KU931547.1 Republica da China Paris var. chinensis 553
Chongren/ . Paris polyphyilla
F. oxysporum KU9315421 Republica da China Paris var. chinensis 552
E. oxysporum KT828536.1 Estados Unidos Hibisco Hibiscus 538
sabdariffa
F. oxysporum DQ016228.1 Estados Unidos Conifera Conifer nursery 518
F. oxysporum KC491873.1 Coreia do Sul Crisantemo Chrysapthg mum 544
morifolium
F. oxysporum JX669526.1 China Pulsatila Pulsatilla koreana 519
. . Dendrobium
F. oxysporum JQ809654.1 China Orquidea candidum 519
F. oxysporum FJ654692.1 México Feijao Phaseolus 486
F. oxysporum HM236000.1 Vietna - Aquilaria crassna 509
F. oxysporum KF963540.1 india Feljdode  \;0na unguiculata 505
Corda
F. oxysporum LC200399.1 Japao Videira Vitis vinifera ov. 468
Fujiminori
Phaeoacremonium sp. MG041381.1 Brasil Videira Vitis vinifera 533

isolados do resto do mundo. Os desdobramentos
gerados na arvore que representam menor similari-
dade entre os organismos foram obtidos: para o iso-
lado de F. solani (F371) oriundo do Rio Grande do
Sul, com um valor de bootstrap, igual a 99; e o iso-
lado de Phaeoacremonium angustius (BRM006263;
acesso GenBank MG041381.1) utilizado como gru-
po externo (outgroup), que obteve valor de boots-
trap igual a 70.

Para a construgéo da arvore filogenética base-
ada na regido da B-tubulina, foram alinhadas as 11
sequéncias dos isolados gauchos, em conjunto com
14 sequéncias da mesma regido de isolados de
F. oxysporum e uma sequéncia de F. solani, obtidas
no GenBank.

A arvore filogenética construida a partir da ana-
lise da regido da B-tubulina com 27 isolados esta
apresentada na Figura 9. Pela filogenia dessa re-
gido, pode-se verificar, novamente, elevada simila-
ridade entre os isolados de F. oxysporum oriundos
do Rio Grande do Sul e também com a maioria dos

isolados provenientes de outros paises. Na ana-
lise do isolado JF807407.1 (Tabela 6), foi utilizada
uma sequéncia similar a da B-tubulina, sendo que
esse isolado se agrupou com os demais isolados
de F oxysporum. Foi verificada a ocorréncia de
agrupamento de dois isolados de F. solani (F371,
originario do Rio Grande do Sul, e KF255996.1, pro-
veniente da China), conforme esperado, havendo
o0 desdobramento da arvore com bootstrap igual a
99 (Figura 9). O isolado de P. angustius, adicionado
a arvore como grupo externo, ficou separado dos
demais, como outgroup. Os isolados KX580965.1
(F. oxysporum, Brasil), KT323826.1 (F. oxysporum
f. sp. vasinfectum, Estados Unidos) e KJ866869.1
(F. oxysporum, india) foram agrupados entre si, sen-
do separados dos demais isolados de F. oxysporum,
0 que indica menor similaridade entre estes (Figura
9).

Da mesma forma que para as outras regides
estudadas, para a construgéo da arvore filogenética
baseada na regiao do EF-1a, foram alinhadas as 11
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KX058543.1 /Australia/Tanacetum/Fusarium-oxysporum
KF963540.1/India/Vigna/Fusarium-oxysporum
F287/Monte-Belo-do-Sul-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
F&83/Vale-Real-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum

J¥B69526.1 /China/Pulsatilla/Fusarium-oxysporum

F286 /Desconhecido-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
KC491873.1/Coreia-do-Sul/Chrysanthemum/Fusarium-oxysporum
KU231542.1/Chongren-Republica-da-China/Paris/Fusarium-oxysporum
F304 /Bento-Goncalves-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum

F30& /Bento-Goncalves-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
F373/Monte-Belo-do-Sul-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
FJg54692 1/Mexico/Phaeseolus/Fusarium-oxysporum

F285 /Desconhecido-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum

F&27 /[Flores-da-Cunha-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum

- KROB0DS32.1 /Brasil/Caryocar/Fusarium-oxysporum

DQ016228.1 /Estados-Unidos/Conifer/Fusarium-oxysporum
HM236000.1 /Vietna/Aquilaria/Fusarium-oxysporum

Q9

0

| KU831347.1/Chongren-Republica-da-China/Paris/Fusarium-oxysporum
LC200399.1/)apao/Vitis/Fusarium-oxysporum-f.sp.herbemontis

57

KT828536.1 /Estados-Unidos/Hibiscus/Fusarium-oxysporum
JQ809654.1 /China/Dendrobium/Fusarium-oxysporum
F283 /Desconhecido-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
F252/Bento-Goncalves-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
F371/Vacaria-RS-BR/Vitis/Fusarium-solani

BRMODE263 /Brasil/Vitis/Phaeoacremonium-angustius

Figura 8. Arvore filogenética baseada na sequéncia da regido ITS de 25 isolados: 10 Fusarium oxysporum e um
F. solani deste estudo; 14 F. oxysporum do GenBank e P. angustius como grupo externo. A escala é equivalente a
substituicdo de 100 nucleotideos a cada 1.000 pb. Os valores de bootstrap indicados nos desdobramentos estdo em
porcentagem.
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g

o9

571

F296 /Desconhecido-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
Kx253986.1 /China/Ctenanthe/Fusarium-oxysporum
F304 /Bento-Goncalves-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
Fa06 /Bento-Goncalves-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
F233 /Desconhecido-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
F287/Monte-Belo-do-Sul-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
F527/Flores-da-Cunha-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
F232 /Bento-Goncalves-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
|- F373 /Monte-Belo-do-Sul-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
F295 /[Desconhecido-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
F&83 /Vale-Real-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
AB237490.2 [Japao/Pinus/Fusarium-oxysporum
KR072629.1/China/Philodendron/Fusarium-oxysporum
KCB69339.1 /China/Musa/Fusarium-oxysporum
Kx253989.1 /China/Ctenanthe/Fusarium-oxysporum
KP&74296.1 /Polonia/Solanum/Fusarium-oxysporum
JFB07407.1 /China/Canajus/Fusarium-oxysporum
[szssss? 1/China/Ctenanthe/Fusarium-oxysporum
KJa44299 1 /Colombia/Physalis/Fusarium-oxysporum
| kKF484440 1/Malasia/Zea/Fusarium-oxysporum
KPE74304.1 /Polonia/Solanum/Fusarium-oxysporum
KF255996.1 /China/lpomoea/Fusarium-solani
499EF371 /Vacaria-RS-BR/Vitis/Fusarium-solani
BRMO0O06263/Brasil/Vitis/Phaeoacremonium-angustius
Kxs580965.1 /Brasil/Eustoma/Fusarium-oxysporum

ag | r KT323826.1/Estados-Unidos/Gossypium/Fusarium-oxysporum-f.sp.vasinfectum
11 l kJ8ses59.1 /India/Crocus/Fusarium-oxysporum

0.10

Figura 9. Arvore filogenética baseada nas sequéncias da regido da B-tubulina de 27 isolados: 10 Fusarium oxysporum
e um F. solani deste estudo; 1 Phaeoacremonium angustius; 14 F. oxysporum e 1 F. solani do Genbank. A escala é
equivalente a substituicdo de 100 nucleotideos a cada 1.000 pb. Os valores de bootstrap indicados nos desdobramentos

estdo em porcentagem.

sequéncias dos isolados gauchos estudados (10 da
espeécie F. oxysporum e um F. solani), em conjunto
com 14 sequéncias da mesma regido do DNA de
isolados de F. oxysporum e um sequéncia de F. so-
lani. Estas sequéncias foram obtidas no banco de
dados do NCBI, e sao oriundas dos paises: China
(8), Italia (1), Tunisia (1), Estados Unidos (3), Aus-
tralia (1) e Sérvia (1), alinhadas com um isolado de
P. angustius (BRM006263), adicionado novamente
como grupo externo (outgroup). As plantas hospe-
deiras dos isolados incluem os géneros: Tanace-
tum, Philodendron, Fragaria e Sesamum. Maiores
informacdes a respeito das sequéncias da regido do
EF-1a obtidas do banco de dados do NCBI encon-
tram-se na Tabela 7.

Com relagao a arvore filogenética da regiao EF-
-1a (Figura 10), nota-se o agrupamento de 9 isolados
de F. oxysporum originarios do Rio Grande do Sul
(F373, F627, F287, F296, F304, F306, F293, F295
e F292) com os isolados KJ194169.1 e KT224095.1

(China) e KT323867.1 (Estados Unidos), sendo
desconsideradas as separagdes apresentadas
dentro deste agrupamento maior, devido aos bai-
xos valores de bootstrap (valores iguais a 4, 29 e
53). O isolado de F. oxysporum F683 (Rio Gran-
de do Sul) separou-se dos demais isolados gau-
chos (bootstrap igual a 75), sendo agrupado com o
F. oxysporum KT213420.1 (China) e F. oxysporum
f. sp. Iycopersici AF363399.1 (Tunisia). Os isola-
dos KF690635.1 (China) e KX058552.1 (Australia)
foram agrupados entre si, com bootstrap igual a
89. O isolado AF363396.1 de F. oxysporum f. sp.
vasinfectum (Estados Unidos) e o AF363406.1 de
F. oxysporum f. sp. dianthi (Itélia) foram agrupados
com bootstrap igual a 93. Todos os isolados citados
apresentam-se em um grande grupo, separados de
um grupo menor com bootstrap igual a 99. Neste
grupo, estao quatro isolados chineses (KT224076.1,
KR072627.1, KT224341.1 e KT213402.1) e um
isolado sérvio (KJ647280.1), todos pertencentes
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Tabela 6. Informagdes dos isolados obtidos no GenBank e utilizados na construgéo da arvore filogenética baseada na

regido da B-tubulina.
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Cédigo de . - Comprimento
L . Pais . Espécie n
Espécie Acesso de origem Hospedeiro hospedeira da sequéncia
(GenBank/NCBI) 9 P (pb)

Fusarium KF484440.1 Malasia Milho Zea mays 500

oxysporum

F. oxysporum KR072629.1 China Imbé Philodendron 1275

oxycardium

F. oxysporum KJ944299.1 Colémbia Fisalis Physalis peruviana 542

F. oxysporum KP674296.1 Polbnia Batata Solanum tuberosum 864

F. oxysporum KX580965.1 Brasi Lisianthus Eustoma 459

grandiflorum
F. oxysporum KJ866869.1 india Acafréo Crocus sativus 351
F. oxysporum KT323826.1 Estados Algodao Gossypium spp. 1885
Unidos

F- oxysporum KP674304.1 Polonia Batata Solanum tuberosum 724

F. oxysporum KX253989.1 China Maranta Ctenanthe 1298
oppenheimiana

F. oxysporum JF807407.1 China Guandu Canajus cajan 534

F. oxysporum AB237490.2 Japao Pinus Pinus luchuensis 638

F. oxysporum KX253987.1 China Maranta Ctenanthe 1289
oppenheimiana

F. oxysporum KX253986.1 China Maranta Ctenanthe 1286
oppenheimiana

F. oxysporum KC869339.1 China Banana Musa acuminata 945

F. oxysporum KF255996.1 China Batata-doce Ipomoea batatas 1332

Phaeoacremonium  BRMO006263/ Brasil Videira Vitis vinifera 590

angustius néo publicado

a espécie F. oxysporum. Os isolados de F. sola-
ni (F371 e KX940968.1) foram agrupados entre si
(bootstrap igual a 99). Por ultimo, pode-se observar
a formagao de um desdobramento na arvore corres-
pondente ao isolado de P. angustius (BRM006263),
utilizado como grupo externo. Mais uma vez foi ve-
rificada alta similaridade entre as sequéncias dos
isolados.

Finalmente, construiu-se uma arvore filogenética
baseada nas trés regides do DNA (ITS, B-tubulina e
EF-1a) concatenadas dos 11 isolados de Fusarium

spp. abordados neste trabalho (Figura 11). A ar-
vore gerada evidencia a alta similaridade dos iso-
lados gauchos de F. oxysporum. Houve pequenos
desdobramentos, separando alguns dos isolados,
porém os valores de bootstrap foram baixos (me-
nores que 70). O isolado de F. solani foi localizado
em grupo diferente dos F. oxysporum, com alto valor
de bootstrap (100), indicando elevada confiabilidade
na separacgao. O isolado BRM006263, de P. angus-
tius, utilizado como grupo externo foi separado dos
demais.
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Tabela 7. Informagdes dos isolados obtidos no GenBank, utilizados na construgdo da arvore filogenética baseada na

regido da EF-1a.

17

Caédigo Espécie Comprimento

Espécie de acesso Pais de origem  Hospedeiro hos pe deira da sequéncia

(GenBank/NCBI) P (pb)
Fusarium oxysporum AF363406.1 ltalia Cravo Dianthus spp. 606
f. sp. dianthi
Fusarium oxysporum AF363399.1 Tunisia Tomate Solanum 609
f. sp. lycopersici lycopersicum
Fusarium oxysporum AF363396.1 Estados Unidos  Algodao Gossypium spp. 604
f. sp. vasinfectum
Fusarium oxysporum KT323867.1 Estados Unidos  Algod&o Gossypium spp. 1823
f. sp. vasinfectum
F. oxysporum KT213420.1 China Beterraba Beta vulgaris 673
F. oxysporum KT224095.1 China Beterraba Beta vulgaris 671
F. oxysporum KT224076.1 China Batata Solanum 669

tuberosum
F. oxysporum KJ194169.1 China Alfafa Medicago spp. 685
F. oxysporum KX058552.1 Australia Tanaceto T anaggtum 403
cinerariifolium
F. oxysporum KR072627.1 China - Philodendron 687
oxycardium
F. oxysporum KJ647280.1 Sérvia Morango Fragaria 675
ananassa Duch.
F. oxysporum KT213402.1 China Beterraba Beta vulgaris 669
F. oxysporum KF690635.1 China Gergelim Sesamum 665
indicum

F. oxysporum KT224341.1 China Beterraba Beta vulgaris 669
Fusarium solani KX940968.1 Estados Unidos Soja Glycine max 712
Phaeoacremonium BRMO006263 Brasil Videira Vitis vinifera 703

angustius

/Nao publicado
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KJ194169.1/China/Medicago/Fusarium-oxysporum
| k1224095 1 /China/Beta/Fusarium-oxysporum
KT323867 1/Estados-Unidos/Gossypium/Fusarium-oxysporum-f.sp.vasinfectum
F373/Monte-Belo-do-Sul-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
F627 /[Flores-da-Cunha-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
72| F287/Monte-Belo-do-Sul-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
39| F296/Desconhecido-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
F304/Bento-Goncalves-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
F306/Bento-Goncalves-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
62 | 4 F293 /Desconhecido-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
F295/Desconhecido-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
F292/Bento-Goncalves-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
— AF363399.1/Tunisia/Solanum/Fusarium-oxysporum-f.sp.lycopersici
o0 | KT213420.1/China/Beta/Fusarium-oxysporum
'— F683/Vale-Real-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
KF690635.1/China/Sesamum/Fusarium-oxysporum
1 KX058552.1/Australia/Tanacetum/Fusarium-oxysporum
AF363396.1/Estados-Unidos/Gossypium/Fusarium-oxysporum-f.sp.vasinfectum
93{ AF363406.1/Itdlia/Desconhecido/Fusarium-oxysporum-f.sp.dianthi
r KT224076.1/China/Solanum/Fusarium-oxysporum
KR072627 1 /China/Philodendron/Fusarium-oxysporum
KJB47280.1/Servia/Fragaria/Fusarium-oxysporum
. KT224341.1 /China/Beta/Fusarium-oxysporum
KT213402.1/China/Beta/Fusarium-oxysporum
— Fa71/Vacaria-RS-BR/Vitis/Fusarium-solani
99| kxa40968.1 /Estados-Unidos/Glycine/Fusarium-solani
BRMO006263 /Brasil/Vitis/Phaeoacremonium-angustius

o

20
29

r-)
r-1

0.050

Figura 10. Arvore filogenética baseada nas sequéncias da regido do EF-1a de 27 isolados: 10 Fusarium oxysporum e 1
F. solani deste estudo; 1 Phaeoacremonium angustius; 14 F. oxysporum e 1 F. solani do GenBank. A escala é equivalente

a substituicdo de 50 nucleotideos a cada 1.000 pb. Os valores de bootstrap indicados nos desdobramentos sdo dados
em porcentagem.

55 F304/Bento-Goncalves-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
58| F296 /Desconhecido-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
F306/Bento-Goncalves-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
i F292 /Bento-Goncalves-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum
F293 /Desconhecido-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum

{F295/Desconhecido-RS-BR/Vitis/Fusa rium-oxysporum

a

F683 /Vale-Real-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum

100 |- F373/Monte-Belo-do-Sul-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum

F627/Flores-da-Cunha-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum

F287/Monte-Belo-do-Sul-RS-BR/Vitis/Fusarium-oxysporum

———— F371/Vacaria-RS-BR/Vitis/Fusarium-solani

BRMO006263 /Brasil/Vitis/Phaeoacremonium-angustius

0.050

Figura 11. Arvore filogenética baseada nas trés regides do DNA (ITS, B-tubulina e EF-1a) dos 11 isolados de Fusarium
spp. deste estudo. O isolado de Phaeoacremonium angustius foi inserido como grupo externo. A escala é equivalente

a substituicdo de 50 nucleotideos a cada 1.000 pb. Os valores de bootstrap indicados nos desdobramentos estdo em
porcentagem.
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Conclusoes

1) A abordagem de PCR com os iniciadores ITS1 e
ITS4, BTubT1 e BTubT22 e EF1 728 e EF1 1567
permite a amplificagdo do DNA dos 11 isolados
gauchos de Fusarium spp. Os produtos de PCR
obtidos s&o de, aproximadamente, 500 pb (ITS)
e 800 pb (B-tubulina e EF-1a).

2) Aabordagem de PCR-RFLP (CAPS) empregada
no presente estudo oferece padrbes de restricdo
da regido ITS com as enzimas Haelll e Cfol, bem
como das regides da B-tubulina e EF-1a, para
ambas as enzimas. A técnica permite, ainda, a
diferenciagdo de isolados de F. oxysporum e F.
solani através dos distintos padrdes de restrigao
apresentados.

3) As sequéncias de Fusarium spp. obtidas de
amostras de videira com fusariose em parreirais
no Rio Grande do Sul mostraram-se similares as
depositadas no GenBank, em isolados de outras
partes do mundo. Tais sequéncias possuem ele-
vados porcentuais de identidade com as sequén-
cias disponiveis no banco de dados.

4) Os estudos filogenéticos realizados com as sequén-
cias de Fusarium spp. isolados de podridoes
de videira evidenciam alta similaridade entre os
mesmos e também com isolados provenientes
de outros hospedeiros/paises, impossibilitando a
elucidacdo da origem de disseminacao da fusa-
riose da videira, em vinhedos do sul do Brasil.
Nos isolados trabalhados, a regiao ITS € menos
informativa que a da B-tubulina e a do EF-1a.

5) Os alinhamentos das regides ITS, B-tubulina e
EF-1a concatenadas revelam alta similaridade
intraespecifica em F. oxysporum. As sequéncias
do ITS dos isolados de Fusarium trabalhados es-
tdo depositadas no GenBank.
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