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RESUMO

A simplicidade de uso, rapidez, seguranca e
amplitude dos resultados vém consolidando cada vez
mais a adocdo de marcadores moleculares no
diagndstico e determinagdo da diversidade genética de
fitopatégenos. Tal tecnologia permite acessar a
informacdo genética a nivel molecular (DNA) com
maior agilidade nas avaliacdes no que diz respeito a
variabilidade genética, uma vez que a influéncia do
ambiente muitas vezes dificulta as andlises baseadas
em caracteres morfolégicos. Neste trabalho foram
avaliados 20 isolados de Fusarium graminearum
provenientes de diferentes locais do Rio Grande do Sul
(RS) Brasil, tendo como objetivo caracterizar
geneticamente tais isolados, através de marcadores
moleculares. Foram utilizadas duas técnicas
moleculares RAPD e SCAR e a combinacdo destas.
Na técnica de RAPD, os 12 primers usados geraram
174 produtos amplificados (bandas), com o nimero de
perfis produzidos pelos oligonucleotideos variando de
11 (AC17) até 18 (AF11), com média de 14,5 perfis por
primer. Desses 102 foram polimérficos (58,62% do
total). Considerando todos os isolados, a similaridade
genética foi superior a 76%, porém, 0s marcadores
utilizados foram eficientes em diferenciar os isolados
em dois grupos distintos.

Palavras-chave: fungos, marcadores moleculares,
DNA.

ABSTRACT

The simplicity, speed, reliability and amplitude of
the results have ensured the use of molecular marker
techniques for diagnosis and genetic diversity
determination of phytopathogens. This technology
allows the assessment of genetic information at the
molecular level (DNA), withowt the environmental
influences frequently seen in morphological analyses.
This study aimed to evaluate the genetic variability of
20 Fusarium graminearum isolates from different Rio
Grande do Sul-Brazil regions, by means of molecular
markers. The RAPD, SCAR and a combination of these
techniques were used. With 12 RAPD primers, 174
electrophoretic profiles were generated, being 102
polimorphic (58.62%). The profile number ranged from
11 (AC17) to 18 (AF11) with an average of 14.5 profiles
per primer. The genetic similarity was higher than 76%,
considering all the isolates, but the molecular markers
were efficient to differentiate the isolates in two distinct
groups.
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INTRODUCAO

Diferentes  espécies de  Fusarium sdo
importantes patdégenos em quase todos 0s cereais
cultivados, sendo responsaveis pela significativa
reducdo no rendimento, além de suas micotoxinas
causarem sérios problemas para a salde animal e
humana.
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O desenvolvimento de genotipos resistentes ou
tolerantes é a estratégia preferida de controle. Para
isso 0 conhecimento sobre a variabilidade genética e a
estrutura populacional dos patégenos que ocorrem
naturalmente é indispensavel (SHARAN et al., 2007).

A caracterizacdo morfoldgica, embora dutil, é
bastante limitada devido ao baixo numero de
caracteres passiveis de serem analisados (FUNGARO,
2000). Marcadores morfolégicos, como pigmentacao,
textura, forma marginal e velocidade de crescimento
da coldnia, producdo de estruturas tipicas, presenca
ou auséncia de zonas concéntricas (BURGESS et al.,
1995; URBEN & OLIVEIRA, 1999) tém se mostrado
instaveis e dependentes da composicdo do meio
utilizado, condi¢cdes de incubagdo e da propria
variabilidade do patégeno. Portanto, revertendo-se de
carater subjetivo, principalmente na caracterizagdo de
colénias atipicas podendo conduzir a erros de
interpretacdo e até mesmo falhas quanto a
identificacdo das espécies.

A grande versatilidade aliada a rapidez, a
sensibilidade, a seguranca, a facilidade de execucgéo, e
a amplitude dos resultados, reveste as técnicas
moleculares numa  ferramenta com  grande
aplicabilidade nas mais variadas areas biolégicas,
consolidando cada vez mais a adogdo de marcadores
moleculares no diagnéstico e determinacdo da
diversidade genética de fitopatégenos.

Atributos inerentes a esta técnica foram
confirmados por VIEIRA (1996), quando utilizados na
distincdo de isolados de Colletotrichum gossypii South
e de Colletotrichum  gossypii  (South) var.
cephalosporioides obtidos de sementes de algodoeiro
(Gossypium  hirsutum L.). Outros fitopatégenos
também tém sido estudados quanto a variabilidade
genética, como por exemplo, Fusarium graminearum
(QUELLET & SEIFERT, 1993; BUSSO et al., 2007),
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Snyder &
Hansen (ANDRADE et al., 1997), Fusarium
moniliforme Sheldon (CAMARGO et al.,, 1997),
Botryodiplodia theobromae Pat. (LIMA et al., 1997),
Myrothecium roridum Tode ex. Fr. (MACHADO et al.,
1997) e Colletotrichum guaranicola Albuquerque
(VERAS et al., 1997) , além de algumas espécies de
bactérias (HALFELD-VIEIRA, 1998).

O fato das técnicas de marcadores
moleculares possibilitarem o acesso a informacédo
genética ao nivel de DNA, permite uma maior agilidade
nas avaliagbes no que diz respeito a variabilidade
genética, uma vez que a influéncia ambiental muitas
vezes dificulta as avaliacdes baseadas em caracteres
morfolégicos, conforme relatado por BRANCAO
(2007), onde caracterizou através da utilizagdo de
atributos  morfolégicos isolados de  Fusarium
graminearum SCHWABE .

Para tanto, dentro desse contexto, o objetivo
deste trabalho consistiu em caracterizar
molecularmente uma colecdo de isolados de F.
graminearum obtidos de diferentes localidades
triticolas do estado do Rio Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido nos laborat6rios
de Patologia de Sementes da Faculdade de Agronomia
Eliseu Maciel e de Cultura de Tecidos de Plantas do
Departamento de Boténica, no Instituto de Biologia,
pertencentes a Universidade Federal de Pelotas.

Das sementes e graos trazidos do campo foi
obtidos um numero varidvel de isolados de F.
graminearum, os quais foram conservados em tubos
de ensaio contendo BDA comercial (Batata Dextrose
Agar), sob refrigeracdo (4-6 °C) e quando necessario
foram realizadas repicagens para manutengdo da
viabilidade dos isolados.

A partir da colecdo foram avaliados 20
isolados de F. graminearum provenientes de diferentes
locais (Tabela 1), escolhidos através de sorteio.

A extrac@o de DNA dos patdgenos foi baseada
no protocolo realizado por FALEIRO et al. (2004) com
algumas modificag8es, sendo utilizado o micélio fresco
coletado de duas placas de Petri, contendo meio de
cultura BDA, as quais foram incubadas sob fotoperiodo
alternado de 12 horas de luz e 12 horas de escuro a
temperatura de 22 °C + 3 °C durante 10 dias.
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Tabela 1- Isolados de Fusarium graminearum utilizados no estudo de caracterizagdo genético-molecular. Pelotas-RS,

2006.
identificacao Municipio de coleta Cultivar

62 Chapada BRS 194
64 Entre ljuis Onix
72 Palmeira das Missbes BRS 179
73 Condor BRS 194
77 Cruzaltinha Onix
79 Alto Uruguai BRS 179
84 Tapejara BRS 179
87 Machadinho Rubi
88 Getulio Vargas Rubi
90 Cruz Alta EMBRAPA 40
93 Carazinho BRS 177
96 Quatro Irmaos BRS Louro
97 Pontdo BRS Taruma
98 Santa Béarbara BRS Cambota
99 Ronda Alta BRS Guatambu
100 Mato Castelhano BRS Camboim
102 N&o me Toque BRS Figueira
103 Lagoa Vermelha BRS Canela
104 St° Ant. Planal BRS Guabiju
105 Passo Fundo BRS Timbauva

O micélio foi macerado com nitrogénio liquido
em cadinho de porcelana e colocado em microtubos de
2 mL, sendo a cada um adicionado 1000 pL de tampéao
de extragdo (CTAB 2% + 0,5% [(-mercaptoetanol). A
mistura foi homogeneizada e colocada em banho-
maria por 30 minutos, sendo agitada a cada 7 minutos
e, logo apés foi adicionado 400 uL de Fenol:
cloroférmio: alcool iso-amilico (25:24:1). Em seguida,
as amostras foram agitadas, através de suaves
inversdes (50 a 60 vezes) e centrifugadas a 10.000
rom por 8 minutos. Uma aliquota de 700 pL do
sobrenadante foi transferida para outro tubo ao qual
adicionou-se 700 pL de cloroférmio: alcool iso-amilico
(CIA — 24:1) e mantido sob agitacdo por 5 minutos. A
seguir foi centrifugado a 10.000 rpm por 8 minutos
sendo, posteriormente, coletados 500 pL do
sobrenadante ao qual foi adicionado 400 pL de iso-
propanol gelado. Ap6s duas horas em geladeira,
procedeu-se outra centrifugagcdo a 10.000 rpm por 8
minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se
100 pL de etanol absoluto por 10 minutos. Apoés
algumas horas secando, em temperatura ambiente, foi
adicionado 50 pL de tampdo TE+RNAse na
concentracéo de 10 pg mL™, deixando-se por 24 horas
em geladeira.

O produto da extracdo foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 0,8% e quantificado
através da comparagdo da intensidade das bandas
com o padrao de DNA do Fago Lambda digerido com a
enzima Hind 111 (0,5 pg pL™), ficando estabelecida uma
concentracéo final de DNA de 10 ng pL™, para uso nas
reagcdes de PCR (Polymerase Chain Reaction).

Para checar a acuréacia das reacbes de PCR
no que diz respeito a repetibilidade, foram realizadas
duas extragbes independentes de DNA e duas
repeticbes de cada reacdo de PCR. As reacgbes de
amplificacdo foram realizadas em tubos de 0,2 mL
contendo 2,5 pL de Tampao 10X (10mM Tris-HCI pH
9,5, 50 mM KCI); 1,5 mM de MgCl,; 0,2 mM de cada
dNTPs; 0,2 uM de cada primer; 1 Unidade de Taqg DNA
polimerase (Invitrogen); 20 ng de DNA gendmico e
agua MilliQ esterilizada qg.s.p. 25 L.

Os primers ou oligonucleotideos iniciadores
foram obtidos da INVITROGEN e passaram
inicialmente por um screening nos genétipos visando a
identificacdo daqueles que apresentavam um maior
namero de polimorfismos. Desses, foram utilizados
cinco primers SCAR (Sequence Characterized
Amplification Region) especificos para deteccdo de F.
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graminearum e outros 12 primers RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), além da combinagéo de
primers SCAR + RAPD (Quadro 1).

Para realizar as rea¢bes de PCR foi utilizado
um termociclador modelo PTC-100 (MJ Research,

Inc.), cujo perfil térmico de amplificacdo foi: 2 minutos
94 °C (1 ciclo), 1 minuto 92 °C, 2 minutos 72 °C e um
ciclo final de 8 minutos 72 °C; apresentando diferencas
na temperatura de anelamento, conforme apresentado
no Quadro 1.

Quadro 1- Sequéncia de primers de RAPD, SCAR e combina¢cdes RAPD/SCAR usados na caracterizagdo genética
de F. graminearum. Pelotas-RS, 2006.

Primer Seqléncia (5’ - 3’) Descric&o Terr:jr;o;;z:r;rtitura
OPTO1 GGG CCACTCA
OPT16 GGT GGACGCT
OPU17 ACC TGG GGA G RAPD 1min36°C
OPWO1 CTC AGT GTCC
OPWO02 ACCCCGCCAA
AC04 ACG GGA CCT G
AC17 CCTGGAGCTT
AC20 ACG GAAGTG G
AD16 AAC GGG CGTC RAPD 1 min 38°C
AF11 ACT GGG CCT C
AF12 GAC GCAGCTT
AF13 CCGAGGTGAC
TOX 5-1 (F) GCT GCT CAT CAC TTT GCT CAG
TOX 5-2 (R) CTGATCTGG TCACGCTCATC SCAR 1 min 55°C
Gao A-v2 (R) AGG GAC AAT AAG TGC AGA
Gao A-v2 (R) AGG GAC AAT AAG TGC AGA
+ +
OPT16 GGTGGACGCT
Gao A-v2 (R) AGG GAC AAT AAG TGC AGA SCAR
+ + + 1 min 40°C
OPU17 ACC TGG GGA G RAPD
Gao A-v2 (R) AGG GAC AAT AAG TGC AGA
+ +
ACO7 GTG GCC GAT G

Os produtos da amplificagdo foram separados
em gel de agarose 1,5%, com 3 uL de uma solucdo de
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aproximado de 60 minutos, e a uma voltagem de 5 V
cm™. Dos produtos da reacdo de PCR foi aplicado no
gel 15uL com tampdao contendo azul de bromofenol e
para o controle do tamanho dos alelos amplificados
utilizou-se um marcador de massa DNA Ladder 100bp.

Apbs a eletroforese os géis foram expostos a
luz UV para a visualizagéo e registro dos resultados da
amplificacdo, sendo as imagens captadas com sistema
de fotodocumentagdo modelo E-BOX-100 — marca
Vilber Lourmat.

A partir dos dados obtidos dos perfis
eletroforéticos gerou-se uma planilha de dados
binérios (0 para a auséncia e 1 para a presenca da
banda) com os produtos da amplificagdo gerados com
cada primer. Para analise s6 foram consideradas as
bandas constantes e que se repetiram nas duas
reacOes de PCR.

A andlise de similaridade entre os diferentes
gendtipos foi efetuada empregando-se o coeficiente
Dice (Nei & Li, 1979) (GS = 2 a/ 2 atb+c, em que a =
namero de bandas polimérficas compartilhadas entre
isolados, b = nimero de bandas polimorficas presentes
no isolado i, ¢ = nimero de bandas polimérficas
presentes no isolado j). Com base na matriz de
similaridade, a analise de agrupamento foi realizada

Mo B2 64 72 73 7V 79 B84 87 85 90 M

pelo método das distancias genéticas médias (UPGMA
— Unweighted Pair-Group Method With Arithmetic
Means) para posterior elaboracéo do dendrograma
com auxilio do software NTSYSpc verséo 2.1 (Rohlf,
2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, utilizando primers do tipo SCAR
(Tox 5-1 e Tox 5-2), foi possivel confirmar que os 20
isolados analisados eram de Fusarium. Tais primers
permitem amplificar a regido gendmica do fungo,
denominada Tri-5, que esté relacionada a producgédo da
toxina trichothecene (KIMURA et al., 2007). A grande
vantagem no uso da técnica SCAR é a maior
reprodutibilidade dos resultados, uma vez que usa
primers mais longos e sado especificos para um dado
loco, comparados aqueles utilizados na técnica RAPD.
Na figura 1, é possivel verificar que o produto da PCR
foi uma banda monomérfica de aproximadamente 690
pares de bases, nos 20 isolados estudados. Por outro
lado, quando primers RAPD foram associados ao
primer Scar Gao-A-v2 foi possivel obter alta
reprodutibilidade da técnica, além de consistente
polimorfismo (Figura 2).

893 86 97 898 89 100 102 103 104 105

FIGURA 1- Padrao de amplificacéo de isolados de F. graminearum, obtido com os primers SCAR Tox 5-1 e Tox 5-2.
M= Marcador DNA Ladder 100pb. Pelotas-RS, 2006.
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M 82 64 72 73 TF7 79 84 87 88 90 93 96 97 98 99 100 102 103 104 105

FIGURA 2- Perfil eletroforético de isolados de F. graminearum, obtido com a combinacao dos primers OPAC7 + GAO-
A-V2 (RAPD + SCAR). M = marcador DNA Ladder 100 pb; 62 a 105 isolados descritos na tabela 01.
Pelotas, 2006.

Os 12 primers RAPD usados geraram 174 (1998), ou seja, 10 a 30 primers, gerando 50 a 100
perfis amplificados, variando de 11 (AC17) até 18 bandas e/ou perfis polimorficos, sdo suficientes para
(AF11), com média de 14,5 por primer. Desses, 102 estimar relagbes genéticas entre isolados e entre
foram polimorficos (58,62% do total) (Tabela 2), espécies.

resultado que corrobora os relatos de COLOMBO et al.

Tabela 2- Primers RAPD utilizados e polimorfismos revelados em 20 isolados de Fusarium graminearum. Pelotas-

RS, 2006.
Bandas
Pri Uénci 53 —— — -
fimer Sequeéncia (5~ 3) Polimorficas Monomorficas Total de perfis
OPTO1 GGG CCACTCA 9 6 15
OPT16 GGTGGACGCT 14 1 15
OPU17 ACC TGG GGA G 15 1 16
OPWO01 CTCAGT GTCC 5 10 15
OPWO02 ACCCCGCCAA 3 10 13
AC04 ACG GGA CCT G 9 8 17
AC17 CCTGGAGCTT 8 3 11
AC20 ACGGAA GTGG 9 4 13
AD16 AACGGGCGT C 7 5 12
AF11 ACTGGGCCT C 7 11 18
AF12 GACGCAGCTT 6 7 13
AF13 CCGAGGTGAC 10 6 16
Total 102 72 174
Média 8,5 6,0 14,5
% 58,62 41,38 100
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A técnica RAPD foi um método viavel e
detectou significativo nimero de polimorfismos nos
isolados analisados (Figuras 3 e 4). Comparado aos
resultados obtibos com os primers SCAR, a diferenca

primer RAPD sé&o devido ao comprimento e sequéncia
dos mesmos, por serem aleatérias e mais curtas,
facilitam a interacdo primer-DNA template (WEIR et al.,
1997).

no numero de bandas e polimorfismos produzidos por
f2 B4 72 73 77 79 B4 87 8BS 90 ©3 96 97 9% 99100102103 104 105 M b G2 64 72 73 77 79 84 7 82 80 93 96 97 9299100102103 104 105 M
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FIGURA 3- Perfis eletroforéticos de 20 isolados de isolados de F. graminearum, utilizando-se os primers RAPD
OPUL17 (esquerda) e OPAD16 (direita). M - marcador DNA Ladder 100pb; 62 a 105 isolados descritos
na tabela 01. Pelotas, 2006.
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FIGURA 4- Produtos da amplificacdo do DNA de 20 isolados de F. graminearum, com o primer OPT16 (RAPD). M -
marcador DNA Ladder 100 pb; 62 a 105 isolados descritos na tabela 01. Pelotas, 2006.

Com os dados moleculares obtidos no
presente trabalho foi possivel diferenciar os 20
isolados de Fusarium em dois grupos distintos (Figura

isolados do grupo | foi superior a 80%, sendo
observada uma tendéncia de maior similaridade entre
isolados proveniente de locais de coleta mais

5). No grupo |, verificou-se a existéncia de quatro sub-
grupos, sendo que o isolado 62 demonstrou maior
distincia genética em relacdo aos demais, ndo
agrupando especificamente com nem um outro
isolado. A similaridade genética estimada entre os

proximos. Essa tendéncia também foi registrada entre
os isolados provenientes de Getulio Vargas (88) e
Mato Castelhano (100), 77% de similaridade, e destes
em relacdo ao isolado de Ronda Alta (99), 62% de
similaridade. Entre o grupo | e o Il houve um
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coeficiente de similaridade média de 52%. O maior
coeficiente de similaridade (97%) foi registrado entre
os isolados provenientes de Condor (73) e o de
Tapejara (84).

Independente da técnica utilizada, os isolados
88, 99 e 100 sempre apresentaram padrdes
eletroforéticos diferenciados em relagdo aos demais,
fato que justifica a forma de agrupamento obtida.

Dada a importancia das diferentes espécies de
Fusarium na producdo de cereais, estudos de

caracterizacdo molecular vém sendo conduzidos
desde longa data. QUELLET & SEIFERT (1993)
verificaram que a combinacdo de RAPD e PCR
permitiram obter um padrdo de diferenciagdo para 17
isolados de F. graminearum. Mais recentemente,
SAHARAN et al. (2007), também utilizando
marcadores RAPD, conseguiram diferenciar 15
isolados de F. graminearum em quatro grupos e
estimar a similaridade genética, que variou entre 14,92
e 91,38%.
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FIGURA 5- Dendograma de similaridade de 20 isolados de F. graminearum, obtido por meio do método

UPGMA. Pelotas-RS, 2006.

BUSSO et al. (2007) caracterizaram nove
isolados de F. graminearum através de marcadores
RAPD e da compatibilidade vegetativa. A similaridade
genética estimada foi superior a 76% sugerindo tratar-
se de isolados de origem clonal. Os 20 isolados
Fusarium analisados no presente trabalho foram
avaliados quanto as suas caracteristicas morfolégicas

e apresentaram alta similaridade (BRANCAO, 2007),
porém quando avaliados com técnicas moleculares
ficou clara a separacdo dos isolados em dois grupos
distintos, demonstrando também a existéncia de uma
consideravel variabilidade entre os isolados de
diferentes regides do Rio Grande do Sul. Essa
variagcao genotipica revelada em isolados de Fusarium
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€ um indicativo da habilidade de adaptacao do fungo a
diferentes condicbes no seu ciclo de Vvida,
condicionado pelas varia¢des do clima e pelas préticas
culturais adotadas pelos agricultores. Sendo assim, o
conhecimento da variabilidade genética entre isolados
de diferentes regides geograficas permite tracar
estratégias mais adequadas de controle, seja através
do uso de fungicidas, rotagdo de cultivares ou no
desenvolvimento de genoétipos resistentes ou mais
tolerantes a este fungo.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho
corroboram que o polimorfismo produzido pelos
marcadores RAPD pode ser empregado nha
identificacdo genoétipos de F. graminearum, bem como
para acessar a variagcao genética dentro de cole¢bes e
populagdes.
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