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Resumo
Uma das principais doencas da erva-mdiex (paraguariensis A. St.-Hil.), em viveiro e,
principalmente, a campo, é a podridao-de-raizesach poFusarium spp. O controle da doenca é
dependente da diagnose correta de seu agente getiol@ as caracteristicas moleculares e
morfoldgicas permitem diagnosticar o patdgeno. Mssi objetivo deste trabalho foi determinar as
caracteristicas morfolégicas e moleculares deisgiados dé-usarium spp. oriundos de plantios de
erva-mate doentes. Para isso, colénias puras adi#terem meio BDA e FCA foram analisadas quanto
a sua forma e estrutura, em microscopio Opticaudeelem microscépio binocular estereoscopico. A
extracdo de DNA de cada isolado foi realizada &rphe micélio produzido em meio liquido BD pelo
método CTAB. As amostras de DNA gendmico foram stittas a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) com os oligonucleotideos iniciadores ITST®4, e o produto gerado foi sequenciado. Entre
os isolados d&usarium analisados, encontraram-se duas espé€iemlani e F. oxysporum, todas
patogénicos e com baixa variabilidade genéticardefa espécie.
Palavras-chave: Biologia molecular; morfologidiex paraguariensis; patologia florestal.

Abstract
Characterization and pathogenicity of Fusarium spp. isolates causing erva-mate root-rot. One of the
main diseases of erva-maléef paraguariensis A. St.-Hil.), in nursery and mainly in plantatigns
the root-rot, caused Hyusarium sp. The disease control depends on correct diagobsausal agent
and molecular and morphological characteristicsvalliagnosing the pathogen. This work aims to
determine morphological and molecular charactesstif six Fusarium spp. isolates from diseased
erva-mate plantations. In order to that, pure de®rgrown on PDA and FCA environment were
analyzed in relation to form and structure, undetioal and stereoscopic microscope. The DNA
extraction of each isolated was performed from riyoe produced on PD liquid medium by CTAB
method. The samples of DNA genomic were submittedPolymerase Chain Reaction with the
universal primers ITS1 and ITS4 and the final paidwas sequenced. Among tResarium spp.
isolates analyzed two species were fouRdsolani andF. oxysporum, all pathogenic and with low
genetic variability within species.
Keywords: Molecular biology; morphologyliex paraguariensis, forest pathology.

INTRODUCAO

O cultivo da erva-matdléx paraguariensis A. St.-Hil.) comp8e um dos sistemas agroflorestais
mais antigos e caracteristicos da regido Sul dsilBassumindo significativa importancia ambiereal
socioecondmica, constituindo-se numa das princifages de renda e de emprego em todos o0s
segmentos da cadeia produtiva, especialmente pggaquenos e médios produtores. As folhas e galhos
finos preparados segundo método apropriado fornesemate ou chimarrdo, o mais popular cha
consumido no Brasil e exportado para todo o mundo.
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O crescente aumento da area plantada desencadeosétim de epidemias de pragas e doencas
pelo acimulo de hospedeiro suscetivel tanto em casomo em viveiro. Um dos maiores problemas
fitossanitarios da erva-mate, nos ultimos anos,pbdriddo-de-raizes causada por espécies do género
Fusarium. As arvores apresentam sintomas de amarelecinestendente das folhas, estagnagdo do
crescimento e queda excessiva das folhas maissyati@te parcial (de alguns galhos da planta) e, em
casos mais avancados da doenca, morte total depkss raizes apodrecem, comecando com manchas
escuras na superficie. Normalmente as plantasnsftitas estdo distribuidas em reboleiras, entetant
pode ter padrdo de distribuicdo aleatorio, sendesen caso, encontrada em todo o plantio. Nos ervais
atacados, as perdas na produtividade podem chegaisale 30% (POLETT@& al., 2006).

Medidas de manejo de fitopatégenos sdo dependet#tesorreta diagnose. Para fungos
fitopatogénicos, rotineiramente, isso é feito pa@iarde observacao de aspectos morfoldégicos do micro
organismo por meio de técnicas de microscopia.eEmito, para alguns grupos, a identificacdo de
espécies torna-se confusa e dificil, devido a gada morfolégicas em razdo dos aspectos relacisnado
ao substrato, idade da colbnia, temperatura, foiogpe e, também, diferencas relacionadas as
caracteristicas do hospedeiro em campo, sénsarium spp. um dos casos em que essa situacdo se
aplica. Atualmente, métodos moleculares tém sidalas como ferramentas auxiliares na identificagédo
de fitopatdégenos, sendo esses métodos inerentgereiipo do micro-organismo e, dessa forma, nao
influenciados por variacdes relacionadas aos aspecipracitados que podem influenciar a identifioag
baseada em morfologia (MANICO# al., 1987; THOMASet al., 1994; RAHJOCet al., 2008).

Para auxiliar na identificacdo e na relacao fil@gma desse género de fungos, andlises baseadas
no espaco intergénico transcrito (ITS) do rDNA (M®Nribossémico) tém sido empregadas
frequentemente. A regido ITS estéa localizada ergrgenes 18SrDNA e 28SrDNA. O ITS é dividido em
ITS1, localizado entre os genes 18S e 0 5.8S, 8,l0% separa os genes 5.8S e 28S, os quais contém
sinais para o processamento do rRNA transcrito (Bl DIXON, 1991). As regibes dos espacadores
ITS, por evoluirem mais rapidamente, possuem umaolugia na sequéncia nucleotidica intra e
interespecifica menor do que os genes 18S e 28STAMABE et al., 2011), e, por variarem intra e
interespecificamente no ndmero de pares de baseRRG 1985), sdo frequentemente usadas para
taxonomia de espécies do génétasarium (VISENTIN et al.,, 2009; KURAMAE; SOUZA, 2002;
CHEHRIet al., 2011).

Outras regides do DNA também podem ser utilizadas pdentificagdo e filogenia de
organismos do génerBusarium, como 0s genes SSU (18S) e LSU (28S) do rDNA, egarses
responsaveis pela producao de histonas, principadnaegene relacionado a histona H3. Porém os genes
do rDNA ribossomais sdo altamente conservados (WMARBE et al., 2011), muitas vezes nao sendo
possivel a diferenciacdo entre as espécies do mgénwro (KIMet al., 1999). Os genes da histona H3,
por outro lado, como apresentam grandes quantideléstrons, podem ser utilizados para separacao de
organismos estreitamente relacionados. Esse gepeeapa maior taxa de substituicdo nucleotidica do
que as regides ITS1 e ITS2, sendo possivel sepazanismos em nivel de subespécies (STEENKAMP,
1999; STEENKAMP, 2000).

O presente trabalho teve por objetivo caracteasaespécies deusarium morfologicamente e
pela variabilidade genética da regido ITS do rDK&mn como estudar a patogenicidade dos isolados a
plantas de erva-mate.

MATERIAL E METODOS

Para obtencao dos isoladosFlgsarium spp., foram identificadas seis propriedades rwaim
ervais apresentando sintomas de podriddo-de-rdizsas propriedades localizam-se nos municipios de
Arvorezinha, llépolis, Putinga e Anta Gorda, pecemtes a regido do Vale do Taquari, Rio Grande do
Sul, Brasil, com altitudes variando de 200 a 800retevo ondulado a montanhoso (BRASIL, 1973) e
clima, segundo a classificagéo climatica de Kopfigfa, subtropical, com temperatura média do més
mais frio compreendida entre -3° e 18 °C e tempexrahédia do més mais quente superior a 22 °C. A
precipitacdo média anual é de 1800 mm (MORENO, 19@ls ervais possuem as seguintes
caracteristicas (Tabela 1).

Em cada erval amostrado, foram arrancadas trésesrdmentes, e destas, foram coletadas duas
amostras de raizes com cerca de 1,0 cm de diametfh0 cm de comprimento cada, localizadas 5 a
10 cm de profundidade no solo. Elas foram embaladasacos plasticos, identificadas e conduzidas ao
laboratorio para analise.
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Tabela 1. Localizagao dos ervais amostrados epsiraspais caracteristicas.
Table 1. Location of the plantings samplings arairtain characteristics.
Local Idade do
(municipio RS) povoamento*

Principais caracteristicas dos ervais Isolado

O plantio é puro, localizado em topografia incliaadm
solo bem drenado. Adubacéo realizada é orgéanica e
mineral (CO(NH),). O controle de plantas daninhas &
feito com herbicida (Glifosat). A cultura que argéia era
acacia-negra/cacia mearnsii De Wild.). Os primeiros
sintomas apareceram ha sete anos.
O plantio é puro, localizado em topografia modenaelate
inclinada com solo bem drenado. N&o é realizada
Arvorezinha 10 adubacédo. O controle de plantas daninhas é feito co UFSMF-5.1

herbicida (Glifosat). Antecedendo o erval existitan

nativa. Os primeiros sintomas apareceram ha set an

O plantio é puro, localizado em topografia modenaetste

inclinada com solo moderadamente drenado. Nao é
Putinga 50 realizada adubacéo. O controle de plantas danéfei® UFSMF-10
com rogadas. Antecedendo o erval existia mataandiis
primeiros sintomas apareceram ha 15 anos.
O plantio é consorciado com mata nativa, localizato
topografia moderadamente inclinada com solo bem
drenado. A adubacéo é realizada com super-fosfato-t
(10Ca(HPQy),). O controle de plantas daninhas é feito
com rogadas e capinas. Antecedendo o erval erigiia
nativa. Os primeiros sintomas apareceram ha cings.a
O plantio é puro, localizado em topografia modearstde
inclinada com solo moderadamente drenado. A adakiaca
realizada com super-fosfato-triplo. O controle @atas
daninhas é feito com rogadas e capinas. Antecedeedal
existia mata nativa. Os primeiros sintomas apasatéa
quatro anos.
O plantio é puro, localizado em topografia incliaadm
solo pouco drenado. Adubacéo realizada é orgafica.

Anta Gorda 8 controle de plantas daninhas é feito com rocadapimas. UFSMF-14.2
As culturas que antecediam o erval eram milhojédei
Os primeiros sintomas apareceram ha sete anos.

* A coleta e o levantamento dessas informacdesrfoemlizadas no ano de 2006.

ll6polis 11 UFSMF-4.4

Putinga 6 UFSMF-12.4a

Putinga 5 UFSMF-12.4b

No laboratério de Fitopatologia do Departamentdeéesa Sanitaria/CCR/UFSM, as amostras
de raizes foram lavadas em &gua corrente, desidéessuperficialmente com hipoclorito de sédio ael1%
lavadas com agua destilada esterilizada. Postezittanforam colocadas em camara Gmida em caixas
gerbox contendo duas folhas de papel filtro estadhs, umedecidas e incubadas a 25 °C (+ 2 °C) sob
fotoperiodo de 12 horas. Ap6s quatro dias, as aaw$bram examinadas com auxilio de microscépio
binocular estereoscdpico para verificacdo do deseinvento deFusarium sp. Em caso positivo, porcdes
do micélio crescido na superficie das amostrasrfdransferidas, com auxilio de uma agulha, pareagla
de Petri contendo meio de cultura batata-dextrgse-@BDA). O material foi incubado a 25 °C (+ 2 °C)
sob fotoperiodo de 12 horas. As colbnias cresasasBDA foram purificadas conforme a técnica de
cultura monospdrica descrita por Fernandes (1993).

Seguindo a metodologia descrita por Ventura (2000)¢Ges de micélio retiradas das culturas
puras foram transferidas, com auxilio de uma aghisi@logica, para trés placas de Petri contendé,BD
obtendo-se uma coldnia localizada no centro de plta, incubadas a 25 °C (x+ 2 °C) com fotoperiodo
de 12 horas. Ap6s 72 horas, foram medidos os diamelas coldnias desenvolvidas. Por¢des dessas
coldnias também foram transferidas para placastté @®m meio de cultura folhas-de-cravo-agar (FCA)
e mantidas nas mesmas condicdes. Apds, fragmeato de cultura com crescimento fingico foram
examinados em microscopio 6ptico, bem como diretéeneas placas. A identificacdo das espécies de
Fusarium foi realizada seguindo a chave de classificacdespeécies de Ventura (2000) e descricdes
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feitas por Gerlach e Nirenberg (1982), na quaiscs@isideradas a forma, o crescimento e a colomgsio
col6nias crescidas em BDA e a presenca, forma arthmnde estruturas, como macro e microconidios,
clamiddsporos, exsudatos, fialides e esporodéglaescolénias crescidas em FCA.

Para a realizacdo da analise molecular, cultivasanos isolados dEusarium sp. em meio
batata-dextrose (BD), a 24 °C (+ 2 °C) com fotop#oi de 12 h por 10 dias. A extracdo de DNA foi
realizada conforme método CTAB (DOYLE; DOYLE, 1994¢ndo o DNA extraido a partir de micélio
produzido em meio liquido BD.

As amostras de DNA gendmico foram submetidas dicede polimerase em cadeia (PCR), para
a amplificacdo da regido ITS do rDNA com os oligdaotideos iniciadores ITS1
(5" TTCCGTAGGTGAACCTGCGG 3') e ITS4 (5 TCCTCCGCTTA GATATGC 3') (WHITE et al.,
1990). A reacéo totalizou 25 pL contendo aproximasiate 30 ng de DNA, tampéo 10X, 2,5 uM de cada
DNTP, 20 nM de MgGl 25 pmoles de cada um dos oligonucleotideos iniciadariesp unidades da
enzimaTag polimerase e agua ultrapura para completar o wldanreacao. As reagfes foram realizadas
em termociclador MJ Research, INC. PTC —"QGsob as seguintes condicBes térmicas: 94 °C por
2 min., 30 ciclos de 94 °C por 45 s, 55 °C por,3@<C por 35 s e 72 °C por 10 min.

Os fragmentos amplificados foram separados poroédeese em gel de agarose 1,2%, em
tampao TBE 1X, contendo brometo de etidio, visadlis sob luz ultravioleta. Os produtos da PCR
foram purificados com PEG 8000 (13%) e o sequencitorfei realizado no sequenciador Mega BACE
500 (Amersham). Apds, as sequéncias-consenso sebfatam inseridas no GenBank, sediado no
National Center for Biotechnology Information (NGBMwww.ncbi.nlm.nih.gov) (ALTSCHULet al.,
1997), onde receberam codigos de acesso (Tabela 2).

Tabela 2. Isolados dBusarium solani (Mart.) Sacc. eFusarium oxysporum Schlecht. utilizados na
construcdo do dendrograma filogenético.

Table 2. Fusarium solani (Mart.) Sacc. andrusarium oxysporum Schlecht. isolates used in the
construction of the phylogenetic dendrogram.

Isolado NUmero de acesso* Referéncia
F. oxysporum isolate XSD-78 EU326216 Jiang.efal. 2007
F. oxysporum f. sp.lycopersici DQ452454 Kim, E. A. e Min, B.R., 2006
F. oxysporum DQ459007 Xu, Let al. 2006
F. oxysporum f. sp.cubense EF590328 Wang, Gt al. 2007
F. solani strain 0114 EU263916 Xiaoming, B. e Huaiwei, LO20
F. solani FMR 8038 AM412618 Azor, Met al. 2006
F. solani FMR 8039 AM412619 Azor, Met al. 2006
F. solani DQ026012 Yanez-Morales, M.& al. 2005
Isolado UFSMF12.4a EU727450 Polettogtlal. 2007
Isolado UFSMF 12.4b EU727451 Polettogtlal. 2007
Isolado UFSMF 14.2 EU727452 Polettoetlal. 2007
Isolado UFSMF 4.4 EU727453 Polettoet al. 2007
Isolado UFSMF 5.1 EU727454 Polettoet al. 2007
Isolado UFSMF 10 EU727455 Polettoetal. 2007

* Namero de acesso ao GenBank — NCBI.

Para a construcdo da arvore filogenética, as se@seoonsenso obtidas pelo programa
STADEN PACKAGE (STADENet al., 2000) foram submetidas ao alinhamento pelo Basical
Alignment Search Tool (BLAST). As sequéncias do Btk que apresentaram 0s maiores scores foram
selecionadas para analise filogenética (TabelaA®)sequéncias de nucleotideos foram alinhadas pelo
algoritmo ClustalW e a andlise filogenética foi domida utilizando-se o método “Neighbour—joining”
com 5000 replicatas pelo programa MEGA versdo 4MURA et al., 2007). A similaridade das
sequéncias de nucleotideos entre os isolados fmilada pelo programa DNASTAR (LASERGENE,
1994).

Para o teste de patogenicidade, plantas de eneaoat aproximadamente 1 ano de idade foram
cultivadas em sacos plasticos pretos com dimen$8es 25 cm. Como substrato foi utilizado solo
coletado em meio a mata nativa, na profundidade &t a 20 cm, no municipio de Santa Maria (RS),
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distante da area de cultivo da erva-mate, garamtiassim, auséncia de contaminag&oFarium sp.
patogénico a erva-mate. Colbnias puragdsrium sp. foram cultivadas em meio BDA por 15 dias. Em
seguida foram seccionadas em porcdes de 4 ecrimoculadas quatro porcées, dispostas em cruz,
enterradas 2 cm abaixo da superficie do solo, jastsaizes. Cada isolado foi inoculado em quatro
plantas, que foram mantidas em viveiro com tempexaambiente e sombreamento de 30%. Para a
irrigacao foi utilizada dgua de poc¢o artesianotago, assim, a contaminagcdo das mudas por eventual
in6culo contido nela. Durante 180 dias apés a ilem@o, foram realizadas avaliacdes semanais,
analisando-se, visualmente, o aparecimento densag@m cada muda, como clorose, necrose das folhas,
murcha, amarelecimento, encarquilhamento e quedaitses.

Ao final do teste, as mudas foram arrancadas eraiges lavadas em agua corrente e analisadas
guanto a presenca de necrose das raizes. Em sed@idada muda foi retirada uma amostra do caule e
da raiz, colocada em camara Gmida em caixa gerlmargida na camara de incubacao a 25 °C ( 2 °C)
com fotoperiodo de 12 h por 6 dias. Apds esse geriftoi observado o desenvolvimento ou nédo de
Fusarium sp. nas amostras, com auxilio de um microscopiodbilar estereoscdpico e confeccdo de
laminas para observacdo em microscopio 6ptico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Obteve-se, de tecido radicular de plantas de emata-rsintomaticas, seis isolados fungicos,
identificados comoFusarium spp., sendo classificados em duas espécies: isoladtSMF-12.4a,
UFSMF-12.4b e UFSMF-14.2 identificados cofgsarium solani (Mart.) Sacc. e os isolados UFSMF-
4.4, UFSMF-10 e UFSMF-5.1 conkusarium oxysporum Schlecht.

Caracterizagdo morfologica dos isolados

As principais caracteristicas morfolégicas que sslados UFSMF-12.4a, UFSMF-12.4b e
UFSMF-14.2 deFusarium solani possuem em comum sacolénia - as colbnias cultivadas em meio
BDA, apds trés dias a 25 °C cresceram menos qume @ecdidmetro, possuindo micélio aéreo esparso;
macroconidios -abundantes, longos, fusiformes, a maioria comrquatseis células, produzidos em
esporodoéquios com mudltiplas ramificacbes e em nialdés longas. Célula basal distintamente
pedicelada e a apical levemente curvadayroconidios - pouco abundantes, com uma ou duas células,
de forma oval a cilindrica, formados em monofi&@idengas; clamidésporos - desenvolvem-se
abundantemente apos 10 dias de crescimento emA@&ippossuem forma globosa a oval, com paredes
lisas ou rugosas, formados na extremidade de ufadabéral ou intercalados entre as células dashif
geralmente em pares, podendo ocorrer solithrienouadeias com trés ou mais.

As caracteristicas morfoldgicas distintas que adaiws UFSMF-12.4a, UFSMF-12.4b e
UFSMF-14.2 dd~usarium solani possuem sadsolado UFSMF-12.4a crescimento da col6nia em meio
BDA em anéis concéntricos, porém pouco definidoesa@mento rasteiro com pouco micélio aéreo,
coloracdo da colbénia bege, esbranquicada a azutdagdo UFSMF-12.4b -crescimento da cultura em
meio BDA em anéis concéntricos bem definidos, noaéitalmente rasteiro, coloracéo da cultura verde-
azulada a acinzentadésolado UFSMF-14.2 - crescimento da coldnia em meio BDA em anéis
concéntricos bem definidos, micélio totalmenteaiast coloracao da cultura bege a alaranjada.

As principais caracteristicas morfoldgicas quesotados UFSMF-4.4, UFSMF-10 e UFSMF-5.1
de Fusarium oxysporum possuem em comum s&aldnia - a cultura crescida em meio BDA, apds trés dias
a 25 °C, cresceu menos que 2 cm de diametro, coglionaéreo cotonoso de coloragdo branca a viglacea
macroconidios -falcatos, moderadamente curvados, a maioria catraoélulas, podendo ocorrer de trés
a seis células, produzidos em esporodoquios cortiptadl ramificacdes ou em ramificagfes laterais nas
hifas, sempre em monofidlides curtas (em format@ateafa), célula basal distintamente pedicelada e
apical levemente curvadaticroconidios -abundantes, com uma ou duas células, de formaaiadirica,
elipsoidal ou reniforme, formados em falsas cabegas ramificacbes laterais das hifas ou em
esporodoquios, sempre em monofidlides curtas comafo de garrafaglamidésporos -desenvolvem-se
abundantemente apés 10 dias de crescimento emR@&ip possuem forma globosa a oval, com paredes
lisas ou rugosas, formados nas extremidades das laierais ou intercalados entre as células das, hi
geralmente em pares, podendo ocorrer solitari@srooadeias com trés ou mais.
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Somente o isolado UFSMF-4.4 possui uma caractaisgiie difere dos demais (UFSMF-10 e
UFSMF-5.1), que é a predominancia de microconidefrma reniforme.

Na literatura sdo descritas algumas caracterisficigipais que determinam as espécies de
Fusarium e, também, ajudam a diferenckarsolani deF. oxysporum. As caracteristicas observadas para os
isolados deFusarium solani, como crescimento da colénia em BDA a 25 °C meqag 2 cm,
macroconidios abundantes, longos, com quatro &&kisis e esporodoquios com multiplas ramificagdes
em monofialides longas, e pdfasarium oxysporum, como crescimento da colénia em BDA a 25 °C menor
que 2 cm, micélio aéreo cotonoso, a maioria dosrauanidios com quatro células e microconidios
produzidos em monofialides curtas e com formatgateafa, descritas neste trabalho, sdo semelhastes
descritas por Nelscet al. (1983), Ventura (2000) e Sanaleial. (2002) para as mesmas espécies.

Algumas caracteristicas que sdo distintas enttadse de mesma espécie podem sugerir uma
especializacéo deste frente as condicdes ambientdés fora coletado (caracteristicas quimicas tly so
umidade, microclima, técnicas de cultivo etc.) @labl) ou em funcdo do hospedeiro (variedade,
nutricdo, idade etc.). Além disso, essa disting@aatacteristicas pode confundir e dificultar aretar
identificacdo da espécie.

Caracterizacdo molecular dos isolados

Os fragmentos da regido ITS, gerados via PCR, Nisulbs em gel de agarose demonstram
similaridade de tamanho, contendo aproximadamesfiepares de base (pb) cada. Essa similaridade de
tamanho pode ser devido aos organismos pertencacemrmesmo género, estando assim préximos
evolutivamente. Porém, através do sequenciamente-pe detectar distingdo entre os organismos pela
composic¢ao nucleotidica encontrada.

O alinhamento de sequéncias da regiéo ITS revdfetedgas que possibilitaram classificar os
isolados em duas espécies. Os agrupamentos olftidos com os fungo§. solani para os isolados
UFSMF-12.4a, UFSMF-12.4b e UFSMF-14.2; .exysporum para os isolados UFSMF-4.4, UFSMF-5.1
e UFSMF-10 (Figura 1).
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Figura 1. Dendrograma filogenético baseado na smdla regidao ITS do rRNA dos isolados UFSMF-
12.4a, UFSMF-12.4b, UFSMF-14.2, UFSMF-4.4, UFSME-6.UFSMF-10 e de isolados do
GenBank construido pelo método Neighbor-joining dzase em 5000 réplicas de bootstraps.
O numero nas ramificacdes representa o valor destoaps.

Figure 1. Phylogenetic dendrogram based in theyaisalof the rRNA ITS region of the isolates
UFSMF-12.4a, UFSMF-12.4b, UFSMF-14.2, UFSMF-4.4,S#-5.1 e UFSMF-10 and
isolated of GenBank built by the method Neighbanijog with base in 5000 bootstraps
replicas. The number in the ramifications represém bootstraps value.
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Observa-se, pela anélise do dendrograma, a forntsgdois grupos bem distintos, com valor de
bootstrap de 99, o que a torna uma topologia @IFEAMURA, et al., 2007). Um dos agrupamentos
contém os isolados UFSMF-4.4, UFSMF-5.1 e UFSMFedf similaridade acima de 97% a espécie
oxysporum, e no outro grupo ficaram os isolados UFSMF-12I4BSMF-12.4b e UFSMF-14.2, que
também apresentaram similaridade acima de 97% cespécie-. solani. As similaridades citadas aqui
foram obtidas pela comparagédo com outras sequépeitencentes ao GenBank.

A matriz de similaridade constatou que a regido d¢iBS isolados d&. solani UFSMF-12.4a,
UFSMF-12.4b e UFSMF-14.2 apresentou similaridadmacde 98,2% entre eles, e os isolados UFSMF-
4.4, UFSMF-5.1 e UFSMF-10 de. oxysporum apresentaram uma similaridade acima de 99%. Esses
dados obtidos indicam que os isolados UFSMF-12JESMF-12.4b e UFSMF-14.2 pertencem a mesma
espécie, assim como os isolados UFSMF-4.4, UFSNIFeSUFSMF-10 (Tabela 3), o que suporta a
identificacdo morfolégica realizada pelo métodalssificagdo das espécies (VENTURA, 2000).

Tabela 3. Matriz de similaridade genética (%) dagdes ITS1, ITS2 e ITS do rDNA entre os isolados
UFSMF-12.4a, UFSMF-12.4b, UFSMF-14.2, UFSMF-4.4 S¥F-5.1 e UFSMF-10, baseada
no método Wilbur-Lipman.

Table 3. Similarity matrix genetic (%) of ITS1, ITS2d ITS regions of the rDNA among the isolates
UFSMF-12.4a, UFSMF-12.4b, UFSMF-14.2, UFSMF-4.4 S¥f~-5.1 and UFSMF-10 based
on the method Wilbur-Lipman.

Regido solados UFSMF  UFSMF UFSMF  UFSMF  UFSMF  UFSMF
12.4a 12.4b 14.2 4.4 5.1 10
UFSMF 12.4a 100 98,8 100 59,6 59,6 59,6
UFSMF 12.4b 100 99,4 59,9 60,6 60,4
s 1 UFSMF 14.2 100 58,4 58,4 58,4
UFSMF 4.4 100 100 100
UFSMF 5.1 100 100
UFSMF 10 100
UFSMF 12.4a 100 99,5 100 61,2 61,7 61,7
UFSMF 12.4b 100 99,5 56,1 56,6 56,6
s 2 UFSMF 14.2 100 60,7 57,7 57,7
UFSMF 4.4 100 99,5 99,5
UFSMF 5.1 100 100
UFSMF 10 100
UFSMF 12.4a 100 98,2 100 72,6 72,3 72,5
UFSMF 12.4b 100 99,6 72,2 72,5 72,5
s UFSMF 14.2 100 71,4 71,2 71,3
UFSMF 4.4 100 99,8 99,8
UFSMF 5.1 100 100
UFSMF 10 100

Apesar de os isolados de oxysporum e F. solani serem originarios de diferentes origens
geograficas, para os isolados da mesma espécigahilidade na regido ITS foi baixa ou ndo deteatad
sendo por isso ser possivel separar os isoladosneados nas duas espécies citadas (Figura 1 e
Tabela 3). Esse resultado corrobora os resultadosngados por Visentiet al. (2009), em que foi
possivel separar isolados Besarium nas espécigSusarium verticillioides Sacc. Nirenberg Eusarium
proliferatum (Matsush.) Nirenberg ex Gerlach & Nirenberg proeates de diferentes locais em
Piedmont, ltalia, e de Ched al. (2011), que encontraram baixa ou nenhuma varnkoié entre os
isolados deFusarium da mesma espécie originados de diferentes regi@egraficas, sendo possivel
somente separa-los em espécie através da regiao ITS

Além disso, outros trabalhos também relatam a beatéabilidade na regido ITS do rRNA.
Kuramae e Souza (2002), estudando quiminmae speciales (f.sp.) deF. oxysporum através das regides
ITS1, ITS2 e 5.8S, verificaram que a similaridadéree as diferentes f.sp. nas regides ITS1 e IT$2 fo
maior que 97,2%, e 100% na regido 5.8S, ndo senddvpbgentificad-las ao nivel de f.sp. Do mesmo
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modo, Monteiro (2004) também encontrou baixa vérile genética na regido ITS, ndo apresentando
informacgBes suficientes para discriminar os isodadie F. oxysporum f.sp. em diferentedormae
speciales.

Apesar da baixa variagdo encontrada na regido &ArBstudada nos isolados da mesma
espécie déusarium, a utilizacéo e a eficiéncia do ITS para sepaspéeies desse género é conhecida na
literatura e relatada por varios autores. Etlel. (1996), estudando 18 espéciesHdearium obtidas de
varias origens geogréficas diferentes, observouaqugido ITS foi capaz de separar em espéciesigran
parte das isolados estudados, com excecdo de aigpiasios da mesma espécie que sao altamente
relacionados filogeneticamente. Do mesmo modo, €ahiessen (2003), analisando isolados de
diferentes espécies &@isarium, concluiram que a regido ITS foi eficaz para segfo entre as diferentes
espécies analisadas.

A utilizagdo da regido ITS como marcador filoges@tmao apresentou nenhum sitio informativo
que possa ser usado para separacdo de diferentados da mesma espécie, entretanto, para a
identificacdo dd-usarium ao nivel de espécie, as caracterizacbes morfaldgimolecular mostraram os
mesmos resultados, indicando a eficiéncia das fduams de identificacdo.

Comparando-se com os resultados da analise malgoslasolados pertencentes a uma mesma
espécie apresentaram alta similaridade genéticammeque, pela analise morfolégica, tenham-se
observado algumas diferencas em suas estruturas.

Patogenicidade dos isolados

Os primeiros sintomas observados nas plantas iadaslcom os isolados die solani e F.
oxysporum foram detectados cerca de 90 dias apds a inooylactbram similares aos observados nas
plantas a campo: amarelecimento, estagnacéo doiromgo, clorose das folhas seguida de necrose,
gueda de folhas e, principalmente, necrose dassiaiz

Amostras de tecido caulinar e radicular obtidosplitas inoculadas, ao serem submetidas a
camara Uumida por 25 °C (x 2 °C) com fotoperiodd 2idn por 6 dias, apresentaram estruturas fangicas
tipicas deFusarium sp., demonstrando a colonizacao dos tecidos pé&ig@ro.

CONCLUSOES

e Existem duas espécies Hesarium entre os isolados analisadéssolani e F. oxysporum.

* N&o h4 variabilidade genética na regido ITS ded&® espécies descritas, porém ha variabilidade
entre as espécies.

e Todos os isolados analisados sdo patogénicos ava-anate.

« A unido das técnicas morfolégicas e moleculareseitem dados eficientes para a identificacdo de
espécies e de estudos de populagééisarium sp.
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