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Resumo

O género Fusarium por muito tempo foi conhecido como fitopatégeno
atualmente tem causado infec¢des graves em individuos imunodeficientes.
Assim deve ser identificado rapidamente para viabilizar um tratamento
correto dos pacientes. Contudo, o diagnostico laboratorial atual baseado na
morfologia deste fungo, depende muito da experiéncia do laboratorista. As
técnicas de identificacdo molecular, por sua vez, apresentam alta
confiabilidade e agilidade, possibilitando a classificacdo em espécie e o
estudo epidemioldgico. Atraves do méetodo RFLP-PCR, o presente estudo
amplificou a regido ITS do DNAr utilizando os primers ITS1 e ITS4 e analisou
a possibilidade de clivagem com diferentes endonucleases (EcoRI, Mval,
Hhal, Hinfl, Mbol e Xhol) a fim de diferenciar duas espécies de Fusarium
frequentes na préatica clinica: F. solani e F. oxysporum. A analise demonstrou
que algumas enzimas (Mval e Mbol) poderao ser utilizadas na diferenciacéo
das espécies.

Introducao

Os microrganismos pertencentes ao género Fusarium sdo causadores de
inumeros problemas atualmente, tanto na agricultura quanto para a saude,
principalmente em pacientes imunossuprimidos. E evidente que as infecgbes
localizadas por esses fungos ubiquos sao indubitavelmente relacionadas
com o estado imunolbégico, sendo que algumas espécies estdo mais
relacionadas as infeccdes humanas, sendo a identificacdo em nivel a esse
nivel necessaria por razées biolégicas e epidemioldgicas (Coleman et al.,
2016; Ma et al., 2013).

Dentro do grande género Fusarium, tornou-se habitual agrupar as espécies
estreitamente relacionadas ou linhagens com pouca ou nenhuma diferenca
morfolégica nos chamados complexos de espécies. Atualmente, sabe-se
que a maioria dos isolados clinicos pertence ao complexo de espécies de
Fusarium solani (FSSC) (NUCCI et al., 2015). Dentro deste complexo seis
entidades estdo descritas no Atlas de Fungos causadores de micoses: F.
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falciforme (FSSC3+4), F. keratoplasticum (FSSC2), F. lichenicola (FSSC16),
F. petroliphilum (FSSC1), F. pseudensiforme e F. solani sensu stricto
(FSSC5) (de Hoog, 2011).

A identificacdo das espécies de Fusarium no diagndstico micologico €
fundamentado em caracteristicas morfologicas. Tal técnica € demorada e
arrisca-se na imprecisao para diferenciar as espécies, ndo sendo possivel
atingir a especificacdo dentro das espécies de um complexo. Métodos
moleculares sdo mais rapidos e precisos e se mostram eficientes e ideais
para o reconhecimento desses microrganismos. Desta forma, ha um grande
interesse no desenvolvimento de procedimentos padronizados que atendam
a demanda da rotina laboratorial para o diagnostico micolégico associando
métodos de biologia molecular, que poderdo aumentar a confiabilidade na
investigacdo das diferentes espécies de Fusarium, permitindo assim o
diagnéstico precoce.

Materiais e métodos
Revisao na Literatura

Uma pesquisa na base de dados Pubmed foi realizada buscando
artigos cientificos com identificacdo molecular das espécies do complexo F.
solani. Os critérios para inclusdo dos artigos foram a publicacdo ser dos
altimos 5 anos, conter totalmente ou parcialmente informacdo sobre a
técnica de identificacdo e a pesquisa ter identificado F. solani.

Extracdo do DNA

A padronizagéo da extragcao de DNA foi realizada com um isolado de
F. keratoplasticum (ATCC 36031). O fungo foi repicado em YEPD e
mantidos a 25°C, por 7 a 10 dias. ApGs o crescimento, as células fungicas
foram coletadas em agua MiliQ e centrifugadas a 4000 rpm, 10 min. As
células foram rompidas com pérolas de vidro e zircdnio, em tampao de lise
(10 mM Tris-HCI pH 8,0; 100 mM NacCl; 0,5 mM EDTA pH 8,0; SDS 1%; 2,5
mM CacCl,) e vortex por 30 min, intercalando banho de gelo a cada minuto.
Em seguida as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm/10 min/4°C e ao
sobrenadante coletado foi adicionado proteinase K, e incubado por 2h a
52°C. O DNA foi extraido com volumes iguais de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (25:24:1) e cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). O DNA genbémico
foi precipitado com etanol P.A gelado (-80°C, 24h). Depois, foi
ressuspendido em tampéo Tris-EDTA (pH 8,0). A integridade do DNA
extraido foi analisado em eletroforese em gel de agarose 2% e as bandas
foram analisadas em transiluminador.

Amplificacao por PCR

Os primers iniciadores ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e
ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') foram utilizados para amplificar a
regido ITS. As reacfes de PCR foram preparadas para um volume final de
25 uL, contendo 30 ng de DNA gendmico, tampéao de PCR,10 mM dNTP, 50
mM MgCl,, 5 U de Tag. Polimerase (invitrogen), H,O MiliQ g.s.p, 10 pmol de
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cada primer, sendo utilizado 45 ciclos. Os amplicons foram visualizados em
gel de agarose 2%.

Bioinformatica

As sequéncias das seis espécies do complexo Fusarium solani foram
obtidas e comparadas utiizando a ferramenta BLAST 2.0
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Por meio do programa Clustal
Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), ao menos 10 sequencias
de cada espécie, foram analisadas por alinhamento mudiltiplo a fim de
identificar padrdes conservados e possiveis sitios de clivagem para as
enzimas de restricdo: EcoRlI, Mval, Hhal, Hinfl, Mbol e Xhol.

Resultados e Discusséo

Cerca de 23 artigos foram analisados para o periodo de 2013 a 2018, sendo
0 sequenciamento das regifes ITS (Internal transcribed spacer) e EF-1a
(Fator de elongagcdo -1la) a metodologia mais utilizada, também foram
citadas as técnicas de Perfil de amplificacdo randémica de DNA polimorfico
(RAPD), andlise de microssatélite, Nested PCR e PCR/RFLP (Polimorfismo
no Comprimento de Fragmento de Restricdo). Inicialmente foi padronizado a
extracdo de DNA da cepa padréo de F. keratoplasticum, uma das espécies
do complexo F. solani. Como é possivel observar na Figura 1A, o DNA
gendmico foi purificado com qualidade pela metodologia empregada e a
regido de ITS foi amplificada com sucesso (~500 bp).

Fsolani ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAAT TCAGTEEATEAT CGAATCT TTGAACGCACATT 300
Foxrysporum AT GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTMATCGAATCTTTGAACGCACATT 280
B e e R T T e
ECORI Hinfl
Fsolani ICCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAGACCCC 360
Foxysporum ICCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCARGCCCC 350
KRR A KR TR RKR TR RN IR TR RN XK AKX KRR KR RK XXX KNTRNAAT KXAXKTAERX EEEKX
HhaIl
Fsolani CGGGTCTGGCGTTGGGGATCGGCGGAGCCCTCTGCGGGCACACGCCGTCCCCCAARTACA 420
500bp == Foxysporum CGGGTTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGCCCTTGC————~! GGCAAGCCGGCCCCGRAATCTA 405
P FREEE KEE REAREAERERREER AR F Fx AEEE FAFE AEEE K
Fsolani GTGGCGGTCACGCCGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGCTAACACGTCGCAACTGGAGAGCGH 480
Foxysporum GTGGCGGTCTCGCTGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGTARAACCCTCGCAACTGGTACGCGE 465
AXXTXRXFE £XF XFIXAEAFXXFXXAXIXXXIATE  £% % FXEXAXXIAT £xxE
Mval
Fsolani GGCCATGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGAATCAGGTAGGAATAC 540
FoXysporum GGCCAAGCCGTTAAACCCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGMMAGGTAGGAATAC 525
EXXEFEXT XEXXX FXXE FAXXXXEXRXFXAXXXREXAXRELS KXXXXAXETXAREALR
HhaT MboI
Fsolani CCGCTGRACTTAAGCATATCAATARGCGGAGGAA 574
Foxysporum CCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA— 558

khkkhkhkhkhhhkkddhhkhkhdhhhhdxrxxk

Figura 1 - (A) Andlise do DNA em gel de agarose 2%. P: 100 pb; 1: ITS ~500 pb; 2: DNA
gendmico. A regido ITS foi obtida a partir da amplificagdo do gDNA pelos primers ITS1 e
ITS4, através da técnica de PCR. (B) alinhamento das sequéncias de F. solani e F.
oxysporum e as regides de clivagem pelas enzimas de restri¢ao.

Com intuito de avaliar a possibilidade de aplicacdo da técnica de PCR/RFLP,
uma analise de bioinformatica foi realizada com intuito de avaliar o possivel
perfil de fragmentos gerados apés a clivagem da regido ITS com diferentes
enzimas de restricdo. Varias sequéncias foram analisadas com intuito de
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identificar uma regido e enzima de restricdo, dentre as que temos
disponiveis no laboratério para padronizagcdo do PCR/RFLP. No entanto,
devido a similaridade entre as sequéncias apenas duas enzimas mostram
sitios de restricdo diferentes entre as espécies de F. solani e F. oxysporum
(Figura 1B ). As sequéncias das seis espécies pertencentes ao complexo F.
solani também foram analisadas, porém o poder discriminatorio desta
técnica foi limitado, ndo havendo diferencas significativas no padréao de
fragmentos gerados. Todavia, foi verificado diferencas na regidao de ~400 pb
que podera ser alvo de estudos na busca de outras endonucleases que
possam diferenciar estas espécies.

Conclusbes

A aplicacdo da técnica de RFLP-PCR com as enzimas de restricdo Mval e
Mbol, possivelmente possibilitara a diferenciacdo das espécies de F. solani e
F. oxysporum, levando a um diagndstico seguro e confiavel. Esse
aperfeicoamento possibilitar4 laudos répidos e concretos para investigacao
epidemioldgica e desenvolvimento no tratamento de fusarioses.
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