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Construcao de um Banco de Isolados: Padronizacao da
Técnica de ISSR em Mycosphaerella fijiensis, Agente
Causal da Sigatoka-Negra

Andréa Ramires de Souza
Luadir Gasparotto

Rogério Eiji Hanada
Nelcimar Reis Sousa
Gilvan Ferreira da Silva

Resumo

Abanana constitui parte importante da alimentagéo e renda dos pequenos produtores rurais.
No entanto, varios fatores sao limitantes da produgédo, como manejo inadequado e ataque de
doengas, entre as quais a sigatoka-negra, causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis
Morelet, que ataca a bananeira. Essa tem sido considerada a doenca mais importante na
maioria das regides produtoras do mundo. O estudo da diversidade, juntamente com a busca
de estratégias para o controle da doenga, principalmente por meio de melhoramento visando
a resisténcia, € a forma mais econdmica e ambientalmente correta. Desse modo, este
trabalho teve por objetivo construir um banco de isolados e padronizar a técnica de ISSR em
M. fijiensis. Os isolados foram obtidos a partir dos ascdsporos ou conidios e mantidos em
meio BDA. Para extragdo de DNA, os isolados foram crescidos sob agitagdo em meio liquido
usando maltose como uUnica fonte de carbono. A partir de 15 diferentes cultivares de
bananeira, foram obtidos 82 isolados de trés estados (Amazonas, Mato Grosso e Sao
Paulo), destes, 63 s&o do Amazonas, 14 do Mato Grosso e 5 de Sdo Paulo. Para triagem dos
primers de ISSR, foi extraido DNAde 12 isolados e testado com dez diferentes primers.

Termos para indexagao: bananicultura, diversidade genética, fitopatdégeno, marcadores
moleculares, ISSR.
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Introducgao

No Brasil, M. fijiensis foi detectado
inicialmente no Amazonas em 1998, no
Municipio de Tabatinga, fronteira do Brasil
com a Colémbia e o Peru. Desde entdo, o
fungo se alastrou rapidamente em todos os
municipios do estado e tem se expandido
rapidamente pelo Pais. A alta capacidade
destrutiva do patdégeno faz com que a
doenca adquira grande importancia
econdmica e social (GASPAROTTO et al.,
2006).

De modo geral, os esporos sao
disseminados a longas distancias, pelo
vento, por embalagens usadas no
transporte de bananas, pelo caminhdo
transportador, pela agua, por mudas
infectadas e até por pessoas que tenham
contato direto com o cultivo de banana. Por
esse motivo, Hanada et al. (2004)
estudaram formas de inibir a germinagéao
de conidios.

Em virtude da recente introdugao de
M. fijiensis no Brasil e das condigdes
climaticas aqui encontradas, é de salutar
importancia obter mais conhecimento
sobre variagdes genéticas da populagao do
patdogeno. O estudo da diversidade,
juntamente com a busca de estratégias
para o controle da doencga, principalmente
por meio de melhoramento visando a
resisténcia, € a forma mais econdbmica e
ambientalmente correta. Por esse motivo, a
analise molecular da diversidade é crucial
para a determinacao da estrutura genética
da populacéo. E consequentemente auxilia
no direcionamento de estratégias de
melhoramento e até mesmo no manejo de
fungicida em agroecossistemas
(MCDONALDS e LINDE, 2002).

A estrutura genética de uma
populacdo € a quantidade e distribuicao
das variagdes genéticas dentro e entre
populacdes. Estas sdo consequéncias das
interacbes entre diferentes forgcas que
afetam a evolucdo da populagcdo e
permitem inferéncias a respeito da

capacidade de dispersao do patdgeno, taxa
de mutagbes, forma de reproducgao, grau de
variabilidade genética, tamanho popula-
cional efetivo, potencial de causar epide-
mias, distribuicdo dos genes de viruléncia e
patogenicidade. O conhecimento dessas
variagbes genéticas permite a compreen-
sao dos processos evolutivos ocorridos e
suas perspectivas futuras (BURDON e
SILK, 1997; MCDONALDS e LINDE, 2002;
ANDERSON et al., 2004).

O estudo da diversidade por meio de
marcadores moleculares possui como
vantagem o fato de esses marcadores
permitirem ampla amostragem do genoma.
Varias ferramentas moleculares tém sido
disponibilizadas para o estudo de diversi-
dade em fungos, entre as quais podemos
destacar: Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPD), Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP), Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP),
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs),
Simple Sequence Repeats (SSR), Inter
simple sequence repeat (ISSR), ITS
(Internal Transcribed Spacer) e mais
recentemente a técnica chamada de
Diversity Arrays Technology-DarT
(WITTENBERG, 2007;YANG et al., 2006),
entre varias outras ferramentas
disponiveis.

Os microssatélites, também
chamados de SSR, sao regides no genoma
eucarioto que possuem repeticdes em
tandem de mono-, tri-, tetra-, penta- ou até
mesmo hexanucleotideos, que se repetem
varias vezes de maneira idéntica (motivos).
As sequéncias de DNA que flanqueiam os
microssatélites sao geralmente conser-
vadas entre os individuos de uma mesma
espécie, ou até mesmo entre espécies
relacionadas, permitindo a confec¢ao de
primers especificos que as amplificam, via
PCR (POWELL et al., 1996; FISHER et al.,
1996; HITE et al., 1996; PRIMMER et al.,
1997; FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1998; TOTH et al., 2000; HAYDEN e
SHARP, 2001). Os genomas cloroplastico e
mitocondrial também possuem SSR, mas
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em geral se trata de repetigdes
mononucleotidicas (POWELL et al.,1996;
FERREIRAe GRATTAPAGLIA, 1998).

Os ISSR s&o produtos de PCR
obtidos usando-se primers com repeticéo
de di- tri- tetra- ou pentanucleotideos. Esse
marcador é baseado na amplificagédo entre
regides de microssatélite e vem sendo
extensivamente usado nos ultimos anos
em diferentes organismos, inclusive
fungos: Acromyrmex ssp. (ABRIL e
BUCHER, 2007), Fusarium
pseudograminearum (MISHRA et al.,
2006), Bouveria bassiana (ESTRADAetal.,
2006), entre varios outros.

Este trabalho teve como principal
objetivo construir um banco de isolados de
M. fijiensis, agente causal da sigatoka-
negra. Esse banco sera de fundamental
importancia para estudos da estrutura
genética da populagdo do patdégeno, por
meio de marcadores moleculares e analise
de viruléncia ou patogenicidade. Além de
contribuir de maneira efetiva para a
caracterizacdo genética desse fitopato-
geno, esses estudos permitirdo aperfeigoar
0 manejo de genes de resisténcia e
durabilidade dos métodos de controle
empregados no cultivo de banana, que é
um alimento de grande importancia para
todo o Pais.

Material e Métodos
Isolamento de M. fijiensis

Foi inicialmente realizado o método de
isolamento direto de esporos das lesbes
foliares (GASPAROTTO et al., 2006) e
isolamento por meio de conideos. O
isolamento foi realizado a partir de material
infectado coletado no Mato Grosso, em
Sao Paulo e nos municipios de Manaus,
Presidente Figueiredo, Rio Preto da Eva,
Itacoatiara, Manacapuru e Novo Airdo, no
Amazonas.

Para o isolamento a partir de
ascosporos, apods a selegao do material
com alta quantidade de peritécio, discos de
1,7 cm de didmetro do tecido lesionado
foram grampeados em papel filtro de 11 cm
de didametro (4 discos por papel filtro), a
desinfecgao foi realizada em alcool 70% por
um minuto, hipoclorito 2% por trés minutos
e agua autoclavada por quatro minutos.
Apos esse tratamento, os discos foram
colocados em placa com agar-agua com a
superficie adaxial para cima, exposta ao
meio de cultura por 24h; depois,
identificados na placa e colocados na
camara de crescimento para que ocorra a
ejecao de ascosporos no meio de cultura. O
isolamento monosporico é obtido através
da coleta de um unico ascésporo ejetado
dos peritécios existentes na parte adaxial
da folha da bananeira infectada (Fig. 1). O
isolamento de conidios foi realizado com
uma alga de repicagem, com o auxilio de
microscopio estereoscopico. Os isolados
sdo mantidos em placa de petri e em tubo
contendo BDA.

[ S

= Fig. 1. Isolamento de ascésporos:
A) discos de 1,7 cm de diametro
de tecido infectado; B) grampea-
mento dos discos em papel de

, filtro; C e D) desinfecgao em alco-
ol 70% e hipoclorito; E) identifica-
¢ao da regidao com material infec-
tado; F) crescimento no escuro
por 24 horas; G) visualizagcéo e
captura dos ascosporos.
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Extracao de DNA

Os isolados foram crescidos em meio
malte liquido sob agitacdo para obtencao
de massa micelial. O micélio foi coletado
por filtragdo, lavado em agua destilada e
autoclavada, seco com papel toalha e
estocado a 20 °C para posterior extracao.
As extracdes de DNA foram feitas segundo
Goodwin et al. (2001), quantificados por
espectrofotometria, e a qualidade,
analisada em gel de agarose a 0,8%.

Amplificagao da regiao ITS
(Internal Transcribed Spacers)

Um segmento do gene do RNA
ribossomal no DNA nuclear
compreendendo o ITS um e dois (ITS1 e
ITS2) a e subunidade ribossomal 5,8S
(coletivamente chapada de regiao ITS) foi
amplificada usando os primers ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) e ITS5
(5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3')
As reacoes de PCR foram realizadas em
volume de 20 uL usando 1X de tampéo IB
(Phoneutria contendo 1,5 mM de MgCI?),
0,5 uM de cada primer, 0,2 uM de dNTPs, 2
ng/uL do DNA gendmico e 1 unidade de Taq
DNA polimerase (Phoneutria). As
condicbes de amplificacdo foram um ciclo
inicial de 2 minutos a 94 °C, 40 ciclos de 94
°C por um min, 52 °C por 30s e 72 °C por 1
min, como um passo finalde 7 mina 72 °C.

Caracterizagao usando ISSR
(Inter Simple Sequence Repeat)

Asequéncia dos primers usados para
amplificagdo das regibes ISSR foram
baseadas na lista set#9 (primers 801-900)
da University of British Columbia (UBC).
Para triagem dos primers polimérficos e
padronizacdo das condi¢gdes de
amplificacao, foram usados 12 isolados, os
produtos amplificados separados por
eletroforese em gel de agarose 1,5%
contendo 0,3 ug de brometo de etidio por
mL.

Para padronizacdo das condi¢des de
PCR, analisou-se a concentracao de
primers (de 0,3 ng a 1,0 ng), de DNA (10 ng
a 100 ng), magnésio (1,5 mM a 3,0 mM) e
unidades de enzimas Taq polimerase (1U a
2,5U) dos fabricantes Phoneutria,
Invitrogen e GoTaq do fabricante Promega.
Os primers utilizados nesses testes
foram:UBC : 801-ATA TAT ATA TAT ATA T,
802-ATATATATATATATATG 803-ATATAT
ATA TAT ATA 804-TAT ATA TAT ATA TAT AA
805-TAT ATATAT ATATAT AC 806-TAT ATA
TAT ATA TAT AG 807- AGA GAG AGA GAG
AGA GT 808 AGA GAGAGAGAGAGAGC
809 AGAGAGAGAGAGAGAGG 810 GAG
AGA GAG AGA GAG AT. As condigbes de
amplificagao foram: um ciclo a 94 °C por 3
minutos; 40 ciclos a 94 °C 30 s, 45 °C por 1
min e 72 °C por 2 min, extensao finala 72 °C
por 7 min, as reagdes foram amplificadas
usando o termociclador Veriti™ (Applied
Biosystems).

Para testar possivel problema na
sintese dos primers disponiveis na
Embrapa CPAA, os oligos UBC 812 (GAG
AGAG AGA GAG AGA A), 827 (ACA CAC
ACA CACACACG), 841 (GAGAGAGAGA
GAG AGA YC), 888 (BDB CAC ACA CAC
ACA CA), 890 (VHV GTG TGT GTG TGT
GT) e 891 (HVH TGT GTG TGT GTG TG)
oriundos de duas diferentes sinteses foram
testados. A reacdo de PCR foi preparada
num volume de 15 L contendo tampao 1X
GoTaq green, dNTP Mix 0,2 mM, primer 0,4
MM, DNA 1 ng/pL e 1 unidade de GoTaq
DNA polimerase (Promega). As condicdes
de amplificagao foram: um ciclo a 94°C por
3 minutos; 40 ciclos a 94 °C por 30
segundos, 52°C por 1 mine 72 °C por 2 min,
extensao final a 72 °C por 7 min. Todas as
reacbes foram amplificadas usando o
termociclador Veriti™ (Applied Biosystems).
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Resultados e Discussao

Isolamento de M. fijiensis de
material infectado

O isolamento a partir de ascosporos
foi realizado como descrito na metodologia.
Entretanto, devido as dificuldades para
isolamento da fase sexuada, foi necessario
modificar o processo de coleta de material
infectado e também a estratégia de
isolamento, que passou a ser realizada a
partir dos conidios. Essa modificagdo
mostrou-se eficiente, uma vez que apenas
7 isolados foram obtidos durante periodo
de fevereiro a abril, e 75 durante trés
meses, utilizando o isolamento a partir do
conidio.

Constituicao do banco de
isolados

Um total de 82 isolados de M. fijiensis
foi obtido a partir de amostras coletadas
nos estados do Mato Grosso, Sao Paulo e
Amazonas (Figura 2). No Estado do
Amazonas, as coletas de material para
isolamento foram oriundas dos municipios
de Manaus, Presidente Figueiredo,
Manacapuru, Rio Preto da Eva, Novo Airao

e ltacoatiara (Fig. 3).

A populagédo de isolados obtida foi
oriunda de 15 diferentes cultivares de
bananeira pertencentes a grupos
gendbmicos distintos. Em virtude da
amplitude geografica do Estado do
Amazonas, foram realizadas coletas nos
municipios de Manaus, Itacoatiara,
Manacapuru, Rio Preto da Eva e Novo Airdo
(Figura 3). Desse modo, maior numero de
isolados pode ser observado quando se
compara a populacdo de isolados por
unidades da Federacgao (Figura 2).

Quando analisadas as diferentes
cultivares de bananeira em relacido ao
numero total de isolados obtidos, a maioria
pertence aos grupos: Macga (20 isolados),
Pacovan (18 isolados) e Prata (27
isolados), que sao cultivares suscetiveis a
sigatoka-negra. Isolados das cultivares
FHIA 18, Thap Maeo e Figo Cinza,
consideradas resistentes ou altamente
resistentes, também foram obtidos. Esse
numero de menor isolados nas cultivares
consideradas resistentes se deve ao fato de
a infecgao acontecer em menor grau, o que
dificulta a obtencdo de ascdsporos ou
conidios.

Ndmero de isolados

Amazonas

Mato Grosso

Unidade Federativa

Sao Paulo

Fig. 2. Isolados de M. fijiensis por estados da Federagao.
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Nuamero de isolados

Presidente Manacapuru Rio Preto Manaus Itacoatiara Novo Airdo
Figueiredo da Eva

Cidades

Fig. 3. Isolados de M. fijiensis obtidos no Estado do Amazonas.

Numero de isolados

&°

3 e @ @

i \ S\ & N 2
S K¢ \} é’bq 00 Q¢ 6\?‘ «0&0 'DQQ
N A\ < Q\ &

Cultivares de bananeira

Fig. 4. Relagao de isolados de M. fijiensis por cultivares de bananeira.
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Caracterizagao usando ISSR
(Inter Simple Sequence Repeat)

Foi extraido o DNA de 12 isolados
para a padronizacao da técnica de ISSR e
caracterizacdao do polimorfismo entre
regides de microssatélite. Para determinar
a fonte de carbono com maior taxa de
crescimento do fungo, foram testados os
meios de cultura BDA e malte. Maior massa
micelial foi verificada quando a maltose foi
utilizada como Uunica fonte de carbono,
desse modo o meio malte foi utilizado para
crescimento e obtencdo de massa celular
para extracao de acido nucleico.

Para realizar a quantificacdo e
chegar a qualidade do DNA extraido, um
microlitro (1 pL) de cada amostra foi
aplicado em gel de agarose 0,8% (Figura
5). Como esta descrito na literatura, a
extracdo de acidos nucleicos, tanto DNA
como RNA, de M. fijiensis apresenta como

M 01 09 12 30

uma das dificuldades a alta quantidade de
melanina. A melanina é um pigmento de
elevado peso molecular, produzida natural-
mente por grande parte dos fungos, e esta
associada a patogenicidade. Durante a
homogeneizagdo do micélio no processo
de extracdo, a melanina geralmente se liga
ao acido nucleico, além de coprecipitar com
o DNA ou RNA, dificultando a quantificagcao
por espectrofotometria. A contaminagao
com melanina também pode interferir na
sintese de cDNA e na Reagao em Cadeia
da Polimerase (PCR). Para checar
problemas na amplificacdo das amostras,
foi utilizado o PCR da regido ITS do rDNA
por ser um sistema ja padronizado em
nosso laboratorio. As amostras de DNA
extraidas amplificaram a banda de
tamanho esperado.

31R 079 103R M7 13 18 24 25 F

Fig. 5. DNA genémico de M.fijiensis em gel de agarose a 0,8%, de 01 a 25 amostras de isolados de diferentes
cultivares de bananeira. M representa o marcador Lambda contendo 100 ng; F representa M. fijiensis isolado de

Helicbnia ssp.
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Com o intuito de padronizar a
técnica de ISSR em M. fijiensis, foram
realizados testes de concentracido de
primers (de 0,3a 1,0 uM), de DNA (10 a 100
ng), magnésio (1,5a 3,0 mM) e unidades de
enzimas Taq polimerase (1 a 2,5U) dos
fabricantes Phoneutria, Invitrogen e GoTaq
do fabricante Promega. Em nenhum dos
testes houve amplificagdo, exceto o
controle positivo. Apés essa bateria de
testes, hipotetizou-se que um possivel
problema estaria na sintese dos primers de
ISSR set#9 (primers 801-900) cujas
sequéncias sao disponibilizadas no site da
University of British Columbia (UBC). Para
testar essa hipotese, dos 100 primers de

Primers

ISSR disponiveis no laboratério de
biotecnologia da Embrapa Amazénia

Ocidental os primers 812
(GAGAGAGAGAGAGAGAA), 827
(ACACACACACACACACG), 841
(GAGAGAGAGAGAGAGAYC), 888
(BDBCACACACACACACA), 890

(VHVGTGTGTGTGTGTGT) e 891
(HVHTGTGTGTGTGTGTG) foram
comparados com os primers UBS 812, 827,
841, 888, 890 e 891 sintetizados pela
Wmed (aliquotas gentilmente doadas pela
pesquisadora Tania Maria Fernandes
Salomao — UFV). Os resultados mostrados
na Figura 6 confirmam a hip6tese de um
possivel problema de sintese dos primers.

Wmed IDT

391

e
N—
e
—

—

—-—
-—

—

_—

827

841 888 890 888 890 812

Fig. 6. Andlise da amplificagdo de ISSR usando dois lotes diferentes de primers. O lote IDT adquirido pela
Embrapa Amazbnia Ocidental e os mesmos primers sintetizados pela Wmed. Marc representa o marcador 1 kp
plus (invitrogen), C controle negativo e os primers UBC 812, 827, 841, 888, 890 e 891.
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Conclusoes

A partir dos dados apresentados,
podemos concluir que o banco de isolados
de M. fijiensis, mesmo contando com 82
isolados, precisa ser ampliado de modo
que se obtenha uma populacdo mais
representativa. A analise e a padronizagao
usando o marcador ISSR precisam ser
refeitas utilizando-se um novo lote de
primers. Vale ressaltar que o presente
trabalho é um passo fundamental de um
longo caminho a ser percorrido no estudo
da estrutura genética da populagao desse
fitopatdbgeno, por meio de marcadores
moleculares e analise da viruléncia ou
patogenicidade. Contribuira, assim, de
maneira efetiva para os estudos que, no
futuro, otimizardo manejo e durabilidade
dos genes de resisténcia e métodos de
controle empregado no cultivo de banana.
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