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Introducéo

O género Fusarium compreende varias espécies de fungos distribuidos no solo e
susbtratos organicos. Uma das espécies mais importante é o Fusarium oxysporum que
causa a murcha vascular e a podriddo da raiz de diversas culturas de importancia
econbmica. A especializacdo desse fungo a um hospedeiro permite sua classificacdo em
forma specialis (f.sp.). Entre elas encontra-se o Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae
(McKnight, 1951) (FOP), agente etiol6gico da fusariose ou murcha do maracujazeiro. Além
de atacar grupos especificos de plantas estes fungos séo divididos em raca de acordo com
a habilidade de infectar cultivares especificas indicando a elevada plasticidade genética
deste patdogeno. O mecanismo desta variabilidade é pouco conhecido, sabe que mecanismo
gue promova alta taxa de mutagéo possa esta relacionado (Langin et al., 1995).

Para a cultura do maracuja pouco se sabe a respeito da variabilidade genética deste
fungo, sendo este estudo ndo apenas importante para conhecimento do fungo, mas também
para acBes de melhoramento, visando identificar fontes de resisténcia a este fitopatégeno.
Os marcadores AFLP por combinar o polimorfismo de restricio com a capacidade de
deteccdo do PCR, alto polimorfismo e maior cobertura do genoma torna-se um marcador
ideal para a caracterizagcdo deste fungo. Assim, este trabalho teve como objetivo otimizar a

técnica AFLP para estudos de divergéncia genética em isolados de FOP.

Materiais e Métodos
Foram utilizados dois isolados de F. oxysporum f. sp. passiflorae, FOP013 e

FOPO71, obtidos da micoteca do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e



Fruticultura Tropical. O DNA dos isolados foi extraido pelo método CTAB, descrito por Zolan
& Pukilla (1986). A qualidade e a concentragéo de DNA foi estimada em gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo.

Foram testados dois protocolos de amplificagdo, o primeiro empregando a
metodologia descrita por Vos et al. (1995) e o segundo utilizando o AFLP“ Core Reagent Kit
(Invitrogen) para as etapas de digestdo e ligacdo dos adaptadores, com as posteriores
etapas seguindo o protocolo anterior. Para a reacdo de digestdo, 250ng de DNA genbmico
foi digeridos utilizando a combinacédo EcoRI / Msel, por 2 horas a 37°C e posteriormente, a
70°C por 15 minutos. Os fragmentos de DNA foram ligados aos adaptadores e diluidos na
proporcdo 1:10 numa solucdo 1:10 (TE:agua miliQ). Na reacdo de pré-amplificacdo foram
utilizados iniciadores EcoRI e Msel, com extensdo de um nucleotideo seletivo na
extremidade 3’ (EcoRI + A e Mse + C); O produto desta reacao foi diluido na proporc¢ao 1:60
numa solucéo 1:10 (TE:agua miliQ). Na etapa de amplificacdo os iniciadores EcoRI e Msel
possuiram duas e trés pares de bases adicionados na extremidade 3’, respectivamente
(Tabela 1). Os produtos foram separados em gel desnaturante de 6% poliacrilamida e
corado com prata (Creste et al., 2001). O peso molecular dos locos polimérficos foi

determinado por comparacdo com um padréo de peso molecular de 50 pb (Biolabs).

Resultados e Discusséo

Para uso eficiente dos marcadores AFLP, € necessario que o DNA apresente 6tima
gualidade, afim de que as etapas de digestao enzimética e amplificacdo ndo sejam afetadas.
O protocolo de extracdo de DNA gendmico utilizando método de CTAB desenvolvido por
Zolan & Pukilla (1986) permitiu a obtencdo de DNA de qualidade para amplificagdo com
marcadores AFLP.

Na etapa de amplificacdo utilizando apenas o protocolo desenvolvido por Vos et al.
(1995) os resultados obtidos ndo foram satisfatorios. Entretanto, o uso do kit comercial
(AFLP” Core Reagent Kit) apresentou os melhores resultados. A amplificacéo utilizando as
32 combinacdes de AFLP mostrou-se altamente polimérfica. Estas combinacdes permitiram
a obtencado de 913 bandas com média de 28,5 fragmentos por primers, com peso molecular
variando de 35 a 916pb (Tabela 1). A combinacdo mais polimoérfica foi a EcoRI + CT / Msel
+ AAA com 38 bandas. A combinacdo EcoRl + A / Msel + C nao produziu fragmentos
nitidos, sendo excluida da analise.

De maneira geral as combinacbes dos marcadores AFLP apresentaram alta
capacidade informativa, possibilitando seu uso em pesquisas futuras com maior nimero de
isolados, visando compreender a variabilidade do F. oxysporum f. sp. passiflorae bem como
definir subpopulagbes dentro das forma specialis permitindo sua identificacdo ou de novas

racas. Aliado a compreensdo genética do organismo este conhecimento é de grande



importancia para o desenvolvimento de estratégias de controle desta doencas e para acdes
de melhoramento visando obtenc¢&o de cultivares resistentes ou tolerantes.

Tabela 1. Combinacdes de primers testadas e nUmero de bandas geradas por combinacao,
com marcador AFLP.

NUmero Combinacdes Total Numero Combinacdes Total
1 CT/AAA 38 17 CA/ATC 29
2 CG/AAA 37 18 CT/AAG 29
3 CT/AAC 36 19 CCIATT 29
4 CG/AAG 36 20 CCIAAG 28
5 CT/AAT 35 21 CCI/IATC 27
6 CCI/IATA 34 22 CT/IATG 26
7 CG/AAT 34 23 CC/IAAA 26
8 CT/IATT 33 24 CGI/ATA 26
9 CT/IATC 33 25 CA/ATA 25
10 CG/ATT 33 26 CA/AAG 24
11 CA/AAT 31 27 CA/ATG 24
12 CT/IATA 31 28 CA/ATT 22
13 CG/AAC 31 29 CCIATG 20
14 CA/AAA 30 30 CCI/IAAT 19
15 CCI/IAAC 30 31 CA/AAC 18

[N
»

CGI/ATG 30 32 CGI/ATC 9




Figura 1: Produtos da amplificacdo utilizando 32 combinacdes de marcadores AFLP. A
primeira e segunda amostra sdo os isolados FOP 013 e FOPO071, respectivamente;. M:
marcador de peso molecular 50 pb.
Conclusotes
A adequacdo da técnica AFLP para o FOP permitiu andlises moleculares da
variabilidade genética deste agente patogénico. Estes resultados agregaréo valor as futuras

pesquisas de resisténcia a fusariose, permitindo a identificacdo de variantes do patégeno.
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