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Resumo: O mal-do-Panama, causado pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC), é uma
das doencas mais destrutivas da bananeira. A medida de controle mais efetiva é o uso de variedades
resistentes. O surgimento de novas racas € preocupacdo constante e fator desafiador para os programas
de melhoramento visando resisténcia a doenca. O objetivo do estudo foi validar primers SSR, para
posterior avaliacdo da estrutura populacional de FOC. Para tanto, nove iniciadores SSR foram
utilizados em 15 isloados coletados em diferentes regides produtoras de banana no Brasil. Dos nove
oligonucleotideos utilizados, quatro ndo amplificaram nas amostras analisadas. Desta forma, foram
utilizados para as analises apenas cinco iniciadores. Os isolados foram agrupados pelo método
UPGMA, com base na distancia genética de Nei, tendo sido observada a formacdo de trés grupos
distintos. O primeiro grupo foi constituido nove individuos, o segundo composto por cinco isolados eo
terceiro grupo com apenas um isolado (FOC 2010.05- Corupa- SC). Constatou-se por meio de
variancia molecular (AMOVA), que 89,2% da variacdo genética de FOC esta associada a diferencas na
frequéncia dos alelos nos locais de coleta. Os marcadores SSR testados foram eficientes em detectar
polimorfismo e separar os isolados em grupos distintos, e serdo utilizados para os estudos
populacionais de Foc.

Palavras chave: marcadores moleculares, microssatélite, variabilidade genética

Introducéo
A cultura da bananeira esta entre as atividades agricolas de maior expressdo econdmica e de

elevado alcance social no Brasil. A bananicultura é afetada por diversos problemas fitossanitarios. O
mal-do-Panama, causado por Fusarium oxysporum f. sp. cubense, se destaca por ser endémico em
todas as regides produtoras de banana, sendo uma doenca de dificil controle por diversos fatores como

0 sobreviver por longos periodos no solo, auséncia de controle quimico, fisico e bioldgica eficazes e
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pela maioria dos cultivares plantados de banana serem suscetiveis a FOC (Ploetz, 2006). Outra questao
é surgimento de novas racas do patdgeno que suplante a resisténcia de cultivares inviabilizando o
plantio destes em areas infestadas com estas novas variantes (McDonald, 2002).

Marcadores moleculares sdo ferramentas versateis e altamente informativas para estudos
geneticos de populacdes. A escolha de um marcador depende da finalidade da pesquisa, diversidade
genetica, sistemas de acasalamento, dentre outros atributos do organismo em interesse. Os marcadores
moleculares SSR tem sido bastante utilizados, principalmente em funcdo da codominéncia,
polimorfismo e locus especificos (Yang e Zhong, 2008). As sequencias de DNA que flanqueiam os
microssatélites sdo geralmente conservadas entre os individuos de uma mesma espécie, ou até mesmo
entre espécies geneticamente relacionadas, permitindo a selecdo de iniciadores especificos que
amplificam, via PCR, fragmentos contendo o DNA repetitivo em todos os genotipos.

N&o h& marcadores moleculares desenvolvidos para FOC, no entanto, Bogale et al. (2005)
desenvolveram alguns SSR para Fusarium oxysporum, utilizando 21 formae speciales. Desta forma, o
objetivo do trabalho foi validar os marcadores SSR descritos por Bogale et al. (2005), quanto a
capacidade de amplificacdo e deteccdo de polimorfismo em populagdes de FOC, para posteriores

estudos de genética de populacGes deste patdgeno.

Metodologia

Os trabalhos foram conduzidos nos Laboratdrios de Fitopatologia e de Biologia Molecular da
Embrapa Mandioca e Fruticultura (EMBRAPA). Para obtencdo de DNA fungico, os isolados
monosporicos foram transferidos para meio BD (Batata Dextrose) e incubados por sete dias a 25°C sob
agitacdo continua. A massa micelial de cada isolado foi filtrada e seca por duas horas em camara de
fluxo laminar, em seguida macerada com nitrogénio liquido e transferida para microtubos. O DNA foi
extraido conforme metodologia de Doyle e Doyle, (1990) com modificacdes e quantificado em gel de
agarose 1,0%. Posteriormente, o DNA foi diluido para a concentracdo final de trabalho (10 ng pL-1).

As reacOes de amplificagdo foram realizadas em duplicata em volume de 25 pL (Bogale et al.,
2005). Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel 3% de agarose, corado com
brometo de etideo e visualizados sob luz UV. Os perfis de bandas gerados pela amplificagdo foram
convertidos em dados binarios, atribuindo-se um para presenca e zero para auséncia de bandas. Os
isolados foram agrupados pelo método UPGMA com base na distadncia genética Nei, (1978). A

variancia entre e dentro das regies de coleta foi obtida por meio da AMOVA (Analise de variancia
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molecular).
Resultados e discusséo

Para quatro dos nove iniciadores ndo houve amplificacdo dos produtos de PCR, provavelmente
pela auséncia de complementariedade no DNA gendmico dos isolados avaliados. Deve-se notar que 0s
primers utilizados, ndo foram desenvolvidos exclusivamente para Fusarium oxysporum f. sp. cubense.
Dessa forma, foram utilizados para as analises cinco iniciadores. Os primers MB11 e MB14 foram
monomorficos para os isolados analisados. Entretanto, isto pode ser um efeito de amostragem e
tamanho da populacgdo analisada, visto que foram usados apenas 15 isolados.

O maior nimero de alelos foram identificados nos primers MB02, MB17 e MB18 (3 alelos) e 0
menor nimero nos primers MB11 e MB14 (1 alelo). A anélise separou os isolados em trés grupos

distintos conforme o dendrograma (Figura 1).

Figura 1. Dendrograma de similaridade genética dos 15 isolados de F. oxysporum f. sp cubense utilizando cinco iniciadores
SSR pelo método UPGMA.
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O primeiro grupo é composto por nove individuos, sendo sete individuos coletados na Bahia,
enquanto Foc 2011.14 e Foc 2010.10 foram coletados no Estado de S&o Paulo e Rio Grande do Sul,
respectivamente. O segundo grupo, composto por cinco isolados, dois deles coletados na Bahia (Foc
YBO09 e Foc 2011.04), dois no Parana (Foc GUA e Foc 2010.08), e um no Estado de Sao Paulo (Foc
2010.02). O ultimo grupo tem apenas um isolado, oriundo de Corupa (SC).

Com base na AMOVA (Tabela 1), pode-se inferir que a maior parte da variacdo se deve as
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diferencas genéticas entre individuos da menor unidade hierarquica (municipio) (89,22%). Os
marcadores SSR testados foram eficientes em separar os isolados em grupos distintos, e serdo

utilizados para os estudos populacionais de Foc.

Tabela 1- Distribuicdo da variabilidade genética entre regides, entre locais de coleta e dentro dos locais de coleta de Foc

com base na analise de variancia molecular (AMOVA).

Fonte de variacdo GL SQ Componentes de varidncia  Porcentagem de variagdo total ~ p-valor
Entre regibes 2 1.99 -0.93 -56,79 <0.001
Dentro de locais de coleta 2 5.80 2.90 89,22 <0.001
dentro de regides
Dentro das regies 10 11.06 1.10 67.57 <0.001
Total 14 18.86 1.34

Consideracoes finais
Os marcadores aqui testados serdo utilizados para estudos populacionais de Foc, utilizando uma
amostragem representativa de isolados, em conjunto com estudos fenotipicos e moleculares, tais como:
1) Grupos de compatibilidade vegetativa; ii) viruléncia e agressividade em cultivares diferenciadoras; e
iii) variabilidade genética com base em analises das sequéncias do gene nuclear fator de elongacédo 1

alfa (tef- 1 alfa) e da regido IGS (InterGenic Spacer).
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