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“Muitas vezes, as pessoas sdo egocéntricas, ilogicas e in-
sensatas.

Perdoe-lhes assim mesmo.

Se vocé ¢ gentil, as pessoas podem acusa-lo de egoista, in-
teresseiro.

Seja gentil assim mesmo.

Se vocé ¢ um vencedor, tera alguns falsos amigos e alguns
inimigos verdadeiros.

Venga assim mesmo.

Se vocé ¢ honesto e franco, as pessoas podem engana-lo.
Seja honesto e franco assim mesmo.

O que vocé levou anos para construir, alguém pode destruir
de uma hora para outra.

Construa assim mesmo.

Se vocé tem paz e € feliz, as pessoas podem sentir inveja.
Seja feliz assim mesmo.

O bem que vocé faz hoje pode ser esquecido amanha.

Faga o bem assim mesmo.

Dé ao mundo o melhor de vocé, mas isso pode nunca ser o
bastante.

Dé o melhor de vocé assim mesmo.

Veja vocé que, no final das contas, € entre vocé e Deus.
Nunca foi entre vocé e as outras pessoas”.

Madre Teresa de Calcuta
(1997)
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Dedico

“A Deus, a minha mde, meu esposo esta conquista”



vii

SUMARIO

1 INTRODUQAO E JUSTIFICATIVA ... 1
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA..........ovvririeienieeiesiesiesseeseesesssns 2
2.1 A BANANICULTURA .....ooootiete ettt 2
2.2 A DOENCA MAL-DO-PANAMA ......cccoooomimoiieeeeeeeeeeeeeeeeeeen 3
2.3 SINTOMAS DA DOENCA ..ottt ettt 4
2.4 ETIOLOGIA DO PATOGENO .......coooviiviiierineeereesieeesiesesienaens 5
2.5 CONTROLE DA DOENGCAL.....ccocttiteeiteeiteette ettt 6
2.6 VARIABILIDADE EM FUSARIUM OXYSPORUM.........ccccceuvrenennn. 8
2.7 ANALISE DA VARIABILIDADE GENETICA POR

MARCADORES MOLECULARES. ........ccotiieeieeeecveeeee e 9
2.7.1 Variabilidade Genética Via RAPD (Polimorfismo de DNA

amplificado @0 ACASO) .......ccevveeeririiieiiiiieeeet e 10
2.7.2 Variabilidade Genética Via SSR (sequéncia simples repetida).......... 10
2.8 ANALISES DA VARIABILIDADE GENETICA POR MEIO

DE GRUPOS DE COMPATIBILIDADE VEGETATIVA................ 12
SOBIETIVOS ...ttt enae s 14
3.1 OBJETIVO GERAL......oooiiiiteiteeeee ettt 14
3.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS .....ooovieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeerseeene 14
4 MATERIAIS E METODOS........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeev e 15
4.1 AMOSTRAGEM......oooiiiieee ettt e 15
4.2 TISOLAMENTO ..ottt ettt ete e tee e e e e vea e e aeeenens 15
4.2.1 Obtengao de culturas MONOSPOTICAS ......c..ccververrerrereerereenrerienreneeneenne 17
4.2.2 Conservagao do PatOZEN0 .......cc.eeueeieeieeiieniiesieesie et eee e seee e 18
43 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA......o.vveeeeeeereeeeereeeeesrsenan. 18
4.4 TESTE DE PATOGENICIDADE.......cccceiiiieiieiieeeiee e 18
45 ANALISE DA VARIABILIDADE GENETICA POR

MARCADORES MOLECULARES .......ooiioiieeeeeeeee e, 20
4.5.1 Crescimento do fungo em meio liquido........cccveveveriieceeeienienieieenen. 20
4.52EXtragd0o do DNA .....oooiiiiiieieeeeee e 20
4.5.3 Amplificagdo do DNA RAPD .......ccovioiieiicieieeeeee e 21
4.5.4 Amplificagdo do DNA por SSR .....coceeieviiiinininiiiciecicnceeeeee 22
4.6 ANALISE DA VARIABILIDADE GENETICA ATRAVES

DOS GRUPOS DE COMPATIBILIDADE VEGETATIVA ............. 23

47 ANALISE ESTATISTICA ... 25



viii

BRESULTADOS ... e 26
5.1 TESTE DE PATOGENICIDADE ........coooioiiioieeeeeeeeeeee e 26
5.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS .......coovviveeeeeeerereereeenan 26
5.3 ANALISE VARIABILIDADE GENETICA.........cooeeeeeeeeeeeereeeeran, 28
5.3.1 Marcador Molecular RAPD .........ooooviiiiiiiiiciiieceeeeeee e 28
5.3.2 Marcador Molecular SSR .......c...ooiviviiiiiiieeeeee e 33
5.3.3 Compatibilidade Vegetativa ..........cceecvereerieeriiecieeienie e 36
B DISCUSSAO ...t 38

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........o.oovooeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 43



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

LISTA DE TABELAS

Codigos de identificagdo e coordenadas geograficas dos
isolados de Fusarium oxysporum f. sp. cubense coletados

em municipios do Estado de Santa Catarina. ........................

Identificagdo dos iniciadores utilizados para estudo RAPD

seguido da sequéncia de nucleotideos ..........cceeeververrennnnnne.

Iniciadores utilizados para estudo SSR seguido da

sequéncia de nucleotideos. ......cceevvereerierieieeee e

Classificagdo dos isolados de FOC de acordo com a cor e
origem, avaliados no décimo quarto dia de crescimento

em meio de cultura BDA.........ooooiiiiiiiieieee s

Iniciadores de RAPD selecionados neste estudo € o
numero de fragmentos de DNA amplificados de Fusarium

OXYSPOrUM f. Sp. CUDENSE........oovevieieicieice e

X

.16

.22



Figura 1-

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

LISTA DE FIGURAS

Etapas de obtengdo dos isolados. A) Identificacdo de
plantas adultas de bananeira da cultivar Enxerto com
sintomas do mal-do-panama. B) Corte do pseudocaule
préoximo a inser¢do do rizoma. C) Observag@o de necroses
no rizoma de coloragdo pardo avermelhado; sintomas
tipicos de fusariose. D) Obtengdo de coldnia isolada de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense em meio de cultura

Etapas do Teste de patogenicidade. A) Remocdo de
mudas dos tubetes. B) Corte das raizes a Scm de base. C)
Inoculacdo dos patdgenos. D) Transplante das mudas
para sacos plasticos com substrato. E) Aclimatagdo das

mudas em area de telado protegido.........ccccceeveevrieiierennnennen.

Fluxograma para determinagdo dos Grupos de
Compatibilidade Vegetativa: Etapas para obtencao dos nit
mutantes. B) Pareamento dos NitA e NitB de todos os

1501ad0os (A,B,C,D). .eoiiiiieiee e

Avalia¢do do Teste de Patogenicidade: A) Testemunha:
Rizomas de bananeira da cultivar Enxerto sem infecg¢do
do fungo no sistema vascular. B e C) Rizomas de
bananeira infectado por FOC com sintomas
caracteristicos da  doengca  (pontuagdes  pardo-

avermelhadas e descoloragdo vascular no rizoma. ................

Caracteristicas morfologicas: Coloragdo das Colonias de
FOC cultivadas por 14 dias em meio de cultura BDA a
26°C e fotoperiodo 12h. Variagdo das colonias em relagdo

a cor, variando do branco ao roXo. .......ccccceeeevevveeeeeeeieiinnneeenn.

Padroes de amplificagdes de RAPD, em gel de agarose
1,5%, obtidos com o iniciador R1(A), OPAX -10 (B), R3
(C) para isolados de FOC. MI1: marcador de peso

molecular 100pb. M2: marcador de peso molecular 1kb.......

.24

.26

.27



Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

Dendograma de similaridade genética dos 64 isolados de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense e dos “out groups”
Pg.(Pyricularia grisea ) e Fg. (Fusarium graminianum),

utilizando os iniciadores RAPD R1 e OPFO5.......................

Dendograma de similaridade genética dos 64 isolados de
Fusarium oxysporum f.sp. cubense utilizando iniciadores

RAPD. .ot

Padrdes de amplificagdo de SSR, em gel de
poliacrilamida 6%, obtidos com o iniciador MB02 para
isolados de FOC coletados dos Municipios de Corupa
(CO) e Jaragua do Sul (JS). M: marcador de peso
molecular 50pb. Os nimeros assinalados referem-se aos

tamanhos dos fragmentos amplificados.............cccvevrerinnnnns

Dendograma de similaridade genética dos 66 isolados de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense utilizando os

iniciadores SSR MB2 e MB11. ......cccoviviiiviiieieeeeeeeee.

A) Obtencdo de Nit mutantes em meio minimo com
clorato de potassio. A seta indica a formacdo de setores.
B) Pareamento dos nit mutantes dos quatro isolados de

FOC selecionados para este estudo em meio minimo. ..........

xi

.32

.35

.37



xii

Andlise da diversidade genética por marcadores RAPD e SSR em Fusa-
rium oxysporum f. sp. cubense no Estado de Santa Catarina

RESUMO

O Mal-do-Panama causado por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC) é
um dos principais problemas fitossanitarios da bananicultura. Para esta
doenga, o uso da resisténcia genética ¢ o método de controle recomendavel.
Porém, sua eficiéncia depende tanto de genes de resisténcia disponiveis
como da presenca de patdtipos do patdgeno. Assim este estudo teve como
objetivo caracterizar a diversidade genética de isolados de FOC por meio de
descritores morfoldgicos e marcadores moleculares (RAPD, SSR). Para
tanto, foram avaliados 66 isolados coletados em regides produtoras de Santa
Catarina. Os resultados de patogenicidade revelaram que 100% dos isolados
foram patogénicos a bananeira da cultivar Enxerto. Quanto as caracteristicas
morfologicas dos isolados ndo se observou diferencas significativas com
relacdo a taxa de crescimento das colonias, que variaram de 4,4 a 6,6
mm.dia”. A coloragio das coldnias sobre meio de cultura BDA variou de
branco, salmdo e roxo. Os resultados utilizando marcadores moleculares
RAPD apresentaram uma variabilidade consideravel entre os isolados de
FOC, com estimativas de similaridade que variaram de 35 a 98%. Baseado
nos 10 marcadores selecionados de RAPD, os 66 isolados foram agrupados
em cinco grupos distintos, sendo que o ntimero de individuos provenientes
das regides norte e sul do Estado foi igualmente distribuido no primeiro
grupo, onde 58 individuos foram agrupados. Nos outros quatro grupos for-
mados teve-se somente isolados provenientes do norte do Estado, os quais
apresentaram uma maior distdncia genética quando comparados ao grupo
um. A técnica de marcador molecular SSR separou os isolados em trés
grupos distintos. O primeiro grupo foi constituido de 59 individuos proveni-
entes dos diversos municipios onde as coletas foram feitas. O segundo gru-
po, composto por dois isolados (CO16, JS23), caracterizou-se por apresen-
tar alelo nulo para o marcador MB11. Ja o terceiro grupo, formado por
quatro isolados (JS26, SI53, SI54, SI55, SI56), apresentou um alelo extra no
marcador MBO02. No estudo de compatibilidade vegetativa ndo foi possivel
observar o pareamento entre os quatro isolados testados ndo havendo, por-
tanto compatibilidade vegetativa entre os mesmos. Nao houve associagdo
dos agrupamentos RAPD e SSR com origens geograficas e caracteristicas
morfologicas da colonia de FOC, visto que os isolados foram distribuidos
indistintamente nos grupos.
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Analysis of the genetic diversity by RAPD and SSR markers in Fusa-
rium oxysporum f. sp. cubense in the State of Santa Catarina

ABSTRACT

Panama disease caused by Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC) is one
of the main constraints in banana production. For this disease, the use of
genetic resistance has been usually recommended as efficient control me-
thod. However, its efficiency depends on available genes for resistance or
presence of pathogen pathotypes. This study aimed to characterize the ge-
netic diversity of isolates of FOC by means of morphological descriptors
and molecular markers. For this purpose, 66 isolates were collected in the
producing regions of Santa Catarina state. The pathogenicity of the FOC
isolates revealed that 100% of them were pathogenic to banana cv. Enxerto.
In regard to morphological characteristics, there was no significant differ-
ence among growth rates ranging from 4.4 to 6.6 mm day-1 as well as and
color of colonies on culture medium that were white, salmon or purple. The
molecular markers showed considerable variability among FOC isolates
with similarity estimates varying between 98 and 35%. Based on 10 RAPD
markers, 66 isolates were grouped into five distinct groups. In the first
group, 58 individuals were grouped with the same number of individuals
from north and south regions. The further four groups were composed only
by isolates from the northern state and showed a higher genetic distance
compared to the first group. SSR analysis separated individuals into three
distinct groups showing low variability among them. The first group con-
sisted of 59 individuals from the various municipalities where the collec-
tions were made. The second group composed of two isolates (CO16, JS23)
was characterized by presenting null allele for the marker MB11. The third
group comprising four strains (JS26, SI53, SI54, SI5S, SI56) was character-
ized by presenting an extra marker allele MBO02. In the study of vegetative
compatibility was not possible to observe the compatibility among the four
isolates tested. There was no association among groups with RAPD, SSR
markers, geographic origins and morphological characteristics of isolates
collected from the different municipalities, since they were indistinctly
grouped.






1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Dentre as frutiferas tropicais cultivada a bananeira (Musa spp.) se
destaca apresentando o segundo maior volume de producdo e o primeiro
em consumo mundial. Devido ao seu alto valor nutritivo e por estar
disponivel durante todo o ano, ¢ uma fruta de suma importancia. A ba-
nanicultura ¢ uma das atividades agricolas de grande importancia social
e na geragdo de empregos. Estima-se que em Santa Catarina esta ativi-
dade seja explorada por, aproximadamente, 25 mil produtores rurais,
sendo que parte destes tem na bananicultura sua principal fonte de ren-
da. Na posicdo de terceiro maior produtor de bananas do Brasil, o Esta-
do tem uma area cultivada de aproximadamente 31 mil hectares e uma
producio anual de 683 mil toneladas. (SINTESE ANUAL DA AGRI-
CULTURA, 2007/2008).

Entre os principais problemas fitossanitarios da bananeira, desta-
ca-se o mal-do-panama, causado pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp.
cubense, que ocorre, principalmente, nos bananais da cultivar Prata e
ultimamente vem atacando cultivares do grupo Cavendish. A doenga
causa a morte de plantas e dificulta, e até mesmo impede, a implantacdo
de novos plantios, pois o fungo pode sobreviver no solo durante muitos
anos (CORDEIRO & MATOS, 2005). Devido as peculiaridades dessa
doenga, o uso de fungicidas é pouco eficiente no controle. Assim, tem
sido preconizado o uso de cultivares resistentes como a forma de contro-
le mais eficiente. Porém, sua eficiéncia depende tanto dos genes de re-
sisténcia disponiveis como da presenca de patotipos do patégeno.

Um dos maiores obstaculos para a manutengao da resisténcia da
bananeira reside na variabilidade dos patégenos. Portanto, ¢ importante
e fundamental conhecer as ragas e/ou patotipos predominantes em um
determinado local e sua epidemiologia, para contribuir com os progra-
mas de melhoramento. Neste sentido, técnicas de biologia molecular
tém sido apresentadas para diagnosticar e estudar os patégenos, ¢ t€m
contribuido para conhecer a sua diversidade.

Os tipos distintos de marcadores moleculares hoje disponiveis
diferenciam-se pela tecnologia utilizada para revelar a variabilidade em
nivel de DNA, e assim variam quanto a habilidade de detectar diferengas
entre individuos, custo, facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1996).

O objetivo deste trabalho foi estudar a variabilidade genética de
cepas do fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense, isoladas de bana-
neiras cv. Enxerto provenientes de diferentes municipios de Santa Cata-
rina.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A BANANICULTURA

A bananeira (Musa spp.) pertence a familia botdnica Musaceae e
é originaria da regido sudoeste da Asia. A planta se caracteriza por apre-
sentar caule suculento e subterraneo (rizoma), cujo "falso" tronco ¢ for-
mado pelas bases superpostas das folhas, folhas grandes e flores em
cachos que surgem em série a partir do chamado "coracdo" da bananei-
ra. E uma planta tipicamente tropical, exige calor constante, precipita-
¢Oes bem distribuidas e elevada umidade para o seu bom desenvolvi-
mento e producdo. Sua altura pode variar de 1,8m a 8,0m. Dada a carac-
teristica de emitir sempre novos rebentos, o bananal ¢ permanente na
area, porém com as plantas se renovando ciclicamente. A banana esta
entre as fruta mais consumida no mundo e no Brasil, sendo um alimento
energético, rico em carboidratos, sais minerais, como sodio, magnésio,
fosforo e, especialmente, potassio. Apresenta predominancia de vitami-
na A e C, contendo também as vitaminas B1, B2 e B6, contém pouca
proteina e gordura (CROUCH, 1999).

Dentre as frutiferas tropicais explorada em todo o mundo, ela se
destaca apresentando o segundo maior volume de producdo e o primeiro
em consumo. Sua produg@o tornou-se uma atividade principalmente de
subsisténcia, sendo que maioria dos produtores a produz para consumo
proprio e para venda em mercado locais. Devido ao seu alto valor nutri-
tivo e por estar disponivel durante todo o ano, ¢ uma fruta de suma im-
portancia para qualquer sistema sustentado. Ela constitui o quarto pro-
duto alimentar mais consumido no mundo, precedido pelo arroz, trigo e
milho (SINTESE ANUAL DA AGRICULTURA, 2007/2008).

Nos anos mais recentes, a banana tem apresentado um aumento
significativo no volume produzido, com 81,0 milhdes de toneladas, ¢
superada apenas pela melancia 97,5 milhdes de toneladas, seguida da
uva com 66,2 milhdes de toneladas, maca com 62,2 milhdes de tonela-
das e laranja com 61,2 milhdes de toneladas. O consumo mundial de
banana ¢ de aproximadamente 9,1kg/habitante/ano, e, segundo a FAO,
cresce a cada ano, gragas ao empenho do setor produtivo na qualificagdo
da producdo e do setor mercadoldgico nos aspectos que envolvem a
apresentagdo do produto e¢ a divulga¢do dos beneficios para quem o
consome.

Santa Catarina € o terceiro maior produtor de bananas do Brasil; a
bananicultura ocupa a maior area cultivada de fruteiras do Estado, com



31.076 hectares e uma producio anual de 683.156 toneladas (SINTESE
ANUAL DA AGRICULTURA, 2007/2008). A produtividade média dos
pomares catarinense tem sido sempre crescente, fazendo com que o
Estado continue sendo referéncia nacional nessa cultura. No Estado, a
exploracdo da cultura se caracteriza pela utilizacdo do tipo Caturra
(também conhecida como banana d’agua). Na Regido Norte Catarinense
a um cultivo predominante das cultivares Nanica e Nanicdo, enquanto
que na regido Sul, as cultivares mais usadas sdo Enxerto e a Branca,
componentes do tipo Prata. Sdo mais de oitenta municipios que explo-
ram a cultura da banana no Estado. Entretanto, quinze deles respondem
por cerca 90% da produg@o catarinense. Desses apenas dois Corupa com
22,6% e Luis Alves com 17,3% perfazem juntos 40% do volume total
estadual.

2.2 ADOENCA MAL-DO-PANAMA

O mal-do-panama ¢ uma doenga endémica em todas as regioes
produtoras de banana do mundo, sendo citada como uma das seis mais
importantes doengas de plantas cultivadas e responsavel por perdas eco-
ndmicas na ordem de bilhdes de dolares (PLOETZ, 2006)

A primeira constatagdo da doenga foi em 1876, na Australia, se-
guindo-se relatos de ocorréncia da doenga no Panama e na Costa Rica
em 1890. Posteriormente, foi disseminada, para todos os paises da Amé-
rica Central e do Sul (STOVER, 1972; WARDLAW, 1972).

Existem duas hipdteses em relacdo a origem do fungo. A primeira
é que o fungo teria surgido na Asia e se dispersado para a Africa e Amé-
ricas através do transporte de rizomas e/ou plantas infectadas. Em outra
hipotese o fungo teria se originado em varias regides e que co-evoluiram
independentemente. BENTLEY et al. (1998) sugerem que estas duas
hipoteses podem ocorrer pela formag@o de grupos com isolamento gené-
tico e distribuicdo geografica limitada bem como, grupos que coevolui-
ram independentemente dentro e fora do centro de origem do hospedei-
ro. A ocorréncia mundial do fungo, por enquanto, esta localizada de 30°
N a 30° S, ndo havendo ainda registros nas Ilhas do Pacifico Sul, Soma-
lia e Mediterraneo (PEREZ & VICENTE, 2004; PLOETZ, 2006).

Sua primeira constatacdo no Brasil foi em 1930, no municipio de
Piracicaba, Sdo Paulo, na cultivar Maga. Em apenas 3-4 anos foram
dizimados cerca de um milhdo de plantas de banana naquele municipio
paulista (GOES & MORETO, 2001).



2.3 SINTOMAS DA DOENCA

A infec¢do inicia-se pelas radicelas, atingindo o sistema vascular
da bananeira, num processo sistémico. As radicelas e extremidades das
raizes s30 os sitios iniciais de infec¢do. Nos genoétipos resistentes, a
infec¢do € paralisada devido a formacdo de géis e tiloses nos vasos do
xilema, enquanto nas cultivares suscetiveis, a colonizacdo dos vasos
continua, estendendo-se aos tecidos parenquimatosos anexos. Em esta-
dios mais avangados da doenga, ocorre a colonizagdo do tecido paren-
quimatoso adjacente, com a produgdo de elevada quantidade de conidios
e clamiddésporos (STOVER, 1972)

Os sintomas exibidos pelas plantas atacadas iniciam-se de 2 a 5
meses apods a infeccdo e podem ser observados interna ou externamente
no corte do rizoma e do pseudocaule (CODEIRO et al., 2005).

De acordo com VENTURA & HINZ (2002), externamente ob-
serva-se um amarelecimento progressivo, das folhas mais velhas para as
folhas mais novas, comec¢ando pelos bordos do limbo em dire¢do a ner-
vura principal. Progressivamente ao amarelecimento, ocorre murcha,
com posterior quebra do peciolo junto ao pseudocaule, que da a planta o
aspecto tipico de um guarda-chuva fechado. Além disto, pode ser obser-
vado estreitamento do limbo nas folhas mais novas, engrossamento das
nervuras secundarias da folha e, ocasionalmente, necrose do cartucho.
Um sintoma bastante tipico e freqlientemente encontrado ¢ a rachadura
do pseudo-caule, préximo ao solo, cujo tamanho varia com a area afeta-
da no rizoma. Os sintomas sdo mais comuns em plantas adultas, mas
podem ser encontrados também em plantas jovens. Como sintomas in-
ternos observam-se pontuagdes pardo-avermelhadas e descoloragdo
vascular ao se realizarem cortes transversais ou longitudinais no pseu-
docaule ou rizoma. As pontuagdes pardo-avermelhadas provavelmente
surgem em funcdo da oxidagdo de fenol quando na presenca do patdge-
no. A descoloracdo vascular no pseudocaule concentra-se mais periferi-
camente, mantendo-se o centro claro. No rizoma, a descoloracdo é mais
pronunciada na area de densa vascularizagdo, onde o estelo se junta ao
cortex, podendo-se observar a evolugdo dos sintomas do rizoma para as
brotacdes a ele aderidas (VENTURA & HINZ (2002); CORDEIRO et
al., 2005). O desenvolvimento do mal-do-panama em banana esta rela-
cionado com a interagdo patdégeno e gendtipo da planta e parece ser
fortemente influenciado pelas condi¢des ambientais (GROENEWALD
etal., 2006).



2.4 ETIOLOGIA DA DOENCA

O agente etiologico do mal-do-panama ¢é o fungo Fusarium oxys-
porum f. sp. cubense, ndo se conhecendo seu estddio sexuado. De um
modo geral, as formas speciales de Fusarium oxysporum ndo podem ser
distinguidas morfologicamente. Devido a plasticidade e variagdes de
caracteristicas fenotipicas encontradas neste fungo, a taxonomia baseada
somente em conceitos morfolégicos nao é confiavel (SUMMERELL &
LESLIE, 2003). As colénias crescem 4 a 7mm.dia”’ sobre agar batata
dextrose a 24°C, com abundante micélio aéreo, com coloragdo que vai
do branco ao violeta (PLOETZ, 2006). As duas principais formas de
esporos de Fusarium sdo os microconidios e os macroconidios. Os mi-
croconidios sdo unicelulares ovais a reniformes e hialinos e uninuclea-
dos; os macroconidios mais comuns sendo fusiformes, falcados multice-
lulares, mas cada célula tem somente um nucleo. Todos os nucleos de
um macroconidio, contudo, sdo descendentes mitoticos de um mesmo
nucleo progenitor e sdo, portanto, geneticamente idénticos (PUHALLA,
1981).

Inumeros fatores, incluindo a perda da clara distingdo das espé-
cies através de caracteristicas morfoldgicas, levam a conceitos que sdo
amplos e juntamente com a variagdo e mutacdo dentro da cultura, tem
conspirado para criar um sistema taxonémico que nao reflete a diversi-
dade das espécies. Isto tem gerado resultados controversos na aplicagdo
de nomes de espécies para isolados patogénicos e toxigénicos (GEISER
et al., 2004). Devido a plasticidade e variagdes de caracteristicas fenoti-
picas encontradas neste fungo, a taxonomia baseada somente em concei-
tos morfoldgicos ndo é confiavel (SUMMERELL & LESLIE, 2003). O
género ainda apresenta uma série de variagdes de caracteristicas morfo-
logicas e patogénicas, resultando em uma classificacdo complexa divi-
dida em se¢Oes, formae speciales e ragas (OLIVEIRA & COSTA,
2002). O conceito formae speciales foi aplicado por SNYDER &
HANSEN (1953) para reconhecer isolados patogénicos que foram mor-
fologicamente semelhantes a isolados saprofiticos de mesma espécie,
mas que diferenciam em sua habilidade para parasitar hospedeiros espe-
cificos. Isolados patogénicos de Fusarium oxysporum estdo classifica-
dos dentro de mais de 120 formas speciales e ragas.

Sao conhecidas quatro ragas fisiologicas do patdgeno, sendo que
as ragas 1, 2 e 4 sdo importantes a bananeira. A raga 3 ocorre apenas em
Heliconia sp. (JONES, 1999). No Brasil, de acordo com a estrutura dos
grupos de compatibilidade vegetativa dos isolados de Fusarium oxyspo-



rum f. sp. cubense analisados, presume-se a prevaléncia da raga 1 (GO-
ES & MORETTO, 2001). A forma mais simples de diferenciagdo das
racas seria mediante o uso de variedades indicadoras, onde a variedade
Gros Michel ¢ indicadora da raga 1, a Bluggoe, indicadora da raga 2 ¢ as
variedades do subgrupo Cavendish (Nanica, Nanicdo e Grande Naine)
sdo indicadoras da raga 4 (CORDEIRO et al., 2005).

Recentemente foi reportada a ocorréncia de um novo biotipo da
Raga 4, a Raga Tropical 4 ou TR4, que esta devastando plantagdes co-
merciais de banana em Taiwan, Malasia, Sumatra, Sulawesi, Filipinas,
Vietnam, China e Australia. A disseminagdo da TR4 para os paises pro-
dutores de banana dos continentes africano e americano representa uma
séria ameaga para a bananicultura mundial, pois além do subgrupo Ca-
vendish, afeta as cultivares que geram 80% da produgdo mundial de
bananas (PLOETZ, 2009).

Baseado no fato de existirem no solo linhagens ndo patogénicas
de F. oxysporum, morfologicamente idénticas a F. oxysporum f. sp.
cubense, ¢ possivel que a sobrevivéncia ocorra também em estado sa-
profitico. Esta hipdtese pode ser refor¢ada pelo fato de que linhagens
ndo patogénicas sdo capazes de formar heterocarios com linhagens pa-
togénicas. Assim, os nicleos da forma patogénica persistem no micélio
de crescimento saprofitico, voltando a atuar quando em presenca da
planta hospedeira (CORDEIRO & MATOS, 2000).

A disseminag@o do patdgeno pode ocorrer de diversas formas. Os
rizomas, raizes e pseudocaule de plantas doentes liberam grande quanti-
dade de inoculo na superficie do solo e a transmissdo do patdégeno de-
pende do contato de raizes de plantas sadias com este indculo. Outras
formas freqilientes de disseminagdo sdo a agua de irrigagdo, de drenagem
e de inundacdo, animais, homem, equipamentos, ferramentas e material
de plantio infectado (VENTURA & HINZ, 2002). No Brasil, a dissemi-
nacdo via mudas infectadas assume grande importancia, uma vez que
sdo utilizadas em novos plantios. S0 do tipo convencional, sem os de-
vidos cuidados na sele¢do do bananal fornecedor. Gradativamente, tem
havido o crescimento no uso de mudas micropropagadas que elimina
essa via de disseminagdo (CORDEIRO et al., 2005). A disseminagéo da
doenga para novas areas estd estritamente relacionada com a introducdo
de material propagativo suscetivel (STOVER, 1972).

2.5 CONTROLE DA DOENCA

A busca de variedades resistentes ¢ hoje uma das principais linhas
de a¢do visando no controle do mal do panama. De acordo com ALVEZ



(1985), ¢ possivel a utilizacdo de novas variedades no melhoramento
genético da bananeira, visando a obtencdo de hibridos tetraploides, ndo
so6 com relacdo a resisténcia a doenca, mas também com boas caracteris-
ticas agronOmicas, principalmente com nivel de nanismo desejavel.

A dificuldade em controlar a fusariose, assim como outras doen-
cas fungicas, tem estimulado as pesquisas com controle biologico em
diferentes culturas (HINZ, 1991, CAVAGLIERI et al., 2004; GAR-
MENDIA et al., 2004; SILVA & BETTIOL, 2005). Os fungos micorri-
zicos arbusculares (FMA), importantes componentes da microbiota do
solo, formam associa¢des simbioticas estaveis com as plantas e podem
beneficia-las de diferentes formas, sendo uma delas a bioprotegdo contra
fungos patogénicos como Fusarium e Phytophthora. Este efeito pode
ocorrer por meio dos seguintes fatores: melhor nutricdo da planta hos-
pedeira; competicdo por fotossintatos do hospedeiro; competicdo por
infeccao/competi¢do local; mudangas morfologicas no sistema radicular;
mudangas microbianas na populacio rizosférica e indugio a mecanismos
de defesa da planta (AZCON-AGUILAR & BAREA, 1996; SMITH et
al., 1999). Os efeitos protetores da inoculagdo de FMA podem ser sis-
témicos ou localizados (LINDERMAN, 1994). A associagdo micorrizica
ocorre naturalmente em plantios de bananeira (YANO-MELO et al.,
1997) e beneficia as plantas sob diferentes condi¢des (TRINDADE et
al., 2003), nas quais a intera¢do entre FMA e FOC pode ocorrer, repre-
sentando um potencial a ser explorado no biocontrole do mal-do-
panama. Varios fatores necessitam ser estudados nessa interagdo para
permitir sua manipulagdo. As mudas micropropagadas no sistema atual
podem ir a campo com diversos porcentuais de colonizagdo micorrizica,
eventualmente até sem a presenga do fungo. O estabelecimento do FMA
antes do ataque do patogeno pode induzir aumento da resisténcia da
planta. A efetividade do potencial de um agente de controle biologico
depende da viruléncia e do potencial de indculo dos patdgenos no solo
(AZCON-AGUILAR & BAREA, 1996). Uma alta densidade de indculo
de patogeno na rizosfera pode inviabilizar qualquer forma de biocontro-
le. Assim, o conhecimento do fator potencial de in6culo de cada micror-
ganismo ¢ importante para a manipulagdo correta do sistema. O Unico
controle efetivo para o mal-do-panama ¢é o plantio de clones e cultivares
tolerantes a essa enfermidade (CORDEIRO & KIMATI, 1997). Porém,
a introdug¢do de fungos micorrizicos pré-selecionados pode contribuir
num programa de controle integrado da doenga.

Os métodos mais utilizados no controle de Fusarium oxysporum
incluem: a utilizagdo de cultivares resistentes, desinfestagdo do solo com
fungicida quimico, e rotagdo de cultura utilizando plantas ndo hospedei-



ras (AGRIOS, 1988). A utilizacdo de cultivares resistentes seria uma
alternativa, porém dificuldades como a identificagdo de genes de resis-
téncia ou a habilidade de adaptacdo dos patdogenos e novos genotipos
podem tornar a resisténcia uma solugao temporaria (SUTTON, 2000).

O controle biolégico de doencas causadas por fungos de solos
tem sido investigado e, em banana, a utilizagdo de microrganismos an-
tagonistas constitui-se em uma alternativa promissora para reduzir as
populagdes destes fitopatogenos no solo (AMORIM et al., 2002). O
controle biologico, considerado como natural, constitui uma estratégia
de grande interesse e importancia para viabilizar a reducdo ou substitui-
¢do do uso de pesticidas. Ele pode ser obtido pela manipulagdo do ambi-
ente, de forma a favorecer a populacdo dos microrganismos benéficos
presentes, ou pela introdugdo massal de antagonistas previamente sele-
cionados. Espécies do género Trichoderma/Hypocrea encontram-se
entre os agentes de biocontrole de doencas mais estudados no mundo,
pois ndo sdo patogénicos; estdo presentes em praticamente todos os
tipos de solos, quando h4d matéria orgénica; sdo facilmente isolados,
cultivados e multiplicados; e colonizam com eficiéncia o sistema radicu-
lar de diversas plantas (BENITEZ et al., 2004).

2.6 VARIABILIDADE EM FUSARIUM OXYSPORUM

O conhecimento da diversidade genética da populac¢do do patoge-
no € um importante elemento para os programas de melhoramento gené-
tico de plantas que visam resisténcia as doengas, pois gera informagio
sobre o nivel e distribui¢do da variabilidade genética dos isolados exis-
tentes em uma populacdo ou regido. Populagdes de fungos com alto
nivel de diversidade genética sdo dificeis de controlar, uma vez que
podem adaptar-se mais rapidamente a qualquer medida de controle, seja
quimica ou através da introducdo de hospedeiro resistente (CARLIER et
al., 2003). Outros fatores, tais como a natureza de dispersdo do patogeno
e a selecdo imposta pelo hospedeiro resistente, também podem influen-
ciar a variabilidade genética encontrada na populagdo dos patdgenos.

A resisténcia a doenga vai depender diretamente dos mecanismos
envolvidos no processo de defesa da planta e também da variabilidade
do patogeno. Esta variabilidade torna-se uma caracteristica importante a
ser levada em consideracdo nos estudos de resisténcia, uma vez que
alguns patogenos possuem uma grande capacidade de variacdo através
de recombinagdes de genes dentro de uma populacdo proporcionando
uma vantagem dos mesmos contra o hospedeiro (LUCAS, 1998).

A agressividade do patéogeno também ¢é bastante utilizada na ca-



racterizagdo da diversidade de Fusarium oxysporum. Este método deve
servir como mais uma alternativa, uma vez que a mesma também pode
ser influenciada por variaveis como temperatura, idade do hospedeiro e
até o método de inoculagdo empregado (KRAFT & HAGLUND, 1978).
Um dos trabalhos que constataram variacdo na agressividade de isolados
de Fusarium oxysporum f. sp. cubense foi realizado por WAITE (1977)
que verificou, ap6s inoculagdo de doze isolados das ragas 1 e 2 nas cul-
tivares de banana ‘Gros Michel’ e ‘Bluggoe’, um espectro da severidade
da doenga variando de leve a severo.

2.7 ANALISE DA VARIABILIDADE GENETICA POR MARCADO-
RES MOLECULARES

Marcadores genéticos baseados em polimorfismo do DNA tém
sido utilizados com sucesso na diferenciacdo de espécies de varios fito-
patogenos e entre as vantagens apresentadas com o uso, destacam-se a
rapidez e precisdo na deteccdo, a confiabilidade e o fato de ndo serem
influenciados pelas condi¢des ambientais (FALEIRO et al., 2003). A
sua utiliza¢do tem aumentado a cada ano, exercendo papel de ferramenta
complementar para o estudo da diversidade em viruléncia e possibilitan-
do o conhecimento dos outros aspectos da diversidade genética dos
fitopatogenos (DUTECH et al., 2007).

Nas ultimas décadas, varias metodologias moleculares tém sido
desenvolvidas, contribuindo significativamente para um grande avango
do conhecimento sobre a variabilidade genética de microorganismos. A
técnica molecular da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido
apresentada como uma ferramenta robusta para diagnosticar e detectar
fungos fitopatogénicos e tem contribuido grandemente para o manejo de
doencas de plantas. Dentre as técnicas mais utilizadas destacam-se:
RAPD (Polimorfismo de fragmentos amplificados ao acaso), AFLP
(Polimorfismo do comprimento de fragmentos amplificado) e Microssa-
télites (BELABID et al., 2004; ZAMANI et al., 2004; GROENE-
WALD et al., 2006; DUTECH et al., 2007).

Marcadores “inter simple sequence repeat” (ISSR) é outra técnica
que vem sendo utilizada, em substitui¢do aos outros métodos, apresen-
tando vantagem de ser mais eficiente, oferecer um menor custo e deter-
minar um alto grau de polimorfismo, além de ter alta reprodutibilidade.
Esta técnica tem sido bastante aplicada em estudos de genética de popu-
lagdes e biologia evolucionaria de muitos organismos, incluindo as es-
pécies fungicas (MISHRA et al., 2004; BALMAS et al., 2005).

Medidas de diversidade em fungos com reprodugdo assexuada
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sdo complicadas e requerem a combinagdo de ferramentas que avaliem o
fenotipo e o genotipo. Estudos prévios conduzidos em diversas partes do
mundo estudando FOC incluem métodos de PCR como RAPD, DNA
amplificagdo fingerprinting (DAF) e seqiienciamento de DNA. Embora
estas técnicas apresentem bons resultados de diversidade genética de
FOC, elas nem sempre concordam em termos de parentesco genético
entre linhagens clones destes patdogenos que se reproduzem assexuada-
mente (GROENEWALD et al., 2006).

2.7.1 Variabilidade Genética Via RAPD (Polimorfismo de DNA amplifi-
cado ao acaso)

A técnica de RAPD ¢ baseada no principio da PCR (Reagdo em
Cadeia da Polimerase), escrita por WILLIANS et al. (1990) e WELSH
& MCCLELLEND (1990). Esta técnica envolve a amplifica¢do de regi-
Oes andnimas dispersas pelo genoma, cuja estratégia é a utilizagdo de
iniciadores ou primers curtos e aleatérios que se anelam a diferentes
locais no DNA gendmico (FUNGARO, 2000). Os marcadores de RAPD
permitem gerar uma grande quantidade de informagdes sobre a diversi-
dade genética. Em geral, os dados sdo obtidos na forma de matriz com-
posta por um certo numero de gendtipos que podem ser variedades,
isolados ou clones, genotipados para dezenas ou centenas de marcado-
res RAPD, obtidos com um ou mais primers. O niumero de marcadores
permite uma andlise extensiva dos genomas de interesse diretamente da
molécula de DNA, conseqiientemente sem influéncia do ambiente
(FERREIRA & GRATTAPLAGLIA, 1996).

Esta técnica apresenta a vantagem de ser rapida e de baixo custo,
permitindo uma alta densidade de mapeamento, abrangendo todo o ge-
noma, sem envolver hibridizagdo ou radioatividade. Além disso, ndo ha
necessidade do conhecimento prévio das seqiiéncias de nucleotideos que
flanqueiam a regido de DNA de interesse para a constru¢do de iniciado-
res para a amplificagdo (MICHELMORE et al., 1991).

Desde a sua descri¢do o uso de marcadores RAPD tem tido uma
difusdo extremamente rapida, sendo utilizado para estudos de identifica-
¢éo taxonomica (LIU et al., 1995; GUZMAN et al., 1999), caracteriza-
¢do de racas (BELABID et al., 2004), e também para diferentes estudos
da diversidade genética de fungos (VAKALOUNAKIS & FRAGKIA-
DAKIS, 1999; MOSTAFA et al., 2002).

2.7.2 - Variabilidade Genética Via SSR (sequéncia simples repetida)
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Os microssatélites, também chamados de SSR, sdo regides do ge-
noma que possuem repeticoes em cadeia de mono, di, tri, tetra, penta ou
hexanucleotideos, que se repetem varias vezes no DNA. As seqiiéncias
de DNA que flanqueiam os microssatélites sdo geralmente conservadas
entre os individuos de uma mesma espécie, ou até mesmo entre espécies
relacionadas. A regido gendmica que corresponde as seqiiéncias repeti-
tivas sdo amplificadas, via PCR (KARAOGLU et al., 2005). A amplifi-
cacdo ¢ feita utilizando iniciadores especificos de 20-30 bases, comple-
mentares as sequéncias que flanqueiam uma determinada sequéncia
repetitiva. Os segmentos amplificados a partir destes sitios de anelamen-
to de iniciadores apresentam um elevado polimorfismo, produto da pre-
senga de diferencas no numero de elementos repetidos. Desta forma,
cada sequéncia repetitiva, independentemente do elemento repetitivo
(CA, GC, TG, ATC), constitui-se num locus génico altamente variavel,
multialélico e de grande contetido informativo em relacdo a uma espé-
cie. Cada segmento amplificado de tamanho diferente representa um
alelo diferente do mesmo l6cus dentro da populagdo (DUTECH et al.,
2007).

Os SSR sdo muito mais freqiientes e distribuidos ao acaso, permi-
tindo a mais completa cobertura de qualquer genoma eucarioto. Estas e
outras caracteristicas fazem com que marcadores baseados em SSR
sejam marcadores ideais para mapeamento genético e fisico de genomas,
para a identificagdo e discriminacdo de genotipos, e para estudos de
genética de populagdes (FERREIRA & GRATTAPLAGLIA, 1996). As
seqiiéncias das regides que flanqueiam os SSRs sdo conservadas em
individuos da mesma espécie. Dessa maneira, os SSRs sdo amplamente
distribuidos em todo genoma de eucariotos e podem ser amplificados
por oligos especificos sintetizados a partir destas regiodes flanqueadoras
(DUTECH et al., 2007).

E crescente a popularidade de SSR em vista do nimero de artigos
publicados sobre o isolamento de locos microssatélites em varios orga-
nismos. Embora eles representem uma poderosa ferramenta em muitos
campos da Biologia, microssatélites tém sido isolados em poucas espé-
cies de fungos. Microssatélites em fungos parecem ser mais dificeis de
isolar e exibem menor polimorfismo do que em outros organismos
(DUTECH et al., 2007). Microssatélites tém sido isolados com freqiién-
cia de diversos organismos, mas poucos trabalhos tém sido apresentados
com fungos (ZANE et al., 2002). BOGALE et al. (2005) descreveram
nove marcadores de SSR desenvolvidos para o estudo de Fusarium
oxysporum.

O maior problema de loci microssatélites ¢ que eles frequente-
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mente necessitam ser isolados de novo em fung@o de cada espécie e isto
representa maior custo. A amplificagdo de loci provenientes de outras
espécies, das quais eles foram clonados, ¢ geralmente possivel somente
entre espécies do mesmo género e em alguns casos a percentagem de
amplificagdo ¢ baixa, gerando alelos nulos que podem influenciar na
analise genética (DUTECH et al., 2007).

2.8 ANALISES DA VARIABILIDADE GENETICA POR MEIO DE
GRUPOS DE COMPATIBILIDADE VEGETATIVA

Uma técnica bastante utilizada na caracterizacdo de isolados de F.
oxysporum ¢ o estudo de grupamento por compatibilidade vegetativa
(VCG), um método eficiente no estudo de relacionamento entre fungos
assexuais, como no caso de FOC. Foi primeiramente desenvolvido por
PUHALLA (1985) com o objetivo de distinguir por caracteristicas gené-
ticas, e ndo morfologicas ou de patogenicidade, as racas de F. oxyspo-
rum. Em genética, os testes de compatibilidade vegetativa tém sido tUteis
para a caracterizagdo da diversidade entre isolados, podendo diferenciar
populagdes patogénicas e ndo-patogénicas (ROSALEE et al., 1999).
Consistem no pareamento de mutantes incapazes de utilizarem nitrato
como fonte de nitrogénio e a formag@o do heterocarion.

A fusdo de hifas de dois mutantes indica que os isolados perten-
cem a um mesmo grupo de compatibilidade. Cerca de vinte e um VCGs
ja foram determinados para FOC e sdo bastante utilizados em estudos de
caracterizagdo genética, sdo os VCGs 0120, 0121, 0122, 0123, 0124,
0125, 0126, 0127, 0128, 0129, 01210, 01211, 01212, 01213, 01214,
01215, 01216, 01217, 01218, 01219 e 01220. (PUHALLA, 1985). Al-
guns destes VCGs encontram-se exclusivamente em determinados pai-
ses ou regides, como no caso do VCG 01210 presente somente na Flori-
da e Cuba, o VCG 01220 no oeste Australiano e o VCG 01214 encon-
trado somente no Malawi (PEREZ-VICENTE, 2004). Estudos detalha-
dos indicam que isolados de um mesmo grupo de compatibilidade vege-
tativa tipicamente possuem multilocus muito similares ou até idénticos e
possivelmente pertencem a uma mesma linhagem clonal. Por essa razéo
os VCGs sdo bons indicadores de similaridade (KISTLER et al., 1998).
BENTLEY et al. (1998) analisaram 208 isolados pertencentes diferentes
regides e puderam verificar a ocorréncia de 100% de similaridade entre
os isolados de FOC pertencentes a um mesmo VCG. JONES (1995)
verificou através de VCGs que isolados da raga 1 e 2 ocorrem em paises
asidticos e que os da raca 4 concentram-se no sudoeste Asiatico € no
triangulo Malasia — Indonésia — Filipinas, onde pode constatar uma mai-
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or diversidade na Malésia e Indonésia devido a ocorréncia do grande
nimero de VCGs.

A ocorréncia de determinadas ragas também pode estar relacio-
nada a VCGs. PLOETZ & CORRELL (1988), analisaram isolados ori-
undos da Australia, Ilhas Canarias, Honduras, Jamaica, Malasia, Filipi-
nas, Africa do Sul, EUA e Taiwan e constataram onze VCGs, dos quais
seis foram compostos por isolados de uma unica raga e cinco grupos
possuiam isolados pertencentes a duas ragas.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a diversidade genética dos isolados de Fusarium oxyspo-
rum f. sp. cubense provenientes de municipios produtores de banana do
Estado de Santa Catarina, através de descritores morfologicos e marca-
dores moleculares RAPD e SSR.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar morfologicamente as coldnias de isolados de Fusari-
um oxysporum f. sp. cubense;

- Analisar a variabilidade genética de isolados através do uso do
marcador molecular RAPD;

- Analisar a variabilidade genética de isolados através do uso do
marcador molecular SSR;

- Verificar a Compatibilidade Vegetativa de quatro isolados de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense;

- Identificar o grau de similaridade entre os isolados coletados
no Estado.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os trabalhos foram conduzidos no periodo de janeiro de 2008 a
agosto de 2009 nos Laboratorios de Fitopatologia e de Biologia Molecu-
lar da Estacdo Experimental de Itajai - Empresa de Pesquisa Agropecua-
ria e Extens@o Rural de Santa Catarina (EPAGRI).

4.1 AMOSTRAGEM

Foram coletadas 66 amostras de rizoma de bananeira provenien-
tes, da cultivar Enxerto, com sintomas do mal-do-panama em 9 munici-
pios catarinenses (Jacinto Machado, Santa Rosa do Sul, Sideropolis,
situados no Sul do Estado e Corupa, Jaragua do Sul, Luis Alves, Massa-
randuba, Sdo Jodo do Itaperia, Schroeder, no norte do Estado). A locali-
zacdo exata da coleta foi registrada utilizando um aparelho GPS, modelo
Garmim. Os isolados utilizados no experimento estdo listados de acordo
com seu local de origem na Tabela 1.

As amostras foram retiradas de plantas adultas, antes da floracao
e com, no minimo, duas folhas sadias. Para tanto, o pseudocaule foi
cortado com um facdo proximo a inser¢do no rizoma, retirando-se em
seguida aproximadamente 300g da area sintomdtica sem encharcamento.
Os fragmentos de rizomas apresentando os sintomas tipicos da doenga
foram transportados em sacos de papel ao laboratorio, onde foram man-
tidos a sombra na condi¢do do ambiente por 24 horas até o isolamento
do patogeno (Figura 1).

4.2 ISOLAMENTO

Apos a eliminagdo da sua camada externa, os fragmentos do ri-
zoma foram imersos em hipoclorito de sodio (1%) durante 10 minutos.
Na cdmara de fluxo laminar, com auxilio de um bisturi esterilizado,
removeu-se outra camada externa do fragmento de rizoma e, em segui-
da, fragmentos infectados foram transferidos para placas de Petri con-
tendo meio de cultura BDA (batata, dextrose, Agar). Na preparagido
deste meio utilizou-se 39g de BDA (Merck) para 1 litro de 4gua destila-
da. As culturas foram incubadas por sete dias a 25 °C sob luz continua
(Figura 1).
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Tabela 1 - Codigos de identificagdo e coordenadas geograficas dos iso-
lados de Fusarium oxysporum f. sp. cubense coletados em municipios
do Estado de Santa Catarina.

Cl COORDENADAS Cl COORDENADAS
LAO1  26°39'42,4"S/48° 50'26"0O MA34 26°57'48,0"S/48°95'04,6"O
LAO2  26°3827,4"S/48°49'22,8"0 LA35 26°41'24,7"S/48°49'9,56"0
LAO3  26°40'51,1"S/48°48'05,3"0O LA36 26°39'31,5"S/48°54'30,24"0
LAO04  26°39'33,1"S/48°49'42,6"O JM37 29°02'28,7"S/48° 45'87,0"O
LAO5  26°39'33,2"S/48°49'42,6"0O JM38 29°02'23,1"S/49°45'74,9"0
LAO6  26°74'17,5"S/48° 84' 46,4"0 JM39 29°02'29,4"S/49°48'21,7"O
LAO7  26°40'52,0"S/48° 53' 42,5"0 JM40 29°04'15,1" S/49°47'68,0"O
LAO8  26°43'35,2"S/48° 52'22,0"0 JM41 29°03'79,1"S/49°47' 86,4"O
CO09  26°23'32,11"S/49°13'27,8"0 JM42 29°01'37,8"S/49°49' 07,2"0
CO10  26°26'43,62"S/49°19'7,13"0 JM43 29°03'03,4"S/49°49' 85,3"0
CO11  26°23'42,72"S/49°16'22,81"0  JM44 28°59'75,3"S/49°51'79,6"O
CO12  26°24'34,34"S/49°14'1,83"0 SR45 29°07'16, 3"S/49°43' 9,9"O0
CO13  26°24'19,60"S/49°17'36,04"0 SR46 29°07'14,9"S/49°43'48,7"O
CO14  26°25'37,80"S/49°17'93,6"0 SR47 29°06'80,2"S/49°43'40,9"O0
CO15  26°25'57,30"S/49°17'12,30"O SR48 29°05'59,9"S/49°44' 47,9"0
CO16  26°28'57,38"S/49°14'35,28"0O SR49 29°05'63,6"S/49°43'36,5"0
SJ17 26°35'13,8"S/48° 49'89,4"0 SR50 29°06'32,7"S/49°43'35,7"0O
SJ18 26°35'12,8"S/48°49'97,2"0 SR51 29°06'00,4"S/49°41'75,6"O
SJ19 26°37'10,8"S/48°46'65,4"0 SR52 29°06'65,3"S/49°44'84,4"0
SJ20 26°36'62,5"S/48° 51'13,9"0 SI53 28°37'29,7"S/49°28' 15,3"0O
JS21 26°29'28,39"S/49°10'16,99"0 S154 28°37'32,3"S/49° 27'15,4"0
JS22 26°28'57,26"S/49°10'19,93"0 SI55 28°32'59,8"S/49°25'17,5"0
JS23 26°30'39,37"S/49°10'03"O SI156 28°33'16,1"S/49°26'15,4"0
JS24 26°24'24,64"S/49°10'8,5"0O SI57 28°33'00,2"S/49°26'15,4"0
JS25 26°26'51,98"S/49°03'22,82"0 SI58 28°33'00,2"S/49°24'54,8"0
JS26 26°31'04,05"S/49°13'42,44"0 SC59 26°23'34,2"S/49°01'17"O
JS27 26°24'24,64"S/49°10'08"0O SC60 26°23'14,9"S/49°02'16"O
JS28 26°26'51,98"S/49°03'22,82"0 SC61 26°22'36,7"S/49°05'18"O
MA29  26°71'68,7"S/49°03'22,5"0 SC62 26°23'34,2"S/49°01'17"O
MA30  26°67'61,0"S/49°01'63,5"0 SC63 26°23'14,9"S/49°02'16"O
MA31  26°61'30,0"S/48°87'72,4"0O SC64 26°22'31,2"S/49°05'18"0O
MA32  26°60'91,0" S/49°0029,7"0 SC65 26°22'36,7"S/49°05'19"0
MA33  26°59'45, 3" S/48°86'93,2"0 SC66 26°22'55,4"S/49°04'12"0

Codigo dos municipios: LA: Luis Alves, CO: Corupa, SJ: Sdo Jodo Itaperiu, JS: Jaragua
do Sul, MA: Massaranduba, JM: Jacinto Machado, SR: Santa Rosa do Sul, SI: Sider6po-
lis, SC: Schroeder.
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Figura 1- Etapas de obtengdo dos isolados. A) Identificacdo de plantas adultas de bananeira da
cultivar Enxerto com sintomas do mal-do-panama. B) Corte do pseudocaule proximo a inser-
¢do do rizoma. C) Observagdo de necroses no rizoma de coloragdo pardo avermelhado; sinto-
mas tipicos de fusariose. D) Obtengdo de colonia de Fusarium oxysporum f. sp. cubense
isolada em meio de cultura BDA.

4.2.1 Obtencao de culturas monospdricas

Fragmentos de coldnias crescidas em meio BDA com sete dias de
idade foram transferidos para tubos de ensaio contendo 10ml de agua
destilada estéril. Apds agitagdo, 20l da suspensdo de cada isolado fo-
ram transferidos ¢ espalhados com espatula de Drigalsky, na superficie
do meio agar - agua (AA) em placas de Petri. As placas foram mantidas
sob temperatura ambiente e luz intermitente (Fotoperiodo 12h). Apos 24
horas, sob lupa estereoscopica, transferiu-se um tinico conidio para uma
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placa de Petri contendo meio BDA. Col6nias crescidas a partir deste
conidio foram consideradas monosporicas ¢ usadas nas etapas subse-
qiientes deste trabalho.

4.2.2 Conservagdo do patdogeno

Os fungos foram mantidos em tubo de ensaio contendo meio de
cultura BDA conforme descrito por CASTRO (2007). Durante o desen-
volvimento do trabalho pratico, os isolados foram repicados para meio
de cultura liquido BDE (200g batata + 20g dextrose + 20g extrato de
levedura) segundo REBELO (2003), para os estudos moleculares. Além
disso, para possibilitar estudos futuros, os fungos foram preservados em
papel de filtro (LESLIE & SUMMERELL, 2006) e depositados na mi-
coteca da Estagcdo Experimental de Itajai — EPAGRI.

4.3 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Os isolados monosporicos foram repicados em placas de Petri
com 9cm de didmetro para meio de cultura BDA em duplicata e incuba-
dos a 26°C e fotoperiodo de 12h. A taxa de crescimento diaria foi obtida
com medidas do didmetro das colonias com auxilio de um paquimetro
no sétimo e no décimo quarto dias de cultivo. No décimo quarto dia de
crescimento, avaliou-se também a coloragdo utilizando uma escala de
notas variando do branco ao violeta, sendo, branco=0, salmdo=1, viole-
ta=2. Sob microscopio de luz foram observadas também a formagdo de
clamidosporos, macroconidios e microconidios tipicos de Fusarium
oxysporum (NELSON et al., 1983).

4.4 - TESTE DE PATOGENICIDADE

A patogenicidade de cada isolado foi testada em mudas de bana-
neira da ‘Enxerto’ com 12 semanas de idade, obtidas no viveiro do La-
boratorio de Cultura de Tecidos Vegetais da EPAGRI. As plantas foram
removidas dos tubetes e suas raizes foram cortadas a Scm da base. A
inoculagdo foi realizada através da imersdo do sistema radicular das
plantas numa suspensdo de conidios (2 x 10° conidios.mL™) por 2 horas
com quatro repeti¢des. O sistema radicular das testemunhas foi imerso
apenas em agua destilada estéril. Apds este periodo, as plantas foram
transplantadas em sacos plasticos de 10 x 15cm, contendo como substra-
to casca de arroz carbonizada esterilizada. Em seguida, as mesmas fo-
ram entdo, depositadas em caixas de madeira, ¢ acomodadas sobre o
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piso da casa de vegetacdo, forrado com lona plastica, isoladas entre si
através de lona plastica, permanecendo inclinadas num angulo de 15°
para permitir a drenagem de dgua excedente. As plantas foram mantidas
em telado protegido durante 35 dias, em temperatura ambiente, com
irrigacdo controlada (dois ciclos didrios de 2 minutos). As plantas foram
mantidas em telado protegido durante 35 dias com auxilio de um estile-
te, onde se observou o desenvolvimento de sintomas internos no rizoma,
caracterizados pela necrose no sistema vascular (Figura 2).

A

Figura 2 - Etapas do Teste de patogenicidade. A) Remogdo de mu-
das dos tubetes. B) Corte das raizes a S5cm de base. C) Inoculagdo
dos patdgenos. D) Transplante das mudas para sacos plasticos com
substrato. E) Aclimatagdo das mudas em area de telado protegido.
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4.5 ANALISE DA VARIABILIDADE GENETICA POR MARCADO-
RES MOLECULARES

4.5.1 Crescimento do fungo em meio liquido

Para obtengdo de massa micelial e subseqiiente DNA fungico,
transferiu-se para meio BDE batata (200g) + dextrose (20g) + extrato de
levedura (20g), os 66 isolados de FOC e 2 isolados provenientes do
Banco de Cepas da EPAGRI/EEI/Laboratorio de Fitopatologia, utiliza-
dos como out groups (Pyricularia grisea e Fusarium graminearum).
Todos os isolados foram repicados em duplicata e incubados por sete
dias a 25°C, sob agitagdo continua (SM Edmund Buhler). Apos este
periodo, a massa micelial de cada isolado foi filtrada e seca por 2 horas
em camara de fluxo laminar para a extragdo do DNA.

4.5.2 Extracdo do DNA

Um grama da massa micelial foi macerada com nitrogénio liqui-
do e transferida para capsulas de plastico do tipo Eppendorf (XML)
onde se procedeu a extragdo DNA baseada na metodologia de SCOTT et
al. (1993) alterada por TCACENCO et al. (2005) em relagdo a concen-
tracdo de SDS. Para tanto, adicionou-se 700uL de tampao (Tris-HCI
100mM pHS8, EDTA 100mM, NaCl 250mM) e 700uL de SDS 10% ao
micélio triturado. O macerado foi mantido em banho Maria a 65°C,
sendo agitado a cada 10 minutos por 40 minutos. Para a purificagdo do
DNA e eliminagdo de proteinas, polissacarideos e restos de membrana
celular, acrescentou-se lentamente 300uL de solugdo de acetato de po-
tassio (acetato de potassio, 3M e acido acético, 2M). Esta mistura foi
mantida em freezer comercial a -20°C por 15 minutos sendo posterior-
mente centrifugada durante 15 minutos a 11000 rpm em Centrifuga
Eppendorf 5804R. Foram retirados 750uL do sobrenadante, aos quais
foram adicionados 750uL de Isopropanol gelado. O material foi incuba-
do em freezer por 10 minutos e centrifugado por 5 minutos a 11000
rpm. Descartou-se o sobrenadante e o pellet (precipitado) foi lavado
com ImL de etanol 70% e em seguida, centrifugado por 2 minutos a
11000 rpm. Ao final, o etanol foi descartado e o pellet foi secado em
camara de fluxo laminar por 30 minutos, até ficar com aspecto transpa-
rente. Na sequéncia, as amostras foram diluidas em 50uL de TE.

Para verificagdo da qualidade do DNA, utilizou-se gel de agarose
0,8%, corado com brometo de etideo. A quantidade do DNA foi estima-
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da por espectrofotometria (FEMTO/700 plus) a 260nm. A partir de en-

tdo, realizou-se a dilui¢do e calibrou-se a quantidade de DNA para 20ng
-1

uL™.

4.5.3 Amplificagdo do DNA RAPD

As reagoes de amplificagdo pela técnica RAPD foram realizadas
em duplicata em volumes de 25uL contendo tampdo PCR 1X, MgCl,
2mM, dNTP 0,25 mM, 0,4 mM de iniciadores, 20ng de DNA molde, 1
U.pL" da enzima Taq polimerase. Foram utilizados 29 iniciadores
RAPD, de acordo com MARTINS (2005); MOSTAFA et al. (2002) e
VAKALOUNAKIS & FRAGKIADAKIS (1999), conforme Tabela 2.
Todas as reagdes de amplificagdo foram realizadas segundo Martins
(2005) em termociclador (modelo e marca PTC-100) programado para
realizar uma desnaturacdo inicial de 5 minutos a 94°C, seguido de 40
ciclos. Cada ciclo consistiu de uma etapa de desnaturagdo (1 minuto a
92°C), uma etapa de anelamento (1 minuto a 35°C), e uma etapa de a-
longamento (2 minutos a 72°C), por fim, foi feito uma extensdo final (5
minutos a 72°C).

Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em
gel de agarose 1,5% a 60v, durante 4 horas. Em seguida foram tratados
com brometo de etideo, visualizados em transluminador de luz ultravio-
leta (Vilber Lourmart) e fotografados com fotodocumentador.

Tabela 2 - Identificagdo dos iniciadores utilizados para estudo RAPD
seguido da sequéncia de nucleotideos

Identificacédo Identificacédo

L Sequéncia L Sequéncia
Iniciador Iniciador
OPAX 10 5-CCAGGCTGAC-3’ R3 5’-ACGATCGCGG-3’
OPAX 12 5"-GGTCGGGTCA-3’ PUI 5’-AGATGCAGCC-3’
OPC 06 5-GAACGGACTC-3’ PU2 5’-ACGGATCCTG-3’
OPP 12 5'-AAGGGCGAGT-3" PU3 5” ACTGGGACTC 3’
OPX 11 5’-GGAGCCTCAG-3 OPA-01 5'-CAGGCCCTTC-3'
OPP 16 5-CCAAGCTGCC-3" OPB-01 5-GTTTCGCTCC-3'
OPW 08 5-GACTGCCTCT-3" OPB-02 5-TGATCCCTGG-3'
81 5’-ACGGTCTTGG-3’ OPB-03 5'-CATCCCCCTG-3'
82 5’-GGCGCTAGCA-3’ OPB-04 5-GGACTGGAGT-3'
171 5’-GAAACAGCGG-3’ OPB-07 5-GGTGACGCAG-3'
172 5’-GGAGCCCAC-3’ OPB-08 5'-GTCCACACGG-3'
173 5’-GGAGGGTGTT-3’ OPB-14 5-TCCGCTCTGG-3'
174 5’-ACGATCGCGG-3’ OPB-20 5'-GGACCCTTAC-3'
R1 5’-CGGCCACCCT-3’ OPF-05 5'-CCGAATTCCC-3'

R2 5’-CGCGTGCCAG-3’
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4.5.4 Amplificagdo do DNA por SSR

As reacdes de amplificacdo pela técnica SSR foram realizadas em
duplicata em volume de 25ul, seguindo a metodologia citada por BO-
GALE et al. (2005) com adi¢do de 2,5mM de cada ANTP. Os ciclos de
PCR foram realizados em termociclador PTC-100 programado para
realizar uma desnaturac@o inicial de 4 minutos a 94°C, seguida de 35
ciclos de desnaturagdo, anclamento e extensdo a 72°C, cada ciclo de 30
segundos, e por fim uma extensao final de 10 minutos. As temperaturas
de anelamento foram especificas para cada iniciador (Tabela 3).

Os produtos resultantes da amplificagdo foram separados por ele-
troforese em géis de Poliacrilamida 6%, 3000v, 45w, por 3 horas. Os
fragmentos amplificados foram corados com nitrato de prata seguindo
quatro passos: 3 minutos em solucdo fixadora (etanol 10% e acido acéti-
co 0,5%), 10 minutos em solu¢do de impregnacdo (Nitrato de Prata
0,1%), 20 minutos em solugdo de revelagdo principal gelada (hidréxido
de sodio 0,1% e formaldeido 0,15%), € 10 minutos em solugdo de reve-
lacdo secundaria (carbonato de sédio 0,75%). Apos a etapa de revelacdo
os géis foram fotografados com camara digital (Panasonic DMC-FX12)

Tabela 3 - Iniciadores utilizados para estudo SSR seguido da sequéncia
de nucleotideos.

Temperatura de
Iniciadores Sequéncia dos nucleotideos anelamento (°C)

MB2 F: TGCTGTGTATGGATGGATGG 57
R:CATGGTCGATAGCTTGTCTCAG

MBS F:ACTTGGAGGAAATGGGCTTC 54
R:GGATGGCGTTTAATAAATCTGG

MB9 F:-TGGCTGGGATACTGTGTAATTG 51
R:TTAGCTTCAGAGCCCTTTGG

MBI1 F:GTGGACGAACACCTGCATC 68
R: AGATCCTCCACCTCCACCTC

MB 13 F:GGAGGATGAGCTCGATGAAG 68
R:CTAAGCCTGCTACACCCTCG

MB17 F:ACTGATTCACCGATCCTTGG 57
R:GCTGGCCTGACTTGTTATCG
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4.6 ANALISE DA VARIABILIDADE GENETICA ATRAVES DOS
GRUPOS DE COMPATIBILIDADE VEGETATIVA

O estudo de agrupamento de compatibilidade vegetativa foi base-
ado na metodologia descrita por PUHALLA (1985). Utilizaram-se qua-
tro isolados, sendo dois provenientes da regido norte do Estado (CO16,
MA32) e dois coletados na regido sul (JM40, SI52).

Os meios de cultura utilizados foram: Meio basal (MB) - 30 g de
sacarose, 1g de KHZPO4, 0,5g de MgSO4.7H20, 0,5g de KCl, 10mg de

FeSO4.7HZO, 20g de agar, 1000mL de 4gua destilada e 0,2mL de solu-

¢do de micronutrientes. A solu¢do de micronutrientes continha para cada
95mL de 4gua destilada, 5g de acido citrico, 5g de ZnSO4.7H20, lg de

Fe(NH4)2.(SO4)2.6H20, 250mg de CuSO4.5H20, 50mg de MnSO4.H20,
50mg de H3BO4 e 50mg de NaMoO4.2H20. O meio minimo (MM) con-
tinha 2g de NaNO3 em 1000mL de meio basal (MB) e o meio de indu-

¢do da formagdo de setores (possiveis mutantes) (MMC) continha
1000mL de meio basal (MB), 15g de KCLO3 1,6g de L-asparagina e 2¢g

de NaNO  (23).

Para obtencdo e pareamento dos nit mutantes, discos de colonia
fingica (5mm de didmetro), removidos dos isolados selecionados para
este estudo, crescidos em meio MM por 3-4 dias a 26C e alternancia
luminosa (Fotoperiodo 12h Iuz/12h escuro), foram transferidos para
placas de Petri contendo MMC (meio minimo com clorato) e incubados
por 15 dias. Em cada placa foram colocados quatro discos miceliais de
cada isolado. Os cultivos foram observados diariamente para a verifica-
¢do do crescimento e formacdo dos setores. Os setores foram transferi-
dos para o meio MM (meio minimo) e incubados por sete dias. Um setor
foi denominado arbitrariamente Nit A, colocado no centro da placa e os
outros distribuidos na placa a uma distancia de aproximadamente 15mm
do centro da placa. Outro nit mutante, que desenvolveu um denso cres-
cimento entrando em contato com o Nit A, foi designado Nit B. Os qua-
tro isolados de Fusarium testados nesta etapa do projeto foram pareados
sobre 0 meio minimo em todas as possiveis combina¢des com os Nit
mutantes obtidos. A compatibilidade vegetativa foi inferida quando
houve a formacao de denso micélio aéreo, juntando as duas colonias dos
isolados (Figura 3).
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Figura 3 - Fluxograma para determinagdo dos Grupos de Compatibilidade Vegetativa:
Etapas para obteng@o dos nit mutantes. B) Pareamento dos NitA e NitB de todos os
isolados (A,B,C,D).
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de RAPD e SSR foram submetidos a analise de simila-
ridade e agrupamento utilizando programa NTSYS — PC 2.1 (ROLHF,
2000). Foi gerada uma matriz de dados 0 e 1, a partir da codificagdo da
presenca (1) e auséncia (0) de bandas polimdrficas presentes nos isola-
dos. As estimativas de similaridade genética foram efetuadas pelo coefi-
ciente Jaccard. O dendograma foi obtido por meio de analise de agru-
pamento de similaridades, utilizando-se o método da média das simila-
ridades (UPGMA).
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5 RESULTADOS
5.1 TESTE DE PATOGENICIDADE

Dos 66 isolados testados, 100% foram patogénicos apresentando
sintomas internos de pontuagdes pardo-avermelhadas e descoloracdo
vascular no rizoma, surgidas pela oxidagdo de fenol (Figura 4). Embora
ndo se tenha avaliado os niveis de infeccdo dos isolados testados, pdde-
se observar que a viruléncia dos isolados foi variavel entre os 66 isola-
dos testados, sendo que em alguns infectaram de forma mais virulenta,
ocupando praticamente todo o rizoma da bananeira, enquanto que outros
isolados causaram apenas uma necrose pequena ¢ limitada na parte basal
do rizoma.

Figura 4 - Avaliagdo do Teste de Patogenicidade: A) Testemunha: Rizomas de bananeira da
cultivar Enxerto sem infec¢do do fungo no sistema vascular. B e C) Rizomas de bananeira
infectado por FOC com sintomas caracteristicos da doenga (pontuagdes pardo-avermelhadas e
descoloragdo vascular no rizoma.

5.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

O crescimento das coldnias variou entre 4,4 a 6,6 mm.dia™', ndo
havendo diferenga significativa (p > 0,05) entre os isolados. Apds 14
dias dos isolados em meio de cultivo BDA, foi possivel observar a for-
magcdo caracteristica de macroconidios ¢ microconidios abundantes.

Avaliou-se também aos 14 dias a colorag¢do de cada isolado vari-
ando do branco, salmido ao roxo, conforme apresentado na Figura 5.
Destes 66 isolados, 41 apresentaram cor salmao (sendo 29 isolados do
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norte do Estado e 12 regido Sul), 19 cor branca (sendo 13 da regido
Norte e 06 do Sul), e 6 isolados eram de cor roxa (sendo 3 do norte do
Estado e 3 da regido Sul), conforme Tabela 4.

Tabela 4 - Classifica¢do dos isolados de FOC de acordo com a cor ¢
origem, avaliados no décimo quarto dia de crescimento em meio de
cultura BDA.

Cor Isolado Regido
LA05,CO11,C013,C0O14,C0O15,JS21,JS25, MA28,MA31,MA34,LA35, Nort
SC62,SC63 orte
Branco
IM37IM40,]JM43, SR46,SR47,S157 Sul

LAOI, LA02, LA03, LAO4, LA06 LAO7,
LA08,C009,C010,CO12,C0O16,SJ17, SJ18, SJ19, SJ20, SJ22,J23,S)24,  Norte
Salmio SJ27,MA30,MA32,MA33,LA36,JM38,5C60,SC62,SC61,SC64,SC65

,JM39,]M41,]M42,]M44,SR45,SR48,SR49,SR50,SR51,SR52,S153,SI55 Sul

JS26,JS29,SC59 Norte
Roxo

S154,S156,S158 Sul

Legenda: LA: Luis Alves, CO: Corupa, JS: Jaragua do Sul, MA: Massaranduba, JM: Jacinto
Machado, SC: Schroeder, SJ: Sao Jodo Itaperiu, SI: Siderdpolis, SR: Santa Rosa Sul

—

Branco Salmao

Figura 5 - Caracteristicas morfologicas: Coloragdo das Colénias de FOC cul-
tivadas por 14 dias em meio de cultura BDA a 26°C e fotoperiodo 12h. Vari-
acdo das colonias em relago a cor, variando do branco ao roxo.
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5.3 ANALISE VARIABILIDADE GENETICA
5.3.1 Marcador Molecular RAPD

Dos 66 isolados utilizados para analise RAPD, duas amostras fo-
ram descartadas (SJ18 e SH61) por ndo amplificarem bandas nos dez
iniciadores. Dos 29 iniciadores utilizados, dez foram selecionados por
exibirem padrdes de amplificagdes definidos e elevado polimorfismo
dentre os 64 isolados de Fusarium analisados. Dois iniciadores foram
utilizados para reag¢des nas quais os out groups foram incluidos.

Os iniciadores utilizados para este estudo amplificaram 99 frag-
mentos, sendo destes 81 polimoérficos, gerando em média 8,1 bandas
polimorficas por iniciador (Tabela 5). O tamanho de fragmentos de
DNA amplificados variou de 0,25 a 2,2 Kb aproximadamente. Os inici-
adores que amplificaram o maior nimero de bandas polimoérficas foram
R1 e R3 e os que amplificaram um menor numero foram OPB 03 e OPF
05. Na Figura 6 pode-se visualizar padroes de amplificagdes de RAPD,
em gel de agarose 1,5%, obtidos através dos iniciadores R1, OPAX 10 e
R3, respectivamente.

Tabela 5 - Iniciadores de RAPD selecionados neste estudo € o nimero
de fragmentos de DNA amplificados de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense.

Identificagdo Fragmentos Fragmentos
Iniciadores Sequéncia amplificados Polimoérficos
OPAX 10 5-CCAGGCTGAC-3’ 10 7
OPAX 12 5-GGTCGGGTCA-3 8 8
OPP 16 5-CCAAGCTGCC-3" 6 6
174 5’-ACGATCGCGG-3’ 14 13
RI1 (%) 5.CGGCCACCCT-3° 20 17
R3 5’-ACGATCGCGG-3’ 18 16
PU2 5-ACGGATCCTG-3’ 8 5
OPB-03 5.CATCCCCCTG-3' 2 1
OPB-04 5.GGACTGGAGT-3' 5 5
OPF-05 (*) 5-CCGAATTCCC-3' 8 3
Total 99 81

(*) Iniciadores utilizados também para testes de RAPD nos quais os out groups foram incluidos
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Figura 6 - Padrdes de amplificagoes de RAPD, em gel de agarose 1,5%, obtidos
com o iniciador R1(A), OPAX -10 (B), R3 (C) para isolados de FOC. M1: mar-

cador de peso molecular 100pb. M2: marcador de peso molecular 1kb.
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A analise de conglomerados feita com o out groups separou os
isolados de P. grisea e F. gramineanum dos demais isolados em nivel de
dissimilaridade de aproximadamente 80% (Figura 7). Isto demonstra a
eficiéncia desses iniciadores em separar os “out groups” dos demais.

A andlise feita com os 64 isolados de FOC e os dez iniciadores
testados, considerando-se apenas as bandas polimoérficas, e levando-se
em consideracdo em nivel de similaridade de 85%, separou os isolados
em cinco grupos distintos (Figura 8). O primeiro grupo engloba 58 indi-
viduos, destes 30 apresentaram similaridade interna de 100% e os de-
mais componentes do grupo apresentaram variabilidade entre eles de 2 a
15%.

Um segundo grupo, composto por trés isolados (SJ19, JS25 e
JS28), apresenta um alto nivel interno de similaridade, mas uma simila-
ridade de apenas 75% com o grupo anterior. Os demais isolados (CO16,
JS23 e JS26) apresentam alto nivel de dissimilaridade tanto entre si
quanto com os dois outros grupos formados.

Analises individuais para todos os iniciadores (resultados ndo
mostrados) indicam um comportamento muito similar ao que foi expos-
to acima, particularmente para a separagdo que ocorreu entre os trés
isolados mais distintos (CO16, JS23 e JS26) e os demais, dando assim
um bom nivel de confiabilidade nos grupos formados.



Figura 7 - Dendograma de similaridade genética dos 64 isolados de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense e dos “out groups” Pg (Pyricularia grisea ) e Fg (Fusarium graminianum), utilizando os
iniciadores RAPD R1 e OPFO05.

LB ]
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Figura 8 - Dendograma de similaridade genética dos 64 isolados de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense utilizando iniciadores RAPD.
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5.3.2 Marcador Molecular SSR

Dos seis iniciadores utilizados para a analise de 66 isolados de
FOC, dois foram selecionados por exibirem padrdes de amplificagdes
definidos na literatura. O iniciador MB02 amplificou duas bandas, sen-
do uma de tamanho 240 pb nos isolados CO16, SJ23, JS26, SI53, SI54,
SI55, SI56 e uma de tamanho 260 pb para todos os isolados. O inicia-
dor MB11 amplificou uma tnica banda de tamanho 175 pb em todos os
isolados analisados, com exce¢do dos isolados CO16 e SJ23, nos quais
ndo houve amplificacdo, sendo considerado alelo nulo. Na figura 9 p6-
de-se visualizar padrdes de amplificagdo de SSR, em gel de poliacrila-
mida 6%, revelados com nitrato de prata obtidos com o iniciador MB02.

A anélise feita com os 66 isolados de FOC e os dois iniciadores
testados, considerando-se todas as bandas amplificadas, separou os iso-
lados em trés grupos distintos apresentado no dendograma (Figura 10),
com similaridade interna de 100%, ou seja, os isolados de cada um dos
grupos foram idénticos entre si. Os dois isolados utilizados como con-
trole (Pyricularia e Fusarium) formaram um grupo a parte (dados nao
apresentados).

O primeiro grupo englobou 59 individuos provenientes dos diver-
sos municipios onde as coletas foram feitas. O segundo grupo, composto
por dois isolados (CO16, JS23), caracteriza-se por apresentar alelo nulo
para o marcador MB11. J4 o terceiro grupo, formado por quatro isolados
sendo um isolado proveniente do municipio de Jaragua do Sul e os de-
mais provenientes do municipio de Siderdpolis (JS26, SI53, S154, SI5S,
SI56), caracterizou-se por apresentar um alelo extra no marcador MB02.

O segundo e terceiro grupo uniram-se entre si a um nivel de simi-
laridade de cerca de 65%, enquanto que este novo conglomerado uniu-se
aos demais isolados a um nivel de similaridade de 57%.
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Figura 9 - Padrdes de amplificagao de SSR, em gel de poliacrilamida 6%, obtidos com o inici-
ador MBO2 para isolados de FOC coletados dos Municipios de Corupa (CO) e Jaragua do Sul
(JS). M: marcador de peso molecular 50pb. Os numeros assinalados referem-se aos tamanhos
dos fragmentos amplificados.



Figura 10 - Dendograma de similaridade genética dos 66 isolados de Fusarium oxysporum
f. sp. cubense utilizando os iniciadores SSR MB2 ¢ MB11.

Coeflciente de Smilaridade
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5.3.3 Compatibilidade Vegetativa

Dos 66 isolados analisados, quatro destes foram selecionados pa-
ra o estudo de Compatibilidade Vegetativa. Estes isolados foram sele-
cionados em funcdo de serem distintos tanto pela origem como pela
viruléncia assim, dois isolados da regido Norte (CO14, MA32) e dois
isolados da regido Sul (JM40, SR52) do Estado, sendo um menos viru-
lento e o outro mais virulento em cada regiao.

Apds os quatro isolados terem sido cultivados em meio minimo
com clorato (MMC), observou-se a formagao de setores, sendo que esta
formag@o variou entre os isolados. Alguns apresentaram um Unico setor
por colonia e outros apresentaram mais de um. Foram considerados
mutantes nit os setores que apresentaram crescimento ralo sem micélio
aéreo em MMC, apresentado na Figura 11a.

Neste estudo ndo foi possivel observar o pareamento entre os
quatro isolados testados ndo havendo com isso compatibilidade vegeta-
tiva entre estes isolados (Figura 11b). Estes resultados obtidos com
VCGs de FOC devem ser considerados preliminares, uma vez que seria
necessario outras tentativas na obten¢do de mutantes nit adicionais.



Figura 11 - A) Obtenga@o de Nit mutantes em meio minimo com clorato de potassio. A seta
indica a formagdo de setores. B) Pareamento dos nit mutantes dos quatro isolados de FOC
selecionados para este estudo em meio minimo.
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6 DISCUSSAO

Os resultados de patogenicidade dos isolados de Fusarium oxys-
porum f. sp. cubense (FOC) revelaram que os 66 isolados analisados,
todos foram patogénicas a bananeira da cultivar Enxerto. O fungo foi
sempre isolado de plantas adultas, antes do periodo da floragdo, com
sintomas tipicos do mal-do-panama, ou seja; daquelas plantas que apre-
sentavam externamente um amarelecimento das folhas mais velhas para
as folhas mais novas, e também rachadura do pseudo-caule proximo ao
solo (CORDEIRO et al., 2005; PLOETZ, 2006). Esses sintomas, descri-
tos por VENTURA & HINZ (2002), sdo mais comuns em plantas adul-
tas, mas podem ser encontrados em plantas jovens. Além dos sintomas
externos, o cuidado na retirada de fragmentos do rizoma fora da area de
encharcamento, durante a coleta das amostras foi fundamental para a
validacdo da metodologia utilizada neste trabalho. Nem sempre o méto-
do de coleta utilizado resulta no sucesso de obtengdo do patdgeno de
interesse. APPEL & GORDON (1994) coletaram 197 amostras de Fu-
sarium oxysporum isolados de solo e de raizes do hospedeiro de duas
propriedades agricolas, sendo que somente 115 isolados foram identifi-
cados como Fusarium oxysporum f.sp. melonis. Os demais isolados ndo
apresentaram sintomas ao hospedeiro, sendo considerados ndo patogéni-
cos. LESLIE & SUMMERELL (2006) relatam que o protocolo de iso-
lamento tem um significativo impacto sobre a recuperagdo de espécies
de Fusarium provenientes de plantas doentes. As técnicas de isolamento
selecionadas devem maximizar a recuperagdo do patdogeno de interesse e
restringir a recuperag@o de patdgenos secundarios e saprofitas.

Embora ndo se tenha avaliado a severidade da doenga no teste de
patogenicidade, observou-se uma variacdo da agressividade dos isolados
patogénicos frente aos clones de bananeira provenientes da cultivar
Enxerto nas mesmas condigdes. Alguns isolados de maior agressividade
foram provenientes dos municipios de Massaranduba (MA32), Santa
Rosa do Sul (SR52), Siderépolis (SI54) e Schroeder (SC63, SC66). Os
demais isolados, tanto da regido Norte quanto da regido Sul, apresenta-
ram uma menor agressividade, causando sintomas de uma forma menos
severa. De acordo com MOORE et al. (1991), o desenvolvimento da
doenga do mal-do-panama depende fortemente da interagdo entre patd-
geno e gendtipo da planta, e parece ser influenciado diretamente pelas
condigdes ambientais. WAITE (1962) observou que 12 isolados de F.
oxysporum f. sp. cubense oriundos de Heliconia caribaea apresentaram
variagdes quanto a agressividade em Heliconia librata Griggs e Helico-
nia irassa R.R. Smith. Posteriormente, WAITE (1963) relatou uma vari-
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acdo de agressividade de 12 isolados de F. oxysporum f.sp. cubense
provenientes de Honduras, Filipinas, Venezuela, Australia, Jamaica,
Costa Rica, Malasia e Tailandia. Quando inoculados nas cultivares de
bananeira Gros Michel e Bluggoe, e os isolados provocaram sintomas
que variaram de leve a severo. CASTRO et al. (2008) estudando FOC
em Heliconia nas regides produtoras do Nordeste do Brasil, classificou
os isolados analisados em trés diferentes niveis de agressividade, verifi-
cando que ndo ocorreu correlacdo geografica. Isolados de uma mesma
regido apresentaram niveis de agressividade diferentes, classificados em
maior agressividade, agressividade intermediaria e menor agressividade.
Com base nos relatos de WAITE (1962, 1963); MOORE et al. (1991) e
CASTRO et al. (2008), bem como nas observagdes relatadas do presen-
te estudo, € provavel que haja diferenca nos niveis de agressividade dos
isolados de FOC provenientes de Santa Catarina, porém estudos adicio-
nais devem ser realizados para complementagdo e avaliacdo dos isola-
dos.

Quanto as caracteristicas morfologicas dos isolados analisados
neste estudo, ndo se observou diferengas significativas com rela¢do a
taxa de crescimento das colonias que variaram de 4,4 a 6,6mm.dia’1.
Quando se avaliou a coloragdo das colonias em meio de cultura BDA a
24°C no sétimo e décimo quarto dia, classificou-se os isolados em trés
grupos distintos (branco, salmio e violeta), que foram relacionados a
origem (Figura 5). Esses resultados estdo de acordo com PLOETZ
(2006) e LESLIE & SUMMERELL (2006), que descreveram que as
coldnias crescem de 4 a 7 mm/dia em BDA a 24°C com abundante mi-
célio aéreo, de cor variando de branco ao violeta. KUMAR et al. (2006),
estudando a variabilidade genética de Fusarium oxysporum f. sp. cuben-
se na India, verificaram diferengas consideraveis na taxa de crescimento
de sete isolados analisados, sendo que quatro deles cresceram mais rapi-
do (8,0 0,2mm/dia'1), dois foram intermediarios (7,0 + O,me/dia'l),
e um deles foi mais lento (6,6 + 0,2mm/dia™"). Estes autores também
obtiveram coloragdo das coldnias variando de branco a violeta. Em ge-
ral, tipos de Fusarium oxysporum ndo podem ser distinguidos morfolo-
gicamente, uma vez que as condi¢des ambientais e nutricionais podem
alterar as caracteristicas das colonias, como coloracdo ¢ taxas de cresci-
mento, havendo por isso, a necessidade de confirmagdo de diagnosticos
com utilizagdo de técnicas moleculares (PLOETZ, 2006; LEONG et al.,
2009).

Os resultados por marcadores moleculares RAPD revelaram uma
variabilidade consideravel entre os isolados de FOC, com estimativas de
similaridade que variaram de 98 a 35 % (Figura 8). Com base nos 10
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marcadores selecionados de RAPD, os 66 isolados foram agrupados em
cinco grupos distintos.

VAKALOUNAKIS & FRAGKIADAKIS (1999), estudando a
diversidade genética de 121 isolados, verificaram que o marcador mole-
cular RAPD foi efetivo, ou seja, revelou variabilidade para estudos de
populacdo de Fusarium oxysporum em pepino. KURAMAE & SOUZA
(2002) utilizaram marcadores moleculares RAPD para estimar a variabi-
lidade genética existente entre quatro formas speciales de Fusarium
oxysporum, obtendo resultado satisfatorio na diferenciacdo dos isolados
com o uso 10 iniciadores. Geraram-se um total de 74 fragmentos, dos
quais 68 foram polimorfcos e apenas 6 monomorficos. Como conclusao,
estima-se uma variabilidade genética a nivel de DNA gendémico entre
formas speciales de 50%; os autores concluiram que este marcador pode
servir para diferenciar isolados de espécies de diferentes hospedeiro.
PARK et al. (2006) fazendo analise filogenética de formae speciales de
Fusarium oxysporum provenientes da Corea, utilizaram dez marcadores
RAPD, sendo que estes, geram um total de 125 bandas, das quais, 124
foram polimdficas, relatando ser um bom marcador para estudo de
diversidade genética. Usando também o marcador RAPD, MOSTAFA
et al. (2002) detectaram polimorfismo entre os oito isolados de Fusari-
um oxysporum coletados de grao-de-bico. Estudo realizado por BELA-
BID et al. (2004), com 32 isolados de Fusarium oxysporum f. sp. lentis
verificou que 0 RAPD tem um excelente potencial para resolver a dina-
mica de populagdo e evolucao deste fungo.

A analise com marcador molecular SSR separou os isolados em
trés grupos distintos (Figura 10). Este resultado pode estar relacionado
ao numero de iniciadores utilizados, o que gerou um baixo polimorfismo
nos isolados amostrados. Baseado no trabalho realizado por BOGALE
et al. (2005), utilizou-se para este estudo seis iniciadores de SSR, dos
quais obteve-se somente a amplificacdo com bandas especificas em dois
destes. Embora ultimamente tenha sido relatado com bastante freqiiéncia
o uso de marcadores moleculares SSR em pesquisas, principalmente em
fungdo de seu alto nivel de codominancia, polimorfismo e locus especi-
ficos (YANG & ZHONG, 2008), o SSR tem sido muito pouco utilizado
para espécies de fungo, uma vez que a obten¢do desses marcadores com
aceitavel nivel de polimorfismo ¢ geralmente mais dificil em fungos do
que em outros organismos (DUTECH et al., 2007).

A formacgdo dos grupos conforme o dendograma de similaridade
ocorreu principalmente porque considerou-se no iniciador MB11 a pre-
senga de alelo nulo e no iniciador MB02, a presen¢a de um alelo extra
em alguns individuos. Como se utilizou SSR desenvolvidos para Fusa-
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rium oxysporum, ndo se esperava a presenca de alelos nulos. As se-
qiencias 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 selegdo de ini-
ciadores especificos que amplificam, via PCR, fragmentos contendo o
DNA repetitivo em todos os gendtipos. A grande limitacdo dos SSR ¢ a
necessidade de serem isolados e desenvolvidos especificamente para
cada espécie. A amplificacdo de l6cus provenientes de outras espécies,
das quais eles foram clonados, ¢ geralmente possivel somente entre
espécies do mesmo género e em alguns casos, a percentagem de ampli-
ficagdo ¢é baixa, gerando alelos nulos, que podem influenciar na analise
genética (DUTECH et al., 2007).

Sendo o Fusarium oxysporum f. sp. cubense um fungo haploide
com reprodugdo assexuada (BENTLEY et al., 1998), esperava-se que
com o uso da técnica de SSR ocorresse apenas a amplificacdo de uma
banda para cada isolado em cada iniciador utilizado. A ocorréncia da
amplificagdo de duas bandas para alguns individuos pode ter ocorrido
em funcdo da anastomose, ou seja, fusdo de hifas que forma heteroca-
rios, onde 0 mesmo micélio pode conter niicleos de origem distinta. Esta
hipotese ¢ fundamentada pelo trabalho de PUHALLA (1985), que ob-
servou formagdo de heterocéarios quando estudou as caracteristicas gené-
ticas de racas de Fusarium oxysporum f. sp. cubense.  KISTLER
(1997), em sua revisao sobre diversidade genética de Fusarium oxyspo-
rum em plantas, relata também este comportamento do fungo.

De acordo com a literatura, os microssatélites apresentam vanta-
gens sobre o marcador RAPD, porque sdo co-dominantes e facilmente
reproduziveis. Além destas caracteristicas, os microssatélites parecem
ter uma distribuigdo freqiiente e aleatéria permitindo assim, uma ampla
cobertura do genoma (LEHMANN et al., 1996). Quando se comparou
os resultados obtidos pelas duas técnicas moleculares utilizadas neste
estudo, verificou-se que houve uniformidade dos dados obtidos, sendo a
técnica RAPD também viavel para detectar a variabilidade genética de
FOC. Em ambas as metodologias, obteve-se a formac¢do de um grande
grupo com mais de 80% dos isolados originarios dos diferentes munici-
pios estudados. Devido os isolados C016, JS23 e JS26, provenientes da
Regido Norte do Estado de Santa Catarina, apresentarem-se mais distan-
tes geneticamente no dendograma de similaridade, sugere-se estudo
mais aprofundado futuramente com os mesmos.

A histéria da bananicultura em Santa Catarina apresenta-se de
forma diferente nas regides Norte e Sul do Estado. No Norte, houve o
predominio das cultivares Maca e Prata, que foram substituidas pela
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cultivares do sub-grupo Cavendish, Nanica, Nanicdo e¢ Grande Naine,
em fun¢do do ataque intenso do mal-do-panamad. J& na regido Sul do
Estado, ha mais de um século, predomina o plantio da cultivar Enxerto
(MOREIRA & CORDEIRO, 2006). Mesmo havendo uma maior diver-
sidade de hospedeiro na regido Norte do Estado, de uma maneira geral,
ndo ocorreu um aumento da variabilidade do patégeno. Isto pode ser
explicado por GROENEWALD et al. (2006), onde relatam que os clo-
nes de FOC sdo estaveis e que ndo ocorre facilmente mutagdes no ge-
noma do patégeno, independentemente dos grupos gendmicos do hos-
pedeiro.

Analisando-se os resultados, observa-se que ndo houve associa-
¢do dos agrupamentos RAPD e SSR com origens geograficas, pois iso-
lados coletados nos municipios selecionados para este estudo, ficaram
distribuidas nos diferentes grupos. Resultados semelhantes sobre a falta
de correlagdo com a origem geografica foram obtidos por SANTOS et
al. (2008) estudando a variabilidade genética de FOC nos bananais do
norte de Minas Gerais e por GHERBAWY (1999), onde utilizou mar-
cadores RAPD para analisar a diversidade genética de 20 isolados de 14
formae specialis de F. oxysporum e também ndo encontrou correlagdo
com origem geografica.

No estudo de analise genética através de Grupos de Compatibili-
dade Vegetativa, o principal objetivo foi aplicar a metodologia descrita
por PUHALLA (1985) para dar inicio ao entendimento desta técnica. O
estudo de grupos de compatibilidade ¢ muito importante principalmente
para o género Fusarium, tendo bastante aplicabilidade, uma vez que
isolados que pertencem a um mesmo VCG apresentam alta similaridade
genética (CASTRO, 2007).

Verificou-se que os quatro isolados foram capazes de produzir nit
mutantes. Segundo CORREL (1987), mutantes nit nio sdo capazes de
assimilar nitrato no meio, apresentando assim, crescimento ralo e so
apresentam crescimento robusto quando ocorre a complementagdo com
outro isolado mutante do mesmo VCG. Por ndo apresentar forma sexua-
da descrita, 0 VCG de Fusarium busca estabelecer uma relagdo da simi-
laridade genética com a possibilidade de fusdo das hifas para a formagao
de um heterocario entre as linhagens avaliadas (O’DONNEL, 1998).
Neste estudo ndo foi evidenciado crescimento robusto quando pareamos
os nit mutantes, indicando a ndo compatibilidade vegetativa entres esses
isolados (Figura 11). Os resultados obtidos com VCGs de F. oxysporum
f. sp. cubense sdo preliminares e devem servir como base para novos
estudos futuramente. LODWIG et al. (1999), trabalhou na distin¢do de
isolados de FOC e relatou, a existéncia de compatibilidade na maioria
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dos isolados, entretanto, destacou dois isolados como ndo compativeis.

Com esse estudo conclui-se que ndo houve associacdo dos agru-
pamentos por descritores morfoldgicos e moleculares com a origem
geografica dos isolados avaliados. As técnicas moleculares RAPD e
SSR aplicadas foram eficientes em separar os isolados em grupos distin-
tos, os membros de cada grupo, em cada uma das técnicas em geral
foram coincidentes. Trés dos isolados (CO16, JS23, JS26), mostraram-
se diferentes dos demais em ambas as técnicas merecendo estudos futu-
ros.
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