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RESUMO: Este trabalho teve como objetivo identificar fontes de resisténcia e
promover estudos sobre a variagcdo genética de um dos principais patdgenos da
cultura do maracujazeiro (Passiflora sp.) que € o fungo Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae (FOP). Para isso utilizaram-se acessos da espécie P. cincinnata Mast.,
P. alata Curtis e de P. edulis Sims. As inoculacdes foram realizadas pelo método
de imersdo das raizes em uma suspensdo de macroconidios (10°.ml?) e as
avaliacdes foram realizadas por meio da contagem de plantas mortas até o 120°
dia apds a inoculagédo (DAIl). Os dados foram analisados pela &rea abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD) e pelo agrupamento gerado. A
variabilidade genética de 14 isolados de FOP foi analisada com marcadores do
tipo AFLP. Observaram-se grandes diferencas na resisténcia dos acessos de
maracujazeiro, inclusive no inicio de manifestacdo dos sintomas. O indice de
mortalidade variou de 0 a 100% e a AACPD variou de 0 a 6.350,63. Os genétipos
foram classificados em resistentes (25%), moderadamente resistentes (21,88%),
suscetiveis (43,75%) e altamente suscetiveis (9,37%). Com relacdo a estimativa
da variabilidade genética dos isolados de FOP, a dissimilaridade média foi de
0,25, com variacdo de 0,04 a 0,48. Observou-se a formacdo de quatro grupos
principais, com a alocacao de 5, 7, 1 e 1 isolados de FOP nos Grupos 2, 3, 4 e 5,
respectivamente. Os resultados demonstraram ampla diversidade nas fontes de
resisténcia, bem como nos isolados de FOP, que deve ser levada em
consideracdo durante a implementacdo das melhores estratégias para o

melhoramento do maracujazeiro em busca de cultivares resistentes.

Palavras-chaves: maracuja, melhoramento genético, recursos genéticos, murcha

do maracujazeiro, patdgeno
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ABSTRACT: The objective of this work was to identify resistance sources and to
study the genetic diversity of Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (FOP), one of
the most important pathogens for the passion fruit crop. Acessions of P. cincinnata
Mast., P. alata Curtis and P. edulis Sims species were evaluated. Roots of the
genotypes were immersed in a suspension of 10° macroconidia.ml® and the
number of dead plants was registered daily until 60 days after inoculation (DAI).
Data were analyzed using the number of dead plants to calculate the area under
the disease progress curve (AUDPC), and for further cluster analysis. AFLP
markers were used to analyze the 14 isolates of FOP genetic variability of. Large
differences in resistance among accessions of passion fruit were observed, since
the beginning of the symptoms. The death index ranged from 0 to 100% and
AUDPC from 0 to 6.350,63. Genotypes were classified into resistant (25%),
slightly resistant (21.88%), susceptible (43.75%) and highly susceptible (9.37%).
Regarding the genetic variability estimates among FOP isolates, the average of
dissimilarity was 0.25 and ranged from 0.04 to 0.48. Four main branches were
obtained, where 5, 7, 1 and 1 FOP isolates were clustered in Group 2, 3, 4 and 5,
respectively. These results showed broad diversity among the resistance sources,
as well as in the FOP isolates, which must be considered during implementation of
better strategies for passion fruit breeding aiming the development of resistant

cultivars.

Key-words: passion fruit, breeding, genetic resources, fusarium wilt, pathogen



SUMARIO

Péagina
RESUMO
ABSTRACT
INTRODUGAO ..ottt ettt ettt sttt eereeetesreeseeare e 1
(07X =1 01K 15 ORI 18

IDENTIFICACAO DE FONTES DE RESISTENCIA A FUSARIOSE NO
GERMOPLASMA DE MARACUJAZEIRO

CAPITULOD 2 ..ottt bttt sttt en s 46
VARIACAO GENETICA EM ISOLADOS DE Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae
COM BASE EM MARCADORES AFLP E PCR-RFLP DA REGIAO ITS

CONSIDERACOES FINAIS ..ottt 81



INTRODUCAO

A fruticultura representa uma importante parcela econémica da producao
agricola nacional. A producdo mundial de frutas atingiu o volume de 705,90
milhdes de toneladas em 2008 (FAO, 2008). O Brasil é o terceiro produtor mundial
de frutas, com produgéo estimada de 41,3 milhdes de toneladas, o que representa
5% da producdo mundial (IBGE, 2009), sendo superado apenas pela China e
india. Cerca de 53% da producéo brasileira é destinada ao mercado de frutas
processadas e 47% ao mercado de frutas frescas (IBRAF, 2009). Atualmente, a
producdo brasileira esta voltada para frutas tropicais, subtropicais e temperadas,
gracas a sua extensao territorial, posicdo geogréfica, solo e condi¢cbes climaticas.
Essas condicbes favoraveis posicionam o Brasil como grande produtor de
diversas culturas, dentre elas o maracuja.

O Brasil € o maior produtor e consumidor de maracuja do mundo. A sua
posicdo de destaque foi obtida com o desenvolvimento da passicultura nas
Gltimas trés décadas (Goncalves & Souza, 2006). Segundo o Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica em 2007, o maracuja foi plantado em uma area de
47,03 mil hectares, apresentando uma producéo de 664,28 mil toneladas no valor
de R$ 396 milhbes. Ja& em 2009, a area plantada foi de 50,79 mil hectares e
producado de 718,79 mil toneladas. Nesse cenario, merecem destaque os Estados
da Bahia (23,22 mil ha), Ceara (5,57 mil ha), Sergipe (4,70 mil ha), Para (2,69 mil
ha), Minas Gerais (2,42 mil ha) e Espirito Santo (1,55 mil ha) (IBGE, 2009). Em
relacdo a produtividade, a média nacional estd em torno de 14 tha™, porém,
existem diferencas significativas entre as regides (17,97 t.ha™ no Sudeste, 14,29
t.ha™ no Nordeste, 14,14 t.ha™ no Centro-Oeste, 13,75 t.ha™ no Sul e 8,06 t.ha™
no Norte) e entre Estados (27,22 t.ha™ no Espirito Santo, 23,12 t.ha™ no Ceara,
14,48 t.ha™ em Minas Gerais, 13,9 t.ha™ na Bahia, 9,95 t.ha™ no Para e 9,45 t.ha™

em Sergipe). As diferencas de produtividade entre estados como o Espirito



Santo e Bahia, onde o primeiro apresenta maior produtividade mesmo com menor
area plantada, se deve principalmente a diferencas tecnoldgicas no sistema de
producao.

As espécies de maracujazeiro mais utilizadas comercialmente sao
Passiflora edulis Sims, que possui duas formas: maracuja amarelo e maracuja-
roxo; e o maracuja doce (P. alata Curtis). A principal forma cultivada é o maracuja
amarelo (Matta, 2005), ocupando cerca de 95% dos pomares brasileiros, devido
ao seu valor comercial e qualidade dos frutos, sendo utilizado para consumo in
natura e industrias.

O Nordeste brasileiro produz cerca de 74% da producdo nacional de
maracuja, plantados em 37 mil hectares. Somente o Estado da Bahia, responde
por cerca de 34% da producdo nacional, ocupando 45% da area plantada. Além
disso, a passicultura caracteriza-se, por ser uma atividade predominantemente
desenvolvida em pequenas propriedades, com tamanho entre 3 e 5 hectares e
mao-de-obra eminentemente familiar.

Mesmo com esse destaque, nossa produtividade ainda é considerada
baixa, devido uma série de problemas como praticas culturais inadequadas,
fatores nutricionais, problemas fitossanitarios, e consequentemente, a falta de
variedades produtivas e resistentes as principais pragas e doencas. Isso se deve
ao reduzido numero de instituicdes publicas e privadas que se dedicam a
pesquisar esta cultura. O melhoramento genético, visando a produtividade,
qualidade de frutos e resisténcia aos principais patdogenos € de extrema
importancia para o desenvolvimento da cultura (Faleiro, 2005; Oliveira et al.,
2008). A falta de variedades melhoradas constitui um entrave a producdo de
frutos homogéneos e de qualidade, devido a utilizacdo de mudas de variedades
locais sem garantia de origem. Essas mudas sdo de sementes coletadas em
plantios comerciais de polinizacdo aberta, onde existe grande heterogeneidade
entre plantas com relacdo a qualidade de frutos, potencial produtivo e resisténcia
a pragas e doencgas (Stenzel e Sera, 1999).

Até alguns anos atras, mesmo com a baixa produtividade o agricultor ainda
persistia na atividade, pois a cultura € importante fonte de renda alternativa.
Entretanto, em algumas areas a atividade vem sendo abandonada em funcéo de

diversos problemas fitossanitarios, que tém reduzido o tempo de exploragédo



econOmica da cultura e, até mesmo, inviabilizado o seu cultivo em determinadas
regides (Fischer et al., 2005). As doencas quando ndo controladas
adequadamente causam danos irreparaveis nos pomares, acarretando em
prejuizos para os produtores, tornando-se um fator limitante para a producédo da
cultura. A incidéncia de varias doencas nos pomares de maracujazeiro, aliada a
inexisténcia de cultivares resistentes, tem contribuido para a redugcdo da area
plantada (Meletti et al., 2005). As doencas causadas por patdogenos do solo
apresentam grande importancia em termos de expressdo econdmica (Chaves et
al., 2004; Meletti & Bruckner, 2001), reduzindo a vida 0til do maracujazeiro,
tornando a cultura itinerante. Até a década de 90, a vida atil de um plantio era de
cinco a seis anos e atualmente, os pomares séo renovados a cada dois anos ou
mesmo anualmente (Ruggiero, et al., 1996), e isso em grande parte € devido as
doencas que afetam a cultura. Dentre essas doencas merece destaque a
fusariose ou murcha do maracujazeiro, causada por Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae (Mcknight, 1951) (FOP), que causa grandes perdas de producéo por
levar a planta a morte, chegando a inviabilizar o plantio em determinadas regifes
(Oliveira, 2006).

Em 1973, estudos conduzidos no Instituto Biolégico de Sao Paulo
identificaram o patdégeno FOP como responsavel pela murcha do maracujazeiro
(Yamashiro et al., 1973). Desde entédo, a doenca foi relatada em todo o Brasil e
hoje possui ocorréncia generalizada nas principais regides produtoras da cultura.
A fusariose é uma das doencas mais devastadoras do maracujazeiro, pois
provoca murcha imediata, deficiéncia de agua, colapso e morte das plantas
independente do estagio de desenvolvimento (Bastos, 1976; Manica, 1981),
reduzindo de forma significativa a vida util dos pomares, antes mesmo de iniciar o
ciclo de producéo.

A fusariose do maracujazeiro apresenta incidéncia de até 80% nos plantios
comerciais do pais. Nao existem estimativas precisas dos danos causados pela
doenca, entretanto observac¢des de campo indicam que 0s prejuizos sdo enormes
e podem chegar a 100%, tendo em vista que as plantas sequer chegam a
produzir frutos. Além dos danos diretos na producédo, a fusariose provoca a
restricdo do uso de variedades altamente produtivas, além da eliminacdo de

grande numero de variedades e hibridos produtivos nos programas de



melhoramento genético, devido a suscetibilidade a doenca. Estes danos tém
causado sérios problemas as economias locais, devido a desisténcia da atividade
e consequente ndo-fixagdo do homem no campo, além da inibicdo do surgimento
de outras atividades ligadas ao sistema produtivo como o de processamento da
fruta.

A maioria das espécies do género Fusarium é composta por fungos de solo
com distribuicdo cosmopolita e ativos na decomposicéo de substratos celuldsicos
das plantas, sendo que alguns isolados séo parasitas de plantas. Geralmente as
espécies produzem esporos dos tipos macroconidios e microconidios e podem
também produzir estruturas de resisténcia, os clamidosporos (Alexpoulos et al.,
1996). Uma vez introduzidos no solo, as espécies do género Fusarium, persistem
quase gue indefinidamente como clamidésporos.

De modo geral, esses fungos penetram nas raizes das plantas hospedeiras
e colonizam o cortex pelo crescimento intra e intercelular. No processo de
penetracdo e colonizacdo da planta hospedeira, o F. oxysporum secreta uma
série de enzimas como poligalacturonases, liases, pectases e xilanases que
contribuem para o processo de degradacdo das barreiras estruturais das células
(Ruiz-Roldan, 1999; Garcia-Maceira et al., 2000). Apos atingir o tecido vascular, o
patbgeno se propaga rapidamente pelos vasos do xilema, provocando o0s
sintomas caracteristicos da murcha da planta, devido ao blogueio destes vasos,
evitando assim, o transporte de agua e nutrientes (Beckman, 1987). A murcha
também pode ser decorrente das toxinas produzidas, afetando a permeabilidade
das membranas celulares e interrompendo o metabolismo celular. O primeiro
sintoma visivel da fusariose do maracujazeiro € um murchamento dos ramos
ponteiros, que pode ocorrer em diferentes épocas do ano e em qualquer etapa do
ciclo de vida da planta. Em seguida, ocorre uma murcha generalizada e as folhas
que permanecem aderidas necrosam. Cortes longitudinais nos tecidos do lenho
revelam estrias de coloracdo ferruginosa, significando a presenca de células
crométicas que causam a impermeabilizagdo dos vasos lenhosos (Santos Filho,
1998). Externamente, a doenca se manifesta por lesdes que se iniciam nas raizes
primarias e secundarias, que apresentam podriddo seca na casca, facilmente
destacavel dos tecidos internos. E comum essa doenca afetar inicialmente poucas

plantas que, via de regra, encontram-se proximas. A partir desse foco o agente



causal se dissemina por meio do solo e restos culturais contaminados (Laranjeira
& Santos Filho, 2002).

O controle das doencgas incitadas por estes fungos que apresentam a
capacidade de sobreviver no solo e possuem estruturas de resisténcia, como a
fusariose, é dificultado pelo meio em que 0os mesmos sobrevivem. Assim as
medidas séo preventivas, e uma vez afetada pelo patdégeno, certamente a planta
morrera, pois ndo hé controle curativo (Roncatto et al., 2004). As principais
medidas preventivas sdo: organizar o pomar na ocasido de sua instalacéo,
evitando areas encharcadas e cultivadas anteriormente com maracujazeiro;
efetuar o plantio o mais superficial possivel, visando a aeracdo do colo e das
raizes; controlar formigas e plantas daninhas, evitando injdrias na casca; evitar
irrigacdo excessiva, e efetuar adubacgdes equilibradas (Sdo José et al., 1997).
Diante do exposto fica evidente que o uso de cultivares resistentes € um dos
métodos de controle mais efetivos, econdmicos e praticos, sobretudo quando
associado ao manejo adequado da cultura.

Trés etapas basicas devem ser consideradas em qualquer programa de
obtencdo e utilizacdo de cultivares resistentes: 1) identificacdo das fontes de
resisténcia; 2) identificacdo da heranca da resisténcia para que se possa tracar a
melhor estratégia para que a resisténcia seja duradoura face a natureza dindmica
das populacbes patogénicas; 3) incorporacdo destes genes de resisténcia em
cultivares comerciais (Agrios, 2005).

Para a identificacdo de genes de resisténcia, o melhorista geralmente
recorre ao germoplasma da espécie comercial, que pode ja possuir algumas
caracteristicas desejaveis do ponto de vista agrondmico, de forma a reduzir o
tempo na obtencdo de novas cultivares. Entretanto, em alguns casos 0s genes
inexistem neste tipo de germoplasma ou, se presentes, ndo conferem um nivel
satisfatorio de resisténcia, quando os acessos sao utilizados de forma isolada.
Neste caso, deve-se recorrer a exploracdo dos recursos genéticos disponiveis,
gue inclui o uso de espécies silvestres.

Para Valois (1999), entende-se por recursos genéticos a variabilidade de
espécies de plantas, animais e microrganismos integrantes da biodiversidade, de
interesse soOcio-econdmico, atual e potencial para utilizagdo em programas de

melhoramento genético, biotecnologia e outras ciéncias afins. Os recursos



genéticos vegetais abrangem as seguintes categorias: espécies silvestres,
parentes silvestres das plantas cultivadas, racgas locais de plantas, variedades de
plantas, linhagens melhoradas e populacdes experimentais e linhagens com
caracteristicas genéticas e citogenéticas especiais, dentre outras (Valois, 1999). A
diversidade ou variabilidade genética dos recursos genéticos € a base dos
trabalhos de selecdo e melhoramento, de modo que a sua conservacao e
caracterizacdo é um grande desafio da pesquisa. A conservacao de germoplasma
no Brasil € realizada em sua maioria, incluindo o maracujazeiro, por meio de
colecdes de plantas no campo (conservagao ex situ), ou na forma de sementes,
armazenadas em camaras frias.

O maracujazeiro é extremante rico em diversidade biolégica, por pertencer
ao género que possui mais de 400 espécies descritas (Bernacci et al., 2003;
Nunes & Queiroz, 2006), sendo 20 delas restritas a india, China, Sudeste
Asidtico, Australia, ilhas da Oceania e regides vizinhas. O restante distribui-se dos
Estados Unidos ao Chile e Argentina, que inclui as espécies produtoras de frutos
comestiveis, os maracujas do comércio ou do extrativismo (Lorenzi et al., 2006).
O segundo maior género, Adenia, apresenta cerca de 100 espécies, com
ocorréncia na Africa, Asia e Oceania (Bernacci et al., 2005).

Para o Brasil (Cervi et al., 2010), sdo reconhecidos quatro géneros
(Ancistrothyrsus Harms, Dilkea Mast., Mitostemma Mast., Passiflora L.) e 137
espécies (131 de Passiflora), das quais 88 exclusivas do Brasil (endémicas),
sendo que o género Tetrastylis foi, atualmente, incluido no género Passiflora.

Apesar de sua importancia atual e potencial e do seu elevado nimero de
espécies, esse género ainda é pouco explorado comercialmente. A realizacdo de
estudos de caracterizacdo de espécies de Passiflora € imprescindivel para
subsidiar o uso econémico dessas espécies, contribuindo para a sua conservacao
(Faleiro et al., 2005). Considerando as potencialidades e a grande diversidade
genética desse género, podemos dizer que 0 numero de acessos conservados
em bancos de germoplasma, em nivel mundial, de aproximadamente 1200 é
modesto (Ferreira, 2005).

Ha grande variabilidade genética a ser explorada dentro do género
Passiflora (Bernacci et al.,, 2005), visto serem observadas variagbes no

florescimento, produtividade, resisténcia a pragas e doencas, tolerancia ao frio e



caracteristicas de fruto (Meletti, 2003). Estas plantas poderiam ser submetidas ao
melhoramento genético, vindo também a construir novas fontes de alimento
(Pereira, 1998). Dessa forma, Oliveira & Ruggiero (2005) ressaltam que é de
grande importancia a intensificacdo das pesquisas visando ao maior
conhecimento do germoplasma do maracujazeiro silvestre. Assim, é de interesse
estudar as espécies desse género, cultivados ou nado, visando ampliar o seu
cultivo comercial e identificar fontes de resisténcia as doencas, incluindo a
fusariose.

Entretanto, ndo é somente necesséaria a identificacdo de fontes de
resisténcia e a incorporacdo destas em cultivares. Como ja foi dito, um dos
passos do programa de melhoramento € tracar a melhor estratégia para que a
resisténcia seja duravel face a natureza dinamica das populacdes patogénicas.
Portanto, € importante e fundamental conhecer as racas e/ou patoétipos
predominantes em um determinado local e sua epidemiologia, para facilitar os
programas de melhoramento e conhecer a variabilidade do fitopatégeno, que é
essencial na estabilidade e durabilidade da resisténcia (Lucas, 1998). H4 na
literatura inOmeros exemplos de substituicdo de cultivares originalmente
resistentes devido ao aparecimento de racas patogénicas capazes de superar
essa resisténcia (Agrios, 2005). Além disso, sdo apresentadas diferencas na
severidade da doenca. Isto porque, uma determinada cultivar resistente em um
local pode ndo ser em outra, devido a divergéncia genética entre os patdogenos, o
gue torna necessario a caracterizacdo molecular dos envolvidos na doenca.

Dentro do género Fusarium, existe uma série de variacbes de
caracteristicas morfolégicas e patogénicas, resultando em uma classificacao
complexa dividida em sec¢Oes, formae speciales e racas (Oliveira & Costa, 2002).
O conceito forma specialis foi introduzido por Snyder & Hansen (1940), para
reconhecer isolados patogénicos que sdo morfologicamente semelhantes a
isolados da mesma espécie, mas que se diferenciam na habilidade para parasitar
hospedeiros especificos. Ou seja, cada grupo de forma specialis € patogénico a
uma espécie ou a um grupo de plantas em particular, demonstrando o elevado
grau de especificidade de hospedeiro (Nelson et al., 1983).

As espécies e formae speciales que formam o género Fusarium sao

agentes etiologicos de muitas doengas de importancia econémicas em plantas



cultivadas. Algumas espécies sao organismos que causam decomposicao e estao
associadas com podriddes em 6rgdos de reserva de varios vegetais (Fusarium
moliniforme, podriddo da cana-de-acucar); outras espécies sao invasoras do
tecido cortical, causando “damping off’ ou tombamento (Fusarium spp., em
eucalipto, cebola, fumo e tomate); podriddes de raizes e da coroa e cancros do
caule (Fusarium solani f. sp. phaseoli, em feijoeiro) e outras sdo parasitas
vasculares altamente especificos, como as varias formae speciales de Fusarium
oxysporum. Isolados patogénicos estao classificados em mais de 120 formae
speciales de Fusarium oxysporum (Baayen, 2000). Entre algumas doencgas de
importancia econdmica podem ser citadas: murcha do tomateiro (F. oxysporum f.
sp. lycopersici), murcha de fusarium do feijoeiro (F. oxysporum f. sp. phaseoli),
murcha da bananeira (F. oxysporum f. sp. cubense); murcha do algodoeiro (F.
oxysporum f. sp. vasenfectum) (Bedendo, 1995), e a murcha do maracujazeiro,
como ja foi dito.

Em nivel de racas o patdgeno é especifico a cultivares, por exemplo, para
a cultura da banana existem quatro racas predominantes de F. oxysporum f. sp.
cubense ja identificadas (Groenewald et al., 2006). Para o tomate e meldo
existem trés racas predominantes em F. oxysporum f. sp. lycopersici (Reis et al.,
2005) e F. oxysporum f. sp. melonis (Namiki et al., 2000), respectivamente. No
maracujazeiro, ainda ndo foram definidas racas patogénicas e muito pouco se
sabe a respeito da variabilidade genética dos isolados coletados em campos
infestados.

Nas Ultimas décadas varias metodologias moleculares tém sido
desenvolvidas, contribuindo significativamente para um grande avanco da
caracterizacdo de microrganismos. Dentre as técnicas mais utilizadas destacam-
se: RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified
Polymorphi DNA), microssatélites ou SSR (Single Sequence Repeats), AFLP
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism) e sequéncias de subunidades do
rDNA (Baayen et al., 2000; Abd-Elsalam et al., 2004; Bogale et al., 2006; Stewart
et al., 2006; Groenewald et al., 2006; Bayraktar et al., 2010; Dubey et al., 2010).

A classe de marcadores AFLP vem se destacando para a caracterizacao
do complexo Fusarium oxysporum. Esses marcadores aliam a especificidade dos

sitios de restricdo do RFLP a praticidade de amplificacdo da PCR (Polimerase



Chain Reaction) (Vos et al., 1995). O AFLP se baseia no polimorfismo detectado
que se traduz em padrdo de fragmentos originados pela digestdo do DNA
gendmico por duas enzimas de restricdo, uma de corte raro e uma de corte
frequente. ApOs a digestdo, os fragmentos recebem sequéncias, denominadas
adaptadores, que se ligam as suas extremidades. Sdo entdo amplificados,
seletivamente, em reagdes de PCR, utilizando-se como iniciadores as sequéncias
complementares as dos adaptadores acrescidos de 1 a 3 nucleotideos arbitrarios,
que realizam a selecdo dos fragmentos que serdo amplificados. Assim, a
reprodutibilidade e eficiéncia da técnica a tornaram mais ampla para a analise de
populacdes de Fusarium (Abd-Elsalam et al., 2002; Sivaramakrishan, et al., 2002;
Abdel Satar, et al. 2003, Leslie et al., 2005).

Outra ferramenta molecular utilizada para a caracterizacdo, estudos
filogenéticos e para taxonomia de fungos € o PCR-RFLP da regido ITS. Essa
regido esta localizada entre os genes 18S e 28S e pode ser amplificada por
oligonucleotideos iniciadores especificos (Hillis & Dixon, 1991). O ITS é dividido
em ITS1, localizado entre os genes 18S e 0 5.8S, e 0 ITS2, que separa 0s genes
5.8S e 28S (Schlotterer et al., 1994). Enquanto as regides dos genes ribossomais
sdo altamente conservadas dentro da espécie, as regibes dos espacadores ITS,
por evoluirem mais rapidamente, podem variar intraespecificamente na sequéncia
de bases e no comprimento (Gerbi, 1985), sendo frequentemente usadas para
taxonomia de espécies e géneros (Antoniolli et al., 2000; Gomes et al., 2002).

Diante dos problemas expostos em relacdo aos enormes danos
econdmicos e sociais causados pela fusariose do maracujazeiro, associado a falta
de variedades resistentes e 0s escassos conhecimentos sobre as variacbes
genéticas do seu agente patogénico, este trabalho teve como objetivo a avaliacao
de 31 acessos de germoplasma disponivel no BAG-Maracuja da Embrapa
Mandioca e Fruticultura para definir as potencialidades de cada acesso quanto a
resisténcia & doenca e a caracterizagdo molecular de 14 isolados de F.
oxysporum f. sp. passiflorae com o0 uso de marcadores moleculares do tipo AFLP
e PCR-RFLP, de forma a conhecer as diferentes formas de estruturacdo deste

importante agente infeccioso do maracujazeiro.
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RESUMO: Objetivou-se a avaliagdo de 31 gendétipos de maracujazeiro (Passiflora
sp.), dentre acessos de germoplasma e hibridos melhorados, quanto a reacéo a
fusariose causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (FOP).
Foram avaliadas em média 20 plantulas de maracujazeiro com cerca de 50 dias
de idade. Os gendtipos foram inoculadas utilizando o método de imersdo das
raizes em suspensdo de 10° macroconidios.ml por cinco minutos e depois
transplantadas para vasos contendo mistura de terra e substrato estéril. Utilizou-
se a variedade FB100 como testemunha comercial. Até 120 dias apdés a
inoculacdo (DAI), avaliou-se diariamente, o numero de plantas mortas para a
obtencéo da area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), e andlise de
agrupamento dos gendtipos. Os sintomas de murcha e morte das plantas
iniciaram-se no 10° DAI no genétipo BGP181 e se estendeu até o periodo final de
avaliacdo, o que demonstra grandes diferencas no comportamento dos materiais
e que a resisténcia € dependente do gendtipo. O indice de mortalidade variou de
0 a 100% e a AACPD variou de 0, para genétipos sem sintomas da doenca a
6.650,63, para o hibrido de maracujazeiro HFOP-01. O agrupamento permitiu a
classificacdo dos gendtipos em quatro subgrupos, os resistentes (um acesso de
maracujazeiro amarelo, um de maracujazeiro doce, cinco de P. cincinnata e um
hibrido), moderadamente resistente (quatro acessos de maracujazeiro amarelo,
dois acessos de maracujazeiro roxo, e um hibrido), susceptivel (seis acessos de
maracujazeiro amarelo, quatro de maracujazeiro roxo e quatro hibridos) e

altamente susceptivel (um acesso de maracujazeiro amarelo e dois hibridos).

Palavras-chave: maracuja, Fusarium oxysporum f. sp. passifiorae (FOP),

melhoramento genético, murcha do maracujazeiro.
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ABSTRACT: Thirty-one passion fruit (Passiflora sp.) genotypes, including
accessions of germplasm and improved hybrids, were evaluated to resistance of
fusariosis caused by Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (FOP). We evaluated
an average of 20 passion fruit seedlings with about 50 days old. Roots of the
genotypes were immersed in a suspension of 10° macroconidia.ml™* for five
minutes and then transferred to pots containing mix of soil and sterile substrate. A
commercial check variety (FB100) was used. Until the 120 days after inoculation
(DAI), the number of dead plants was evaluated daily, to calculate the area under
the disease progress curve (AUDPC), and further cluster analysis of genotypes.
Symptoms of wilt and plant death began on the 10th day after inoculation in
BGP181 genotype, and continued until the final period of evaluation. This find
shows large differences in the behavior of the materials and that resistance is
genotype-dependent. The mortality rate ranged from 0 to 100% and AUDPC
ranged from O to genotypes without symptoms of disease to 6350.63 for HFOP-01,
which is a passion fruit hybrid. Genotypes were classified into four subgroups,
according the clustering analysis, such as resistant (one accession of yellow
passion fruit, one sweet passion fruit, five P. cincinnata and one improved hybrid),
moderately resistant (four accession of yellow passion fruit, two purple passion
fruit and one improved hybrids), susceptible (six accessions of yellow passion fruit,
four purple passion fruit and four improved hybrids) and highly susceptible (one

accession of yellow passion fruit and two improved hybrid).

Key-words: passion fruit, Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (FOP), breeding,

passion wilt
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1. INTRODUCAO

O maracuja pertence ao género Passiflora, 0 mais importante
economicamente e que apresenta o0 maior nimero de espécies da familia
Passifloraceae (Bernacci et al., 2003; Nunes e Queiroz, 2006). E um género
originario da América Tropical e Subtropical, e no Brasil sdo encontradas cerca de
131 espécies de Passiflora, das quais 88 sdo endémicas do Brasil (Cervi et al.,
2010). Mesmo com a ampla diversidade genética existente nessa familia
associado as diversas potencialidades de uso de outras espécies, o Passiflora
edulis Sims, conhecido como maracuja-amarelo ou azedo, € a espécie mais
cultivada comercialmente (Ganga et al., 2004; Junqueira et al., 2005).

O Brasil se destaca como o maior produtor mundial de maracuja.
Entretanto, a expansdo da area plantada foi acompanhada do surgimento ou
agravamento de um grande numero de doengas. Estes problemas fitossanitarios
tém reduzido o tempo de exploracdo econdmica da cultura e até mesmo
inviabilizado o seu cultivo em determinadas regifes, com perdas podendo chegar
a 80% (Fischer et al., 2005).

Dentre as doencas que atacam a cultura, a fusariose ou murcha-do-
maracujazeiro ocorre em diversas regides produtoras, ocasionando grandes
perdas devido a morte das plantas, afetando a produtividade e reduzindo a vida
atil dos pomares (Liberato & Costa, 2001), gerando prejuizos econdmicos e
sociais. O fato é agravado pelo sistema de producdo da cultura ser caracterizado
por pequenas propriedades com tamanho entre 0,5 a 3,0 hectares e mao-de-obra
eminentemente familiar. A ocorréncia da doenca obriga os produtores a mudarem
de cultura ou de area, o que nem sempre é possivel, pelo pequeno tamanho das
propriedades.

A doenca é causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae
(FOP) (McKnight, 1951), habitante do solo, com forma sexual desconhecida e que
produz esporos dos tipos micronidios, macroconidios e as estruturas de
resisténcia chamadas clamidésporos (Alexopoulos et al., 1996). A importancia da
fusariose é agravada pelo fato do patdégeno ser capaz de sobreviver no solo por
longos periodos por meio de clamidésporos, estruturas adaptadas a condicbes
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extremas a espera de condi¢cdes adequadas para o seu desenvolvimento (Lacaz
et al., 2002).

O sintoma mais evidente dessa doenca é a murcha rapida dos ramos e
folhas que, no entanto, ndo se desprendem da planta. Essa murcha é causada
pela invasao dos vasos do xilema pelas hifas do fungo. Externamente a doenca
se manifesta por lesdes que se iniciam nas raizes primarias e secundarias, que
apresentam podriddo seca na casca (Laranjeira & Santos Filho, 2002). A causa
da murcha pode ser devido a toxinas, enzimas hidroliticas e reguladores de
crescimento agindo isoladamente ou em combinacao, (Mai & Abawi, 1987; Leslie
et al., 2001; Zemankova & Lebeda et al., 2001). E possivel observar internamente
os sintomas da fusariose através de corte transversal feito no caule e na raiz onde
se percebe o escurecimento marrom-avermelhado dos tecidos do xilema, que se
encontram completamente bloqueados pelo crescimento do fungo, se tornando
impermeaveis, impedindo assim o transporte de agua para outros tecidos e
orgdos da planta (Viana et al., 2003).

Essa doenga ndo possui controle curativo e as principais medidas séo
preventivas, e ndo eliminam o patdégeno (Dianese, 2008). Na literatura existem
diversos relatos de autores que buscaram resisténcia a essa doenca, sem
sucesso. Yamashiro & Landgraff (1979) recomendaram a enxertia como controle
da fusariose e relataram que o P. alata (maracuja-doce) foi resistente a doenca.
Entretanto, em trabalho posterior Yamashiro e Cardoso (1982) alertam que a
espécie citada também é suscetivel. Por um longo periodo o maracuja amarelo foi
utilizado como porta-enxerto para 0 maracuja-roxo, considerado suscetivel a
doenca. No entanto, nos ultimos anos comprovou-se a suscetibilidade de ambas
as formas da espécie de P. edulis (Souza, 2004).

O uso de cultivares resistentes € reconhecida como a mais pratica e
eficiente forma de controle para a maioria das doencas causadas por fungos de
solo, incluindo o complexo Fusarium oxysporum (Navas-Cortés et al., 2008). Em
espécies resistentes, ocorrem processos especificos levando a ativagdo de
resposta de defesa (Koretsky, 2001). Entretanto, as -cultivares atualmente
disponiveis para o maracujazeiro ndo apresentam essa resisténcia. Assim, torna-
se necessaria a realizacdo de estudos e estratéegias de melhoramento para

solucionar este problema. Para isso, a exploracdo dos recursos genéticos do
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maracujazeiro é fundamental, considerando a grande diversidade para o género
Passiflora.

Os programas de melhoramento genético do maracujazeiro ainda séo
recentes, mas também promissores. De acordo com Bruckner et al., (2005) a alta
diversidade, ciclo relativamente curto e o interesse pela cultura, sdo fatores
favoraveis para 0 crescimento das pesquisas nessa area. Tal variabilidade
genética é determinante para a identificacdo e selecdo de acessos superiores
para resisténcia ao FOP. Assim, € premente a avaliacdo e identificacdo dessas
fontes de resisténcia no germoplasma de maracujazeiro para se conhecer as
potencialidades de cada acesso no desenvolvimento de variedades comerciais
com resisténcia duradoura ao patdgeno. A identificacdo dessas fontes de
resisténcia constitui-se na primeira e fundamental etapa do processo.

Este trabalho objetivou a avaliacdo de 31 acessos de maracujazeiro,
pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma de Maracujazeiro (BAG-Maracuja)
da Embrapa Mandioca e Fruticultura, quanto a resisténcia a fusariose por meio de

inoculagdes em condi¢des controladas.
2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencéo dos isolados de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae

O isolado de F. oxysporum f. sp. passiflorae - FOP002 - utilizado no
presente trabalho, foi obtido da micoteca do Laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Mandioca e Fruticultura. Os discos com micélio do fungo crescido em
BDA (Batata-Dextrose-Agar) (41 gramas/litro agua estéril), foram obtidos de
material conservado pelo método Castellani em agua destilada estéril a

temperatura de 25°C.

2.2 Material vegetal

Para a identificacdo de fontes de resisténcia a fusariose utilizaram-se 31
acessos do BAG-Maracuja (codigo BGP), oriundos de sementes, sendo seis de
maracuja roxo, 11 de maracuja amarelo, cinco de P. cincinnata Mast., um acesso
de P. alata Curtis, e oito hibridos de maracujazeiro amarelo. A variedade

comercial FB 100 de maracuja amarelo foi utilizada como testemunha (Tabela 1).
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Foram analisadas em média 20 plantas por acesso, sendo que cada planta foi

considerada como uma observagao.

Tabela 1. Relacdo de acessos do BAG-Maracujd da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, hibridos e variedade comercial, utilizados na identificacdo de fontes

de resisténcia a fusariose.

Acesso Nome cientifico

BGPO018 Passiflora edulis (maracuja amarelo)
BGP020 Passiflora edulis (maracuja amarelo)
BGP023 Passiflora edulis (maracuja roxo)
BGP028 Passiflora edulis (maracuja amarelo)
BGP029 Passiflora edulis (maracuja roxo)
BGPO033 Passiflora edulis (maracuja roxo)
BGPO037 Passiflora edulis (maracuja amarelo)
BGP168 Passiflora edulis (maracuja roxo)
BGP177 Passiflora edulis (maracuja amarelo)
BGP179 Passiflora edulis (maracuja amarelo)
BGP181 Passiflora edulis (maracuja amarelo)
BGP185 Passiflora edulis (maracuja amarelo)
BGP188 Passiflora edulis (maracuja amarelo)
BGP207 Passiflora edulis (maracuja amarelo)
BGP208 Passiflora edulis (maracuja roxo)
BGP224 Passiflora edulis (maracuja amarelo)
BGP229 Passiflora edulis (maracuja roxo)
BGP235 Passiflora alata (maracuja doce)
BGP268 Passiflora cincinnata
BGP290 Passiflora cincinnata
BGP296 Passiflora cincinnata
BGP297 Passiflora cincinnata
BGP298 Passiflora cincinnata
HFOP-01 Hibrido (maracuja-amarelo)
HFOP-04 Hibrido (maracuja-amarelo)
HFOP-05 Hibrido (maracuja-amarelo)
HFOP-07 Hibrido (maracuja-amarelo)
HFOP-08 Hibrido (maracuja-amarelo)
HFOP-09 Hibrido (maracuja-amarelo)
HFOP-10 Hibrido (maracuja-amarelo)
HFOP-13 Hibrido (maracuja-amarelo)

FB 100 Passiflora edulis (maracuja amarelo)
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2.2 Inoculacéo dos acessos

O método de inoculagéo utilizado foi o de imersdo das raizes. Para a
producdo do indculo, discos de micélio foram repicados para placas de Petri,
contendo meio BDA. As culturas foram incubadas em BOD durante 7 dias, a 25°C
e 24 h de luz. A suspensdo de esporos foi preparada minutos antes das
inoculacdes. A suspensdo foi obtida pela liberacdo dos conidios por meio da
adicdo de 10 mL de agua destilada as placas de Petri e raspagem das colbnias do
fungo. A solucao resultante foi filtrada em uma camada dupla de gaze esterilizada
e em seguida, a suspensdo de conidios foi ajustada para 10° conidios.ml*, com
auxilio da camara de Neubauer. Apenas os macroconidios foram considerados na
contagem dos esporos.

As mudas foram retiradas do solo estéril onde foram formadas e as raizes
lavadas com agua esterilizada. Em seguida, as raizes foram imersas durante
cinco minutos na suspensdo de conidios e posteriormente, procedeu-se 0
replantio em vasos plasticos de 15 cm, contendo solo e substrato estéril
(vermiculita) na proporgéo de 3:1. O tratamento da testemunha foi representado

por plantas com seus sistemas radiculares mergulhados apenas em agua estéril.

2.3 Confirmacgédo da morte das plantas por fusariose

ApOGs alguns testes para o FOP, a melhor forma encontrada para seu
isolamento € a descrita a seguir. As mudas que apresentaram sintomas de
murcha foram coletadas e partes do caule e raiz foram cortadas e desinfestadas
por 1,30 min em etanol 70%, em seguida por 40 segundos em hipoclorito de sédio
0,5% e por ultimo lavadas por duas vezes em &agua destilada estéril. Os
segmentos desinfestados foram transferidos para o meio BDA e apds 5 dias as
colonias crescidas foram analisadas morfologicamente quanto a presenca de

macro e microconidios, para a confirmagéo do patdgeno.

2.4 Avaliacdo da doenca e analise dos dados

As avaliacdes foram realizadas a cada 24 h a partir do 3° ao 120° dia
apos inoculacao (DAI). O periodo de incubacédo (PI) foi determinado pelo tempo
transcorrido (em dias) entre a inoculacéo e o aparecimento de sintomas (murcha).

As plantas que ndo apresentaram sintomas da doenga tiveram esse periodo
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ajustado para 121 dias, correspondendo ao periodo de avaliacédo total acrescido
de um dia.
Ao final das avaliagGes foi analisado o percentual de mortalidade de cada

acesso, de acordo com:

. numerode plantas mortas
% de mortalidade = ( P JxlOO

nimerode plantas

A partir destes dados de mortalidade, foi estimada a area abaixo da curva
de progresso da doenca (AACPD) para os acessos de maracujazeiro, que
corresponderam a expressao dos sintomas externos ao longo de todo o periodo
de avaliacdo

A analise de agrupamento foi realizada com o objetivo de separar os
gendtipos com base nos valores da AACPD. Utilizou-se a distancia euclidiana
como medida de dissimilaridade, e em seguida esta matriz foi utilizada para
proceder o agrupamento dos gendtipos com base no método Ward. Todas as
andlises foram realizadas com o uso do programa estatistico R versédo 2.12.0 (R
Development Core Team, 2008).

O agrupamento foi confirmado através do teste de comparacdo de
propor¢cdes (Zar, 1996) no programa Statistica 7.1 (Statsoft, 2005). Também foi
feita a analise de sobrevivéncia pelas curvas Kaplan-Meier, dos grupos formados,
analisando o periodo desde a inoculacdo até a morte das plantas, também no

programa Statistica 7.1.
3. RESULTADOS

3.1 Identificac&o de fontes de resisténcia a fusariose no BAG-Maracuja
Observaram-se grandes diferencas na resisténcia ao FOP entre os
gendtipos de maracujazeiro avaliados. Os sintomas de murcha e posterior morte
das plantas iniciaram-se no 7° e 10° DAI, respectivamente no acesso BGP181.
Entretanto o periodo de incubacgéo de todos os acessos foi em média de 55 dias.
Em um total de 900 plantas, 262 apresentaram sintomas de fusariose e
posterior morte. Desse total, em cerca de 97,32% das plantas mortas foi possivel

o reisolamento do patdégeno, confirmando a morte por fusariose. Aléem disso,
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alguns isolados obtidos das plantas mortas foram reinoculados em outras mudas
para confirmar a patogenicidade do fungo, por meio da manifestacdo dos
sintomas e fechamento do postulado de Koch (Figura 1).

O percentual de mortalidade das plantas por acesso variou de 0 a 100%. O
maracuja amarelo BGP018 apresentou o maior indice de mortalidade, com todas
as plantas mortas em quatro meses de avaliacdo. Por outro lado, oito gendétipos
nao apresentaram nenhuma mortalidade por causa da fusariose, sendo um
acesso de maracuja amarelo (BGP020), um de maracuja doce (BGP235), cinco
de P. cincinnata (BGP268, BGP290, BGP296, BGP297, BGP298) e um hibrido
(HFOP-07) (Tabela 2).

indices de mortalidade entre 56 e 85% foram obtidos para um acesso de
maracujazeiro roxo (BGP229), um acesso de maracujazeiro amarelo (BGP179) e
dois hibridos (HFOP-04 e HFOP-01). indices de mortalidade entre 5 e 42% foram
obtidos na analise de nove acessos de maracujazeiro amarelo (BGP028,
BGP037, BGP177, BGP181, BGP185, BGP188, BGP207, BGP224 e FB100),
cinco acessos de maracujazeiro roxo (BGP023, BGP029, BGP033, BGP168 e
BGP208) e cinco hibridos (HFOP-05, HFOP-08, HFOP-09, HFOP-10 e HFOP-13).
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Figura 1: Sintomas da fusariose, isolamento e reinfeccdo em maracujazeiro

amarelo. (A): Mudas de maracujazeiro do acesso BGP028 inoculadas e com
sintomas de fusariose. (B): Patdgeno FOP isolado a partir das plantas infectadas.
(C): Muda de maracujazeiro reinoculada como o patdégeno, para confirmacdo da

doenca.

A AACPD variou de 0, para genotipos sem sintomas da doenca (BGP020,
BGP235, BGP268, BGP290, BGP297, BGP298, BGP296, e HFOP-07) a
6.350,63, para o hibrido de maracujazeiro HFOP-01, que apesar de ter
apresentado a segunda maior mortalidade teve periodo de incubagcdo menor que
0 acesso BGP018 (Tabela 2).
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Tabela 2. Resultados das avaliagdes provenientes da inoculacdo FOP 120 dias

apos a inoculacdo, quanto a porcentagem de plantas mortas e a AACPD.

Acesso Nome cientifico =T MortaO/I(i)dade AACPD de re'glilgtfélnciaz
BGP020 Passiflora edulis (maracuja amarelo) 121 0,00 0,00 R
BGP235 Passiflora alata (maracuja doce) 121 0,00 0,00 R
BGP268 Passiflora cincinnata 121 0,00 0,00 R
BGP290 Passiflora cincinnata 121 0,00 0,00 R
BGP296 Passiflora cincinnata 121 0,00 0,00 R
BGP297 Passiflora cincinnata 121 0,00 0,00 R
BGP298 Passiflora cincinnata 121 0,00 0,00 R
HFOP-07 Hibrido (maracuja-amarelo) 121 0,00 0,00 R
BGP029 Passiflora edulis (maracujé roxo) 41 5,88 358,68 MR
BGP037 Passiflora edulis (maracuja amarelo) 72 28,57 791,20 MR
BGP188 Passiflora edulis (maracujd amarelo) 85 19,04 609,28 MR
BGP207 Passiflora edulis (maracuja amarelo) 95 27,77 419,33 MR
BGP208 Passiflora edulis (maracujé roxo) 49 9,09 301,48 MR
FB 100 Variedade comercial 15 12,76 612,20 MR
HFOP-13 Hibrido (maracujd-amarelo) 39 17,77 759,60 MR
HFOP-01 Hibrido (maracuja-amarelo) 11 85,41 6350,63 AS
HFOP-04 Hibrido (maracujd-amarelo) 10 62,71 3756,21 AS
BGP018 Passiflora edulis (maracuja amarelo) 14 100,00 5040,05 AS
BGP023 Passiflora edulis (maracujé roxo) 13 22,00 1397,00 S
BGP028 Passiflora edulis (maracuja amarelo) 18 27,58 1861,37 S
BGP033 Passiflora edulis (maracujé roxo) 8 17,77 1590,56 S
BGP168 Passiflora edulis (maracuja roxo) 22 26,92 1270,68 S
BGP177 Passiflora edulis (maracuja amarelo) 26 31,57 2317,74 S
BGP179 Passiflora edulis (maracuja amarelo) 31 56,25 2990,39 S
BGP181 Passiflora edulis (maracuja amarelo) 7 17,94 1332,79 S
BGP185 Passiflora edulis (maracuja amarelo) 34 28,57 1599,59 S
BGP224 Passiflora edulis (maracuja amarelo) 32 33,32 2565,64 S
BGP229 Passiflora edulis (maracuja roxo) 67 80,95 2546,19 S
HFOP-05 Hibrido (maracuja-amarelo) 37 36,84 1665,43 S
HFOP-08 Hibrido (maracuja-amarelo) 30 16,66 1457,75 S
HFOP-09 Hibrido (maracuja-amarelo) 12 42,00 2595,00 S
HFOP-10 Hibrido (maracuja-amarelo) 43 19,04 1204,28 S
'PI= periodo de incubac&o; °R = resistente; MR = moderadamente resistente; S = suscetivel e AS

= muito suscetivel
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A matriz de dissimilaridade permitiu agrupar os genoétipos em dois grupos
principais de resisténcia a fusariose, aqui classificados como resistentes (Grupo
1) e suscetivel (Grupo 2) (Figura 2). Cada grupo se subdividiu em dois subgrupos,
totalizando quatro subgrupos classificados como: resistente, moderadamente

resistente, susceptivel e altamente susceptivel, como base na AACPD.

Grupo 1
Grupo 2

Subgrupo 2.2

Subgrupo 1.1

BGP018
BGP177

BGP290 ——

HFOP-07

BGP020 — |
BGP296 — |
BGP298 —|
BGP297 — |
BGP235 —|
BGP268 —!
BGP207 ——
BGP208 —
BGP029 _“
BGP188 Subgrupo 1.2
FB100

HFOP-13

BGPO37
HOFOP-01 T
HFOP-04 :‘J
BGP179 j

HFOP-09

BGP229

BGP224

BGP023

HFOP-08

HFOP-10

BGP168

BGP181

BGP028

HFOP-05

BGPO033

Figura 2: Agrupamento dos gendtipos de maracujazeiro avaliados para
resisténcia a fusariose com base na area abaixo da curva de progresso da
doenca.

Dentre os 32 acessos avaliados 25% (oito acessos) foram incluidos na
classe dos resistentes, Subgrupo 1.1 (BGP020, BGP235, BGP268, BGP290,
BGP296, BGP297, BGP298 e HFOP-07), que incluem um acesso de
maracujazeiro amarelo, um de maracujd doce, cinco de P. cincinnata e um
hibrido. Outros sete como moderadamente resistentes no Subgrupo 1.2 que inclui
trés acessos de maracujazeiro amarelo (BGP037, BGP188 e BGP 207), dois
acessos de maracuja roxo (BGP208 e BGP029), um hibrido de maracujazeiro
amarelo (HFOP-13) e a testemunha comercial FB100, com Pl médio do grupo de
56 DAI.

No subgrupo definido como altamente susceptivel (Subgrupo 2.1), foram
classificados um acesso de maracujazeiro amarelo (BGP018) e dois hibridos
(HFOP-01 e HFOP-04), com Pl médio do grupo de 11 DAI. No Subgrupo 2.2,

BGP185



31

classificado como suscetivel, foram alocados seis acessos de maracujazeiro
amarelo (BGP028, BGP177, BGP179, BGP181, BGP185 e BGP224), quatro
acessos de maracujazeiro roxo (BGP023, BGP033, BGP168 e BGP229) e quatro
hibridos de maracujazeiro amarelo (HFOP-05, HFOP-08, HFOP-09 e HFOP10),
com Pl médio do grupo de 27 DAI.

O teste de proporcédo indicou ndo existir diferencas estatisticas dentro dos
grupos formados. Entretanto, os grupos diferiram estatisticamente entre si,
confirmando o agrupamento formado. As curvas de sobrevivéncia geradas pelo
meétodo ndo-paramétrico Kaplan-Meier estao representadas na Figura 3. Como ja
era esperado, os subgrupos altamente suscetivel e suscetivel apresentaram a
menor sobrevivéncia, enquanto que os subgrupos moderadamente resistente e

resistente apresentaram a maior sobrevivéncia.
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Figura 3: Curvas Kaplan-Meier de sobrevivéncia dos grupos, formados a partir
dos acessos de maracujazeiro inoculados com Fusarium oxysporum f. sp.

passiflorae.



32

Para o agrupamento altamente suscetivel a maioria das mortes se
concentrou até pouco antes dos 100 dias evidenciando a grande suscetibilidade
deste grupo. Enquanto que no grupo classificado como suscetivel as mortes se
estenderam além dos 100 DAI e para o agrupamento moderadamente resistente
as mortes se concentraram 80 DAI.

A distancia entre as curvas indicam a existéncia de diferenca estatistica
entre os grupos. Essas diferencas podem ser comprovadas através do teste
Cox’s-F test (Tabela 3). Por este teste, pode-se concluir que as comparacoes

duas a duas é significativa (p<0,05).

Tabela 3. Valores de probabilidade (p-valor) referentes ao teste de Cox’s-F test,

considerando-se a hipdtese de curvas de sobrevivéncia estimadas serem iguais.

Comparacéao p-valor Comparacéao p-valor
AS xS p<0,001 S x MR p<0,001
AS x MR p<0,001 SxR p<0,001
AS xR p<0,001 MR x R p<0,001
4. DISCUSSAO

Em geral, os sintomas iniciais da fusariose que incluem murcha, ocorrem
entre 0 2° e 0 4° DAI em diversas espécies (Alexpoulos, 1996). Entretanto, os
primeiros sintomas do FOP foram registrados sete dias apds a inoculacdo, no
gendtipo mais sensiveis, estendendo-se até o 117° DAI em genoétipos com algum
nivel de resisténcia. Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de
identificac&o de fontes de resisténcia a Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum em
algodoeiro, onde os primeiros sintomas ocorreram entre o 10 e 19° DAI,
dependendo do nivel de resisténcia da cultivar (Machado, 2008). Por outro lado,
no caso do maracujazeiro, o inicio e a continuidade dos sintomas foram muito
variaveis em cada acesso, o que indica que a selecdo de plantas resistentes
parece ser um processo genotipo dependente e de longo prazo, mesmo em
condi¢cbes controladas para o crescimento do fungo e manifestacédo dos sintomas.
A ocorréncia de mortes de plantas em determinados acessos proximos ao periodo
final de avaliagéo (120 DAI) indica que estas avaliacbes devem ser estendidas por

um periodo maior.
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Um periodo de incubacdo longo é um importante componente de
resisténcia parcial de uma espécie de planta hospedeira a um dado patdgeno
(Van der Plank, 1963). O acesso BGP207, classificado como moderadamente
resistente, apresentou maior taxa de mortalidade que o HFOP-08, agrupado como
suscetivel. Entretanto, a AACPD do primeiro foi menor que a do segundo. Isso
pode ser explicado pelo periodo de incubacéo, que foi de 95 dias para BGP207 e
de 30 dias para HFOP-08. O Pl médio foi maior para grupos com maior nivel de
resisténcia, como foi 56 DAI no grupo moderadamente resistente e de 27 DAI
para o grupo susceptivel.

A analise dos resultados com base nos dados de AACPD permite distinguir
a resisténcia entre os acessos com confiabilidade, por englobar tanto o tempo de
avaliagdo quanto a severidade da doenga. Com base neste critério, e
contrariamente a hipétese de que o maracuja-roxo € uma das formas mais
suscetiveis de Passiflora (Morwani, 2008), os resultados deste estudo revelaram
que embora hajam acessos considerados suscetiveis como BGP023 e BGP033,
existem diferentes germoplasmas da forma roxa com niveis de resisténcia a
fusariose, ou seja, BGP029 e BGP208 (moderadamente resistentes).

Segundo Roncatto et al., (2004), a busca de resisténcia dentro de P. edulis
€ importante por viabilizar a obtencdo de materiais genéticos resistentes, com
potencial comercial em um espaco curto de tempo. Por outro lado, Laranjeira et
al., (2005) quantificaram a incidéncia da murcha de Fusarium em plantas de
maracuja-amarelo enxertadas em P. edulis, P. alata, P. gibertii e P. cincinnata, por
meio da analise de sobrevivéncia e revelaram que a incidéncia final foi muito
semelhante nos quatro porta-enxertos, porém o de maracuja-amarelo apresentou
um perfil de sobrevivéncia diferente e pior que os demais. Contudo, apenas
quatro acessos foram avaliados neste trabalho e como a resisténcia ao FOP
parece ser gendtipo dependente é possivel que especificamente estes, sejam
altamente suscetiveis a fusariose. Isso pode ser confirmado pelo fato de que dos
20 gendtipos de maracujazeiro amarelo avaliados, entre germoplasma e hibridos,
trés foram considerado altamente suscetiveis, 10 suscetiveis e outros cinco
moderadamente resistentes, ainda assim um acesso de germoplasma (BGP020)
e um hibrido de maracujazeiro amarelo (HFOP-07) foram considerados

resistentes a fusariose.
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Estas observacbes sdo muito relevantes para a cultura, pois o hibrido
HFOP-07 ja possui caracteristicas agronémicas altamente competitivas em
relagdo as cultivares disponiveis no mercado. Além disso, apesar dos acessos
BGP020 (R), BGP029, BGP037, BGP188, BGP207 e BGP208 (MR) ndo serem
competitivos do ponto de vista agronémico, por pertencerem a espécie P. edulis,
compartilham caracteristicas fenotipicas que facilitam a transferéncia dos genes
de resisténcia a fusariose via programas de melhoramento.

Dentre os genotipos classificados como resistentes, inclui-se 0s cinco
acessos de P. cincinnata investigados, assim como o0 gendtipo de P. alata.
Avaliacbes em nivel de campo tém mostrado que a espécie P. cincinnata,
apresenta reisisténcia a fusariose, além de outras doencas de importancia
econdmica do maracujazeiro, como a virose, antracnose e bacteriose. Isto indica
alto potencial para uso deste germoplasmas em futuros cruzamentos com
espécies cultivadas comercialmente para resisténcia a fusariose. P. cincinnata é
considerada uma espécie vigorosa e apresenta ampla adaptacao, caracteristicas
importantes para a sua utllizagdo em programas de melhoramento do
maracujazeiro (Ruggiero & Oliveira, 1998; Santos, 2006).

Como espécies silvestres podem servir de alternativas para a ampliacdo da
base genética da resisténcia, Coppens D’eeckenbrugge (2005) mencionou Varios
autores que conseguiram sucesso no cruzamento de P. alata com outras
passifloras. Junqueira et al. (2005) também relataram a obtencédo de hibridos
interespecificos de P. alata com outras passifloras, o que amplia ainda mais as
possibilidades de uso destas espécies. Sdo José et al. (2000) testaram as
espécies P. edulis, P. alata, P. macrocarpa, P. giberti, P. laurifolia e P. foetida em
local infestado com fusariose e observaram que P. alata e P. giberti apresentaram
melhor comportamento em relacdo a morte provocada por fusariose. Oliveira e
Ruggiero (1998) relatam diversas espécies silvestres, dentre elas P. cincinnata e
P. alata que além de apresentarem ampla adaptagéo, possuem caracteristicas de
resisténcia a doencas como porta-enxerto do maracujazeiro amarelo, 0 que as
torna promissoras para o0 uso no melhoramento genético.

Atualmente, em fungdo da inexisténcia de fontes de resisténcia no
germoplasma de P. edulis, o melhoramento genético visando a obtencédo de

variedades de maracujazeiro resistentes as doencas do sistema radicular, tem
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sido direcionada para a obtencdo de hibridos interespecificos, as vezes sem
muito sucesso, em funcdo da incompatibilidade entre espécies e mesmo
esterilidade dos hibridos gerados. Entretanto, as observagbes do presente
trabalho podem contribuir em muito para a geracédo de genaotipos com resisténcia
a fusariose e ainda com padrdo comercial de frutos e competitividade agronémica,
em menor tempo do que 0 necessario nos cruzamentos interespecificos.

Embora possam ser analisados de distintas maneiras, é a andlise de
sobrevivéncia que fornece ferramentas especialmente criadas para lidar com
dados nos quais a variavel resposta € um “tempo até a ocorréncia de um evento”
(Cox & Oakes, 1984; Kleinbaum, 1995; Scherm & Ojiambo, 2004). Na
terminologia da analise de sobrevivéncia define-se tempo de sobrevivéncia como
0 periodo desde o inicio do acompanhamento até a ocorréncia de um evento
qualquer; evento neste caso pode ser morte, aparecimento de sintomas,
germinacao, ou qualquer acontecimento de interesse. Para este estudo, o evento
foi a morte de cada planta. As curvas Kaplan-Meier de sobrevivéncia relacionam
as probabilidades de um individuo sobreviver num dado momento, na escala de
tempo considerada. Essas curvas permitem ndo apenas uma comparacao visual
de tratamentos, mas também a descricdo das proprias curvas por variaveis como
o tempo médio de sobrevivéncia, a taxa média de risco e a mediana da
sobrevivéncia. Uma caracteristica importante dos dados de sobrevivéncia é a
presenca de censuras, as quais sdo consideras observa¢gdes incompletas e se
caracterizam como dados de individuos em que a ocorréncia nao foi verificada.

As curvas de sobrevivéncia dos quatro grupos indicam que a maioria das
mortes ocorreu entre 45 aos 100 dias, e sugerem que o periodo de avaliacao
deva se de pelo menos 150 dias. Esse fato pode explicar algumas espécies que
foram considerados resistentes, mas que quando estdo em campos infestados
durante um ou dois anos, tém comportamento susceptivel ao patégeno, como P.
cincinnata no trabalho de Laranjeira et al., 2005. As curvas confirmaram o0s
agrupamentos formados com base na AACPD.

O proximo passo no estudo da resisténcia genética destes acessos refere-
se ao direcionamento das pesquisas para entendimento da heranca da resisténcia
ao FOP. A resisténcia das plantas aos patogenos é classificada como
monogénica, oligogénica ou poligénica (Agrios, 2005). A interacdo Fusarium
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oxysporum-planta € bem estudada para muitas culturas e sabe-se que a maioria
das plantas possui 0 mecanismo genético para se defender e, consequentemente,
a suscetibilidade das plantas a alguns patdégenos é o resultado de uma falha da
planta para detectar rapidamente a presenca do patdégeno ou falta de um gene
importante para a resisténcia (Hammershimidt, 2001), ou ainda alguma mudanca
genética no fungo que ndo permite a interacdo de sinais entre patdégeno-
hospedeiro, impedindo assim a reagao da planta.

Segundo Van der Plank (1963) existem resisténcias efetivas contra
algumas racas de patdégenos, ditas verticais ou qualitativas e resisténcias contra
todas as racas de patégenos, chamadas de horizontais ou quantitativas.
Geralmente a resisténcia vertical € monogénica, enquanto que a horizontal é
oligo/poligénica (Agrios, 2005). Apesar de ser mais trabalhosa, demorada e
complexa, a incorporacdo da resisténcia horizontal em cultivares comerciais, vai
também contribuir para sua maior durabilidade (Van der Plank, 1963), sendo mais
adequada para essa cultura.

O controle genético da resisténcia a murcha do maracujazeiro ainda é
desconhecido, sendo que as hipdteses de controle monogénico, poligénico ou
mesmo integrando os dois tipos de resisténcia precisam ser avaliadas. Para
outras doengas que atacam o maracuja, como a bacteriose, estudos preliminares
indicam existéncia significativa de resisténcia horizontal em espécies e hibridos
interespecificos de maracujazeiro (Junqueira, 2010). Até o presente nenhum gene
para resisténcia ao FOP foi descrito e a interacdo genética desse sistema, ainda é
desconhecida. Entretanto, ha vasta literatura para muitas culturas onde esses
genes de resisténcia ao Fusarium ja foram identificados. Para a resisténcia de
Arabipodis thaliana, seis genes de resisténcia a Fusarium oxysporum f. sp.
matthiole, entre eles RFO1, RFO2, RFO4, RFO6, ja foram descritos (Diener et al.,
2005). Em plantas de tomate o gene de resisténcia [-3SIX-1 desencadeia a
reagdo de reconhecimento que resulta na resisténcia da planta (Rep et al., 2005).
Na verdade, seis locus que conferem resisténcia a Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici ja foram identificados em genomas de tomate (Sela-Buurlage et al.
2001). Para a resisténcia do gréo-de-bico as racgas 0, 1A, 2 e 4 sédo consideradas
digénicas ou trigénicas, enquanto que, para as racas 3 e 5 é monogénica
(Jimenes-Diaz et al., 1993).



37

Com relacdo a diferenca na resisténcia das plantas dentro de cada
genotipo, uma hipoétese plausivel pode estar relacionada a alta heterozigosidade
do maracujazeiro, por se tratar de uma planta al6gama com autoincompatibilidade
esporofitica-gametofitica (Suassuna et al.,, 2003), o que confere grande
variabilidade genética dentro da espécie e de acessos. Assim, considerando a
resisténcia do maracujazeiro a fusariose como quantitativa, a mortalidade de
plantas dentro de cada genotipo estaria diretamente relacionada com a frequéncia
alélica dos genes de resisténcia. O fato de se ter utilizado apenas um isolado,
também pode ter interferido nos resultados, uma vez que, a reacao das plantas a
diferentes isolados diferentes pode ser diferenciada.

As plantas desenvolveram véarios mecanismos de defesas ao longo da
coevolugcdo com os microrganismos que incitam doencgas. Estas defesas podem
ser de natureza estrutural ou quimica. Morwani (2008) fez um estudo de espécies
de Passiflora resistentes a murcha do maracujazeiro de acordo com os niveis de
quitinase, uma enzima comum envolvida na resisténcia de plantas. Poucos fungos
sdo sensiveis a quitinase isoladamente, porém muitos sdo sensiveis a
combinagao desta com a [(-1,3-endoglucanase (Stahl e Bishop, 2000). Segundo
Morwani (2008), as plantas tém diferentes formas e quantidades da enzima, o que
pode ser a razdo para a variagdo da resisténcia. Como resultado do estudo, os
niveis de quitinase aumentaram com o passar do tempo em plantas nédo
infectadas, quando comparadas com as que apresentaram a doenca. Outros
autores indicam que 15% da parede celular do Fusarium oxysporum é composta
por quitina e o restante de glicogénio e proteina Alexopoulos (1996), que
implicaria na existéncia de outros mecanismos como responsaveis pela
resisténcia das espécies indicadas, embora o mecanismo de defesa por quitinase
possa ser um deles (Morwani, 2008).

O maracujazeiro apresenta grande variabilidade genética natural para as
diversas caracteristicas de planta e de fruto (Meletti, 2003). Grande parte da
diversidade genética do género Passiflora se encontra dispersa no territorio
brasileiro, colocando nosso pais entre o0s principais centros de diversidade
genética dessa espécie (Oliveira et al., 2008). E possivel explorar toda essa
diversidade em programas de melhoramento, com significativos ganhos genéticos

(Meletti & Brukner, 2001). Dessa forma, a caracterizagdo e avaliagdo das



38

espécies de interesse sdo ferramentas indispensaveis aos trabalhos de
fitomelhoramento, podendo revelar recursos genéticos de grande valor.

A identificacdo de fontes de resisténcia a fusariose em condicdes
controladas uniformiza as condicbes ambientais para que diferencas na
manifestacdo dos sintomas sejam exclusivamente de efeito genético. Entretanto,
a resposta da resisténcia deve ser confirmada em nivel de campo sob infestacao
natural do FOP. Vale salientar que este foi um estudo preliminar, mas que
possibilitou a pré-selecdo de oito acessos classificados como resistentes e que
serdo levados para campos infestados com o patdégeno para a realizacdo de
outros testes e confirmacdo dos resultados aqui encontrados. E também
fundamental o estabelecimento de um sistema de monitoramento constante da
variabilidade do patdgeno, incluindo o potencial surgimento de novas variantes.

O sucesso em um programa de melhoramento esta intimamente ligado a
avaliacdo eficiente de um grande numero de acesos em um curto espaco de
tempo e com pouco uso de recursos fisicos e financeiros. Dentro desta
perspectiva, este screening inicial garante confiabilidade dos resultados, além de

reduzir o nimero de acessos a serem avaliados em condi¢cdes de campo.
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CAPITULO 2

VARIACAO GENETICA EM ISOLADOS DE Fusarium oxysporum f.
sp. passiflorae COM BASE EM MARCADORES AFLP E PCR-RFLP DA
REGIAO ITS'

1Artigo submetido ao comité editorial do periddico cientifico Australasian Planta Pathology
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi estudar a variabilidade genética de 14
isolados de FOP (Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae) com o uso de
marcadores moleculares AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e
PCR-RFLP (Polymerse Chain Reaction - Restriction Fragment Length
Polymorphism) da regido ITS (Inter Transcribed Spacer). No processo de
otimizacao da técnica de AFLP, o uso do kit comercial apresentou melhor padréo
de amplificacdo para a maioria das combinacfes de iniciadores avaliados. Vinte e
cinco combinacdes de iniciadores foram selecionadas para a amplificacdo dos
isolados de FOP, resultando em 99% de fragmentos polimérficos, com média de
40 bandas por combinacao de iniciador. Os valores do conteudo de informacéo
polimorfica, o indice e o poder discriminatério do marcador apresentaram ampla
variacdo e refletem o alto contetdo informativo dos iniciadores utilizados na
caracterizacdo dos isolados de FOP. A deteccdo de polimorfismo com a técnica
de PCR-RFLP, utilizando quatro enzimas de restricdo nao foi eficiente. Os
isolados de FOP foram agrupados em quatro grupos, independente da sua origem
geografica. Mesmo com a marcante presenca de variacdo molecular dentro dos
grupos, esta observacdo demonstra a possibilidade de fluxo da doenca entre as
diversas regibes produtores, provavelmente pelo transporte de mudas
contaminadas. A existéncia de alta variagdo molecular no FOP deve direcionar as
acOes voltadas ao desenvolvimento de cultivares resistentes ao patégeno, no

sentido de buscar resisténcia multipla a diferentes isolados.

Palavras-chave: maracujazeiro, fusariose, variabilidade, marcador molecular
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ISOLATES USING AFLP MARKERS AND PCR-RFLP FROM ITS REGION
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ABSTRACT: The objective of this work was to study the genetic variability of 14
isolates of FOP (Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae) using AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) and PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction -
Restriction Fragment Length Polymorphism) from ITS (Inter Transcript Space)
region. During the optimization of AFLP technique, the commercial kit showed the
best amplification pattern for most of primers combinations. Twenty-five primer
combinations were selected to amplify the FOP isolates. As a result we observed
99% of polymorphic fragments, with average of 40 bands per primer combination.
Broad variation from estimates of polymorphic information content, marker index
and resolving power were observed. These results showed the high information
content regarding the primers used in the characterization of FOP isolates. The
detection of polymorphism with PCR-RFLP, using four restriction enzymes were
not efficient. The FOP isolates were clustered into four groups, independently of
their geographic origin. Even with remarkable presence of molecular variation
within groups, this observation showed the possibility of disease flow among
different production regions, probably by shipping of infected seedlings. The
evidence of high molecular variation among FOP isolates must drive the action
related to development of resistant cultivars, aiming to find multiple resistances to

different isolates.

Keywords: passion fruit, fusariosis, variability, molecular marker
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1. INTRODUCAO

As espécies de Fusarium que causam murchas vasculares formam um
complexo de fungos de solo classificadas como Fusarium oxysporum
Schlechtend.: Fr. (Alexpoulos et al.,, 1996). Até o presente, nenhuma forma de
reproducdo sexuada para este complexo foi encontrada, sendo que estes
produzem trés tipos de esporos: macroconidios, microconidios e clamidoésporos
(Booth et al., 1971). Dentro desse género existem variacfes de patogenicidade e
viruléncia, resultando na sua classificacdo em sec¢0es, formae speciales e racas
(Oliveira e Costa, 2002).

A especificidade do Fusarium em colonizar determinadas espécies
hospedeiras permitiu que Snyder & Hansen (1940) criassem um novo téxon
denominado forma specialis, onde cada grupo é patogénico a uma espécie ou a
um grupo de plantas em particular, evidenciando o elevado grau de especificidade
de hospedeiro (Nelson et al., 1983). Mais de 120 formas ja foram descritas
(Baayen et al., 2000), cada uma delas com habilidade em causar murcha em
espécies especificas, como F. oxysporum f. sp. cubense (banana), F. oxysporum
f. sp. vasinfectum (algodao), F. oxysporum f. sp. elaeidis (dendé), F. oxysporum f.
sp. rosellae (vinagreira), F. oxysporum f. sp. vanillae (baunilha). Cada forma
specialis pode se subdividir em racas fisiologicas de acordo com a especificidade
a uma cultivar especifica, confirmando a variabilidade em viruléncia encontrada
nas variantes desse patdégeno. A classificacdo em formae speciales e racas
possuem algumas dificuldades, pois muitas varidveis devem ser consideradas e a
base genética da seletividade do patégeno em relacdo as espécies e cultivares
hospedeiras ainda sdo pouco conhecidas (Bayeen et al., 2000).

Dentre essas formas especificas do patdgeno, encontra-se o0 agente
etioldgico da murcha ou fusariose do maracujazeiro, Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae (McKnight, 1951). A fusariose € uma das doencas mais devastadoras
desta cultura, pois provoca deficiéncia de agua, murcha imediata, colapso e morte
das plantas independente do seu estagio de desenvolvimento (Bastos, 1976;
Manica, 1981), reduzindo de forma significativa a vida util dos pomares. A
situacdo ainda € agravada por falta de controle curativo da doenca, sendo o uso
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de cultivares resistentes a estratégia mais pratica e com melhor custo-beneficio
para o controle da murcha de Fusarium (Honnareddy & Dubey, 2006).

O conhecimento da diversidade genética da populacdo em Fusarium
oxysporum é importante para o desenvolvimento de estratégias para o controle de
doencas (Kistler et al., 2001), uma vez que alguns patégenos possuem grande
capacidade de variacdo. A aparente auséncia de estagio sexual em espécies de
Fusarium oxysporum, pode ser compensada por outros processos que assegurem
a permuta e a manutencado da diversidade genética (Kistler et al., 1992; Leslie,
1993), como mutacgles, alta atividade de elementos transponiveis presentes no
genoma ou eventos de parassexualidade (Agrios, 2005).

Populacbes de fungos com alto nivel de diversidade genética podem ter
dificil controle, pois tendem a adaptar-se mais rapidamente a qualquer medida de
controle, como a introdu¢édo de uma cultivar resistente (Carlier et al., 2003). Aliado
a isso, a existéncia de variantes do fungo com diferentes niveis de agressividade,
além de diferentes racas do patdgeno, pressupde que um genotipo identificado
como resistente numa regido de cultivo pode ou ndo manter esta caracteristica
em outra. Logo, a resisténcia vai depender diretamente dos mecanismos
envolvidos no processo de defesa da planta e também da composi¢cdo genética
do patdégeno que a desafia. E somente os estudos de diversidade fenotipica ndo
indicam a relacdo ou variabilidade genética entre e dentro de grupos de isolados.

Analise da variacdo genética por meio de marcadores moleculares tem se
tornado util para caracterizar populagées de F. oxysporum dentro e entre formae
speciales ou de espécies ndo patogénicas do fungo (Dubey et al., 2010; Abd-
Elsalam et al., 2004; Bogale et al., 2006; Baayen et al., 2000; Stewart et al., 2006;
Groenewald et al., 2006).

Dentre as técnicas mais utilizadas destacam-se: RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
microssatélites ou SSR (Single Sequence Repeats), AFLP (Amplified Fragment
Lenght Polymorphism) e sequéncias de subunidades do rDNA. O AFLP é uma
classe de marcador baseada na especificidade dos sitios de restricdo do RFLP
aliado a praticidade de amplificacdo da PCR (Vos et al.,, 1995), utilizado com
muita frequéncia para fungos (Belabid et al, 2004; Leslie et al, 2004; Zeller et al,

2003). A técnica baseia-se na digestdo do DNA genémico com duas enzimas de



51

restricdo e ligacdo de adaptadores especificos com terminais complementares as
extremidades dos sitios de restricdo. Através de amplificacbes seletivas
controladas por extensdes de iniciador que apresentam apenas um subconjunto
dos fragmentos, podem ser detectadas diferencas causadas por alteracfes nas
sequéncias alvos dos sitios de restricdo. A vantagem do AFLP sobre outras
técnicas, como RAPD, se deve ao fato das véarias bandas geradas serem
provenientes da distribuicdo dos sitios de restricdo ao longo do genoma, pois a
exploracdo do genoma é arbitraria sem conhecimento prévio da sequéncia de
DNA. Além disso, o AFLP produz grande quantidade de informacao por gel
(Oliveira, 2006).

Os estudos moleculares também podem ser conduzidos a partir da andlise
dos espacadores (ITS) do DNA ribossomal nuclear (rDNA), o que facilita a
identificacdo de fungos, contribuindo para expandir o conhecimento da
diversidade microbiana nos ultimos anos (Hermosa et al., 2000; Pianzzola et al.,
2004). As regides ITS séo flanqueadas pelos genes 18S, 5.8S e 28S, que séo
regibes conservadas Uteis para a filogenia e taxonomia de fungos. Portanto, essa
ferramenta auxilia a identificacdo taxondmica e de géneros (Antoniolli et al., 2000;
Gomes et al., 2002) e discriminacdo de espécies relacionadas.

Diante das necessidades expostas e das ferramentas moleculares
disponiveis, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar
molecularmente 14 isolados de F. oxysporum f. sp. passiflorae obtidos de plantas
infectadas com fusariose de diferentes regi6es produtoras de maracujazeiro,
permitindo conhecer as diferentes formas de estruturacdo deste importante
agente infeccioso.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Material biologico

Os isolados utilizados neste trabalho foram obtidos da micoteca do
Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura, provenientes de
plantas de maracuja com fusariose de diferentes regides produtoras da cultura
(Tabela 1).
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Foram estudados 15 isolados de culturas monospoéricas, sendo 14 de
Fusarium oxysporum f. sp. passifiorae (FOP), e um isolado de Fusarium

oxysporum f. sp. cubense (FOC) utilizado como outgroup.

Tabela 1. Relacao de isolados de F. oxysporum f. sp. passiflorae e F. oxysporum

f. sp. cubense, utilizados na analise molecular com marcadores do tipo AFLP.

NUumero Isolado f. sp. Origem geogréfica
1 FOC143 cubense Janauba (MG)
2 FOPO001 passiflorae Cruz das Almas (BA)
3 FOP002 passiflorae Cruz das Almas (BA)
4 FOP003 passiflorae Cruz das Almas (BA)
5 FOP004 passiflorae Cruz das Almas (BA)
6 FOP005 passiflorae Cruz das Almas (BA)
7 FOPO008 passiflorae Ubaira (BA)
8 FOP013 passiflorae Ubaira (BA)
9 FOP022 passiflorae Ubaira (BA)
10 FOP023 passiflorae Ubaira (BA)
11 FOPO028 passiflorae Ubaira (BA)
12 FOPO0O57 passiflorae Ubaira (BA)
13 FOP069 passiflorae Linhares (ES)
14 FOPO0O71 passiflorae Porto Seguro (BA)
15 FOPO072 passiflorae Livramento de Nossa Senhora (BA)

2.2 Crescimento do fungo em meio liquido

Para obtencdo de massa micelial e subsequente extracdo do DNA flngico,
os isolados foram repicados e incubados em meio liquido BD, contendo batata
(200g) e dextrose (20g), a 25°C. Os materiais foram mantidos sob agitacéo
continua, com periodo dependente do crescimento de cada isolado. Decorrido
esse tempo, a massa micelial de cada isolado foi filtrada e congelada em

nitrogénio liquido para a extracdo do DNA.

2.3 Extracéao e quantificacdo do DNA
A extracdo do DNA dos isolados de F. oxysporum f. sp. passiflorae e F.

oxysporum f. sp. cubense, foi realizada pelo método CTAB (brometo de
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centiltrimetilamonio), descrito por Zolan & Pukilla (1986). O micélio congelado foi
macerado na presenca de nitrogénio liquido, e cerca de 40mg foram transferidos
para microtubos de 2,0 mL. Em seguida, foram adicionados 500 pL do tampéao de
extracdo (CTAB 1%; 0,7M de NaCl; 20 mM de Tris HCI pH 8,0; 10 mM de EDTA e
1% de 2-mercaptoetanol), previamente aquecido por 30 minutos a 65°C. As
amostras foram incubadas em banho-maria por 30 minutos a 60°C,
homogeneizando a suspensdo a cada 10 minutos. ApOs essa etapa, foram
acrescidos 500 uL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), invertendo-se
gentilmente os tubos até a formacdo de uma emulsdo homogénea. Os tubos
foram entdo centrifugados por 10 minutos a 10.000 rpm e a fase sobrenadante
cuidadosamente retirada. Esta foi transferida para um novo tubo de 2,0 mL e a
etapa anterior repetida por mais duas vezes. Ao sobrenadante foi acrescido de
400 pL de isopropanol (-20°C) e os tubos foram levemente agitados. Em seguida,
estes foram colocados no freezer a -20°C por 30 minutos e centrifugados por 7
minutos a 10.000 rpm, para precipitacdo do DNA. O sobrenadante foi descartado
e o pellet lavado duas vezes com 500 pL de etanol 70% (-20°C) para remover 0s
sais, e seco a temperatura ambiente. A etapa final consistiu na ressuspensao do
DNA em 100 uyL de Tampéo TE (10 mM Tris-HCI, pH 8; 1 mM EDTA, pH 8),
contendo 1 pL de RNase (10 mg/mL) e incubacdo a 37°C por 30 minutos. O DNA
extraido foi mantido a -20°C.

A quantificacdo do DNA foi realizada ap6és eletroforese (3 v.cm™) em géis
de agarose a 1,0% (p/v) contendo brometo de etideo (1,0 pg/mL). Os dados da
quantificacdo foram obtidos ap6s comparacdo visual com uma série de
concentracbes conhecidas de DNA (20, 40, 60, 80 e 100 ng) do fago Lambda

(Invitrogen). Em seguida o DNA foi diluido para concentracdo de 50ng.uL™.
2.4 Amplificagcdo com os marcadores AFLP
Antes das analises moleculares foi realizada uma otimizacdo da técnica

para sua utilizagdo no fungo em questéo.

2.4.1 Otimizacao da analise molecular com marcadores AFLP
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Duas combina¢cbes de enzimas foram utilizadas na digestdo, sendo elas:
EcoRlI (corte raro) com Msel (corte frequente). Foram testados dois protocolos de

amplificagéo.

2.4.1.1 Teste com o protocolo descrito por Vos et al. (1995)

O primeiro protocolo utilizado empregou a metodologia descrita por Vos et
al. (1995) com pequenas modificagdes, como segue abaixo:

Restricdo do DNA

Para a digestdo, 300 ng de DNA gendmico foram digeridos usando 8U de

cada enzima de resticdo, EcoRI (New England Biolabs®) e Msel (New England
Biolabs"®); 1X de tampdo de PCR (New England Biolabs®); 0,6 ug de BSA (New
England Biolabs®). O volume foi completado para 60 pL com &gua Mili-Q
esterilizada. O material foi incubado por 3 horas a 37 °C, sendo cuidadosamente
agitado a intervalos de uma hora. Apds a digestdo, a reacao foi submetida a um
tratamento térmico por 20 minutos a 65°C, para inativar as endonucleases.

Preparo dos adaptadores

O preparo dos adaptadores especificos (Tabela 2) aos terminais clivados
para cada enzima foi realizado do seguinte modo:

- Adaptador EcoRI: foi preparada uma solucdo contendo 5 pM de
adaptador EcoRI forward; 5 uM de adaptador EcoRI reverse; 0,5X de tampéao
“One Phor All” 10X (OPA; Amersham); e agua Mili-Q esterilizada para o volume
final de 100 pL.

- Adaptador Msel: foi preparada uma solucdo contendo 50 pM de
adaptador Msel forward; 50 uM de adaptador Msel reverse; 0,5X de tampéao “One
Phor All” 10X (OPA; Amersham); e agua Mili-Q esterilizada para o volume final de
100 pL.

Apés a homogeneizacao dos componentes, a solucéo foi mantida a 95 °C
durante 2 minutos; em seguida 95°C decrescendo 1°C por minutos até 25°C.
Apds o término da reacdo as amostras foram mantidas a - 20°C.

Ligacdo dos adaptadores

Para esta etapa, foram acrescidos aos fragmentos de DNA digeridos
(39,5uL), 5X do tampé&o da enzima T4 DNA ligase (Invitrogen); 0,1 uM de cada
adaptador da enzima EcoRI e Msel; 1U de T4 DNA ligase (1 UpL™, Invitrogen);
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5,0 yL de agua Mili-Q esterilizada, completando a reacéo para 50 uL. As reacdes
de ligacdo foram realizadas a 20 °C durante 3 horas, sendo gentilmente agitadas
a intervalos de 1 hora e as amostras armazenadas a - 20 °C. A mistura foi diluida
na proporcao 1:5 numa solucéo 1:10 (TE + agua Mili-Q).

Pré-amplificacdo

Na reacdo de pré-amplificacdo, foram utilizados iniciadores de EcoRI e
Msel com extensdo de um nucleotideo seletivo na extremidade 3’, a fim de
selecionar parte dos fragmentos. Utilizaram-se para teste os pares de iniciadores
E+C / M+A; onde E = adaptador EcoRI; M = adaptador Msel; C = citosina; A =
adenina.

As reacoes foram realizadas em um volume final de 20 pL, compostas por
3,0 pL da solugéo com o DNA digerido e ligado ao adaptador; 0,5 uM do iniciador
da enzima de corte raro (E+C); 0,5 uM do iniciador da enzima de corte frequente
(M+A); 0,15 mM de dNTP (Invitrogen); 1X de tampdo sem MgCl, (Fermentas); 1,5
mM de MgClI; (Invitrogen); 1U de Tagq DNA polimerase (Fermentas) e agua Mili-Q
esterilizada..

A condicdo da pré-amplificacdo foi de 95 °C por 2 minutos; seguido de 30
ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 56 °C por 1 minuto e 72 °C por 2 minutos. O
ciclo final foi de 5 minutos a 72 °C. O material pré-amplificado foi diluido na
proporcao 1:25 numa solugéo 1:10 (TE + agua Mili-Q).

Amplificacdo seletiva

Nesta etapa seletiva utilizaram-se combinacBes de iniciadores, com
extensdo de 2 e 3 bases para EcoRI e Msel, respectivamente, adicionados ao
adaptador na extremidade 3’. Nessas reagdes foram utilizados 2,5 pL dos
produtos pré-amplificados; 0,5 uM do iniciador da enzima de corte raro (E+CN),
onde N pode ser qualguer nucleotideo; 0,5 uM do iniciador da enzima de corte
frequente (M+ANN); 0,15 uM de dNTP (Invitrogen); 1X de tampdo de PCR
(Fermentas); 2 mM de MgCl, (Invitrogen); 8 pg/mL de BSA (New England
Biolabs®); 1,5U de Taq DNA polimerase (Fermentas); agua Mili-Q esterilizada
para completar o volume final de 20pL.

O programa de amplificagdo foi realizado de acordo com o protocolo:
desnaturacao inicial a 95 °C durante 2 minutos; seguida de 12 ciclos de 94 °C por

30 segundos, 65 °C por 30 segundos com reducao de 0,7 °C por ciclo, 72 °C por 2
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minutos; seguidos por 24 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 56 °C por 30 segundos

e 72 °C por 2 minutos; encerrando os ciclos com 72 °C por 2 minutos.

2.4.1.2 Teste com o kit comercial
O outro protocolo avaliado utilizou o kit comercial AFLP® Core Reagent Kit
(Invitrogen) para as etapas de digestdo e ligagdo dos adaptadores, com as
posteriores etapas seguindo o protocolo anterior, com pequenas modifica¢des:
Restricdo do DNA

Para a reacdo de digestdo, 250ng de DNA gendmico foram digeridos

utilizando a combinacdo EcoRI/Msel, por 2 horas a 37 C e posteriormente a 70'C
por 15 minutos, para inativar as enzimas.

Ligacdo dos adaptadores

Para essa etapa, 9 yL os adaptadores do kit comercial, foram misturados
com 1 pL da T4 DNA ligase e ligados nos fragmentos digeridos, nas mesmas
condi¢Bes descritas no protocolo anterior. O material digerido e ligado foi diluido
na proporcao 1:10 numa solucéo 1:10 (TE:agua Mili-Q esterilizada).

Pré-amplificacdo

As reacdo de pré-amplificacdo foram realizadas com 0s mesmos
iniciadores, nucleotideos seletivos, e condi¢cdes de reacdo do protocolo de Vos et
al., (1995). O produto desta reacdo foi diluido na propor¢cdo 1:60 numa solucéo
1:10 (TE:4gua Mili-Q esterilizada).

Amplificacdo seletiva

Para a amplificacdo, também foram utilizados os mesmos iniciadores e
bases adicionadas na extremidade 3’, do protocolo anterior. A programagao de
amplificacdo também foi idéntica.

Separacdo dos fragmentos de AFLP e revelacao dos géis

Os fragmentos amplificados foram separados em gel desnaturante 6%
poliacrilamida (6% acrilamida/bis-acrilamida (19:1) e 7,5 M de uréia). O produto da
amplificacdo foi misturado com 3 pL de tampdo de carregamento (formamida
98%, EDTA 0,5M pH 8,0; azul de bromofenol 0,002% p/v e xileno cianol 0,002%
p/v). ApoOs a desnaturacdo das amostras a 95°C por 5 minutos foram carregado
no gel, pré-aquecido durante 1 hora a 70 W, um volume de 3 pL de cada amostra.

Foi utilizado como marcador o ladder 50 pb (New England Biolabs®). A
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eletroforese foi realizada a 70 W por 3 horas. O produto da amplificacdo foi

visualizado por coloragdo com prata de acordo com Creste et al., (2001).

2.4.2 Avaliacdo das combinacdes de iniciadores

Apoés a escolha do protocolo que gerou os melhores resultados, foram
avaliadas 64 combinagOes de iniciadores na amplificacdo seletiva, sendo 32
E+AN / M+CNN e 32 E+CN / M+ANN (Tabela 2). Foi feito um estudo preliminar
das combinacdes de iniciadores com dois isolados de FOP (FOP013 e FOPQ71),
visando identificar aquelas mais polimorficas para as analises definitivas com o
marcador. As melhores combinacfes foram utilizadas para amplificacdo dos 15

isolados (Tabela 1).

2.5 Analise molecular dos dados

Para cada par de iniciador, foram calculados o numero de bandas
polimérficas (NBP), contetdo de informacdo polimérfica (PIC) e poder de
resolugdo dos iniciadores (Rp).

O conteudo de informacdo polimorfica (PIC) foi calculado como
PIC, =2f 71-f,)em que i € a informag&o do marcador i; fié a freqiiéncia do alelo
amplificado (presenca de bandas) e " 7-7,)é a frequéncia de alelos nulos

(Roldan-Ruiz et al., 2000). O PIC foi dado como a média de cada combinacao de
iniciadores.

O indice do marcador (MI) foi calculado por Ml = PIC x EMR onde EMR é
“relacdo multiplex efetiva” dado pelo produto do numero total de fragmentos por
iniciador (n) e a fracdo de bandas polimérficas (8) (Varshney et al., 2007). O poder

discriminatério do iniciador (Rp) baseia-se na distribuicdo de bandas detectadas

dentro das amostras analisadas (Azizi et al.,, 2009). O szZ/b em que

l,=1T-2x /] 05—-p /] e p é a propor¢do de acessos que apresentam as bandas

(Prevost & Wilkison, 1999).
O produto das amplificac6es do AFLP foi computado como auséncia (0) e
presenca (1) de bandas. A dissimilaridade entre os gendtipos foi calculada pelo

complemento do Simple Matching, dado por S/I/I,./:ﬁem que a

a+rb+c+d
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namero de bandas comuns aos isolados i e j (1-1), b nimero de fragmentos
presente no isolado i e ausente no j (1-0), c numero de fragmentos ausente no
isolado i e presente j (0-1) e d numero de fragmentos ndo amplificados em i e j (0-
0). A analise de dissimilaridade foi realizada com o programa Genes 1.0 (Cruz,
2008).

A partir das matrizes de dissimilaridade, foi utilizado o software Statistica
7.1 (Statsoft, 2005) para gerar o dendrograma utilizando o método de
agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). A
correlacédo entre as matrizes foi verificada mediante analises de correlacdes e sua
significancia foi verificada com o teste t e de Mantel com 1000 permutacdes. A
consisténcia entre a dissimilaridade dos clusters e das matrizes foi verificado

atraves de correlagfes cofenéticas utilizando também o programa Genes.

2.6 Amplificacdo daregido ITS do rDNA

A regido ITS1 + 5.8S + ITS2 foi amplificada utilizando os iniciadores ITS 1
5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’ e ITS 4 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’
(White et al., 1990). A reacao de amplificacao foi realizada no volume final de 50
uL, contendo 25ng de DNA; 1,5 mM de MgCl; (Invitrogen); 0,1 mM de dNTP; 0.2
mM de cada iniciador; 1 U Tag DNA polimerase (Fermentas); 1X de tampéo de
PCR (Fermentas) e agua Mili-Q esterilizada. A reacdo de PCR foi realizada com
desnaturacao inicial a 94°C durante 4 minutos; seguida de 35 ciclos de
desnaturacdo de 30 segundos a 94°C, 30 segundos de anelamento a 50°C, 1
minuto de extensdo a 72°C; finalizando com um ciclo de 7 minutos a 72°C. Foi
utilizado 15 pL do produto amplificado para confirmagdo da amplificacdo. Apods
esta etapa, 20 pL do PCR foram digeridos com 3 U das enzimas Haelll, Hpal,
Msel e Mspl, overnight a 37°C. A eletroforese foi conduzida em gel de agarose
2%, corado com brometo de etideo, em tampéao 0,5X TBE(100 mM Tris, 100 mM
acido borico e 2 mM EDTA) durante 4 horas a 100 W.

3. RESULTADOS

3.1 Otimizacdo da técnica de AFLP e selecdo das combinacdes de

iniciadores
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No estudo preliminar, com dois isolados de FOP (FOP013 e FOPO071)
avaliou-se o protocolo de AFLP estabelecido por Vos et al. (1995), sem uso de
kits. Com uso dessa estratégia, testou-se na pré-amplificagdo as combinacdes
E+C / M+A e E+A /| M+C. Na etapa posterior (amplificacdo) foram testadas 35
combinacgdes, sendo 32 derivadas de E+C / M+A e trés derivadas de E+A / M+C.
Destas, apenas as trés oriundas de E+A / M+C, quais sejam: E+AA / M+CTG,
E+AT / M+CTG e E+AG / M+CTG, apresentaram bom padrdo de amplificagcéo e
por isso foram utilizadas nas analises posteriores.

Por outro lado, o uso do kit comercial (AFLP"” Core Reagent Kit) nas etapas
de digestdo e ligacdo dos adaptadores, permitiu a amplificacdo de um grande
ndamero de combinagBes. Com o uso deste kit foram avaliadas 64 combinacdes
(32 E+C / M+A e 32 E+A / M+C). Ao contréario do que foi observado sem o uso do
kit, houve 100% de amplificacdo nas combinacfes derivadas de E+C / M+A e
nenhuma com o uso das combinacfes de E+A / M+C. Na Figura 1 € mostrado o
perfil molecular de 32 iniciadores testados.

As 32 combinacgdes produziram 964 bandas (com tamanho variando de 35
a 916pb) com média de 27,5 fragmentos por iniciador. O numero de bandas
variou de 9 para a combinacdo E+CG / M+ATC a 38 para E+CT / M+AAA. O
critério para escolha dos iniciadores foi o numero de bandas e o perfil molecular
bem definido. Dessa forma, foram selecionados 22 pares de iniciadores (Tabela

2), além dos 3 que ja haviam sido escolhidos.
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Figura 1. Produto da amplificacdo de 32 combinacdes de marcadores AFLP. (M):

marcador de peso molecular Ladder 50 pb. As combinacdes estdo indicadas por

numeracao (ver Tabela 2). Cada combinagéo foi testada com o isolado FOP013 e

FOPO71.
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Tabela 2. CombinacGes de iniciadores e numero de bandas geradas por
combinagao de iniciadores de AFLP, avaliados no estudo do polimorfismo em
isolados de FOP

Numero dos  Combinacdo  Numero de Nimero dos Combinagcdo  Numero de
isolados EcoRI/Msel bandas isolados EcoRI/Msel bandas

1 E+CA/ M+AAA* 30 19 E+CC/ M+AAC* 30
2 E+CA/ M+AAT* 31 20 E+CC/ M+AAG* 28
3 E+CA/ M+AAC 18 21 E+CC/ M+ATA* 34
4 E+CA/ M+AAG 19 22 E+CC/ M+ATT* 29
5 E+CA/ M+ATA* 25 23 E+CC/ M+ATC* 27
6 E+CA/ M+ATT 22 24 E+CC/ M+ATG 20
7 E+CA/ M+ATC* 29 25 E+CG/ M+AAA* 37
8 E+CA/ M+ATG 24 26 E+CG/ M+AAT* 34
9 E+CT/ M+AAA* 38 27 E+CG/ M+AAC* 31
10 E+CT/ M+AAT* 35 28 E+CG/ M+AAG* 36
11 E+CT/ M+AAC* 30 29 E+CG/ M+ATA 26
12 E+CT/ M+AAG* 29 30 E+CG/ M+ATT* 33
13 E+CT/ M+ATA* 31 31 E+CG/ M+ATC 9
14 E+CT/ M+ATT* 33 32 E+CG/ M+ATG* 30
15 E+CT/ M+ATC* 33 33 E+AT/ M+CTG* 23
16 E+CT/ M+ATG 26 34 E+AC/ M+CTG* 27
17 E+CC/ M+AAA 26 35 E+AA/ M+CTG* 12
18 E+CC/ M+AAT 19 - - -

Total 964

Média 27,5

*Combinaces selecionadas para analise molecular

3.2 Estudo da diversidade genética de Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae com marcadores AFLP

Foram obtidos perfis moleculares consistentes para todos os isolados
avaliados. O DNA dos 14 isolados de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae e do
Fusarium oxysporum f. sp. cubense, foi analisados por AFLP usando 25
combinacgdes de iniciadores previamente selecionadas. A Figura 2 ilustra trés
combinacgdes de iniciadores avaliadas (E+CT / M+AAC, E+CT / M+AAG e E+CT /
M+ATA).

Os 25 pares de iniciadores produziram 1000 fragmentos (variando de 30 a

916pb), sendo que destes 990 (99,0%) fragmentos foram polimoérficos e 10
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fragmentos foram monomaorficos (1,0%). O menor nimero de bandas polimorficas
foi detectado para a combinacdo E+CC / M+ATC e maior foi detectado para E+CT
/| M+AAA. Em média, cada combinacg&o de iniciador possibilitou a identificacdo de
40 bandas polimoérficas (Tabela 3).

O conteudo de informacéo polimorfica para marcadores dominantes, como
0 AFLP, varia de 0 a no méaximo 0,50 (Roldan-Ruiz et al., 2000). Assim, em
termos médios para os pares de iniciadores avaliados, o contetdo de informacéo
polimorfica (PIC) variou de 0,15 (iniciadores E+CA / M+ATC e E+AA / M+CTG) a
0,28 (iniciador E+CT / M+ATA) com média de 0,20 que reflete o conteudo
informativo dos iniciadores utilizados (Tabela 3). O indice do marcador (Ml) que
incorpora o contetdo informativo do marcador (PIC), nimero de fragmentos por
iniciador e a fracdo de fragmentos polimérficos, variou de 3,60 (E+CC / M+ATC) a
12,72 (E+CA / M+AAT) com média de 7,92. O poder discriminatério do iniciador
(Rp) leva em consideracédo a capacidade de uma dada combinacéo de iniciador
em discriminar genotipo. Nos isolados avaliados o Rp variou de 4,62 a 17,90, para
as combinacdes E+CC / M+ATC e E+CA / M+AAT, respectivamente, seguindo a
mesma tendéncia do MI, fato este, evidenciado pela alta correlacdo entre estes
dois indices (r = 0,97 p < 0,01). Tal fato reforca que ambos os indices podem ser
utilizados como critério de selecdo de iniciadores. Dessa forma, adotando o
principio de selecdo com base no valor médio do Ml (7,92) ou Rp (10,66) seriam
selecionadas 14 combinac¢@es de iniciadores (Tabela 3).

Os dados genotipicos obtidos dos fragmentos polimérficos foram utilizados
para estimar a dissimilaridade genética entre os 15 isolados, utilizando o
coeficiente Simple matching. A matriz de dissimilaridade genética foi utilizada para
obtencdo de um dendrograma utilizando como método de agrupamento o
UPGMA.

A dissimilaridade genética variou de 4 a 48% com média de 25%, indicando
alta variabilidade genética entre os isolados estudados. Embora apresentem
diferentes procedéncias geograficas, os isolados mais similares foram o FOP004
e FOP022, apresentando apenas 4% de dissimilaridade. A correlacao foi de 0,95,
indicando pouco desvio entre os dados originais da matriz e de construcdo do
dendograma, o que aumenta a confiabilidade na estruturagéo da variabilidade dos

isolados de FOP estudados.
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Figura 2. Produto da amplificacdo de trés combinacdes de marcadores AFLP.
(M): marcador de peso molecular Ladder 50 pb. As combinacdes estdo indicadas
no gel, assim como o primeiro e o ultimo individuo em cada combinacdo (ver

Tabela 1).
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Tabela 3. Informacgdes sobre PIC, nimero de bandas polimorfica (NBP), indice do
marcador (MI) e poder discriminatério do marcador (Rp) para cada combinacédo de
iniciadores de AFLP.

Combinagéo do iniciador NBP PIC M Rp
E+CC/M+ATA 28 0,19 5,32 7,28
E+CC/M+ATT 24 0,17 4,08 5,30
E+CC/M+ATC 20 0,18 3,60 4,62
E+CG/M+AAA 50 0,24 12,00 16,58
E+CG/M+AAT 46 0,18 8,28 10,28
E+CG/M+AAC 39 0,21 8,19 10,74
E+CT/M+AAC 38 0,18 6,84 8,44
E+CT/M+AAG 43 0,25 10,75 15,52
E+CA/M+ATC 47 0,15 7,05 8,56
E+CGM+ATG 25 0,17 4,25 5,66
E+CG/M+ATT 37 0,16 5,92 9,86
E+CC/M+AAC 38 0,21 7,98 11,66
E+CG/M+AAG 38 0,18 6,84 8,74
E+CT/M+ATA 28 0,28 7,84 12,46
E+CT/M+ATT 44 0,21 9,24 11,68
E+CT/M+ATC 30 0,16 4,80 6,36
E+CC/M+AAG 49 0,18 8,82 12,18
E+CT/M+AAA 58 0,21 12,18 15,84
E+CT/M+AAT 48 0,17 8,16 9,90
E+CA/M+AAA 47 0,23 10,81 14,76
E+CA/M+AAT 53 0,24 12,72 17,90
E+CA/M+ATA 31 0,20 6,20 8,54
E+AA/M+CTG 33 0,15 4,95 5,88
E+AT/M+CTG 42 0,21 8,82 11,42
E+AC/M+CTG 54 0,23 12,42 16,48

Minimo 20 0,15 3,6 4,62
Maximo 58 0,28 12,72 17,90

Média 40 0,20 7,92 10,66
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Utilizando o critério do ponto de fuséo para definir o ponto de corte, foram
formados cinco grupos (Figura 3). Os valores de bootstrap variaram de 47 a
100%, com a maioria dos ramos do dendrograma apresentando o0s maiores
valores, indicando a confiabilidade dos grupos formandos. Analisando o0s
agrupamentos, o Grupo Il foi formado por isolados oriundos de Cruz das Almas
(FOP001), Ubaira (FOP013, FOP023 e FOP057) e Linhares (ES) (FOP069).
Entretanto, o maior agrupamento foi o Grupo Il que incluiu sete isolados
(FOP003, FOP004, FOP005, FOP008, FOP022, FOP0O71 e FOPQ72). Este grupo
foi composto de isolados oriundos dos municipios baianos de Cruz das Almas,
Ubaira, Porto Seguro e Livramento de Nossa Senhora (Figura 3). Por outro lado,
o FOP028 e FOP002, oriundos de Ubaira e Cruz das Almas, respectivamente
ficaram isolados nos Grupos IV e V. O FOC143 também permaneceu isolado dos

demais, no Grupo I, confirmando a confiabilidade do dendograma (Figura 3).

FOC143 I
FOP001 i
FOPO013
FOP057 -
FOP069
FOP023
FOP003 -

FOP005 100
FOP004 o los.
FOP022 47
FOP071 100 100 i 100
FOP008
FOP072
FOP028 v
FOP002

73

100 | o

100

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Distancia de fusao

Figura 3. Dendrograma das relacdes genéticas entre 15 isolados (14 FOP e um
FOC) obtido com uso da matriz de dissimilaridade e coeficiente Simple Matching.
O meétodo de agrupamento foi o UPGMA. Valores de bootstrap séo mostrados

acima dos ramos.
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3.3 Estudo da diversidade genética de Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae com regides ITS do rDNA

Os produtos de PCR obtidos na amplificacéo das regides ITS1, 5,8S e ITS4
do rDNA dos isolados de FOP e FOC, apresentaram um fragmento em torno de
600 pb para todos os isolados de FOP. Nao se observou amplificacdo no isolado
de FOC (FOC143) (Figura 4).

Todos os isolados foram clivados com as enzimas Haell, Hpal, Msel e
Mspl. De acordo com os padrdes de clivagem obtidos, as enzimas Mspl, Haell e
Hpal, produziram padrdo de bandas similar para todos os isolados (Figura 5)
enquanto a Msel detectou polimorfismo de sitio de restricdo, porém né&o foi

suficiente para diferenciar os 15 isolados (Figura 5).

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 4. Produtos amplificados da regidao ITS do rDNA dos isolados de Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae e Fusarium oxysporum f. sp. cubense conforme

numeracao (ver Tabela 1). (M): marcador de peso molecular Ladder 50 pb.
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M2 3 45678 9111121314151 M 2 3 4 56 67 8 9 1011 12131415 1

M234567891011121314151 M 234567 891011121314151

Figura 5. Produtos da amplificacdo da regido ITS do rDNA e digestdo com as
enzimas Msel (A), Mspl (B), Haelll (C) e Hpal (D) dos isolados de F. oxysporum f.
sp. passiflorae e F. oxysporum f. sp. cubense conforme numeracéo da Tabela 1.

(M): marcador de peso molecular Ladder 50 pb.

4. DISCUSSAO

Para uma ampla gama de taxons incluindo plantas, fungos e bactérias, os
marcadores AFLP foram utilizados para acessar a variagdo genética de estirpes
ou espécies intimamente relacionadas, impossiveis de serem descobertas com
caracteres morfolégicos ou outros mecanismos moleculares (Abdel-Satar et al.,
2003).

Na etapa de otimizacdo da técnica de AFLP, a amplificagdo sem uso de
kits comerciais ndo se mostrou tédo eficiente na analise de polimorfismo do FOP.

Ja o kit comercial (AFLP® Core Reagent Kit) apresentou uma alta eficiéncia de
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amplificacdo para a maioria das combinacdes de iniciadores. A nao utilizacao de
kits reduz em muito o custo das analises moleculares com a técnica de AFLP.
Entretanto, necessita de uma série de ajustes nas diversas etapas da metodologia
0 gue leva bastante tempo para otimizacdo. Contudo, apos diversas tentativas
sem sucesso no ajuste da metodologia, optou-se pelo uso do kit comercial de
AFLP, que também tem sido empregado com grande sucesso em outros tipos de
Fusarium (Baayen et al., 2000; Sharma et al., 2009).

A escolha das enzimas de restricdo, o tamanho e composicdo de
nucleotideos, também podem determinar o resultado e complexidade do
fingerprint final por AFLP (Janssen et al., 1996). Alguns estudos para Fusarium
utilizaram duas bases seletivas complementando ambos adaptadores (Arroyo-
Garcia et al., 2003; Abd-Elsalam et al., 2004; Groenewald et al., 2006). Da mesma
forma, o uso de duas bases seletivas para EcoRI e trés para Msel revelou alta
eficiéncia na deteccao de polimorfismo em FOP. Este resultado € consistente com
o trabalho realizado para identificar a diversidade genética de Fusarium
graminearum e Fusarium asiaticum (Qu et al.,, 2007), no qual a selecdo de
fragmentos foi realizada com duas e trés bases para EcoRlI e Msel,
respectivamente. Devido ao reduzido tamanho do genoma fungico (Agrios, 2005),
entre 18,1 e 51,5 Mb, quando comparado ao genoma vegetal por exemplo, a
utilizacao de duas bases seletivas para a enzima de corte raro (EcoRlI) favorece o
aumento no numero de fragmentos gerados, com mais informacao sem prejudicar
a visualizacdo dessas bandas como obervado no presente estudo.

De maneira geral, os hapl6tipos gerados pelos marcadores AFLP
apresentaram alta capacidade informativa, e possibilitaram a formacao de cinco
grupos geneticamente distintos indicando variabilidade genética para o patdgeno
causador da fusariose do maracujazeiro. O uso das informacdes polimorficas do
marcador AFLP permitiu a identificacdo de quatro grupos de diversidade para o
FOP, confirmando a existéncia de variabilidade genética nos isolados avaliados.
As consisténcias no agrupamento dos ramos, expressa pelo alto valor de
bootstrap, reforcam a confiabilidade dos grupos formados. Dois isolados, FOP002
e FOP028, mostraram-se como os mais diversos nas amostras analisadas por

nao se agrupar com nenhum dos isolados avaliados.
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O Grupo Il agrupou metade dos isolados (sete), evidenciando alguma
similaridade genética entre individuos de diferentes e distantes regides
geogréficas da Bahia. O mesmo aconteceu com o Grupo Il, em que diferentes
isolados da Bahia e inclusive do Espirito Santo (FOP069), ficaram agrupados,
embora ainda com expressiva diversidade molecular. Por se tratar de uma
espécie que se reproduz assexuadamente, a geracdo de variabilidade genética é
bastante reduzida em comparacdo com espécies de reproducdo sexuada e essa
hipétese pode explicar o agrupamento de isolados de FOP provenientes de
diferentes regides geograficas, uma vez que, devido a menor variabilidade esses
isolados sdo proximos geneticamente.

Mesmo com a frequéncia e o grau de variabilidade reduzidos
consideravelmente, alguns descendentes ir&o apresentar caracteres diferentes
(Agrios, 2005). Essa questdo se aplica aos diferentres grupos formados. A
consequéncia desse processo é muito importante, pois implica que a variacdo em
populacbes de patébgenos de reproducdo assexuada pode ocorrer
morfologicamente ou em termos de viruléncia (Groenewald et al., 2006). Essa
variabilidade é bem documentada, por exemplo para Fusarium oxysporum f. sp.
cubense, onde isolados tém habilidade de atacar diferentes variedades de
banana, e como resultado existe a subdivisdo em racas biologicas (Moore et al.,
1995).

Importante ressaltar que a deteccdo da variabilidade genética deve ser
validada em relacédo a variabilidade patogénica dos isolados de FOP, que sera
foco de futuros estudos. E conhecida ampla variabilidade patogénica no complexo
Fusarium oxysporum, onde dentro de uma forma podem ser encontradas varias
racas.

A variabilidade genética existente dentro de uma determinada formae
specialis gera os multiplos grupos de compatibilidade vegetativa (VCG) e racas,
com patogenicidade e viruléncia em evolucao por meio de mutacgéo, transposi¢ao
ou propagacao de linhagens relacionadas com parassexualidade (Baayen et al.,
2000).

A mutacdo € o principal mecanismo gerador de novos genes, a mais
importante forca evolutiva em patégenos de reproducéo assexuada, além de ser a

dltima fonte de variabilidade genética, que podem superar a resisténcia de algum
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gene (Agrios, 2005). Mutacdes ocorrem espontaneamente na natureza em todos
0S organismos Vivos, tanto para aqueles que se reproduzem apenas sexualmente
ou apenas de forma assexuada, e os que se reproduzem tanto sexual como
assexuadamente. A mutacdo somatica que ocorre em individuos com reproducao
assexuada, é de extrema importancia, uma vez que podem ser perpetuadas nos
individuos mutantes. Os mecanismos da mutacao incluem substituicdo, insercao e
delecdo de nucleotideo, assim como reorganizacdo e modificacdo em nivel de
genoma. Mutacdes em organismos unicelulares como em fungos com micélio
hapléide, podem ser expressas imediatamente apds a sua ocorréncia (Agrios,
2005). A mutacdo em um unico gene pode levar a mudanca de viruléncia,
resultando no desenvolvimento de uma nova raga. Isso foi bem demonstrado para
Fusarium oxysporum f. sp. niveum, onde a mutacdo na raca 1 promoveu O
surgimento da raca 2 (Kim et al., 1995). Ou ainda a mutacdo pode esclarecer a
seletividade de racas que muitas vezes determinam seu hospedeiro devido a um
anico gene, como por exemplo, as racas 1 e 2 de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici que correspondem aos genes | e I-2 em tomate.

No caso especifico de Fusarium oxysporum na auséncia de um estagio
sexual, a origem e a manutencdo da variabilidade exigem mecanismos que
garantam altas taxas de mutacdo, que podem ser adquiridas por meio de
elementos transponiveis conhecidos como transposons. Neste contexto, a
atividade desses elementos, também tem sido usada para elucidar a variabilidade
genética no complexo Fusarium. A descoberta de que estes sdo componentes
comuns do genoma flingico, os tornam interessantes em relacdo ao efeito que
exercem no genoma de seus hospedeiros (Zanotti, 2005). Na verdade, 17 familias
de elementos transponiveis ja foram identificadas (Huan-Van et al., 2001a),
incluindo representantes de retroelementos e transposons de DNA (Daboussi &
Langin, 1994; Huan-Van et al., 2000). Transposons podem compor até 5% do
genoma de Fusarium oxysporum, e ter grande impacto sobre a estrutura e fungéo
do gene, bem como a composigéo total cromossdmica da espécie (Daboussi &
Langin, 1994). Eles sdo responsaveis por grande numero de mutacdes
espontaneas, gerando modificacbes na expressdo dos genes, alteracdo das
sequéncias de bases e modificagbes estruturais nos cromossomos (Deschamps
et al., 1999; Langin et al., 1995; Hua-Van et al., 1998, 2000, 2001b). Elementos
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transponiveis atuam como mutagénicos insercionais, e 0s genes mutados podem
ser clonados com facilidade. Esses mutantes tém grande potencial para
descoberta de genes que codificam determinantes de patogenicidade. A
capacidade de adaptacao a varias condicbes ambientais pode estar relacionada a
uma aptiddo particular para modificacbes genéticas geradas pelos elementos
transponiveis (Edel et al., 2001). As mutacdes associadas com 0s elementos
transponiveis também podem causar alteragbes na viruléncia do patdgeno
(Migheli et al., 2000).

Apesar da mutacdo ser o principal mecanismo criador de novos genes,
existem outras formas de amplificar a variabilidade criada por meio de formacao
de novas combinacdes de genes, os chamados mecanismos de recombinacao
genética (Agrios, 2005). Como Fusarium oxysporum nao tem estadio sexual
conhecido, uma hip6tese sugerida € que a variagcdo genética seja em parte
gerada por parassexualidade (Kistler, 1997). O parassexualismo se trata do
processo pelo qual recombinacbes genéticas podem ocorrer dentro de
heterocérions fungicos, sendo que este surge da fusdo ocasional dos dois nucleos
e a formacdo de um nucleo diploide. Durante a multiplicacdo, pode ocorrer
crossing-over em algumas divisbes mitGticas e resultar no aparecimento de
recombinantes genéticos com nucleo dipléide, que rapida e progressivamente
perde cromossomos individuais para reverter a seu estado haploide (Agrios et al.,
2005). Considerando que os fungos crescem principalmente como hifas que
podem formar heterocarions como resultado de anastomoses, hipoteticamente a
frequéncia de parassexualismo e, portanto da variabilidade genética através
deste, podem igualar ou superar a provocada por reproducao sexual.

Apesar do Fusarium oxysporum ser considerado extremamente mitético,
pesquisas anteriores sugerem a troca genética entre e dentro de linhagens
individuais. Essa troca genética ou recombinacdo poderia ser devido a
parassexualidade ou heterocariose entre individuos com genomas muito
semelhantes. Fourier et al. (2009) estudando as relacdes entre VCG de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense demonstraram recombinagdo de material genético
dentro de algumas linhagens e deste patégeno. Ja Bentley et al. (1998) sugerem

que a variacdo genética no complexo Fusarium oxysporum seja devido a
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adaptacdo e co-evolucdo do fungo com seu hospedeiro e envolve fatores de
localidade.

Os resultados aqui encontrados sao muito importantes para o estudo da
interacdo maracujazeiro-FOP, uma vez que, a separacao dos isolados de FOP
em grupos diferentes auxiliara no screening por busca de fontes de resisténcia a
este patdgeno. A selecdo dos genoétipos poderd ser feita por inoculacdo das
plantas com isolados de diferentes grupos. Assim, 0s gendtipos com resisténcia a
multiplos isolados de diferentes grupos terdo maior chance de apresentarem uma
resisténcia mais duradoura em condicbes de campo. Para ampliar o
conhecimento sobre a variabilidade genética do Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae, este estudo serd realizado novamente com um numero maior de
isolados provenientes das principais regides produtoras do pais.

A diversidade genética entre os isolados de FOP estudados deixa clara a
importancia desse trabalho para os programas de melhoramento genético da
cultura do maracujazeiro. Entender a diversidade deste patégeno agrega valor a
pesquisa para resisténcia a fusariose, permitindo a identificacdo de futuras racas
e auxiliando na indicacdo de fontes de resisténcia genética que sejam
consistentes nas diversas regides do pais.

O estudo feito com a regido ITS do rDNA n&o evidenciou grande
polimorfismo entre os isolados. Além disso, Oliveira et al. (2002) também n&o
obtiveram sucesso com 0 uso das enzimas Mspl e Msel, na diferenciacdo de
isolados patogénicos nas culturas da soja e feijdo. Ja Lee et al. (2000)
encontraram polimorfismo com Mspl e Haelll, utilizando para amplificacdo os
mesmos iniciadores deste trabalho, porém dentro de espécies do género
Fusarium. Entretanto, quando o estudo é feito para caracterizacdo dentro da
forma specialis, os resultados nao indicam polimorfismos entre os isolados. Leong
et al. (2009) utilizaram as enzimas Tagl e Mspl, dentre outras e obtiveram
padroes de restricdo altamente semelhantes entre os isolados de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense, o que revela limitada variacdo genética entre 0s
isolados deste patdgeno.

As enzimas utilizadas neste trabalho promovem poucos cortes no genoma

do complexo Fusarium oxysporum, e provavelmente o genoma do FOP
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apresentam pouca variacdo nos sitios de restricdo das enzimas testadas,

dificultando assim a diferenciacao intraespecifica.
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CONSIDERACOES FINAIS

A fusariose do maracujazeiro € um dos grandes problemas enfrentados
pela cultura e requer o desenvolvimento de novas cultivares como medida de
controle efetiva. Neste estudo foram identificados como resistentes quatro
acessos de maracujazeiro amarelo, um de maracujazeiro roxo, um de
maracujazeiro doce, cinco de P. cincinnata e um hibrido melhorado.

Associado a identificacdo de fontes de resisténcia, detectou-se a existéncia
de ampla variabilidade genética entre os 14 isolados do FOP (Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae), independente da distribuicdo geografica do
patégeno. Estas informacdes serdo de extrema importancia para direcionar as
acOes do programa de melhoramento genético no desenvolvimento de hibridos
intra e interespecificos e futuras recomendacdes de cultivares com resisténcia

mais duradoura ao patégeno.



