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INTRODUGAO

A racga 4 tropical (TR4) de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), praga
quarentenaria A1 para a Africa e as Américas é atualmente a maior ameaca
da bananicultura mundial. Na auséncia de variedades resistentes e
considerando o tempo necessario para gerar novas cultivares, as medidas de
controle mais eficientes sao evitar sua entrada e detectar e erradicar focos de
infeccdo. Para tal, um método de diagnoéstico rapido, confiavel e altamente
especifico é essencial. Embora um método fora anteriormente proposto (Lin
et al. 2008), o mesmo ndo mostrou especificidade para TR4 (Dita et al. 2010).

METODOLOGIA

Foi realizado o sequenciamento e analises de seqiiéncias de dois locus: fator
de elongacéo 1a e a regido IGS (InterGenic Spacer region ) de uma colegéo
de isolados de Foc, representativa de todas as ragcas e VCGs descritas.
Posteriormente foram realizadas anadlises filogenéticas, busca de SNPs e
desenho de primers (Figura 1). A seguir os primers desenhados foram
validados em amostras de DNA de plantas infectadas com TR4 e de fungos
incluindo outras espécies que nao Foc (Figura 2 e 3). Visando evitar falsos
negativos foram desenhadas e validadas PCRs duplex tanto para amostras
de DNA do patégeno quanto de plantas.
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Figura 1. Analises filogenética de isolados de Foc em relagdo a TR4 (VCG
01213) baseada em seqiiéncias da regido IGS (superior). Alinhamento das
seqUéncias IGS mostrando os dois SNPs que foram utilizados para o
desenho dos primers (inferior).

Figura 2. Banana cv. Grand Naine 40 dias ap6s a inoculagao com Foc RT4.
(a) Sintomas de murcha, barra = 10 cm. (b—d) Cortes transversais de
pseudocaule (b, c) e rizoma (d, e) de planta inoculada (b, d) e ndo inoculada
(c, e); setas mostram necrose causada por Foc TR4; barra=1cm

RESULTADOS

Os primers anteriormente propostos (Lin et al., 2008) reagiram com 9 VCGs
diferentes. Os desenhados neste estudo sé reagem com isolados do grupo
VCG01213 (TR4) mostrando sua especificidade para esta raga (Figura 3).
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Figura 3. Produtos de PCR de todos os VCGs de Foc usando os primers:
Foc-1/Foc-2 (superior), Foc TR4 (meio) e fator de elongagé@o 1 a (inferior).
Cada linha corresponde a um VCG diferente. O quadro vermelho destaca o
VCG01213 representativo de TR4.

Reacgdes duplex foram desenhadas para evitar falsos negativos tanto para
amostras do fungo quanto para plantas. Os controles internos para plantas
permitem ademais discriminar genétipos quanto a composi¢cao do genoma
accuminata ou balbisiana (Figura 4)
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Figura 4. Produtos de PCR duplex usando DNA de Foc (superior) o de
banana (inferior). As PCRs duplex com Foc foram realizadas usando os
primers para o fator de elongacdo 1a como controles internos em
combinagdo com os primers especificos para FocTR4. PCR duplex PCRs
com DNA de banana usa primers do gene da actina e os primers
especificos para FocTR4. 1- M. balbisiana (BB); 2- M. acuminata (AA); 3-
Grand Naine (planta in vitro); 4- Maga (AAB); 5-Prata Ana (AAB); 6-
Rizomas de Grand Naine nao inoculadas; 7-9, Rizomas de Grand Naine
inoculados com 3 isolados Foc TR4; 10-11-Pseudocaules infectados de
Grand Naine inoculadas com Foc TR4; 12- Controle positivo.

CONCLUSOES

» Este é o primeiro método de diagnostico molecular especifico para Foc
RT4 e permite numa Unica reagao a discriminagcdo do hospedeiro de
acordo com a composigao do genoma (accuminata / balbisiana).

» Comparado ao método tradicional de diagnéstico (que demora meses),
o método desenvolvido oferece resultados em menos de 24 horas.

« O método servira como suporte a programas internacionais de
quarentena na tomada de decisdo sobre transporte de material,
medidas de erradicagao, bem como em andlises de risco de pragas.
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