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Implementacédo de diagnostico por PCR convencional para
Fusarium oxysporum f. sp. cubense, raca tropical 4
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O mal-do-Panama é uma das doencas mais destrutivas da cultura da banana, cujo agente
causal é o fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), que apresenta alta persisténcia
no solo na auséncia do hospedeiro. A Unica alternativa eficiente para o controle da doenca
tem sido a utilizacao de variedades resistentes, o que nem sempre é possivel. O surgimento
de novas racas é preocupacao constante e fator desafiador para os programas de
melhoramento que visam resisténcia a doenca. Dentro da classificacdo por racas
fisiolégicas, a raca 4 foi dividida em subtropical e tropical para diferenciar populagbes que
afetam Cavendish em condigbes subtropicais ou tropicais. A raca 4 tropical (R4T) foi
descrita no inicio da década de 1990 na Asia, e ndo ocorre no Brasil. Atualmente R4T é
considerada a maior ameaca a bananicultura mundial. Com 0 exposto, 0 monitoramento da
ocorréncia e/ou introdugdo desta ragca no Brasil é de suma importancia para a
sustentabilidade da cultura. Sendo assim, é necessario a existéncia de laboratorios
capacitados, técnica e metodologicamente, aptos a realizar o diagnéstico dos diferentes
patégenos de importancia econémica e quarentenaria, com isto o0 objetivo deste trabalho é
implementar o diagnéstico de R4T no laboratério de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e
Fruticultura. Para tanto, foram utilizados primers especificos e condi¢gbes de amplificacao
descritos por Dita et. al. (2010) para a deteccdo de R4T. O DNA de referéncia, cedido por
instituicdo parceira, foi utilizado como padrao de amplificacdo para R4T para a validacdo do
diagnéstico proposto nesta atividade. Além do DNA de referéncia foi utilizado para
otimizacdo da técnica DNAs de raca 1 do Brasil e de isolados coletados em diferentes
regides e variedades, inclusive isolados vindo da cultivar ‘Nanic@o’ resistente a raca 1 porém
suscetivel a raca 4. Apés a extracdo do DNA dos isolados de Foc, segundo o protocolo de
Zollan e Pukkila, realizou-se um ajuste de reacdo onde foram utilizados os primers
especificos e condigbes de amplificacdo para a deteccao de R4T. Foram realizados testes
para ajuste de reacdo, onde se utilizou diferentes concentracdes de reagentes e um
gradiente de temperatura de anelamento dos primers, 0 que tornou possivel implementar o
diagnéstico molecular de R4T. A melhor temperatura de anelamento testada foi 58 °C, onde
houve a amplificacdo somente da regido de interesse e somente para o DNA padrdo de
R4T. Com estes testes fica evidente que o diagnostico € exclusivo para R4T, podendo ndo
detectar variantes do patégeno no Brasil que infecte materiais genéticos do grupo
Cavendish.
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