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AFLP para estudos de
diversidade em Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae
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Camila Santiago Hohenfeld®
Onildo Nunes de Jesus’

Resumo

Apesar do uso generalizado da técnica de AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) em diversas espécies, os protocolos precisam
ser ajustados para cada organismo. Assim, o objetivo deste trabalho foi
otimizar esta técnica para as anélises moleculares do fungo causador
da fusariose do maracujazeiro, o Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae
(FOP). Foram avaliados o protocolo de Vos et al. (1995) com modifica-
coes (protocolo 1) e um kit comercial (protocolo 2), com diversas com-
binacdes de iniciadores. A selecdo do melhor protocolo e a combinacao
de iniciadores foram realizadas, considerando-se o padrao de bandas
sem arraste de DNA e com alta resolucao das bandas. Das 35 combina-
coes avaliadas no protocolo 1, apenas trés combinacdes foram otimiza-
das. Por outro lado, o protocolo 2 possibilitou a otimizacdao de 32 das
64 combinacdes de iniciadores de AFLP. As 35 combinacdes de AFLP
geraram 964 fragmentos, com média de 27,5 e variacdo de 9 (E+ CG/
M+ATC) a 38 (E+CT/ M+ AAA) fragmentos, com peso molecular
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variando de 35 a 916 pb. Foram identificadas 16 combinacdes de
iniciadores de AFLP capazes de gerar mais de 30 fragmentos por gel,
com alta capacidade informativa. Estas informacdes permitem o dire-
cionamento das andlises moleculares com o FOP de modo a compre-
ender a variabilidade do fungo e sua futura associacao com variabili-
dade patogénica.

Palavras-chaves: maracujazeiro, fusariose, marcadores moleculares,
variabilidade genética



Optimization of AFLP ma-
rkers for the analysis of ge-
netic diversity in Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae

Abstract

Despite the widespread use of the AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) in several species, protocols need to be adjusted for
each organism. The objective of this work was to optimize this techni-
que aiming the molecular analysis of the fungus that causes fusarium
wilt of passion fruit, Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (FOP). It
were evaluated the with modifications (protocol 1) and a commercial kit
(protocol 2) with various primer combinations. The selection of the best
protocol and primer combination was performed, considering the pattern
of DNA bands with no smear and high resolution of bands. Regarding
the 35 combinations evaluated in protocol 1, only three combinations
were optimized. Furthermore, protocol 2 allowed the optimization of

32 from the 64 AFLP primer combinations. The 35 AFLP combinations
generated 964 fragments, with 27.5 in average, and range of 9 (E +
CG/M + ATC)to 38 (E + TC /M + AAA) fragments with molecular
weights ranging from 35 to 916 pb. Sixteen AFLP primer combinations
were identified which were able to produce more than 30 fragments per
gel, being highly informative. This information allows the improvement
of molecular analysis with FOP in order to understand the variability of
this fungus and its future association with pathogenic variability.

Key-words: passion fruit, fusarium wilt, molecular markers, genetic variability
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Introducao

A espécie Fusarium oxysporum Schlecht. (Emend. Snyd. & Hans.) com-
preende fungos de solo com ampla distribuicao geografica e alta diver-
sidade genética. A maioria dos isolados desta espécie sao saprofitas.
Algumas estirpes nao patogénicas tém sido utilizadas como agentes de
controle biolégico (Postma; Rattink, 1992), enquanto outros possuem
importancia veterinaria ou médica (PEREIRO et al., 2001).

Apesar da existéncia de muitos isolados ndao patogénicos de F. oxyspo-
rum com significativa variacao genética (Bao et al., 2002), a maioria
dos estudos tem dado énfase aos trabalhos com as formas patogénicas
de F oxysporum, que sao reconhecidamente fitopatégenos que causam a
murcha vascular e a podridao da raiz de diversas culturas de importan-
cia econ6mica.

A especializacao desse fungo a um hospedeiro permite sua classifica-
cdo em forma specialis (f.sp.). Existem mais de 150 formae speciales espe-
cificas de determinado hospedeiro, descritas no complexo F. oxysporum,
cada um deles composto de um ou mais grupos de compatibilidade
vegetativa e, muitas vezes, distintas ragcas patogénicas (Baayen et al.,
2000). Em alguns casos, além de atacar grupos especificos de plantas,
estes fungos sao divididos em racgas, de acordo com a habilidade de
infectar cultivares especificas, indicando a elevada plasticidade genética
deste patégeno. Entretanto, a base genética da especificidade do hos-
pedeiro (forma specialis) e da cultivar (raca) em F. oxysporum nao é muito
bem esclarecida.

Dentre as diversas formae speciales encontra-se o Fusarium oxysporum

f. sp. passiflorae (McKnight, 1951) (FOP), agente etiolégico da fusariose
ou murcha do maracujazeiro. Esta doenca tem causado sérios proble-
mas ao sistema de producao da cultura do maracujazeiro, reduzindo

a produtividade, desestimulando a producdo e aumentando o carater
itinerante da cultura e o desemprego nas principais regides produtoras.
Além disso, tem-se como agravante o fato de haver alta variabilidade
fenotipica do patégeno, de acordo com observacdes dos isolamentos
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do fungo, oriundos de areas infectadas. O mecanismo desta variabilida-
de é pouco conhecido, porém sabe-se que mecanismos que promovam
altas taxas de mutacao estado relacionados (LANGIN et al., 1995).

Técnicas baseadas em polimorfismo diretamente em nivel de DNA tém
sido cada vez mais as ferramentas de escolha para o entendimento da
diversidade genética e filogenia de espécies de Fusarium (O'Donnell,
2000; O’'Donnell et al., 2000). Mais recentemente, marcadores mole-
culares do tipo AFLP (dmplified Fragment Length Polymorphism) tém sido
utilizados para fingerprinting de DNA de microrganismos.

A anélise de AFLP é baseada na amplificacdo seletiva de fragmentos
de DNA digeridos com enzimas de restricdo (VOS et al., 1995). Tec-
nicamente é semelhante ao RFLP (Restriction Fragment Length Polymor-
phism), exceto pelo fato que apenas um subconjunto dos fragmentos é
representado por meio da reducao do nimero de fragmentos gerados
por amplificacdes seletivas. Existem inidmeras vantagens no uso da
técnica de AFLP, como alto nimero de bandas analisadas em um Unico
gel, pela restricao e amplificacdo de fragmentos espalhados por todo

o0 genoma, além da consideravel reprodutibilidade e, principalmente,
por ndo necessitar de dados de sequenciamento prévio da espécie em
estudo (Spooner et al., 2005; Vuylsteke et al., 2007). A alta repetibi-
lidade e a eficiéncia da técnica AFLP tém permitido sua utilizacdo na
distincao de espécies e grupos filogenéticos de Fusarium (Zeller et al,
2003;. Leslie et al, 2004), incluindo F. oxysporum (BAAYEN et al, 2000;
BELABID et al., 2004).

Por outro lado, a principal desvantagem dos marcadores AFLP é que os
alelos nao sao facilmente reconhecidos em algumas situacées (MAJER
et al., 1998). Assim, a técnica necessita de otimizacao prévia para se
obter resolucao maxima no padrao de bandas, além do direcionamento
das principais combinacoes de iniciadores que permitam obter o maxi-
mo de polimorfismo.

Estudos sobre a variacdo genética do FOP poderiam gerar maior conhe-
cimento sobre o fungo, bem como contribuir para o desenvolvimento
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de variedades com resisténcia mais duradoura ao patdégeno; porém
pouco se sabe sobre a variabilidade genética do FOP. Como os marca-
dores AFLP associam alto polimorfismo e cobertura gen6mica sem a
necessidade de dados de sequenciamento prévio do FOP, esta técnica
torna-se ideal para a caracterizagao deste fungo. Assim, este trabalho
teve como objetivo otimizar a técnica AFLP para estudos de divergéncia
genética em isolados de FOP.

Materiais e Métodos

Foram utilizados dois isolados de F. oxysporum f. sp. passiflorae,
FOPO13 e FOPO71, obtidos da micoteca do Laboratério de Fitopatolo-
gia da Embrapa Mandioca e Fruticultura. O DNA dos isolados foi extrai-
do pelo método CTAB, descrito por Zolan e Pukilla (1986). A qualidade
e a concentracao de DNA foi estimada em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo.

Foram testados dois protocolos de amplificacdo, o primeiro empregan-

do-se a metodologia descrita por Vos et al. (1995) com modificagGes e
o segundo utilizando o AFLP® Core Reagent Kit (Invitrogen) para as eta-

pas de digestao e ligacdo dos adaptadores, com as posteriores etapas

seguindo o protocolo anterior.

Protocolo descrito por Vos
et al (1995) com modificacées

Para a digestdo, 300 ng de DNA genémico foram digeridos com uso de
8U de cada enzima de restricao, EcoRl e Msel; 1X de tampao de PCR;
0,6 ug de BSA. O volume foi completado para 60 uL com agua Mili-
-Q esterilizada. O material foi incubado por trés horas a 37°C, sendo
cuidadosamente agitado a intervalos de uma hora. Apds a digestao, a
reacao foi submetida a um tratamento térmico por 20 minutos a 65°C,
para inativar as endonucleases.

O preparo dos adaptadores especificos aos terminais clivados para cada
enzima foi realizado do seguinte modo:
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Adaptador EcoRlI: foi preparada uma solucao contendo 5 uM de adapta-
dor EcoRl forward; 5 uM de adaptador EcoRl reverse; 0,5X de tampéao One
Phor All 10X; e dgua Mili-Q esterilizada para o volume final de 100 uL.

Adaptador Msel: foi preparada uma solucao contendo 50 yM de adapta-
dor Msel forward; 50 uM de adaptador Msel reverse; 0,5X de tampao One
Phor All 10X; e dgua Mili-Q esterilizada para o volume final de 100 uL.

Apds a homogeneizacao dos componentes, a solucdo foi mantida a
95°C durante dois minutos; em seguida 95°C, decrescendo 1°C por
minuto até 25°C. Apds o término da reacdo as amostras foram manti-
das a - 20°C.

Para esta etapa, foram acrescidos aos fragmentos de DNA digeridos
(39,5 uL) 56X do tampéao da enzima 74 DNA ligase; 0,1 yM de cada
adaptador da enzima EcoRl e Msel; 1U de T4 DNA ligase (1 UulL-1);

5,0 uL de agua Mili-Q esterilizada, completando a reacao para 50 uL.
As reacdes de ligacao foram realizadas a 20°C durante trés horas, sen-
do levemente agitadas a intervalos de uma hora e as amostras armaze-
nadas a - 20°C. A mistura foi diluida na proporcédo 1:5 em uma solucéao
1:10 (TE + &gua Mili-Q).

Na reacao de pré-amplificacdo, foram utilizados iniciadores de EcoRl e
Msel com extensao 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 e E+A /M+C, onde E = adaptador EcoRI;
M = adaptador Msel; C = citosina; A = adenina.

As reacodes foram realizadas em um volume final de 20 yL, compostas
por 3,0 uL da solucdo 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; 1X de tam-
pao sem MgCl2; 1,5 mM de MgCl2; 1U de Tag DNA polimerase e agua
Mili-Q esterilizada.
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A condicao da pré-amplificacao foi de 95°C por dois minutos; seguido
de 30 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 56°C por um minuto

e 72°C por dois minutos. O ciclo final foi de cinco minutos a 72°C.

O material pré-amplificado foi diluido na proporcédo 1:25 com uso de
uma solugao 1:10 (TE + agua Mili-Q).

Na etapa seletiva utilizaram-se combinacdes de iniciadores, com exten-
sao de duas e trés bases para EcoRl e Msel, respectivamente, adiciona-
dos ao adaptador na extremidade 3’. Nessas reacoes foram utilizados
2,5 uL dos produtos pré-amplificados; 0,5 yM do iniciador da enzima
de corte raro (E+CN e E+ AN), onde N pode ser qualquer nucleoti-
deo; 0,5 yM do iniciador da enzima de corte frequente (M+ ANN e

M+ CNN); 0,15 uM de dNTP; 1X de tampao de PCR; 2 mM de MgCli2;
8 ug/mL de BSA; 1,5U de Tag DNA polimerase; dgua Mili-Q esterilizada
para completar o volume final de 20uL.

O programa de amplificacao foi realizado de acordo com o protocolo:
desnaturacgao 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 dois minutos; seguidos por 24 ciclos de 94°C por
30 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por dois minutos; encer-
rando os ciclos com 72°C por dois minutos.

Analise com kit comercial

Utilizou-se o kit comercial AFLP" Core Reagent Kit (Invitrogen) para as
etapas de digestao e ligacdao dos adaptadores, com as posteriores eta-
pas seguindo o protocolo anterior, com pequenas modificacdes. Para a
reacao de digestdao, 250ng de DNA gendémico foram digeridos utilizando
a combinacao EcoRl/Msel, por duas horas a 37°C e, posteriormente, a
70°C por 15 minutos, para inativar as enzimas.

A ligacao dos adaptadores foi realizada utilizando-se 9 uL dos adapta-
dores do kit comercial. Foram misturados com 1 yL da 74 DNA ligase e
ligados nos fragmentos digeridos, nas mesmas condi¢cdes descritas no
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protocolo anterior. O material digerido e ligado foi diluido na proporgcao
1:10 numa solucao 1:10 (TE:agua Mili-Q esterilizada).

As reacdes de pré-amplificacdo foram realizadas com os mesmos inicia-
dores, nucleotideos seletivos, e condicdes de reacao do protocolo de
Vos et al. (1995). O produto desta reacao foi diluido na proporcao 1:60
numa solucao 1:10 (TE:agua Mili-Q esterilizada).

Para a amplificacao seletiva, também foram utilizados os mesmos ini-
ciadores e bases adicionadas na extremidade 3’, do protocolo anterior.
A programacao de amplificacdo também foi idéntica.

Separacao dos fragmentos

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 amplificacao foi misturado com 3 uL de tampéao de car-
regamento (formamida 98%, EDTA 0,5M pH 8,0; azul de bromofenol
0,002% p/v e xileno cianol 0,002% p/v). Apds a desnaturacdo a 95°C
por cinco minutos, um volume de 3 yL de cada amostra foi carregado
no gel pré-aquecido durante uma hora a 70 W. A eletroforese foi reali-
zada a 70 W por trés horas. O produto da amplificacdo foi visualizado
por coloracao com prata de acordo com Creste et al. (2001).

O tamanho dos alelos foi estimado em comparacao visual com o marca-
dor de peso molecular de DNA de 50 pb.

Resultados e Discussao

Para uso eficiente dos marcadores AFLP, é necesséario que o DNA apre-
sente 6tima qualidade, a fim de que as etapas de digestdo enzimatica

e amplificagdo nao sejam afetadas. O protocolo de extracdo de DNA
gendmico utilizando método de CTAB, desenvolvido por Zolan e Pukilla
(1986), permitiu a obtencdao de DNA de qualidade para amplificacao
com marcadores AFLP (Figura 1).
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Figura 1. Perfil eletroforético de DNA total extraido de isolados de Fusarium oxysporum
f. sp. passiflorae com o uso do protocolo de Zolan e Pukilla (1986). M = marcador A de
50 ng; 1 a 19 = isolados de FOP.

Combinacdes de iniciadores de AFLP foram avaliadas em dois isolados
de FOP (FOPO13 e FOPO71). Os fragmentos obtidos foram analisados,
sobretudo para identificacao daqueles com melhor padrao de bandas,
sem arraste de DNA e baixa resolucdo das bandas.

Na otimizacao do protocolo de AFLP com o uso do protocolo desenvol-
vido por Vos et al. (1995) com modificacbes, avaliaram-se na pré-am-
plificacdo as combinacées E+C/M+A e E+A / M+C. Na etapa poste-
rior (amplificacao) foram testadas 35 combinacdes, 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 padrao de amplificacao
e por isso foram utilizadas nas analises posteriores.

Por outro lado, o uso do kit comercial (AFLP° Core Reagent Kit) nas eta-
pas de digestao e ligacao dos adaptadores permitiu a amplificacdo de
um grande nimero de combinacdes. Com o uso desse kit foram avalia-
das 64 combinacdes (32 E+C/M+Ce 32E+A /M+C). Ao contrério
do que foi observado sem o uso do kit, houve 100% de amplificacao
nas combinacoes derivadas de E+C / M+ A e nenhuma com o uso das
combinacdes de E+ A / M+ C. Na Figura 2 é apresentado o perfil mole-
cular de 32 iniciadores testados.
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Figura 2. Produtos da amplificacédo utilizando 32 combinacdes de marcadores AFLP.

A primeira e segunda amostras sdo os isolados FOP 013 e FOPO71, respectivamente.

M: marcador de peso molecular 50 pb.
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A amplificacao utilizando as 35 combinacdes de AFLP mostraram um
alto nimero de fragmentos. Essas combinacdes permitiram a obtencao
de 964 fragmentos com média de 27,5 fragmentos por combinacao,
com peso molecular variando de 35 a 916 pb (Tabela 1). A combi-
nacao mais polimérfica foia E4+CT / M+ AAA com 38 bandas. En-
tretanto, as combinacdes E+ CA/ M+AAA, E4+CT/ M+ AAC, E+CC/
M+ AAC, E+CG/ M+ATG, E+CA/ M+ AAT, E+CT/ M+ATA, E+CG/
M+AAC, E4+CT/ M+ATT, E+CT/ M+ATC, E4+CG/ M+ATT, E+CC/
M+ATA, E+CG/ M+ AAT, E+CT/ M+ AAT, E4+CG/ M+AAG e
E+CG/ M+ AAA também apresentaram alto nimero de fragmentos por
combinacdo, acima de 30 (Tabela 1).

Com o uso de quatro combinacdes de iniciadores de AFLP com duas
bases seletivas para a enzima EcoRl e Msel, Abdel-Satar et al. (2003)
obtiveram em média 44 fragmentos por combinacao na analise do
polimorfismo de 46 isolados de Fusarium spp. Esse maior nimero

de bandas estéd associado a menor seletividade de fragmentos nas
amplificacdes, o que muitas vezes pode comprometer a qualidade do
gel e, com isso, dificultar a sua leitura. Por outro lado, a anélise de
isolados de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, com 32 combi-
nacoes de iniciadores AFLP, indicaram apenas oito como adequadas,
com base no numero de fragmentos gerados e na resolucao dos géis
(Abd-Elsalam et al., 2004). Destas, duas combinacdes com uma base
seletiva para a enzima EcoRIl e duas para Msel possibilitaram a identi-
ficacdo de 34 e 37 fragmentos de DNA por isolado, com padroes de
baixa complexidade.

Na anaélise do polimorfismo de FOP, o uso de duas bases seletivas para
o corte gerado pela enzima EcoRl e trés para Msel possibilitou a visu-
alizacdo de um grande numero de bandas por gel, com alta resolucao
e sem ambiguidade, o que demonstra o potencial do uso deste tipo de
marcador na analise genética dessa espécie de Fusarium.
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Tabela 1. Iniciadores e nimero de bandas geradas por combinacao de

iniciadores de AFLP, avaliados no estudo do polimorfismo em isolados

de FOP.
Isolados Combinacéo Nuamero  Isolados Combinacéo Nuamero
de FOP EcoRl/Msel de bandas de FOP EcoRl/Msel de 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

O tipo de marcador molecular mais apropriado para determinados
estudos depende de uma série de fatores como: grau de polimorfismo



Otimizacdo da andlise molecular com marcadores AFLP para estudos de diversidade... 17

pressuposto, disponibilidade de reagentes e equipamentos para uso,
pessoal qualificado e limitagdes de recursos financeiros e de tempo
para execucao (SPOONER et al., 2005). Os resultados do presente
trabalho indicam que, havendo disponibilidade de equipamentos para
eletroforese vertical, os marcadores do tipo AFLP podem ser praticos e
rapidos na deteccao de variacdes moleculares em FOP.

De maneira geral, as combinacdes dos marcadores AFLP apresentaram
alta capacidade informativa, o que possibilita seu uso em pesquisas
futuras com maior nimero de isolados, visando compreender a varia-
bilidade do F. oxysporum f. sp. passiflorae bem como definir subpopu-
lacdes dentro das forma specialis. Aliado a compreensao genética do
organismo, esse conhecimento é de grande importancia para o desen-
volvimento de estratégias de controle desta doenca e para acdes de
melhoramento visando obtencado de cultivares resistentes ou tolerantes.

Embora alguns estudos indiquem inexisténcia de associacdo entre
formae speciales e variacao genética detectada por marcadores mo-
leculares, sugerindo que grupos filogenéticos tém pouca ligacdo com
grupos de viruléncia em uma grande variedade de espécies (Baayen et
al., 2000; Bao et al., 2002), o uso de marcadores AFLP pode contribuir
futuramente para a deteccéo e separacao de isolados de FOP em dife-
rentes racas patogénicas, sobretudo pelo alto nimero de fragmentos
gerados por gel, o que maximiza os estudos de polimorfismo em dife-
rentes amostras.

Conclusoes

A técnica AFLP pode ser utilizada para a deteccao de polimorfismos em
isolados de F. oxysporum f. sp. passiflorae com o uso de duas bases
seletivas para o corte gerado pela enzima EcoRl e trés bases para a de
corte frequente Msel. Além disso, existem 16 combinacoes de inicia-
dores com capacidade de gerar mais de 30 fragmentos por gel. Esses
resultados agregarao valor as futuras pesquisas de resisténcia a fusario-
se, permitindo a identificacdo de variantes do patégeno.
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