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Comunicado

O fungo Fusarium oxysporum Schlect f. sp.
vasinfectum (Atk.) Snyd. & Hans. é um fungo de
solo que causa murcha em plantas de algodéo.
Embora os sintomas tipicamente aparegcam por
ocasido do florescimento, em condi¢des favoraveis
aparecem mais cedo, causando inclusive morte de
plantulas. A murcha de Fusarium pode ser
reconhecida pelo escurecimento dos vasos,
observada em corte do caule (WATKINS, 1981). A
doenca torna-se significativamente mais importante
na presenca de nematoides do género Meloidogyne,
possivelmente devido & habilidade destes nematoides
de formar na planta uma célula nutridora, que
produz compostos carbdnicos e nitrogenados que
servem também para o fungo. A intensidade da
doenca pode ser mais afetada pelo grau de
incidéncia de nematoides que pela quantidade de
inoculo do fungo (HILLOKS, 1992). Assim, a
predominancia, nos estados de Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul, de uma espécie de Meloidogyne nao
patogénica em algod&@o, M. javanica, pode contribuir
para que a incidéncia da doencga néo seja tédo
preocupante quanto em S&o Paulo ou Parana
(PAIVA et al., 2001). O patdgeno tem habilidade de
multiplicar-se na presenca de diversos outros
hospedeiros, entre eles soja e plantas daninhas
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(HILLOKS, 1992). Embora exista resisténcia em
Gossypium hirsutum para a doencga, poucas
variedades disponiveis para plantio sdo consideradas
resistentes (PAIVA et al., 2001; CIA et al., 2002).

Isoenzimas séo diferentes formas de uma enzima
gue ocorrem em um organismo. Como podem ser
separadas através de eletroforese em géis, sao
amplamente usadas como marcadores bioquimicos
em diversos estudos, sendo um de seus principais
usos a genética de populacdes (ALFENAS, 1998).
Marcadores moleculares séo fragmentos discretos
de DNA, também observaveis em gel, que podem
ser obtidos por diversas combinacdes de técnicas,
principalmente a PCR (do inglés Polymerase Chain
Reaction) e as enzimas de restri¢io (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA,1998). Os procedimentos
laboratoriais para obten¢do de marcadores
bioquimicos ou moleculares podem variar com as
caracteristicas das diferentes espécies. Neste
sentido, procurou-se identificar, neste trabalho,
algumas enzimas de facil execucéo que possam
posteriormente ser utilizadas como marcadores,
além de identificar um método de extracdo de DNA
gue pode ser utilizado para marcadores baseados em
DNA.
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O fungo foi cultivado em 100mL de meio de
Armstrong, contendo: 58,4795mM de sacarose;
1,626mM de MgSO,.7H,0; 21,6216mM de KClI;
10,4761mM de KH_PO,; 57,8431mM de Ca(NO,),;
1,447mg/L de Fe(NO,),.9H,0; 0,8796mg/L de
ZnS0,.7H,0; 0,406mg/L de MnSO,.4H,0, com
pequena agitagdo manual uma vez ao dia, a
temperatura ambiente (MENESES e SILVA-HANLIN,
1997). O micélio foi extraido por filtragem através
de papel filtro, em funil acoplado a uma bomba de
vacuo (Figura 1), seguido de lavagens por TE (Tris
10mM pH 8,0 e &cido etileno diamino tetracético —
EDTA -1mM) e congelado a -20°C.

Para extracdo de enzimas, foram utilizados cerca de
200mg de micélio, macerados em almofariz com o
dobro, em volume, de uma das solucdes
apresentadas na Tabela 1. Foram centrifugadas a
115644g, por 30 minutos, a 5°C, e coletado o
sobrenadante. As amostras foram utilizadas
imediatamente. Os extratos protéicos foram
aplicados em géis de penetrose 30 ou em géis de
acrilamida (ALFENAS, 1998). A coloracéo dos géis
foi feita conforme descrito na Tabela 2.

Para extracédo de DNA, cerca de 250mg de micélio
foi macerado na presenca de nitrogénio liquido em
almofariz e transferido para tubos de 1,5mL, aos
quais foi adicionado 500 nl de um dos seguintes
tampdes de extragdo:

i) dodecil sulfato de sédio (SDS) 20%, Tris-HCI
100mM pH 8,0, NaCl 500mM; EDTA 50mM e
-mercaptoetanol 0,6% (SMITH et al., 2001).

if) CTAB (cationic hexadecyl trimethyl ammonium
bromide) 1%; NaCl 0,7M, Tris-HCI 8,0 20mM pH,
EDTA 10mM, -mercaptoetanol 1% (ZOLAN e
PUKKILA, 1986).

Agitou-se em vortex por 5s e incubou-se a 60°C por

30 minutos. Adicionou-se 500mL de CIA (mistura de
cloroférmio: alcool isoamilico 24:1, v/v), misturou-se
por inversdo do tubo, centrifugou-se por 5 minutos,
a 8500q, e transferiu-se a fase aquosa para tubo
novo. A extracdo com CIA foi repetida uma segunda
vez. Adicionou-se 500ml de isopropanol e
centrifugou-se por 5 minutos, a 8.500g. O
sobrenadante foi descartado, o tubo lavado com
etanol 70%, e o DNA re-suspendido em agua millig.

Resultados e Discussao

A enzima esterase apresentou padrdes definidos em
géis de penetrose quando utilizado &cido citrico
0,04M pH 7,1 como tampéao tanto no gel como do
eletrodo.

Dois sistemas descontinuos foram satisfatorios para
revelacdo malato desidrogenase em géis de
penetrose e estdo apresentados na Tabela 3.

Os sistemas satisfatorios para esterase nao foram
satisfatorios para malato desidrogenase ou vice-
versa. Quatro outros sistemas (1, 9, 13 e 19,
segundo metodologia proposta por Alfenas, 1998)
néo foram satisfatérios para nenhuma das duas
enzimas.

Os tampdes I, Il e lll utilizados para extracéo de
esterase e MDH (Tabela 1) foram igualmente
satisfatorios para ambas as enzimas.

Em géis descontinuos de acrilamida obtiveram-se
bons padrdes de resolucéo para esterase (trés
bandas), superéxido dismutase (duas bandas), alcool
desidrogenase (1 banda), manitol desidrogenase
(uma banda) e enzima malica (3 bandas). Nestes géis
foram testados os tampdes de extragéo l e IV,
apresentados na Tabela 2, que foram igualmente
eficientes, exceto no caso de alcool desidrogenase,
para a qual so foram visualizadas bandas quando as
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Fig. 1. Filtragem de micélio para posterior extracéo de enzimas ou DNA.
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Tabela 1. Composicao de tampdes de extracdo satisfatorios para extracdo de enzimas de F. o. vasinfectum e sua
composigao.

o mse |

fosfato de sédio bibasico 34.0mM; sacarose 0.2M; Polivinil-pirolidona (PVP-40)

| 2.56%; ditiotreitol 3mM; acido asco6rbico 5.7mM; dietilditiocarbamato de sodio
5.8mM; bissulfito de s6dio 2.6mM; borato de sédio 2.5mM; polietilenoglicol-6000
1%; Rvmercaptoetanol 0.2%; 0,12g de PVPP (Alfenas 1998). *

Il fosfato de sé6dio monobéasico 0.04M; sacarose 0.2M; EDTA 2M; ditiotreitol 3mM;
acido ascorbico 5mM; bissulfito de sédio 2.5mM; dietilditiocarbamato de s6dio 6mM;

polivinil-pirolidona (PVP-360)

0.05%;

albumina bovina cristalizada 0.1%; R-

mercaptoetanol 0.1%. Ajustado pH para 7,3. (Alfenas 1998).
I Remercaptoetanol a 0,2%; 0,16g de PVP-40

\Y Tris HC1 0,6173M, pH 6,8

*Nota: -mercaptoetanol e PVPP foram adicionados imediatamente antes da trituragao do micélio.

Tabela 2. Solugdes para revelagdo de enzimas.

SOIUQ&O - Condi(;6es g revelaqéo I

Esterase

a-naftil-acetato 0,03% ; fast blue RR salt 0,1%

em tampdo fosfato

de potassio 0,05M pH 6,0. Revelagdo no escuro a 37°C.

acido malico
dinucleotideo);

M alato desidrogenase

0,02M,
0,02% de

0,020% de
MTT

NAD™(nicotinamida adenina
(3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-

Difeniltetrazdlio brometo); PMS (Fenazina Metosulfato) 0,002% em
Tris-HCI1 0,1M pH 8,5. Incubacdo no escuro a 37°C.

Superéxido dismutase™
0,05M pH 8,5).
ambiente.

Alcool desidrogenase

Riboflavina 0,04%,
Incubacdo na presenca de

NazEDTA 0,3% e MTT 0,02%

luz,

em Tris-HCI
a temperatura

Etanol 20%, NADP* 0,02%; MTT 0,02%; PMS 0,002%, e Tris-HCI

0,2M pH 8,0. Incubacdo no escuro a 37°C.

M anitol desidrogenase Manitol 0,1%,

NADP* 0,02%;

MTT 0,02% ; PMS 0,002% e Tris-

HCI 0,1M pH 8,5. Incuba¢do no escuro a 37°C..

Enzima malica
MgClz 0,02%
37°C.

Acido malico 0,2M, NADP* 0,02%,
em Tris-HCI 0,1M pH 8,5.

MTT 0,02%; PMS 0,002% e
Incubacdo no escuro a

Fonte: Alfenas (1998).*Modificado pelo autor.

Tabela 3. Combinagdes de tamp®&es do gel e de eletrodo satisfatérias para revelacdo de MDH em géis de penetrose.

I Tampédo do gel I Tampado do eletrodo I

Tris 0,1M hidréxido de s6dio 0,05M
pH 8,8 acido bdrico 0,3M
pH 8,0
Histidina-HCI 0,005M Tris 0,135M
pH 7,0 Acido citrico 0,44M
pH 7,0

amostras foram extraidas com o tampao I.

Os tampdes de extracéo | e Il foram desenvolvidos
para extracéo de proteinas de plantas (ALFENAS,
1998) e contém uma série de substancias que visam
inibir a atividade de fendis ou quinonas, formadas a
partir de fendis por polifenoloxidades e peroxidases
da planta. Tanto fendis como quinonas podem inibir a
atividade das enzimas, impedindo sua revelacao, ou

alterar sua mobilidade. Entretanto, para extragéo de
enzimas do micélio de F. o. vasinfectum, exceto no
caso de alcool desidrogenase, tais inibidores néo
foram necessarios, e os tampdes mais simples, a
exemplo do IV, podem ser utilizados.

As extracdes de DNA quando utilizando o tampéo de
extracdo com SDS forneceram DNA de integridade
e em quantidades adequadas (média de 3mg),
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conforme verificado em géis 0,8% de agarose. Este
tampao de extracao ja havia sido testado paraF. o.
vasinfectum por Smith et al. (2001), embora os
passos seguidos por estes autores fossem diferentes
dos expostos neste trabalho. O tamp&o de extracdo
contendo CTAB também permitiu a extragdo, porém
com baixa eficiéncia (em apenas quatro de doze
amostras testadas).

Assigbetse et al. (1994) utilizaram marcadores
RAPD para construcdo de um dendrograma com
isolados de F. 0. vasinfectum de diferentes locais do
mundo (Américas, Africa e Asia) e mostraram que
0s agrupamentos formados foram correspondentes
as racas fisiologicas. Sugerem, entdo, que o
marcador molecular possa tornar-se um método
alternativo, mais prético, de diferenciar ragas do
patogeno. A diferenciacdo de racas fisioldgicas é de
grande importancia, pois a resisténcia de cultivares
ou linhagens em programas de melhoramento
depende das racas fisioldgicas com as quais séo
confrontadas. Marcadores isoenziméticos podem
também ser futuramente desenvolvidos com esta
finalidade.

Conclusoes

As enzimas malato desidrogenase, esterase,
superéxido dismutase, alcool desidrogenase, manitol
desidrogenase e enzima mélica podem ser utilizadas
como marcadores bioquimicos em estudos sobre o
fungo F. o. vasinfectum. A metodologia de extracdo
de DNA, quando utilizado tampé&o de extracdo
contendo SDS, é adequada, podendo ser usada para
futuros estudos envolvendo marcadores moleculares
para o patdgeno.
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