| CONGRESSO BRASILEIRO DE MAMONA

Energia e Sustentabilidade
23 a 26 de novembro de 2004 - Campina Grande - PB

SELEGAO DE MARCADORES DO TIPO RAPD PARA CARACTERIZAGAO
GENETICA DE Amphobotrys ricini

BEZERRA, C.S."; MENESES, CH.S.G.!; TAVARES, AC."; COUTINHO, T.C.2; SILVA, S.C3;
COUTINHO, W.M.3; SUASSUNA, N.D.3; VIDAL, M.S.3 1- Estagiarios da Embrapa Algodao e alunos de
Graduagéo da Universidade Estadual da Paraiba, Campina Grande - PB. 2- Aluna de Pds-Graduagao,
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal - RN. 3 - Pesquisadores da Embrapa Algodao,
Rua Osvaldo Cruz, 1143, Centenario, 58107-720, Campina Grande - PB. mvidal@cnpa.embrapa.br

RESUMO

Com a intensificagdo da exploragdo da mamoneira, 0 mofo cinzento, doenga causada pelo fungo
Amphobotrys ricini, vem causando sérios prejuizos a cultura. A doenga ocorre em praticamente em
todas as regides produtoras de mamona, demandando aplicagdes de fungicidas para seu controle. Na
Paraiba, o0 mofo cinzento tem sido constatado, principalmente, na regido Agreste. Para que haja éxito
em programas de melhoramento, visando a resisténcia duravel, € necessario o monitoramento
sistematico das populagbes do patégeno visando a compreensdo da dindmica de seus aspectos
genéticos (quantidade e variagdo espago-temporal). Para tal, sdo necessarios marcadores que
permitam quantificar a variabilidade genética. Este estudo teve como objetivo identificar marcadores do
tipo RAPD para serem empregados na anélise da variabilidade genética de isolados de A. ricini do
estado da Paraiba. Amostras do fungo foram coletadas em diferentes regiées do estado da Paraiba,
isolados e cultivados em meio BDA. DNA total dos isolados de A. ricini foi extraido segundo descrito
por Zollan e Pukilla e, entdo, submetidos a reagdes de PCR utilizado 93 oligonucleotideos da série
OPERON. Quarenta e um oligonucleotideos foram capazes de gerar polimorfismo, sendo possivel a
identificacdo de pelo menos 191 loci.

INTRODUCAO

A mamoneira € uma planta rustica com grande capacidade de adaptagdo a todas as areas do
Brasil, mas é também bastante afetada por diversos microorganismos que causam prejuizos de grande
expressdo econdmica, se as condigbes climaticas forem favoraveis ao seu desenvolvimento
(AZEVEDO e LIMA, 2001).

A principal doenga da mamoneira € o mofo cinzento, relatada pela primeira vez nos Estados
Unidos da América em 1918. Essa doenca tem como agente etioldgico o fungo Amphobotrys ricini. No
Brasil, a primeira constatacdo desta doenca foi em 1932 no estado de S&o Paulo (GONGCALVES,
1936).

Os sintomas caracterizam-se inicialmente pelo aparecimento de pequenas manchas de
tonalidade azulada, tanto no caule quanto nas folhas e inflorescéncias, as quais exsudam gotas de um

liquido amarelado; posteriormente, sob condigdes climaticas favoraveis, hifas do patdgeno
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desenvolvem-se sobre os frutos, lembrando uma teia de aranha, com posterior frutificacdo do
patdégeno; a medida que os cachos sdo afetados, o micélio desenvolvido sobre os frutos torna-se mais
escuro, afetando a qualidade das sementes (BATISTA et al, 1998). Amphobotrys ricini ataca as
inflorescéncias em todas as fases de seu desenvolvimento (GONCALVES, 1936)

A partir do desenvolvimento dos programas de melhoramento genético com base na analise do
genoma de organismos, surgiu a possibilidade de analisar 0 genoma do patdgeno A. ricini e da
mamona com o objetivo de identificar cultivares tolerantes ou resistentes a doenga. Pois cada
variedade apresenta diferentes niveis de resisténcia ao patégeno.

Para que haja éxito em programas de melhoramento, visando a resisténcia duravel, é
necessario 0 monitoramento sistematico das populagdes do patdgeno, com o objetivo de compreender
a dindmica de seus aspectos genéticos (quantidade e variagdo espago-temporal). Para tal, séo

necessarios marcadores que permitam quantificar a variabilidade genética.

MATERIAL DE ESTUDO
O patégeno estudado (A. ricini) foi coletado em diferentes municipios do estado da Paraiba, de
acordo com a tabela 1. O fungo foi isolado e cultivado em meio BDA (batata-dextrose-Agar) por
aproximadamente 10 dias, ao fim dos quais foi realizada a extragdo de DNA a partir do micélio aéreo.

Tabela 1: Locais de coleta de isolados de A. ricini e respectivos locais de coleta.

Municipio Caédigo
Lagoa seca
Esperanca
Remigio
ltabaiana
Séo Sebastido da Lagoa de Roga
Campina Grande

oo ~NOTh W

Extracdo de DNA

O DNA gendmico foi obtido utilizando-se o protocolo descrito por Zollan e Pukilla (1981). Foi
adicionado 500uL de tamp&o de extragdo (CTAB 1%; NaCl 700mM; Tris -HCL 20mM pH 8,0; EDTA
10mM; B-mercaptoetanol 1%), agitou-se em vortex por 5 segundos e, em seguida, os tubos foram
incubados a temperatura ambiente por 30 minutos. Passado o tempo de incubacgéo, adicionou-se 500
uL de CIA; misturou-se por inversao dos tubos, centrifugando o material a 7.000 g a 15°C, por 5
minutos. A fase aquosa foi transferida para novo tubo. Adicionaram-se 500uL de isopropanol gelado,
misturando-o lentamente por inversdo. Centrifugou-se a amostra a 7.000 g, 15°C, por 5 minutos, e

descartou-se o sobrenadante. Adicionaram-se 500uL de etanol 70%. A amostra foi centrifugada a 7.000
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g, 4°C, por 15 minutos, descartando-se o sobrenadante. Secou-se o precipitado a temperatura

ambiente e ressuspendeu-se em 100uL de agua MilliQ™.

Reagdes RAPD

Apbs a quantificagdo, as amostras foram diluidas para 2,5 ng/uL com agua MilliQ, e foram
armazenadas a -20°C. As reagdes de amplificagdo foram realizadas em solugdo total de 25 uL
contendo: 0,2 mM de dNTP; tamp&o da Tag DNA polimerase “AmershamBiosciences”; 0,3 mM de
oligonucleotideos; 5ng de DNA total de A..ricini; 2,5 mM de MgCly, 1uL de Taq polimerase. Cada um
dos isolados foi amplificado com oligonucleotideos com 10 pares de bases, pertencentes aos Kits de
oligonucleotideos A, C, E, P e M (OPERON Technologies, Inc. Alameda, CA).

A ciclagem foi obtida em termocicladores (Eppendorf-Mastercycler Gradient), com 45 ciclos de
amplificagdo; cada ciclo foi constituido por uma desnaturagdo do DNA a 94°C por 1 minuto, um
anelamento de oligonucleotideos a 35°C por 1 minuto e uma amplificagdo do DNA a 72°C, por 2
minutos e, ao final dos 45 ciclos, uma extens&o adicional de 5 minutos a 72°C.

As reagdes foram acrescentados 4L de tamp&o de amostra (sacarose 4 g, azul de bromofenol
0,025 g) e entdo os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal, em gel de
agarose (agarose 1%, tampao TBE 1X e brometo de etidio) visualizados em transiluminador e
fotografados em equipamento de foto documentagéo. Aplicou-se como marcador de peso molecular o
DNA do bacteriéfago lambda digerido com Pstl no inicio e no final do gel para definir o tamanho

aproximado dos fragmentos gerados nas PCRs.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Dos 93 oligonucletideos testados com os kits OPA, OPC, OPE, OPM, OPP e OPZ, 41
produziram um total de 191 bandas polimdrficas, como pode ser observado na tabela 1. Quinze dos
oligonucleotideos testados nao amplificaram nenhuma das amostras empregadas nas reagdes de
RAPD, enquanto oito oligonucleotideos geraram dados ndo conclusivos, sendo eliminadas as analises.
As reagbes com estes oligonucleotideos devem ser refeitas, de modo a gerarem dados mais

consistentes, que possam ser entdo empregados na sele¢ao de novos marcadores do tipo RAPD.
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Tabela 1. NUmero de marcadores do tipo RAPD amplificados por oligonucleotideo, nimero de bandas
analisadas e numero de bandas polimorficas.
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N° de N° de N°de
Bandas Bandas Bandas Bandas Bandas Bandas
Oligo analiséveis Polimorficas Oligo analiséveis Polimorficas Oligo  analisaveis Polimorficas

OP-E01 12 1 OP-P16 8 1 OP-A16 10 0
OP-E02 9 4 OP-P19 10 0 OP-C03 1 0
OP-E03 12 2 OP-M02 11 1 OP-C05 10 3
OP-E04 1 0 OP-M03 1 0 OP-C06 6 1
OP-E06 16 9 OP-M04 10 0 OP-C07 5 0
OP-E07 1 0 OP-M05 5 0 OP-C08 5 1
OP-E09 13 13 OP-M06 7 2 OP-C11 7 1
OP-E11 12 8 OP-M07 6 0 OP-C13 8 3
OP-E12 16 8 OP-M08 4 1 OP-C14 5 0
OP-E14 12 9 OP-M09 5 1 OP-C15 9 1
OP-E15 1 6 OP-M10 8 6 OP-C16 4 0
OP-E19 4 3 OP-M11 10 10 OP-C17 1 0
OP-E20 20 14 OP-M15 9 9 OP-C20 8 0
OP-P01 8 1 OP-M16 8 8 OP-Z01 5 1
OP-P02 11 3 OP-M17 9 8 OP-203 5 1
OP-P03 15 10 OP-M18 6 3 OP-Z04 4 0
OP-P06 7 4 OP-M20 3 0 OP-205 4 0
OP-P08 12 0 OP-A01 10 2 OP-z07 3 0
OP-P09 16 0 OP-A02 13 0 OP-208 5 0
OP-P11 19 12 OP-A05 13 0 OP-Z09 10 0
OP-P12 15 8 OP-A12 9 0 OP-Z10 6 0
OP-P13 14 10 OP-A13 6 0 OP-Z11 6 0
OP-P14 7 7 OP-A14 10 0

OP-P15 10 10 OP-A15 6 1

CONCLUSAO

Neste trabalho, foi possivel selecionar 41 oligonucleotideos da linha OPERON capazes de

gerar bandas com padré&o polimorfico.
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