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Metodologia molecular para rapida identificacdo de Mycosphaerella fijiensis
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RESUMO

As principais doencas foliares da bananeira sdo causadas pelas espécies fungicas do complexo
Mycosphaerella, sendo as principais a Mycosphaerella fijiensis, causadora da Sigatoka negra e
Mycosphaerella musicola, agente causal da Sigatoka amarela. O objetivo deste trabalho foi o de
selecionar um marcador molecular para a diferenciacdo rapida e precisa via PCR/gel de eletroforese
de isolados monosporicos de M. fijiensis, visto que a semelhanca morfoldgica destes isolados para
isolados de outras espécies do complexo é extremamente elevada. Foram testados os marcadores
ITS, ACT, HIS e mtSSU, sendo que somente o marcador mitocondrial mtSSU apresentou diferencas
visiveis em gel de agarose em funcdo de um indel exclusivo de amostras de M. fijiensis do tamanho
de 84 pb. Esta insercdo de bases culmina em uma separacdo de bandas dos produtos de
amplificacdo, permitindo a rapida diferenciacdo dos isolados de M. fijiensis em laboratorio de
biologia molecular.
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INTRODUCAO

O Estado de Santa Catarina € o quarto maior produtor de bananas do Brasil, com mais de
28 mil hectares em producdo, produzindo uma média de 25 toneladas por hectare (GOULART JR,
2019). M. musicola e M. fijiensis sdo as espécies que mais causam perdas econémicas em
bananeiras. As doencas sdo distribuidas por todo o mundo e possuem morfologia de lesdo muito
semelhante. M. musicola ocorre em todas as regies produtoras do Brasil, porém é menos agressiva
que M. fijiensis, que possui sintomas que acometem folhas mais jovens e atingem a nervura
principal, causando maiores perdas (ARZANLOU et al., 2008). Geralmente, as folhas infectadas
por M. fijiensis sdo destruidas antes que o cacho atinja o ponto de colheita (LIVRAMENTO e
NEGREIROS, 2017).

O mal de Sigatoka reduz a capacidade fotossintética da planta causando a morte prematura
das folhas, reduzindo a qualidade e rendimento das frutas, o nimero de pencas viaveis, causando
assim prejuizos na producdo (ARZANLOU et al., 2008). O controle da doenca se da pelo
monitoramento da doenca com base no sistema de previsdo bioclimatico, que define quando deve
ocorrer o controle quimico, baseado na interacdo entre o estagio de desenvolvimento da folha vela e
a severidade da doenca nas folhas mais novas (MORAES et al., 2011). Essa é uma alternativa para
racionalizacdo do uso de fungicidas, que tem como consequéncia o aumento do custo da producéo e
0 impacto negativo no ambiente, além de haver uma pressao seletiva nas populacdes de patégenos,
levando ao desenvolvimento de linhagens resistentes. Fatores como a natureza de dispersédo do
patogeno e a selecdo imposta pelo hospedeiro podem influenciar a variabilidade encontrada na
populacdo (NAKYANZI, 2002).

Objetivando compreender a dinamica populacional e diversidade genética dos isolados de
Mycosphaerella, foram coletadas amostras foliares com sintomas tipicos do mal de Sigatoka nas
principais regides produtoras de Santa Catarina. Em laboratorio, os isolados monosporicos foram
obtidos com a liberagdo de ascdsporos em substrato &gar-agar e posterior isolamento monosporico
em meio BDA (CORDEIRO et al. 2011). No entanto, as caracteristicas morfoldgicas dos isolados
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das espécies do complexo sdo extremamente semelhantes, necessitando a aplicacdo de técnicas para
a confirmacdo das espécies recém isoladas. Dessa forma, técnicas moleculares tém sido adotadas
como complemento ao estudo da morfologia do patégeno (ARZANLOU et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi o de selecionar um marcador molecular para a diferenciacéo
rapida e precisa via PCR/gel de eletroforese de isolados monosporicos de M. fijiensis, visto que a
semelhanca morfologica destes isolados para isolados de outras especies do complexo é
extremamente elevada.

MATERIAL E METODOS

O DNA total de 24 isolados monosporicos, sendo: 5 isolados de M. musicola, 13 isolados
de M. fijiensis, 4 isolados de M. thailandica e 2 isolados de M. musae, foi extraido de acordo com
protocolo definido por Doyle e Doyle (1990). A quantidade e qualidade do DNA total foram
avaliadas por espectrofotometria UV a 260nm e 280nm no equipamento Eppendorf BioPhotomether
Plus, e a integridade foi verificada através de eletroforese em gel de agarose 1,2%, utilizando-se o
marcador de peso molecular 100pb DNA Ladder (Bioneer). As reacdes de PCR seguiram o
protocolo descrito por Arzanlou et al. (2008). O volume total das reacdes foi de 20uL e 0s
iniciadores utilizados para amplificar a regido de interesse foram os seguintes: Regido ITS (ITS1 e
ITS4); Gene Actina (ACT-512F e ACT-783R); Regido mtSSU (MNS1 e MNS2); Gene Histona H3
(CYLH3F e CYLH3R). As condicdes de temperatura foram: 5 min por 95°C para a desnaturacao
inicial, seguido por 36 ciclos de 94°C por 30 s, 55°C por 30 s, 72°C por 60 s, e uma extensdo final a
72°C por 7 min.

Para a visualizacdo da amplificacdo dos fragmentos de DNA, foi realizada eletroforese em
gel de agarose 1,2%, utilizando-se o marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Bioneer).
As amostras, totalizando 24, foram corridas em tampéao TE 1X a 100V durante 2 horas, coradas com
brometo de etideo por 30 minutos e posteriormente o gel foi visualizado no transluminador Gel Doc
XR+ (Bio Rad Laboratories). Os fragmentos amplificados foram posteriormente sequenciados em
analisador genético ABI13500 com uso do kit Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems). Os
cromatogramas foram alinhados com a utilizagéo do programa MEGA X (KUMAR et al., 2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das quatro regides avaliadas, somente a regido mtSSU apresentou polimorfismo de tamanho
(Indel) que permitiu a diferenciagdo de M. fijiensis das demais espécies via gel de eletroforese em
agarose (Figura 1).
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Figura 1. Gel de eletroforese do produto de amplificacdo do marcador mtSSU em amostras de
isolados do complexo Mycosphaerella. M: marcador de peso molecular 100bp DNA Ladder
(Bioneer). Amostras 1 a 5: M. musicola (aprox. 600pb); Amostras 6 a 18: M. fijiensis (aprox. 700
pb); Amostras 19 a 22: M. thailandica (aprox. 600pb); Amostras 23 a 24: M. musae (aprox. 600pb).
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De acordo com a Figura 1, apds duas horas de corrida eletroforética dos produtos de
amplificacdo do gene mtSSU, as amostras de M. fijiensis revelam uma banda de aproximadamente
700pb contra uma banda de aproximadamente 600pb das demais espécies avaliadas.

Para as demais regides amplificadas, todas as espécies apresentaram 0 mesmo padréo
eletroforético, caracterizado pela amplificacdo de banda Unica e idéntica entre todas as espécies,
embora exista a possibilidade da existéncia de SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)
diferenciando taxonomicamente as espécies. Além disso, estas regiGes avaliadas s&o rotineiramente
utilizadas em estudos filogenéticos envolvendo diversas espécies fungicas (ARZANLOU et al.,
2008).

A diferenca eletroforética do produto de amplificacdo do marcador mtSSU em M. fijiensis
para das demais espécies avaliadas se da em fungdo de uma Unica insercéo de 84 pb (Figura 2).

Mycosphaerella da micoteca da EPAGRI Itajai e de sequéncias referéncia de M. musicola, M.
fijiensis e P. fijiensis e P. musae (EU514430; EU514417; KC80776; DQ028490; KC800777).
Destaca-se ao centro da figura o indel de 84 pb exclusivo das amostras de M. fijiensis/ P. fijiensis.

O ganho ou perda (indel) de bases nitrogenadas em uma sequéncia de DNA é um evento
menos provavel de acontecer em relagdo a uma simples substituicdo de bases (SNP). Indels com
menos de 50pb séo classificados como microindels e acontecem em maior frequéncia (GONZALEZ
et al, 2007).

Esta sequéncia de 84 pb ndo revelou em analise de anotacdo funcional, nenhuma fase de
leitura para a sintese de aminoacidos, sendo uma regido estrutural da sub-unidade pequena do DNA
ribossomal mitocondrial. Todos os marcadores utilizados possuem um longo histérico de uso em
trabalhos de taxonomia molecular em diversos grupos de fungos, sendo que o sequenciamento de
DNA via eletroforese capilar revela os polimorfismos do tipo SNPs para a saturacédo de filogenias e
determinacdo taxondmica (ARZANLOU et al., 2008).

CONCLUSAO
O marcador molecular mitocondrial identificado permite com clareza a identificacdo
molecular de Mycosphaerella fijiensis em isolados fungicos do complexo Mycosphaerella.
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