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RESUMO: A Sigatoka negra, patologia causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis
em banana, foi detectada no Brasil pela primeira vez em 1997, mais especificamente
no estado do Amazonas, e até o presente momento o estado de Goias encontra-se
como area livre desta doenca. A identificacdo de doencas e a deteccao de patdégenos,
assim como as suas regides de ocorréncia, € de fundamental importancia para o
monitoramento e manejo de doencas. Neste contexto Laboratorio de Diagndstico e
Biotecnologia (LDB) do LANAGRO-GO, tem desempenhado um importante trabalho
juntamente como o DSV na identificacdo de pragas quarentenarias bem como sua
regido de ocorréncia. O objetivo deste trabalho foi avaliar os critérios de desempenho
gualitativos para a validacdo ‘in house’ de método de diagndstico molecular do fungo
Mycosphaerella fijiensis, agente causal da Sigatoka negra, utilizando a técnica de PCR
em tempo real, partindo de tecidos com sintomas tipicos. A validacdo proposta avaliou
0s requisitos especificidade, limites de deteccdo, robustez e inibicdo (parametros
gualitativos) da técnica de PCR em tempo real para o diagnéstico de Mycosphaerella
fijiensis. Em todos os parametros avaliados o método testado de PCR em tempo real
dentro das condicdes do laboratério LDB no LANAGRO-GO mostrou-se eficiente para a

deteccdo de Mycosphaerella fijiensis.
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1. INTRODUCAO

A Sigatoka negra, patologia causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis em
banana, foi detectada no Brasil pela primeira vez em 1997, mais especificamente no
estado do Amazonas, e até o presente momento o estado de Goias encontra-se como
area livre desta doenca. As areas livres de sigatoka negra foram reconhecidas
oficialmente pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA, através
da Instrugdo Normativa Federal n°® 29, em 7 de junho de 2006 (Teixeira, 2009).

A identificacdo de doencas e a deteccdo de patdogenos (fungos, bactérias e
nematoides), assim como as suas regides de ocorréncia, € de fundamental importancia
para 0 monitoramento e manejo de doencas. O Departamento de Sanidade Vegetal
(DSV) é responsavel pela elaboracéo da regulamentacéao fitossanitaria nacional, assim
como pela fiscalizagdo do seu cumprimento (MAPA, 2015). Neste contexto o
Laboratério Nacional Agropecuario de Goias (LANAGRO-GO), mais especificamente o
Laboratério de Diagndéstico e Biotecnologia (LDB), tem desempenhado um importante
trabalho juntamente como o DSV na identificacdo de pragas quarentenarias bem como

sua regido de ocorréncia.

Para diminuir o tempo empregado nas analises, bem como aumentar a
especificidade dos métodos de diagnaostico fitossanitario o Laboratério de Diagnéstico e
Biotecnonogia (LDB) tem implementado em sua rotina o diagndstico molecular do
fitopatdgeno. Neste trabalho avaliou-se os critérios de desempenho qualitativos para a
validacdo ‘in house’ de método de diagnostico molecular do fungo Mycosphaerella

fijiensis, agente causal da Sigatoka negra, utilizando a técnica de PCR em tempo real.

2. METODOLOGIA

A validacdo proposta avaliou os requisitos especificidade, limites de deteccéao,

robustez e inibicdo (pardmetros qualitativos) da técnica de PCR em tempo real para o



diagnostico de Mycosphaerella fijiensis a partir de isolados obtidos diretamente de ledes
tipicas, nas condi¢des do LDB do LANAGRO/GO.

Utilizou-se diferentes metodologias, como tipos meios de cultura, diferentes regimes
de luminosidade e temperatura para realizar o isolamento do fungo. Atraves dos isolados
retirou-se amostras para a identificacdo morfolégica e molecular do patdégeno utilizando
técnicas de PCR em tempo real.

A andlise qualitativa foi realizada através da deteccao da sequéncia do DNA alvo na
amostra. O resultado claramente demonstra a presenca ou auséncia do elemento
genético sob estudo.

Para avaliagdo da especificidade analitica por PCR em tempo real utilizou-se os
primers/sonda MFBf (5" - CGA CAC AGC AAG AGC AGC TTC - 3), MFBr (5°- TTC GAA
AGC CTT GGC ACTTCAA-3)/ MFBp (5" - 6FAM CTG AGC ACG ACT GAC CAC AAC
GCA bhg-1 -37). As amostras foram submetidas a amplificacdo de DNA por PCR em
tempo real para a identificacdo da regido alvo para a determinacao da especificidade dos
primers e sonda utilizados.

Os testes de limite de deteccéo foram realizados com DNA de Mycosphaerella fijiensis
em sete diluicbes, com 10 repeticbes cada, sendo: uma solucdo inicial com 100 ng
(solucdo ndo diluida), seguidas de diluicdes: 1:10; 1:102; 1:103; 1:10% 1:10°% 1:10° 1:10’.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o isolamento do fungo a metodologia que se mostrou mais eficaz foi a
utilizacdo do meio meio de cultura V8 no regime de luminosidade de 10 dias
subsequentes sob auséncia total de luz e 5 dias subsequentes sob luz continua.

No teste de especificidade analitica os primers utilizados para amplificacdo de DNA
mostraram-se especificos conforme o resultado esperando, onde as amostras que
continham a regido alvo especifica amplificaram em reacdo de PCR em tempo real e as
demais amostras que ndo continham a regido alvo ndo amplificaram.

Apoés avaliacdo dos parametros do teste de limite de detec¢do pode-se constatar que
nao uma houve diferenca significativa com relacdo ao LOD, sendo as amostras de DNA
obtidas das folhas com lesées com limite de deteccdo na terceira diluicdo D3 (1:10°) e as

amostras obtidas do isolado com limite de deteccdo na quarta diluicdo D4 (1:10%).

4. CONCLUSOES



Os parametros avaliados através das reacdes de PCR mostraram que o método
qualitativo de PCR em tempo real para deteccdo do fungo Mycosphaerella fijiensis
utilizando os primers/sonda (MFBf, MFBr)/MFBp €é especifico, como limite de deteccdo
com repetitividade na concentracdo de 0,0001 para amostras obtidas de folhas com
lesdes e 0,00001 de amostras obtidas do fungo isolado.

Sendo assim, conclui-se que o Laboratério de Diagndéstico e Biotecnologia (LDB) do
LANAGRO/GO esta apto a realizar a deteccdo de Mycosphaerella fijiensis em banana por
PCR em tempo real.
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