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RESUMO

COSTA, Sarah da Silva. Deteccao dos agentes etiologicos da malformacio
da mangueira no Brasil por PCR. 2008. 36 p. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia/Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

A malformacio floral e vegetativa da mangueira ¢ uma das doencas
que mais prejudica a produgdo de frutos no Brasil e em outros paises
produtores. Essa doenga € causada por espécies de Fusarium. A espécie
Fusarium mangiferae, que apresenta distribui¢do mundial, ainda ndo foi
observada em mangueiras no Brasil. Por outro lado, Fusarium
sterilihyphosum e Fusarium sp. sdo os agentes etioldgicos da malformagao
no Brasil. Fusarium sp. estd distribuido em todas as 4reas de producdo de
manga, enquanto que F. sterilihyphosum restringe-se, aparentemente, ao Sul
de Minas e ao estado de Sdo Paulo. Fusarium sp. corresponde a uma nova
espécie do complexo Gibberella fujikuroi, baseada em caracterizagdo
morfoldgica, filogenia baseada nos genes fator de elongagcdo 1-o e p-
tubulina, compatibilidade sexual e vegetativa, patogenicidade e padrdes de
AFLP (amplified fragment length polymorphism). A diagnose convencional
da doenca pode demorar semanas e a diferenciacdo das espécies de Fusarium
da mangueira, por caracteres morfoldgicos, € dificil de ser executada. Além
disso, o patégeno apresenta periodo de incubagdo longo, de 6 a 12 meses,
dificultando sua deteccdo. Nesse sentido, foram desenhados e avaliados dois
pares de primers a partir de seqiiéncias nucleotidicas do gene que codifica o
fator de elongacdo 1-a. Os primers FbraF/FbraR amplificam um fragmento
de 380 pb apenas de F. sterilihyphosum e para a nova populacido de
Fusarium, enquanto que o par FmanF/FmanR amplifica um fragmento
especifico de 217 pb para F. mangiferae. A especificidade dos primers foi
testada em espécies de fungos que colonizam inflorescéncias assintomaticas
de mangueira, ndo havendo amplificagio para nenhuma delas. A
sensibilidade para os primers FbraF/FbraR foi de 1 fentograma e, para o
FmanF/FmanR, foi de 100 picogramas. O par de primers FbraF/FbraR
mostrou-se eficaz uma vez que, por meio dele, foi detectado o patégeno antes
do aparecimento do sintoma, sendo eficientes na deteccdo dos agentes
etiol6gicos da doenca em tecidos de mangueira, com a confirmacdo dos
resultados pelo isolamento do fungo.

Comité Orientador: Ludwig H. Pfenning - UFLA (Orientador), Cristiano S.
Lima — UFLA (Co-orientador)



ABSTRACT

COSTA, Sarah da Silva. Detection of the Causal Agents of Mango
Malformation in Brazil by PCR. 2008. 36 p. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia/Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

Mango malformation disease in Brazil is caused by Fusarium sp. (a new
Fusarium lineage in the Gibberella fujikuroi complex) and Fusarium
sterilihyphosum. The conventional diagnosis of this disease is difficult due to
limitation in morphological markers to differentiate between these pathogens,
which have a long incubation period. Polymerase chain reaction (PCR) primers
were designed for the specific detection and identification of the causal agents of
mango malformation disease in Brazil, and to identify Fusarium mangiferae.
Two primer sets were selected after analysis of a multiple alignment with
translation elongation factor 1-o gene sequences from the target species and
species in the G. fujikuroi complex. FbraF/FbraR amplifies a specific fragment
of 380 bp from de DNA of F. sterilihyphosum and Fusarium sp., while
FmanF/FmanR amplifies a fragment of 217 bp from F. mangiferae DNA.
Primer specificity was confirmed with fungal species which colonize
asymptomatic mango inflorescences. The primers FbraF/FbraR produced a
detectable band with 1 fg of target DNA, while FmanF/FmanR produced a
detectable band with 100 pg of target DNA. In tests using infected mango tissue
the primers FbraF/FbraR were efficient for the detection of the causal agents of
mango malformation in Brazil, with the confirmation of the results through the
isolation of the pathogens. These primers will greatly facilitate the detection and
identification of the causal agents of mango malformation, even before symptom
manifestation, avoiding the dissemination of the disease within the Brazilian
states and from country to country.

Comité Orientador: Ludwig H. Pfenning - UFLA (Orientador), Cristiano S.
Lima — UFLA (Co-orientador)
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CAPITULO 1

PERSPECTIVAS NA DIAGNOSE DA MALFORMACAO DA
MANGUEIRA



1 INTRODUCAO GERAL

A malformacao floral e vegetativa da mangueira prejudica a producdo de
frutos e a formag¢do de mudas em todas as regides produtoras do Brasil e do
mundo. A etiologia da doenca estd relacionada com trés espécies de Fusarium:
Fusarium mangiferae, que apresenta ampla distribuicdo nos paises produtores
como India e Africa do Sul, ndo tendo sido relatado no Brasil (Ploetz, 2001;
Lima, 2006; Marasas et al., 2006); Fusarium sterilihyphosum, relatado pela
primeira vez na Africa do Sul (Britz et al., 2002) e mais recentemente também
no Brasil (Lima, 2006) e Fusarium sp. (teleomorfo Gibberella sp.), uma nova
populagdo do complexo Gibberella fujikuroi, que corresponde ao principal
agente etioldgico da doenca no Brasil (Lima, 2006).

O diagnéstico rdpido e preciso da malformacgdo € imprescindivel para a
ado¢do de medidas de controle da doenga antes que cause grandes perdas a
producdo de manga. Porém, o método convencional de isolamento e cultivo do
fungo em meio de cultura e a identificacdo por meio de morfologia ndo
satisfazem as condi¢Oes necessdrias para evitar a disseminacdo da doenga por
meio de material de propagacdo, por serem relativamente demorados. Além
disso, as espécies que causam a malforma¢do ndo podem ser identificadas de
modo confidvel por meio de marcadores morfoldgicos.

Por outro lado, a técnica de detecgao de fitopatdgenos por PCR (polimerase
chain reaction) vem sendo utilizada em diagnoses precisas de doengas de
plantas. No método, sdo utilizadas seqiiéncias gé€nicas especificas e € altamente
sensivel e eficaz na deteccdo do patégeno antes do surgimento dos sintomas,
com a vantagem de ndo necessitar do isolamento e do cultivo em meio de

cultura. Além disso, contribui na ado¢do de medidas de controle da doenga, na



répida execugcdo de procedimentos de erradicacio e no monitoramento da
distribui¢do do patégeno pela deteccdo deste no tecido das plantas.

O estabelecimento de pomares de mangueira € demorado pelo fato de esta
ser uma espécie arbdrea e perene. Portanto, € imprescindivel o plantio de mudas
certificadas para evitar um posterior comprometimento de 4rvores devido a
doengas como a malformagdo. Dessa forma, objetivou-se, com este trabalho,
desenvolver primers especificos para a deteccdo dos agentes etiologicos da

malformacao da mangueira no Brasil por PCR.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia da malformacao da mangueira

No Brasil, as perspectivas de aumento na produgdo de manga
(Mangifera indica L.) s@o evidenciadas pela ampliacdo da drea cultivada e o
aumento da produtividade, apresentando grande potencial de expansdo dos
mercados internos e externos, além de ser um dos poucos paises do mundo a
produzirem manga na entressafra mundial (Cunha et al., 2000; Terao et al.,
2001). No ano de 2006, o Brasil destacou-se como o segundo maior exportador
de manga do mundo, com 115.512 toneladas de frutos, atrds apenas do México

(Agrianual, 2008).

Uma das doengas mais preocupantes da cultura da mangueira € a
malformacdo floral e vegetativa. A doenga foi relatada, pela primeira vez, no
distrito de Bihar, fndia, em 1891 (Kumar et al., 1993). Posteriormente, foi
relatada na maior parte dos paises da Africa (Africa do Sul, Egito, Sudio,
Suazilandia e Uganda), das Américas (Brasil, EUA e México) e da Asia (Israel,
Malisia e Paquistio), estando presente em praticamente todos os lugares onde a
mangueira é cultivada (Kumar et al., 1993; Ploetz, 1994; Freeman et al., 1999;
Noriega-Cantu et al., 1999; Steenkamp et al., 2000; Ploetz, 2001; Terao et al.,
2001; Britz et al., 2002; Lima, 2006). No Brasil, foi relatada nos estados da
Bahia, Ceard, Espirito Santo, Goids, Mato Grosso, Minas Gerais, Pard,
Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro e Sdo Paulo e também no Distrito Federal
(Cunbha et al., 2000; Lima, 2006).

A malformagdo tem sério impacto na propagacdo de &arvores e na
producdo comercial de frutos, especialmente em regides aridas do Brasil e de
outros paises (Tavares & Lima, 1997; Ploetz, 2001). Na regido do submédio Sao

Francisco, a principal regido produtora para exportacdo no Brasil, no ano de



1996, esta doenca foi constatada em, aproximadamente, 30% das d&reas
implantadas, com incidéncia de até 100% em determinados pomares (Tavares &
Lima, 1997). Ela pode ser facilmente disseminada pela utiliza¢do de materiais de
propagacdo vegetativa retirados de plantas infectadas, que nem sempre
expressam sintoma devido ao longo periodo de incubagdo do agente etioldgico,
que pode ser de 6 a 12 meses. Portanto, mudas afetadas pela malformacao nao
devem ser utilizadas como porta-enxerto, pois, perdas considerdveis sdo
observadas em viveiros mal conduzidos (Ploetz, 2001).

No Egito, em 1998, nas regides de El Giza, Ismailia e Sharkaia, a
incidéncia de malformagdo em viveiros variou de 20% a 100 %. Este fato pode
ser atribuido a localizacdo dos viveiros situados préximos a locais onde ha
plantas com ramos e inflorescé€ncias malformadas secas, as quais liberam altos
niveis de in6culo (Ploetz et al., 2002). Em pomares que possuem plantas com
malformacdo, na casca dos frutos pode ser encontrado o patégeno,
principalmente em frutos jovens com dois meses de idade. Isso ocorre pela alta
densidade de in6culo em paniculas infectadas (Youssef et al., 2007).

A colonizag¢do do tecido da planta pelo patégeno foi observada por meio
da transformacdo de F. mangiferae, um dos agentes etioldgicos da malformacao,
com GUS (B-glucuronidase). Apds a inoculacdo do fungo, verificou-se que
brotos e flores sdo sitios de infec¢do primdrios (Freeman et al., 1999). Além
disso, sabe-se que, apds afetar o meristema de plantas jovens, o fungo coloniza a
planta de forma descendente, do topo a raiz, indicando que o agente etioldgico
da malformagdo ndao é um patégeno de solo e que ele nido é translocado
sistematicamente da raiz para o meristema.

No México, em estudos realizados em pomares de mangueira da regido
de Guerrero, constatou-se que o manejo integrado, com a remog¢do e queima de
ramos apresentando malformacdo e aplicacio de fungicidas protetores e

acaricidas, foi o método mais eficiente para a reducdo do progresso da



malformacdo em um periodo de avaliagdo de dois anos, com aumento no
rendimento por drvore (Noriega-Cantu et al., 1999). Além disso, acredita-se que
a utilizacdo de mudas certificadas e o plantio dessas mudas em 4reas onde nio
haja plantas doentes sejam a melhor forma de estabelecimento de pomares de

mangueira (Youssef et al., 2007).

2.2 Sintomatologia

A malformacgdo causa deformagdes nos tecidos vegetativos e florais
das mangueiras devido ao crescimento anormal de inflorescéncias e de ramos
vegetativos. A mangueira produz flores andrégenas e hermafroditas em sua
inflorescéncia. Quando afetadas pela malformagdo, ocorre aumento da
propor¢do e do tamanho de flores andrégenas em detrimento das hermafroditas.
A inflorescéncia ¢ transformada numa massa compacta de flores estéreis com
bricteas anormalmente grandes (malformacdo floral), além de apresentar eixos
principais e secunddrios curtos, espessos e anormalmente ramificados nas
paniculas infectadas. No caso da malformacdo vegetativa, os sintomas
caracterizam-se por apresentar ramos apicais e laterais produzindo brotos
malformados com internddios curtos e folhas pequenas e recurvadas. Os
sintomas de malformagdo vegetativa aparecem, principalmente, em plantas
jovens, enquanto que, na malformacao floral, eles sdo observados somente em

plantas na fase de florescimento (Kumar et al., 1993; Ploetz, 2001).

2.3 Etiologia

Vérios fatores foram considerados como causas da malformacao,
como virus, &4caros, problemas nutricionais, distirbios fisiolégicos ou
hormonais, fitoplasmas e fatores desconhecidos (Ploetz, 2001). No entanto, os

postulados de Koch foram completados, pela primeira vez, para a malformacao



da mangueira com Fusarium moniliforme Sheldon (Summanwar et al., 1966).
Depois de oito anos, o sintoma de malformacao floral foi reproduzido por meio
da inoculacdo de F. moniliforme var. subglutinans Wollenweber & Reinking
(Varma et al., 1974). Posteriormente, o agente etioldgico da malformacao foi
identificado como Fusarium subglutinans (Wollenweber & Reinking) Nelson et
al., (Ploetz, 2001; Terao et al., 2001).

Entretanto, dados de seqiienciamento do gene histona H3 revelaram a
existéncia de dois grupos filogeneticamente distintos em isolados de F.
subglutinans associados a malformacdo da mangueira (Steenkamp et al., 2000).
Esses dois tdxons foram descritos, por Britz et al. (2002), como novas espécies
de Fusarium na sec¢do Liseola, que sdo Fusarium mangiferae Britz et al., que
estd presente em vdrios paises produtores, porém, ainda nio foi relatado no
Brasil e Fusarium sterilihyphosum Britz et al., que foi encontrado apenas na
Africa do Sul e, mais recentemente, no Brasil, restringindo-se, aparentemente, a
segunda maior regido produtora de manga do Brasil: Sul de Minas Gerais e
estado de Sao Paulo (Lima, 2006).

No Brasil, o principal agente etiolgico da malformacgdo corresponde a
uma nova populacdo do complexo Gibberella fujikuroi, que foi descoberta apds
estudo de uma colecdo de mais de 100 isolados de diversas regides produtoras
do pais, utilizando caracterizacdo morfoldgica, filogenia baseada nos genes f-
tubulina e fator de elongacdo I-¢, teste de compatibilidade sexual, teste de
patogenicidade e andlise de padrdes de AFLP (amplified fragment length
polymorphism) (Lima, 2006).

2.4 Diagnose por PCR de doencas flingicas
A diagnose convencional da malformagdo pode demorar semanas, além de
ser dificil a diferenciacdo das espécies de Fusarium da mangueira com a

utilizacdo de caracteres morfolégicos. Em contrapartida, nos servigos de



inspecdo fitossanitdria, é necessdria a utilizacdo de métodos de diagnose que
sejam rdpidos e precisos, para evitar a entrada de patdégenos exéticos nas regides
produtoras. A técnica de deteccdo de fitopatdgenos por PCR € uma ferramenta
eficaz em casos nos quais a diagnose precisa ser realizada em curto prazo,
quando ha grande volume de material a ser investigado ou quando ndo ha
marcadores morfolégicos disponiveis.

Virios primers especificos ja foram publicados para diversos fungos, como,
por exemplo: Fusarium mangiferae (Zheng & Ploetz, 2002), Fusarium poae
(Parry & Nicholson, 1996), Fusarium solani f. sp. phaseoli (Filion et al., 2003),
Fusaium solani f. sp. glycines (Li & Hartman, 2003), Fusarium sporotrichioides
( Kulik et al., 2004), Tilleta indica (Smith et al., 1996), Colletotrichum coccodes
(Cullen et al., 2002), Phakopsora pachyrhizi e P. meibomiae (Frederick et al.,
2002), Phytophthora ramorum e Phytophthora pseudosyringae (Tooley et.al.,
2006).

Primers especificos para a detec¢do de Fusarium mangiferae foram
desenvolvidos por Zheng & Ploetz (2002. Entretanto, como esta espécie parece
ndo estar presente no Brasil, um kit diagndstico, desenvolvido com base neste
estudo, seria de utilidade apenas para uso em programas quarentendrios.
Portanto, torna-se necessério o desenho de primers especificos para a deteccio
dos agentes etioldgicos da malformacdo da mangueira no Brasil.

A técnica de PCR ¢ altamente sensivel e eficaz na detec¢@o do patégeno
antes do surgimento dos sintomas, por utilizar seqii€ncias génicas especificas
(primers). O fato de ndo necessitar do isolamento e de cultivo em meio de
cultura € uma vantagem adicional da detec¢ao por PCR, em comparagdo a
diagnose convencional. Com isso, se tornam possiveis a adocdo de medidas de
controle da doenga, a rapida execugdo de procedimentos de erradicagdo em dreas
afetadas e o monitoramento da distribui¢do do patdgeno pela deteccio deste no

tecido das plantas (Lee et al., 2001;). O resultado obtido com a técnica de PCR &



de ficil interpretacdo porque se baseia na presenga ou na auséncia de um
fragmento de DNA (Smith et al., 1996).

No desenvolvimento de primers especificos, devem ser levados em
consideragdo alguns critérios, como: a variabilidade genética da populacido da
espécie em estudo, o nimero de nucleotideos que compde o primer, primers
com mais de 24 nucleotideos a especificidade € menor, temperatura de
anelamento e porcentagem de CG guanina e citosina (Ma & Michailides, 2006).

A especificidade dos primers deve ser testada com isolados de espécies
filogeneticamente proximas a espécie em estudo e demais fungos que colonizem
0 mesmo substrato. Adicionalmente, € realizada uma série de dilui¢cdes do DNA
alvo, para verificar a sensibilidade da reacdo utilizando os primers
desenvolvidos e assim determinar a menor concentragdo de DNA que os primers
sdo capazes de detectar (Lee et al., 2001; Frederick et al., 2002).

A deteccdo de fitopatégenos por PCR, muitas vezes, pode ser inibida
por polissacarideos e compostos fendlicos, presentes nos tecidos das plantas.
Estes podem inibir a PCR por quelarem o Mg**, que é o co-fator da enzima Tag
polimerase ou por se ligarem ao DNA alvo, interferindo na atividade da
polimerase. Para atenuar os efeitos dos inibidores, dilui¢des devem ser feitas no
DNA extraido da planta (Ma & Michailides, 2006).

O uso de primers especificos para detec¢do e identificacdo rdpida de
fitopatogenos por PCR em viveiros, para a certificacdo de mudas e para a
producdo das mesmas por meio do controle de qualidade das plantas matrizes,
contribui para evitar a disseminacdo de doencas por meio de material de

propagacdo.
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Resumo

Foram desenvolvidos primers que permitem a deteccdo dos agentes
etioldgicos da malformacdo da mangueira no Brasil, Fusarium sterilihyphosum e
para uma nova populacdo filogeneticamente distinta de Fusarium mangiferae e
Fusarium sterilihyphosum. A ocorréncia da malformagdo da mangueira
prejudica a propagagdo de arvores e a producdo comercial de frutos. Devido a
limitacdo no uso de caracteres morfoldgicos para a separagdo destas espécies e
ao periodo de incubagdo prolongado, a diagnose convencional da doenga torna-
se dificil. Primers especificos foram desenvolvidos para a diagnose da
malformacdo da mangueira e a deteccio das trés espécies que,
comprovadamente, causam esta doenca: Fusarium mangiferae, Fusarium
sterilihyphosum e Fusarium sp., por meio da técnica da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR). Foram desenhados e avaliados dois pares de primers a partir
de seqiiéncias nucleotidicas do gene que codifica o fator de elongacdo 1-a. Os
primers FbraF/FbraR amplificam um fragmento de 380 pb apenas para F.
sterilihyphosum e para Fusarium sp., enquanto que o par FmanF/FmanR
amplifica um fragmento especifico de 217 pb para F. mangiferae. A
especificidade dos primers foi testada em espécies de fungos que colonizam
inflorescéncias assintométicas de mangueira, ndo havendo amplificacdo para
nenhuma delas. A sensibilidade da reagdo de PCR para os primers FbraF/FbraR
foi de 1 fg e para FmanF/FmanR foi de 100 pg. Os primers foram eficientes na
deteccao dos agentes etioldgicos da doenca em tecidos de mangueira, com a
confirmacdo dos resultados pelo isolamento dos fungos. Estes primers sdo de
grande utilidade na deteccio do patégeno e diagnose da doenca em plantas
matrizes e mudas antes do surgimento dos sintomas, evitando-se o transporte de

mudas infectadas para novas areas.
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Introducao

O Brasil destacou-se, no ano de 2006, como o segundo maior exportador
de manga do mundo, com 115.512 toneladas de frutos (Agrianual, 2008).
Porém, a malforma¢do da mangueira tem causado sério impacto na propagacao
de arvores e na producdo comercial de frutos, especialmente em regides aridas
do Brasil e de outros paises (Tavares & Lima, 1997; Ploetz, 2001). Na regido do
submédio Sao Francisco, a principal regido produtora para exportagao no Brasil,
no ano de 1996, esta doenca foi constatada em, aproximadamente, 30% das
dreas implantadas, com incidéncia de até 100% em determinados pomares
(Tavares & Lima, 1997).

A malformagdo pode ser facilmente disseminada pela utilizacdo de
materiais de propagacdo vegetativa retirados de plantas infectadas que nem
sempre expressam sintoma, devido ao longo periodo de incubagdo do agente
etioldgico, que pode ser de 6 a 12 meses. Portanto, faz-se necessdrio o controle
de qualidade das plantas matrizes para a produgcdo mudas e a certificacdo das
mesmas para evitar a disseminacdo de doencas por meio de material de
propagacdo. Além disso, ndo ha um controle quimico eficiente para se controlar
a malformacao.

Até o momento, duas espécies de Fusarium sdo conhecidas como
agentes etioldgicos da malformacdo da mangueira: Fusarium mangiferae, que
apresenta ampla distribuicdo nos pafses produtores, como India e Africa do Sul,
nao tendo sido relatada no Brasil (Ploetz, 2001; Lima, 2006; Marasas et al.,
2006) e Fusarium sterilihyphosum, a qual foi relatada, pela primeira vez, na
Africa do Sul (Britz et al., 2002), mais recentemente também no Brasil (Lima,
2006). Lima (2006) também identificou uma nova populagdo do complexo

Gibberella fujikuroi, Fusarium sp. (teleomorfo Gibberella sp.), a qual é
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filogeneticamente distinta de F. mangiferae e F. sterilihyphosum e corresponde

ao principal agente etiol6gico da doenga no Brasil.

Primers especificos para a detec¢do de Fusarium mangiferae foram
desenvolvidos por Zheng & Ploetz (2002). Entretanto, como esta espécie parece
ndo estar presente no Brasil, torna-se necessario desenvolver primers especificos
para a deteccdo dos agentes etiolégicos da malformagdo da mangueira no Brasil.

A diagnose convencional da doenca pode demorar semanas, além da
possibilidade de levar a identificacdo incorreta do agente etioldgico, devido a
auséncia de caracteres morfoldgicos tipicos para a separacdo das espécies. Além
disso, hd uma diversidade de fungos que pode ser encontrada em tecidos
assintomdticos de mangueira, enquanto que Fusarium predomina em tecidos
com malformacdo. O diagnodstico rapido e preciso do patégeno € imprescindivel
para a ado¢do de medidas de controle da doenca, além da ripida execucgdo de
procedimentos de erradicacdo em dreas afetadas (Frederick et al., 2002; Ma &

Michailides, 2006).

Desde que se disponha de primers especificos, a técnica de PCR permite
o monitoramento da distribui¢do e a detec¢do do patégeno no tecido da planta
hospedeira, sem a necessidade do isolamento e do cultivo em meio de cultura,
antes do surgimento dos primeiros sintomas da doenga (Lee et al., 2001; Ippolito
et al., 2002; Ma et al., 2003).

Desse modo, objetivou-se, com este trabalho, desenvolver primers
especificos para a deteccdo dos agentes etiolégicos da malformagdao da

mangueira no Brasil por PCR.
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Materiais e Métodos

Obtencao dos isolados

Os isolados foram obtidos de tecidos de mangueira com e sem sintomas de
malformacdo de diferentes regides do Brasil e preservados em dgua destilada
esterilizada e armazenados a 10°C, no escuro, na Cole¢do Micoldgica de Lavras
(CML), Laboratdrio de Sistemdtica e Ecologia de Fungos, Departamento de
Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras (UFLA), (KSU) Kansas State
University (KSU), Manhattan, Kansas, EUA e Medical Rearch Council (MRC),
Tygerberg, Africa do Sul (Tabelal). Para a avaliacio da especificidade dos
primers desenvolvidos foram utilizadas espécies de fungos encontradas em

tecidos da mangueira, como patégenos e enddfitos (Tabela 2).

Extracao de DNA

O DNA foi extraido dos tecidos de mangueira e dos fungos avaliados,
utilizando-se protocolo baseado em CTAB (Murray & Thompson, 1980). Na
extracdo de DNA dos isolados de fungos, o micélio foi cultivado em extrato de
malte liquido (2%) em agitacdo (100 rpm), por 2 dias, na temperatura de 25°-
28°C. Adicionalmente, foi coletado material vegetal, o qual foi lavado em dgua
de torneira e detergente e imediatamente submetido a extracdo de DNA.

Cerca de 150 mg de micélio dos fungos e de material vegetal de
mangueiras foram macerados com nitrogénio liquido e ressuspendidos em
tampao de extracdo CTAB (Tris-HCI [pH 8,0] 100 mM; NaCl 500 mM; EDTA
[pH 8,0] 50 mM; CTAB 2%), sendo 1 puL de PB-mercaptoetanol e 1% de
polivinilpirolidone (PVP), adicionado juntamente ao tampao de extragdo. O

DNA extraido foi quantificado em gel e, posteriormente, diluido para 10 ng uL™"

18



Desenvolvimento de primers especificos e confirmaciao da homologia dos
fragmentos amplificados com o gene fator de elongacdo 1-&

Foram gerados alinhamentos das seqiiéncias parciais do gene fator de elongacao
1-a (tefl) de isolados das espécies de Fusarium previamente identificados como
agentes etiolégicos da malformacdo da mangueira (Lima, 2006) e outras
espécies do complexo Gibberella fujikuroi. Regides unicas das seqiiéncias dos
agentes etiolégicos da malformacdo foram utilizadas no desenho de primers
especificos (Tabela 3). O desenvolvimento dos primers foi realizado utilizando-
se o software PRIMER 3 (Rozen & Skaletsky, 2000). As seqiiéncias dos primers
foram comparadas, por meio do programa BLAST, para verificar sua homologia
com seqiiéncias previamente depositadas no GenBank (NCBI). Os primers
foram utilizados em uma reagdo de PCR com DNA de Fusarium da mangueira

e, posteriormente, seqiienciados para confirmar sua homologia com o gene tefl.

Teste de especificidade dos primers

A especificidade dos primers foi testada pela amplificacio do DNA gendmico,
extraido dos agentes etioldgicos da malformacdo e de outras espécies de
Fusarium relatadas em mangueiras (Tabelal). Foram também incluidos outros
patégenos e fungos endéfitos presentes em mangueiras (Tabela 2).

Os primers desenvolvidos foram testados inicialmente para os agentes
etiolégicos da malformagdo e, depois, com as demais espécies (Tabela 3).
Diferentes temperaturas de anelamento foram utilizadas nos ensaio de PCR (60°,
65°, 68°, 70° e 72°C). A reagdo de PCR foi conduzida com 25 pL: tampéo 1x, 2
mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP’s, 0,25 uM dos primers forward e reverse, 25
U em 25 uL de Taq polimerase e 20 ng puL"' de DNA. As condigdes de
amplificacdo do DNA foram: 94°C por 1 minuto (desnaturacdo inicial), 94°C
por 30 segundos (desnaturacdo), 60°, 65°, 68° 70° e 72°C, por 45 segundos

(anelamento), 72°C por 1 minuto (extensdo), 34 ciclos e 72°C por 5 minutos
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(extensdo final). O produto da PCR foi separado em gel de agarose 1%. Antes de
se utilizar os primers especificos, foi feita uma reacdo de PCR utilizando os
primers universais EF1/EF2, com o DNA gendmico de todas as espécies
utilizadas neste trabalho, para verificar a qualidade do DNA para amplificagdo e,

dessa forma, evitar falsos positivos ou negativos.

Sensibilidade da reacio de PCR utilizando os primers desenvolvidos

A sensibilidade da reagdo de PCR utilizando os primers foi testada por meio de
uma série de 9 dilui¢des do DNA genoémico, (20 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg,
1 pg, 100 fg, 10fg, 1 fg) de Fusarium sp. agente etiolégico da malformagdo da
mangueira (CML 345) e F. sterilihyphosum (CML 283) para o par de primers
FbraF/FbraR, e F. mangiferae (CML 413) para FmanF/FmanR. O produto

amplificado foi visualizado em gel de agarose 1%.

Validacao do protocolo de PCR utilizando amostras de tecido vegetal

Um total de 110 mudas de mangueira foi utilizado em experimento de
inoculacdo artificial, para serem testadas quanto a especificidade dos primers
desenvolvidos neste estudo. Metade das mudas (55) foi inoculada pelo método
de disco de 4gar e a outra metade com o método de injecdo (Freeman et al.,
1999). Os isolados CML 263, 264, 345, 383, 387 e 389 de Fusarium sp. da
malformac¢do da mangueira e os isolados CML 280, 282, 283 e 401 de F.
sterilihyphosum foram, inicialmente, cultivados em tubos de ensaio contendo
meio completo e incubados, a 20°C, por 15 dias, com regime de luz de 12 horas.
Apés este periodo, foram inoculados em mudas de mangueira enxertadas com,
aproximadamente, 1 m de altura, da variedade Tommy Atkins. A inoculagdo foi
feita por injecdo, utilizando-se uma suspensdo de 1x10° de conidios nas gemas
apicais das mudas e a testemunha foi inoculada com injecdo de Tween 60, a

2,5%. No método de disco de 4gar, um disco de micélio de aproximadamente 5

20



mm de didmetro de cada isolado foi retirado da margem da col6nia e transferido
para um ferimento realizado pela remocdo da epiderme préximo a gema apical
da muda. Na testemunha, foi utilizado apenas um disco de dgar, num total de
cinco mudas. Para cada método foram utilizadas cinco mudas por isolado. Em
seguida, foi feita cAmara imida, por dois dias. As mudas foram mantidas em
casa de vegetacdo, com temperatura de 25° a 30°C. As avaliacdes foram
realizadas semanalmente, observando-se a incidéncia de malformacgao.

A validacdo dos primers para a deteccdo dos agentes etioldgicos da
malformac¢do da mangueira foi conduzida extraindo-se DNA gen6mico de
inflorescéncias  sintomdticas naturalmente infectadas e inflorescéncias
assintomadticas, peciolo de folhas, pedinculo e epiderme de frutos, e hastes das
mudas de mangueira enxertadas da variedade Tommy Atkins, previamente

inoculadas, apresentando sintomas e sem sintomas.

Resultados

Selecao, especificidade e sensibilidade dos primers na deteccao por PCR
Com base nas diferengas encontradas nas seqii€ncias do gene fator de elongagdo
1-a das trés espécies de Fusarium que causam malformacdo, foram desevolvidos
cinco pares de primers que amplificam simultaneamente o DNA de Fusarium
sp. agente etioldgico da malformacdo da mangueira e F. sterilihyphosum. Foi
também desevolvido um par de primers especifico para F. mangiferae (Tabela
3). Os primers foram testados quanto a sua especificidade na detec¢do destas
espécies. Todos os primers produziram um fragmento especifico quando foi
utilizado o DNA dos agentes etiolégicos da malformagdo da mangueira. Por
outro lado, quando foi testado o DNA das outras espécies de fungos que ocorrem
na mangueira, ndo houve amplificacdo. Foi selecionado o par de primers
FbraF/FbraR (fragmento: 380 pb; Tm: 72°C) para a detec¢do de Fusarium sp.

agente etioldgico da malformagdo da mangueira e F. sterilihyphosum, o qual foi
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mais sensivel do que os outros, e FmanF/FmanR (fragmento: 217 pb; Tm: 68°C)
para a detec¢do de F. mangiferae. Estes primers ndo amplificaram DNA de
outras espécies de Fusarium ja relatadas em mangueiras e de outras espécies de
fungos enddfitos da mangueira (Figura 2). O par de primers FbraF/FbraR
amplificou até 10 fg de DNA de F. sterilihyphosum e até 1 fg de DNA de
Fusarium sp., enquanto que FmanF/FmanR amplificou até 100 pg de DNA de F.
mangiferae (Figura 3).

Foram obtidas seqiiéncias de DNA a partir do produto de amplificacio
dos primers FbraF/FbraR e FmanF/FmanR de isolados dos trés agentes
etioldgicos. As seqiiéncias confirmaram a identificacdo dos isolados, mostrando

que os primers foram realmente especificos.

Deteccao de Fusarium sp. e F. sterilihyphosum em tecido vegetal

No experimento de inoculagdo por inje¢do, quatro mudas apresentaram o
sintoma de malformagdo, comecando quatro meses apds da inocula¢do. No
experimento de disco de agar, 11 mudas apresentaram o sintoma de
malformacao, comecando um més apds a inoculacao.

O par de primers FbraF/FbraR foi utilizado para a deteccao de Fusarium
sp. da malformacdo da mangueira e F. sterilihyphosum, em mudas inoculadas,
material vegetal naturalmente infectado apresentando malformacdo, e em
material assintomadtico. Nao houve amplificagdao quando foi utilizado na reagdo o
DNA total ndo diluido, porém, na dilui¢do de 1:100, foi observada uma banda
caracteristica as bandas observadas na amplificacio do DNA do patégeno. Os
patégenos foram detectados em mudas inoculadas, nas inflorescéncias
naturalmente infectadas e em tecido vegetal assintomatico (Figura 4A). No
mesmo material vegetal foram testados também os primers FmanF/FmanR,
especificos para F. mangiferae, entretanto, nao houve amplificacdo (Figura 4B).

A confirmagao dos resultados foi obtida pelo isolamento dos fungos.
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Discussao

Neste trabalho, foram desenvolvidos primers capazes de detectar os agentes
etiolégicos da malforma¢do em mangueiras no Brasil. Em alguns casos, a
detec¢dao ocorreu antes mesmo do aparecimento dos sintomas. A acurada e
rdpida diagnose de doencas de plantas € muito importante, pois ela contribui na
adoc¢do de medidas de controle da doenca, no monitoramento da distribuicdo do
patégeno pela deteccdo deste no tecido das plantas e na execucdo de
procedimentos de erradicagdo, além de evitar o transporte de mudas infectadas
de uma regido para outra (Lee et al., 2001; Tooley et al., 2006).

Primers especificos vém sendo desenvolvidos com base em genes
conservados como o gene fator de elongagdo 1-a, que é um gene codificador de
proteina composto de trés exons e trés introns. Neste gene, pode ocorrer uma
pequena variacdo na seqiiéncia de seus nucleotideos, na terceira posi¢do do
c6don ou na regido do intron com a taxa de substituicio de nucleotideos
relativamente alta, porém, sem alterar o produto génico (Ma & Michailides,
2006). Dessa forma, podem-se utilizar estas regides onde ocorrem mutagdes
especificas para a sintese de primers especificos para espécies de fungos. Nas
comparacdes entre as seqiiéncias de Fusarium sp., agente etioldgico da
malformacdo da mangueira e F. sterilihyphosum, observaram-se apenas trés
nucleotidios de diferenca, os quais estavam distanciados entre si, 0 que nao
permitiu incluir estas regides no mesmo primer (Figura 1). Desse modo, ndo foi
possivel desenhar primers especificos para separar estas duas espécies.

Em estudos com a malformagdo vegetativa, realizado por Youssef et
al., (2007), foi observado que a infec¢do pelo patégeno € origindria da panicula
afetando o tecido meristematico com infec¢ao descendente do caule até a raiz.

Além disso, por meio dos primers desenvolvidos por Zheng & Ploetz (2002) em
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reacdo de PCR, F. mangiferae foi detectado em 97% em meristema apical de
plantas jovens, declinando gradualmente até 5% de colonizagdo da raiz

Tomando como base o presente estudo e fazendo-se um paralelo com o
trabalho de Youssef et al., (2007), os agentes etiolégicos da malformacio da
mangueira no Brasil também foram detectados, com o uso dos primers
especificos, em varias partes do tecido da planta, como inflorescéncia,
meristema apical, peciolo da folha, pedinculo e epiderme de frutos de plantas
doentes. O patégeno também foi detectado em hastes de mudas assintomadticas,
mostrando que o patdgeno estd presente na planta em seu estado latente, que
pode se estender por um longo periodo, até que ocorra condi¢do ambiental e
fisiol6gica da planta, propicia para a exteriorizacdo dos sintomas da doenga
(Tavares & Lima, 1997; Noriega-Cantu et al., 1999; Ploetz, 2001).

A detec¢do do patégeno no peciolo da folha e em pedinculo e epiderme
de frutos pode ser explicada pelo fato de as paniculas com malformagao ficarem
retidas na planta, favorecendo o crescimento, a esporulacdo e a disseminacdo do
fungo para outras partes da planta. Por outro lado, em pomares sadios, ndo foi
detectado o patégeno no fruto (Youssef et al., 2007). Plantas testemunhas do
experimento em casa de vegetacdo em que, por meio do primer, foi detectada a
presenca do patégeno, foram infectadas, possivelmente, por esporos do fungo de
plantas doentes por meio da disseminacdo dos mesmos pelo sistema de
ventilacdo local.

Os efeitos de inibidores da reagdo de PCR comumente encontrados em
DNA extraido de plantas foram minimizados pela da dilui¢io de 1:100 com 4gua
ultrapura autoclavada. As bandas oriundas de produto de PCR com material
vegetal apresentaram-se caracteristicas as bandas observadas na amplificagdo do
DNA do patégeno. Embora todos os primers tenham se mostrado especificos
para Fusarium sp., da malformacdo da mangueira e F. sterilihyphosum, depois

da otimizacdo da reacdo de PCR, o primer FbraF/FbraR foi selecionado para
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este estudo, devido a sua alta especificidade, sendo capaz de detectar uma
quantidade de aproximadamente 1 fg de DNA
Os primers foram eficazes na deteccdo dos agentes etioldgicos da
doenga em tecidos de mangueira, com a confirmac¢do dos resultados pelo
isolamento do fungo, indicando que ndo houve falso positivo por contaminacao.
Quanto as plantas assintomadticas, em que, por meio do primer, foi detectado o
patégeno, ndo houve o reisolamento do mesmo. Isso se deve ao fato de,
provavelmente, os outros fungos terem colonizado previamente o tecido da
planta e se exteriorizado, primeiramente, em meio de cultura, impedindo que o
patégeno fosse recuperado ou que a taxa de colonizagdo do tecido por Fusarium
foi tdo baixa que nao foi possivel o seu isolamento por método convencional.
Por meio do dois primers FmanF/FmanR nio foi detectada a presenca de
F. mangiferae em nenhum material vegetal, confirmando que este patdgeno,
também causador da malformagdo da mangueira, ndo estd presente no Brasil.
Estes primers permitiram a amplificagdo todas as amostras de DNAs gendmicos
de F. mangiferae testadas, sendo eficaz na detecgdo de até 100 pg do DNA alvo.
Diante dos resultados, os primers desenvolvidos no presente estudo
(FbraF/FbraR) sdo eficazes na detec¢do dos agentes etiolégicos da malformagdo
floral e vegetativa da mangueira no Brasil. Estes primers serdo de grande
utilidade na deteccdo do patégeno e diagnose da doenca em plantas matrizes e
na certificacdo de muda, evitando-se o transporte de mudas infectadas de uma
regido para outra. O plantio de mudas certificadas é imprescindivel para evitar
um posterior comprometimento de arvores, devido a doengas como a
malformacdo, uma vez que o estabelecimento de pomares de mangueira é
demorado, por ela ser uma espécie arbérea. Além disso, os primers poderdo ser
utilizados na correta identificacdo do agente etiolégico da malformacido em
plantas e os primers FmanF/FmanR poderdo ser uteis em servicos de

quarentena, pois F. mangiferae parece nao estar presente no Brasil. A utiliza¢ao
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dos primers especificos facilitard o monitoramento dos agentes causais da
malformacdo e o estudo epidemiolégico da doenca nas regides produtoras de

manga.
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Tabela 1
Isolados de espécies flingicas associadas a malformacdo da mangueira utilizadas

neste estudo.

Espécie Origem geografica® Niimero de acesso” P1¢ pP2°
F. mangiferae ISRAEL KSU 11781= MRC 8432 ex- - +
holétipo
F. mangiferae EUA, Flérida KSU 4079 - +
F. mangiferae EGITO KSU 4700 - +
F. sterilihyphosum BRAZIL, MG, Jjaci CML 280 + -
F. sterilihyphosum BRAZIL, MG, Itumirim CML 282 + -
F. sterilihyphosum BRAZIL, SP, Piracicaba CML 283 + -
F. sterilihyphosum BRAZIL, MG, Lavras CML 401 + -
F. sterilihyphosum SOUTH AFRICA MRC 2802 ex holotipo + -
F. sterilihyphosum SOUTH AFRICA KSU 11782=MRC 8101 ex + -
paratipo
F. sterilihyphosum SOUTH AFRICA KSU 11783= + -
MRC 8095 ex paratipo
Fusarium sp. BRAZIL, MG, Lavras CML 258 + -
Fusarium sp. BRAZIL, MG, Uberlandia CML 259 + -
Fusarium sp. BRAZIL, MG, Uberlandia CML 260 + -
Fusarium sp. BRAZIL, MG, Uberlandia CML 261 + -
Fusarium sp. BRAZIL, MG, Lavras CML 262 + -
Fusarium sp. BRAZIL, MG, Uberlandia CML 263 + -
Fusarium sp. BRAZIL, MG, Uberlandia CML 264 + -
Fusarium sp. BRAZIL, MG, Uberlandia CML 265 + -
Fusarium sp. BRAZIL, MG, Uberlandia CML 266 + -
Fusarium sp. BRAZIL, SP, Jaguaritina CML 267 + -
Fusarium sp. BRAZIL, MG, Passos CML 269 + -
Fusarium sp. BRAZIL, MG, Janatiba CML 273 + -
Fusarium sp. BRAZIL, MG, Perdoes CML 274 + -
Fusarium sp. BRAZIL, MG, Lavras CML 275 + -
Fusarium sp. BRAZIL, MG, Eloi Mendes CML 278 + -
Fusarium sp. BRAZIL, MG, Sio Jodo Del CML 279 + -
Rei
Fusarium sp. BRAZIL, MG, Caxambu CML 281 + -
Fusarium sp. BRAZIL, MT, Rondonépolis  CML 345 + -
Fusarium sp. BRAZIL, BA, Livramento CML 346 + -
Fusarium sp. BRAZIL, BA, Livramento CML 349 + -
Fusarium sp. BRAZIL, MT, Varzea CML 350 + -
Grande
Fusarium sp. BRAZIL, CE, Cruz CML 381 + -
Fusarium sp. BRAZIL, MG, Nova CML 382 + -
Porteirinha
Fusarium sp. BRAZIL, MG, Nova CML 383 + -
Porteirinha
Fusarium sp. BRAZIL, MG, Nova CML 384 + -
Porteirinha
Fusarium sp. BRAZIL, MG, Nova CML 385 + -
Porteirinha
Fusarium sp. BRAZIL, CE, Almofala CML 386 + -
Fusarium sp. BRAZIL, PE, Petrolina CML 387 + -
Fusarium sp. BRAZIL, BA, Juazeiro CML 388 + -
Fusarium sp. BRAZIL, BA, Juazeiro CML 389 + -
Fusarium sp. BRAZIL, PE, Petrolina CML 390 + -
Fusarium sp. BRAZIL, MG, Lavras CML 397 + -
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Fusarium sp. BRAZIL, CE, Pentecoste CML 271 + -

Fusarium sp. BRAZIL, CE, Tururu CML 379 + -

Fusarium sp. BRAZIL, CE, Pentecoste CML 380 + -

Fusarium sp. BRAZIL, CE, Cruz CML 391 + -

Fusarium sp. BRAZIL, MG, Nova CML 396 + -
Porteirinha

Fusarium sp. BRAZIL, MG, Guidoval CML 399 + -

(+) Amplificacdo na PCR

(-) Nao houve amplificagdo na PCR

a.BA = isolados do estado da Bahia, Brasil; CE = isolados do estado do Ceard, Brasil;
MG = isolados do estado de Minas Gerais, Brasil; MT = isolados do estado de Mato
Grosso, Brasil; PE = isolados do estado de Pernambuco, Brasil; SP = isolados do
estado de Sdo Paulo, Brasil.

b. Abreviagdes das colegdes de culturas: CM L= Colecdo Micoldgica de Lavras,

Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas Gerais,

Brasil; KSU = Kansas State University, Manhattan, Kansas, EUA; MRC = Medical

Rearch Council, Tygerberg, Africa do Sul.

c. P1 primer ForaF/Fbrar

d. P2 primer FmanF/FmanR

Tabela 2
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Espécies fungicas associadas a mangueira utilizadas no teste de especificidade

Espécie Origem geografica® Nimero de P1¢ P
acesso”

F. oxysporum MEXICO CML 541 - -
F. cf. pseudocircinatum BRAZIL, CE, Fortaleza CML 270 - -
F. semitectum BRAZIL, MG, Araxa CML 347 - -
F proliferatum desconhecida KSU4854 - -
F sacchari desconhecida KSU3852 - -
F subgutinans desconhecida CML990 - -
F. decemcellurare. desconhecida CML38 - -
Neocosmospora desconhecida CML197 - -
Phomopsis mangifera BRAZIL, MG, Lavras CML1083 - -
Cladosporium BRAZIL, MG, Lavras CML1084 - -
cladosporioides

Epiccocum purpurascens BRAZIL, MG, Lavras CML1082 - -
Fusiccocum mangiferum BRAZIL, MG, Lavras CML1088 - -
Alternaria alternata BRAZIL, MG, Lavras CMLI1081 - -
Colletotrichum BRAZIL, MG, Lavras CML1087 - -
gloeosporioides

Aspergillus niger BRAZIL, MG, Lavras CML1085 - -
Penicillium sp. BRAZIL, MG, Lavras CML1179 - -
Pestallotiopsis sp. BRAZIL, MG, Lavras CML1086 - -
Chalara fimbriata desconhecida CML153 - -
Lasiodiplodia sp. desconhecida CMLS805 - -
Phoma sp. desconhecida CML 805

(+) Amplificacdo na PCR

(-) Nao houve amplificagdo na PCR

a.CE = isolados do estado do Ceara, Brasil; MG = isolados do estado de Minas Gerais,
Brasil;

b. Abreviacdes das cole¢des de culturas: CML = Cole¢do Micoldgica de Lavras,
Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas
Gerais, Brasil; KSU = Kansas State University, Manhattan, Kansas, EUA

c. P1 primer FbraF/Fbrar

d. P2 primer FmanF/FmanR
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1-90 pb

Fmangi TCGTCGTCATCGGCCACGTCGACTCTGGCAAGTCGACCACTGTGAGTACTACCCTTGATGATGAGCTTATCTGCCATCGT-AATCCTGAC
Fster TCGTCGTCATCGGCCACGTCGACTCTGGCAAGTCGACCACTGTGAGTACTACCCTCTACGATGAGCTTATCTGCCATCGTT-ATCCCGAC
F sp TCGTCGTCATCGGCCACGTCGACTCTGGCNAGTCGACCACTGTGAGTACTACCCTTTACGATGAGCTTATCTGCCATCGTT-ATCCCGAC

Fbra F

91 - 180pb

Fmangi CCAA-GATCCGGCGGGGTATATCTC-AAAAGACAATATGCTGACATAGCTTCACAGACCGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCG
Fster CCAA-GATCTGGCGGGGTAT--CACC-—-AAGATAACATGCTGACATCGCTCCACAGACCGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCG
F sp CACA-GATCTGGCGGGGTAT-—-CACC-—AAGATAACATGCTGACATCGCTCCACAGACCGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCG

181-270pb
FmanF

Fmangi ACAAGCGAACCATCGAGAAGTTCGAGAAGGTTAGTC----TCCCTTCGATCGCGIGTCCTTT-GCCCGTCG-ATTTTCCC
Fster ACAAGCGAACCATCGAGAAGTTCGAGAAGGTTAGTTACTTTCCCTTCAATCGCGCGTCCTTT-GCCCATCG-ATT-CTCC
F sp ACAAGCGAACCATCGAGAAGTTCGAGAAGGTTAGTTACTTTCCCTTCAATCGCGCGTCCTTT-GCCCATCG-ATT-CTCC—— -

271- 360pb
Fmangi ———————TACGATTCGAAACGTGCCCGCTACCCC——GCTCGAGACCAAAAATTTT-GCGATA-TGACCGTAATTTTTTTTTGGTGGGGCA
Fster --—---ATACGACTCGAAACGTGCCCGCTACCCC--GCTCGAGACCAAAAATTTT-GCGATA-TGACCGTAATTTTTTIT--GGTGGGGCA
F sp ——ATACGACTCGAAACGTGCCCGCTACCCC——-GCTCGAGACCAAAAATTTT-GCGATA-TGACCGTAATTTTTTT-—GGTGGGGCA
361-450pb
Fmam R

Fmangi TTTACCCCGCCACTCGAGCGATGG-GCGCG—-TT-TGCCCTCT CCACAACCTC-AAT—— —=GAGCGCATCGTCAC
Fster TTTACCCCGCCACTCGAGCGAT GCGCG-TTTCTGCCCTC —GAGCGCATCGTCAC
F sp TTTACCCCGCcACTCGAGCGAT-—-GCGCG-TTTCTGCCCTC—————CATTTTCACAACCTG——-CT—— ——GAGCGCAGCGTCAC

Fbra R
451-540pb

Fmangi GTGTCAAGCAGTCACTAACCATCCGACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCA
Fster GTGTCAAGCAGTCACTAACCACTCGACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCA
F sp GTGTCAAGCAGTCACTAACCACTCGACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCA

541-630pb

Fmangi AGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGAGACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTT-G
Fster AGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGAGACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTT-G
F sp AGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGAGACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTT-G

531-640pb

Fmangi TCGCTCATGC
Fster TCGCTCATGC
F sp  TCGCTCATGC

Fig.1 Comparagio de seqii€ncias parciais do gene fator de elongagdo 1-a
(tefl) de isolados das espécies de Fusarium previamente identificados
como agentes etiologicos da malformacao da mangueira. As seqiiéncias
escuras correspondem aos primers
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Tabela 3

Seqiiéncias de primers derivadas do gene fator de elongacdo 1-o.

Primer Seqiiéncia do Primer 5°- 3° pb* %CG" Tm Tm (°C) Fa*
(°C)°  Reacio”
FsteF CTACCCTCTACGATGAGC 18 55 60
Fsp2R  CGCTCAGCAGGTTGTGAA 18 55 69 62 387
FsptF CGGGGTATCACCAAGATAAC 20 50 67
FstR ACGATGCGCTCAGAAGGT 18 55 69 68 340
FbraF CGACCACTGTGAGATCTACCCTTT 24 50 72
FbraR GACTGCTTGACACGTGACGC 20 60 72 72 380
FsteF CGACCACTGTGAGTACTACCCTCT 24 54 72
FsteR GACTGCTTGACACGTGACGA 20 60 72 72 390
FspF TTCACAACCTGCTGAGCG 18 55 69
FspR CGCTCAGCAGGTTGTGAA 18 55 69 68 387
FmanF ~ TGTCCTTTGCCCGTCGATTTTC 22 52 77
FmanR  CGCTCATTGAGGTTGTGG 18 55 68 68 217

a. Pares de base
b. Porcentagem de guanina e citosina

c. Temperatura de anelamento de cada primer

d. Temperatura 6tima de anelamento para a reacdo de PCR
e. Tamanho do fragmento amplificado
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Fig.2 Teste de especificidade: (A) FbraF/FbraR; (B) FmanF/FmanR: . 1.
Marcador 2. dgua; 3. Fusarium sp.; 4. F. sterilihyphosum; 5. F. mangiferae; 6.
F. proliferatum; 1. F. sacchari; 8. F. subglutinans; 9. F. pseudocircinatum; 10.
F. oxysporum; 11. F. semitectum; 12. F. decemcellulare; 13. Neocosmospora
sp.; 14. Phomopsis mangifera; 15. Cladosporium cladosporioides; 16.
Epiccocum purpurascens; 17. Fusiccocum mangiferum; 18. Alternaria
alternata; 19. Colletotrichum gloeosporioides; 20. Aspergillus niger; 21.
Penicillium sp.; 22. Pestallotiopsis sp.; 23. Chalara fimbriata; 24. Lasiodiplodia
theobromae; 25. Phoma sp.
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Fig.3 Teste de sensibilidade. (A) FbraF/FbraR - Fusarium sterilihyphosum (B)
FbraF/FbraR — Fusarium sp; (C) FmanF/FmanR- Fusarium mangifera
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Fig.4 Deteccio dos agentes etioldgicos em tecidos de mangueira. A.
(FbraF/FbraR) 1. Fusarium sp.; 2. Fusarium sterilihyphosum; 3. Fusarium
mangiferae; 4. inflorescéncia com malformac¢do naturalmente infectada; 5.
inflorescéncia assintomatica ndo inoculada; 6. muda com malformacido apds
inocula¢do com Fusarium sp.; 7. muda com malformagdo apds inoculacdo com
F.sterilihyphosum; 8. muda assintomatica nao inoculada; 9. muda assintomética
ndo inoculada; 10. epiderme do fruto (planta sem sintoma); 11. epiderme do
fruto (planta com sintoma); 12. pedinculo do fruto (planta sem sintoma);
13.pedinculo do fruto (planta com sintoma); 14. folha de mangueira (planta sem
sintoma) e 15. folha de mangueira (planta com sintoma)

B

Fig.4 Deteccdao dos agentes etiolégicos em tecidos de mangueira B.
(FmanF/FmanR): Fusarium sp.; 2. Fusarium sterilihyphosum; 3. Fusarium
mangiferae; 4. inflorescéncia com malformag¢do naturalmente infectada; 5.
inflorescéncia assintomdtica ndo inoculada; 6. muda com malformacido apds
inocula¢do com Fusarium sp.; 7. muda com malformagdo apds inoculagdo com
F. sterilihyphosum; 8. muda assintomdtica nao inoculada; 9. epiderme do fruto;
10. pedinculo do fruto; 11. folha de mangueira.
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