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Adaptacdo de um método para a detec¢cdo molecular de
isolados regionais de Neonectria galligena

Daiana Luisa Stein®; Bruna Carla Agustini?; Silvio Andre Meirelles Alves®; Fabio Rossi
Cavalcanti*

O cancro europeu da macieira € uma doenca causada pelo fungo
Neonectria galligena. A doenga representa uma ameaca ao cultivo da
macieira no Brasil. No entanto, a mesma ainda esta classificada no MAPA
como Quarentenaria Al. O surgimento de técnicas de PCR trouxe
sensibilidade e confiabilidade para o diagndstico de doencas de plantas. A
deteccdo molecular de um patoégeno fangico € uma alternativa laboratorial
que pode dispensar a necessidade da visualizagdo de estruturas
morfolégicas ou de sintomatologia tipica da doenca. Isso pode ser Gtil em
andlises de amostras contaminadas ou quando ndo se consegue localizar
estruturas do patégeno, no inicio do progresso da lesdo. Com o objetivo de
detectar a presenca do fungo Neonectria galligena em tecido de macieira,
ensaios envolvendo PCR foram conduzidos com o uso de primers Ch1/Ch2,
que amplificam apenas uma regido especifica de N. galligena (Langrell,
2002). Adicionalmente, foram iniciadas abordagens por Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP), a partir de amplicons da regido do ITS do
DNA extraido de micélio do fungo estudado. As enzimas utilizadas para o
estudo de RFLP foram Cfol, Haelll e Hinfl. A partir de modificacdes nas
metodologias de extracdo, e nas configuragfes de anelamento e extenséo,
foram verificadas amplificacdes especificas a partir de DNAs extraidos de 31
isolados de N. galligena. Eletroforeses foram realizadas tendo como
controle, produtos de PCR de outros fungos e leveduras. A despeito da
ocorréncia de falsos positivos e falhas na marcacéo, o método foi sensivel a
maioria dos isolados. Um padrdo de bandas caracteristico também pode ser
evidenciado nos ensaios de RFLP. Ensaios adicionais deverdo ser
realizados para a validagdo do método em isolados da regido do sul do
Brasil.
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