

















































































































































	�RESUMO
	��ABSTRACT
	“De tudo ficaram três coisas:
	a certeza de que estava sempre começando,
	a certeza de que era preciso continuar
	e a certeza de que seria interrompido antes de terminar.
	Fazer da interrupção um caminho novo,
	fazer da queda, um passo de dança,
	do medo, uma escada,
	do sonho, uma ponte,
	da procura, um encontro.”
	Fernando Pessoa
	LISTA DE FIGURAS
	�LISTA DE TABELAS
	�LISTA DE ABREVIATURAS E SÍMBOLOS
	1. INTRODUÇÃO
	�2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
	2.1. A cultura da soja
	2.2. Importância da cultura da soja
	2.3. As principais doenças da soja
	2.3.1. A murcha de Curtobacterium
	2.3.2. O crestamento bacteriano
	2.3.3. A pústula bacteriana

	2.4 Região espaçadora 16S-23S RNAr como marcador molecular na identificação de fitopatógenos
	2.5. Detecção de fitobactérias em sementes
	2.5.1 Métodos convencionais
	2.5.2 Métodos moleculares


	3. OBJETIVOS
	3.1. Objetivo geral
	3.2. Objetivos específicos

	4. MATERIAIS E MÉTODOS
	4.1 Linhagens
	4.2. Reativação de culturas e condições de cultivo
	4.3. Extração de DNA genômico
	A quantificação do DNA das amostras foi realizada por meio de eletroforese em gel de agarose 0,6% em tampão TAE 1X (0,04 M Tris-acetato/0,001 M EDTA). Os géis foram corados com brometo de etídeo (10 mg/mL), visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta e fotografados em sistema digital de fotodocumentação Alpha Innotech 2200. 

	4. 4. Primers e condições de amplificação da região espaçadora 16S-23S RNAr
	4.5. Análise de RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) da região espaçadora 16S-23S RNAr
	4.6. Sequenciamento da região espaçadora 16S-23S RNAr e desenho de primers
	4.7. Níveis de sensibilidade da técnica de PCR utilizando-se os primers desenvolvidos
	4.8. Detecção de fitobactérias em sementes contaminadas artificialmente

	5. RESULTADOS 
	5.1. Análise de PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) da região espaçadora 16S-23S RNAr
	5.2 Desenho de primers espécie específicos e testes de especificidade
	5.3 Níveis de sensibilidade da técnica de PCR utilizando-se os primers desenvolvidos
	�5.4 Validação da metodologia de detecção em sementes

	�
	�6. DISCUSSÃO
	7. CONCLUSÕES
	�8. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	DOLZANI, L., TONIN, E., LAGATOLLA, C., PRANDIN, L., MONTI-BRAGADIN, T.; Identification of Acinetobacter isolates in the A. calcoaceticus-A. baumannii complex by restriction analysis of the 16S-23S rRNA intergenic-spacer sequences. Journal of Clinical Microbiology, v. 33, p. 1108-1113, 1995.

