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RESUMO

A soja ¢ considerada uma das culturas mais importantes no Brasil, em func¢do de seu alto
valor sécio-econdomico, determinado pelas inimeras aplicagdes de seus produtos e subprodutos e
consequente expressdo no mercado interno e externo. No entanto, a cultura desta oleaginosa ¢
frequentemente ameagada com a ocorréncia de um vasto nimero de doengas, que podem
acarretar depreciacdo do produto, redugdo no rendimento e perdas econdmicas para o0s
produtores. Dentre as principais doencas bacterianas que afetam a cultura da soja, destacam-se a
pustula bacteriana, causada por Xanthomonas axonopodis pv. glycines (Xag); o crestamento
bacteriano, causado por Pseudomonas savastanoi pv. glycines (Psg); e a murcha de
Curtobacterium causada por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (CfY),
ocasionando perdas na producdo de até 40%. A condi¢do sanitaria das sementes € extremamente
importante se considerarmos que elas sdo veiculos desses agentes fitopatogénicos que nelas
podem se alojar e serem levados ao campo, provocando redu¢do na germinagdo e vigor, e
originando focos primarios de infec¢do de doengas.

O presente trabalho teve por objetivo desenvolver nova metodologia de diagnodstico com o
uso das técnicas moleculares que permitissem detectar e identificar a presenca de Psg, Xag e Cff
em sementes de soja por meio do desenvolvimento de primers espécie especificos.
Os  primers  desenhados a  partir de  sequéncias da  regido  espagadora
16S-23S  RNAr, mostraram-se altamente especificos e sensiveis. O par de primers
Curto2f/p322anti gerou um fragmento de 675 pb e capacidade de detecgdo a partir de 0,01 ng de
DNA gendmico e aproximadamente 5x10° UFC/PCR; o par de primers Psgl/p322anti gerou um
fragmento de 500 pb e o grau minimo de sensibilidade foi de 1 pg de DNA gendmico e cerca de
80 UFC/PCR; o par de primers Xanth2{/p322anti gerou um fragmento de 545 pb e capacidade de
deteccdo a partir de 1 ng de DNA genomico e cerca de 700 UFC/PCR. Posteriormente, as
sementes de soja foram infectadas artificialmente nas condigdes de 1; 0,5 e 0,1% de infeccédo.
Nas amplificagdes com os primers espécie-especificos desenvolvidos, foi possivel detectar as
fitobactérias em todos os niveis de infecgdo testados diretamente do extrato bruto, e nas

amplificagdes apds o enriquecimento do extrato (BIO-PCR) o sinal positivo foi potencializado.
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ABSTRACT

Soybean is considered one of the most important crops in Brazil, due to its high socio-
economic value, determined by its several products and sub products and its significant
expression on the internal and external market. However, this oleaginous plant is often affected
by the occurrence of different diseases, which cause depreciation of the product, reduction in
yield and substantial economic losses. Among the main bacterial diseases, the bacterial pustule,
caused by Xanthomonas axonopodis pv. glycines (Xag), the bacterial blight caused by
Pseudomonas savastanoi pv. glycines (Psg), and bacterial tan spot caused by Curtobacterium
Sflaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cft), producing yield losses of up to 40%. The seed health is
extremely important since they are considered vehicles of pathogenic agents which can be led to
the field, causing germination reduction and vigor; and yielding primary infection of the diseases.

This study aimed to develop a new method of diagnosis using molecular tools to detect
and identify Psg, Xag or Cff in soybean seeds, through species-specific primers. The primers
were designed from sequences of the 16S-23S rRNA and they were highly specific and sensitive.
The pair of primers Curto2f/p322anti generated a fragment of 675 bp and was able of detecting
down to 0.01 ng of genomic DNA and about 5x10° CFU/PCR; the primer set Psgl/p322anti
produced a fragment of 500 bp and reached a detection limit of 1 pg of genomic DNA and about
80 CFU/PCR; and Xanth2f/p322anti yielded a fragment of 545 bp and could detect up to 1 ng of
genomic DNA and about 700 CFU/PCR. Subsequently, soybean seeds were artificially infected
in the following conditions: 1, 0,5% and 0,1% infection. In the amplifications using the species-
specific primers, it was possible to detect the three different phytobacteria at all tested levels of
infection directly of the crude extract and in the amplifications after enrichment of the extract

(BIO-PCR), the positive signal was enhanced.
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“De tudo ficaram trés coisas:
a certeza de que estava sempre comecando,
a certeza de que era preciso continuar

e a certeza de que seria interrompido antes de terminar.

Fazer da interrup¢io um caminho novo,
fazer da queda, um passo de danca,
do medo, uma escada,
do sonho, uma ponte,

da procura, um encontro.”

Fernando Pessoa
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1. INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merril] esta entre as espécies produtoras de grdos de maior
relevancia socioecondmica. E a oleaginosa mais cultivada no mundo, cujos teores de oleo e
proteinas estdo em torno de 20 e 40%, respectivamente. Em razdo de seu alto potencial produtivo,
aliado a sua composi¢do quimica e ao valor nutritivo, essa cultura gerou um amplo complexo
agroindustrial (ROESSING; GUEDES, 1993). A soja, pelas suas qualidades nutricionais,
facilidade de adaptagdo a quase todas as regides do globo, alta producdo e facilidade de cultivo,
pode ser considerada como um dos alimentos para a populagdo do futuro (BELLAVER;
SNIZER, 1999). A expansdo do setor de soja esta relacionada principalmente a fatores associados
ao comércio internacional e ao comportamento de grandes mercados de exportacdo. No Brasil, o
consumo de soja e de seus derivados vem crescendo desde a década de 90, mas a maior parte da
produgdo € exportada na forma de grdos ou, em menor escala, dos subprodutos do processamento
primario, como farelo e 6leo de soja. O aumento da produgdo estd relacionado ao consumo
mundial de proteina animal, entre estes, aves, suinos e bovinos que sdo alimentados com dietas
contendo altos teores de farelo de soja.

No cultivo da soja tem sido empregada alta tecnologia, resultando em alto rendimento de
grdos por area. Entretanto, alguns fatores podem interferir na produtividade da cultura, como as
doengas causadas por diversos tipos de patdogenos. Dentre as principais doengas bacterianas que
afetam a cultura da soja destacam-se a pustula bacteriana, causada por Xanthomonas axonopodis
pv. glycines; o crestamento bacteriano, causado por Pseudomonas savastanoi pv. glycinea; e a
murcha de Curtobacterium causada por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens,
ocasionando perdas na producdo de até 40%. Estes patdgenos podem ser veiculados por
sementes, provocando redug¢do na germinacgdo e vigor, além de originar focos primarios de
infec¢do (GOULART, 1997).

Nesse sentido, a detecg¢do de fitopatogenos em sementes € altamente desejavel, uma vez
que as mesmas constituem a principal fonte de indculo no campo e podem ser transportadas a
longas distancias. Sinais e lesdes nas sementes, nem sempre sdo detectados por inspecdo visual,
demandando, portanto, a associagdo de varias técnicas para a identificacdo do patogeno
(MOURA et al., 2005; MARIANO ; SILVEIRA, 2005; DEZORDI et al., 2005; DEZORDI et al.,
2004; DENARDIN, 2004; DENARDIN; 2002). Dentre as técnicas podemos citar o plantio em

ambiente controlado e substrato esterilizado, uso de meios seletivos e semi-seletivos, inoculagio
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de plantas hospedeiras, uso de bacteriofagos, sorologia e sondas de DNA (SCHAAD et al.,,
2001). Ainda, o emprego de técnicas moleculares em procedimentos de rotina para detecgdo de
patogenos em sementes tem se mostrado uma ferramenta promissora devido a sua maior precisio
em caracterizar micro-organismos e de apresentar resultados mais rdpidos no processo de
detecgdo e identificagdo (HALFELD-VIEIRA et al., 2000; LOUWS et al., 1999).

A escolha para o estabelecimento de procedimentos de analise de rotina deve basear-se,
principalmente, na sensibilidade, na especificidade, na reprodutibilidade e na precisdo, bem
como, na eficiéncia, nos custos e na flexibilidade (MARIANO; SILVEIRA, 2005; DEZORDI et
al., 2005; MOURA et al., 2005; DENARDIN, 2004; DENARDIN, 2002).

Assim, o presente projeto teve por objetivo o desenvolvimento de metodologia que
permitisse detectar e identificar a presenca de Pseudomonas savastanoi pv. glycinea,
Xanthomonas axonopodis pv. glycines e Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em

sementes de soja, por meio de primers espécie-especificos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. A cultura da soja

A soja pertence ao grupo das Fanerégamas, divisdo Angiospermae, classe
Dycotiledoneae, ordem Rosales, familia Leguminosae, subfamilia Faboideae, (sindbnimo
Papilionoideae) e género Glycine L. Essa cultura teve seu centro de origem na costa leste da
Asia, na China, onde foi domesticada e expandiu-se lentamente para o sul da China, Coréia,
Japdo e sudeste da Asia (PROBST; JUDD, 1973). No ocidente, a soja apareceu no final do século
XV e inicio do século XVI, com a chegada dos navios europeus 4 Asia, e permaneceu apenas
como curiosidade botanica nos jardins da Inglaterra, Franca e Alemanha durante os quatro
séculos que se seguiram (MORAES et al, 1996). Somente no século XVIII pesquisadores
europeus iniciaram estudos do grao de soja como fonte de 6leo e nutriente animal. Nos EUA, o
primeiro registro data de 1804 na regido da Pensilvania, enquanto que no Canadd, Argentina,
Cuba, Filipinas e Egito, essa cultura se tornou conhecida somente no século XIX (PROBST;
JUDD, 1973).

A soja cultivada atualmente ¢ muito diferente dos ancestrais que lhe deram origem. Sua
evolugdo comecou com o aparecimento de plantas oriundas de cruzamentos naturais, entre duas
espécies de soja selvagens, que foram domesticadas e melhoradas por cientistas chineses
(GOMES, 1990). Nos Estados Unidos, a soja comegou a ser comercializada no século XX e a
partir de entdo, houve um rapido crescimento na produgdo, com o desenvolvimento de cultivares
comerciais (EMBRAPA, 2007).

No Brasil, a mais antiga referéncia vem do Estado da Bahia em 1882, através de Gustavo
D’Utra, professor da Escola de Agronomia da Bahia, responsavel pelos primeiros estudos com a
cultura no pais. Em Sao Paulo, a soja foi cultivada pela primeira vez no Instituto Agrondmico de
Campinas (IAC), em 1901, onde se iniciaram os estudos para a obtencdo de cultivares aptos a
regido. Por volta de 1914, foi introduzida no Rio Grande do Sul por F. C. Craig, da Escola
Superior de Agronomia e Veterinaria, e foi nessa regido que a cultura encontrou condigdes ideais
para seu desenvolvimento, provavelmente pela similaridade do clima da regido sul do pais com o
clima do sul dos EUA, local de origem dos primeiros gendtipos da soja brasileira (BLACK,
2000; BONETTI, 1981). As estatisticas oficiais de produgdo foram registradas pela primeira vez
em 1945 no Estado de Sdo Paulo, e em 1949, o Brasil comecgou a aparecer como produtor de soja
no cendrio internacional, tendo seu verdadeiro impulso nas décadas de 60 e 70, quando se iniciou
o cultivo sucessivo trigo-soja no Rio Grande do Sul e com o crescente interesse da industria de

6leo e demanda do mercado internacional. (MORAES; SILVA, 1996; SEDIYAMA et al., 1996).
3



2.2. Importancia da cultura da soja

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de soja, perdendo apenas para os EUA em area
plantada e producéo total (USDA, 2012). Segundo levantamento do CONAB (2014), a cultura da
soja apresentou um crescimento na area a ser plantada de 6,6%, passando de 27,7 milhdes
hectares plantados na safra anterior, para uma area aproximada de 29,5 milhdes de hectares. A
produtividade nacional na safra 2013/14 foi de aproximadamente 3.056 kg/ha, um aumento em
torno de 4,0% em relagdo a safra anterior. Se as condigdes climaticas forem favoraveis durante o
desenvolvimento vegetativo da lavoura, a produgdo prevista atingird 90.331,4 mil toneladas,
representando um incremento de 10,8% em relagdo a produgdo anterior, constituindo-se assim,
em um novo recorde na producdo nacional (CONAB, 2014). Em termos globais, o Brasil
participa com cerca de 29,8% da produgdo e 38,8% das exportacdes mundiais de soja em grio
(USDA, 2013). Em torno de 85% da colheita mundial de soja é processada para produzir 6leo e
residuos de extragdo (torta no caso da prensagem e farelo no caso de extracdo por solvente), os
quais sdo utilizados na preparagdo de ra¢des para animais; sendo que de 4% a 5% desses residuos
sdo reprocessados em farinhas e proteinas para uso alimenticio (EMBRAPA/CNPSo, 2003). O
alto valor comercial dessa leguminosa rica em proteinas estd relacionado com aumento do
consumo na alimentagdo humana e animal em todo o mundo, sendo que o consumo médio anual
per capita em nivel mundial € de 2,4 kg, o que equivale a cerca de 6,5 g de soja por dia, ou ainda,
2,4 g de proteina de soja per capita por ano (EMBRAPA/CNPSo, 2003). Além disso, o grao de
soja possui, em média, 40% de proteina, 20% de lipidios (6leo), 5% de minerais e 34% de
carboidratos. De acordo com o USDA Nutrient Database for Standard Reference (2012), 100
gramas de grios de soja fornecem 36,5 gramas de proteinas, 227 mg de calcio, 15,7 gr de ferro,
280 gr de magnésio, 704 mg de fésforo, 1797 mg de potassio, 4,9 mg de zinco, bem como
vitaminas A, E, C, B1, B2, B3, B5, B6 ¢ acido folico.

A expansdo do setor de soja estd relacionada principalmente a fatores associados ao
comércio internacional e ao comportamento de grandes mercados de exportagdo. No Brasil, o
consumo de soja e de seus derivados vem crescendo desde a década de 90, mas a maior parte da
produgdo € exportada na forma de grdos ou, em menor escala, dos subprodutos do processamento
primario, farelo e dleo de soja. O aumento da produgdo também estd ligado ao aumento no
consumo mundial de proteina animal, proveniente de aves, suinos e bovinos que sdo alimentados
com uma dieta contendo altos teores de farelo de soja. No mercado europeu a demanda por soja

aumentou devido a proibi¢do do uso de proteinas de carne e osso na alimentacdo de animais

(PINTO, 2005).



2.3. As principais doencas da soja

A cultura da soja pode ser afetada por mais de 100 tipos de doencas em todo o mundo, sendo
que, no Brasil, 40 delas sdo causadas por virus, fungos, bactérias e nematdides (HARTMAN;
SINCLAIR, 1999). As perdas anuais de produgdo causadas por doengas sdo estimadas em cerca
de 15% a 20%, podendo chegar a quase 100% em casos extremos (EMBRAPA, 2007). A
importancia de cada uma delas varia com o ano, a regido, as cultivares predominantes, a data de
semeadura e as praticas agronomicas adotadas (SILVA et al., 2008).

As principais doengas flingicas que afetam a cultura da soja s@o: ferrugem (Phakopsora
pachirhizi) Syd; P. Syd; antracnose (Collettotrichum truncatum) (SCWEIN.) Andrus , W. D.
Moore; cancro da haste [Diaphorte phaseolorum (CKE.; ELL) f. sp. meridionalis], crestamento
foliar e mancha puarpura (Cercospora kikuchii) (TAK. MATSUMOTO; TOMOY.) M. W.
Gardner; mancha parda (Septoria glyicines) Hemmi; mela ou requeima (Rhizoctonia solani);,
mildio (Peronospora manchurica) (NAUMOV) Syd; oidio (Erysiphe diffusa) (COOKE; PECK)
U. Braun ; S. Takamatsu; entre outras (EMBRAPA, 2007).

Dentre as doengas bacterianas destacam-se o crestamento bacteriano, causado por
Pseudomonas savastanoi pv. glycinea (COERPER, 1919) (GARDAN et al., 1992); a pustula
bacteriana da soja, causada pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. glycines (NAKANO,

1919) e a murcha de Curtobacterium causada por Curtobacterium flaccumfaciens pv.

flaccumfaciens (HEDGES) (COLLINS; JONES, 1983; HENNING et al., 2005).

2.3.1. A murcha de Curtobacterium

Relatada primeiramente no feijoeiro em 1920, no estado de Dakota do Sul, EUA, (HEDGES,
1922), a murcha de Curtobacterium também foi descrita posteriormente em paises como Bélgica,
Hungria, Grécia, Roménia, Tunisia, [ugoslavia e Australia (COSAVE, 2003).

Essa doenga ¢ causada por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff), que
pertence a Classe Actinobacteria, Ordem Actinomycetales, Familia Microbacteriaceae e Género
Curtobacterium. Cff € uma bactéria aerdbia, movel com flagelos laterais ou polares, Gram-
positiva, ocorrendo individualmente ou em pares, além de apresentar colonias com pigmentagao
amarela, laranja ou rosa. E quimioheterotrofica, ndo apresenta esporos e acidos graxos
(BRADBURY, 1986). A temperatura 6tima de crescimento esta entre 24-27° C e a maxima esta
na faixa de 35-37 °C (SINCLAIR, 1999). Colo6nias com 2-4 mm de didmetro crescem em 3-4 dias
em 4gar com extrato de glicose e levedura (GUIMARAES, 1997).



Os principais sintomas sdo murcha nas mudas durante o dia e recuperagdo da turgescéncia a
noite; necrose marginal nas folhas inferiores e, posteriormente, nas folhas superiores, a qual ndo ¢
precedida por encharcamento (Figura 1). Plantas mais velhas ndo murcham, e em condigdes de
seca, as folhas desenvolvem diversas manchas cloréticas de tamanho reduzido; quando ocorre
uma sutura em vagens, essas se desenvolvem de forma anormal e vazias (EPPO, 2011). Além
disso, quando sementes contaminadas sdo semeadas, as plantulas podem ser raquiticas, os
foliolos fundidos e, posteriormente as vagens ocas (SINCLAIR, 1999; SWEETS, 2002). Estes
sintomas ocorrem porque a bactéria coloniza exclusivamente o xilema, levando a formagdo de
fenois, que causam o enegrecimento vascular. As células bacterianas obstruem os feixes
vasculares causando a interrup¢do do fluxo de agua para a parte aérea, e, com isto, ocasiona a
murcha das folhas e a morte da parte aérea (AGRIOS, 1997; GUIMARAES, 1997).

De acordo com Hedger (1926), a via mais conhecida de disseminacdo de C. flaccumfaciens
pv. flaccumfaciens ¢ através de sementes infectadas e material propagativo contaminado. De
acordo com Zaumeyer (1932), citado por Guimardes (1997), a penetragdo da bactéria pode
ocorrer por hidatédios e estdmatos, além de injarias causadas pelo nematdide Meloydogine
incognita (COSAVE, 2003). A disseminagdo pode se dar pelo vento, chuva, granizo, enxurradas
e irrigacdes. A bactéria ¢ muito resistente ao dessecamento e pode permanecer viavel no solo por
até dez meses. Outros fatores que favorecem a doenga sdo as altas temperaturas (32 °C), o
estresse de umidade e a chuva de granizo (COSAVE, 2003).

O controle desta fitobactéria estd fundamentado no uso de cultivares resistentes, rotacdo de
culturas e uso de sementes sadias (MARINGONI; CAMARA, 2006; ALENCAR et al., 2008;
HERBES et al., 2008), uma vez que o controle quimico ndo é uma opgao presente, pois ndo ha
produtos registrados. Apos o surgimento na lavoura, o controle da doenga somente é possivel
com a erradicagdo da cultura (ROMEIRO, 2005).

O método de tratamento de sementes, contaminadas interna ou externamente, mais utilizado
¢ a termoterapia para erradicagdo de fitobactérias (KIMURA, 1991; ZAMBOLIM, et al., 1997).
No entanto, este método pode causar retardamento ou reducdo da germinacdo e do vigor da
semente e a sua eficiéncia depende da localizagdo do patdgeno, do vigor e da sensibilidade da
semente a temperaturas elevadas (MENTEN, 1995).

De acordo com a Instru¢gdo Normativa SDA n° 38 de 14 de Outubro de 1999,
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (C{f) é considerada praga quarentendria Al
para soja, porém essa espécie bacteriana foi relatada pela primeira vez no pais, em 1995 em

feijoeiro no Estado de Sdo Paulo (MARINGONI; ROSA, 1997). Hoje essa fitobactéria se



encontra distribuida em vérias regides produtoras de feijdo e soja, principalmente nas regides Sul
e Sudeste. Ainda, ha relatos da doenca nos Estados de Goias e Distrito Federal, também no
feijoeiro (UESUGI et al. 2003). Recentemente, a murcha de Curtobacterium foi relatada pela
primeira vez em soja na Alemanha, na cidade de Dornburg (SAMMER; REIHER, 2012) e no
Brasil, no Estado do Parand (SOARES et al., 2013).

Com relacdo aos métodos moleculares de detec¢do de Cff em feijdo, primers
denominados CF4 e CF5 foram desenvolvidos a partir de biblioteca gendmica por Guimaraes e
colaboradores (2001), entretanto, segundo Deuner (2007) esses primers ndo se mostraram
especificos na identificagdo de alguns isolados de Cff provenientes do Estado de Sdo Paulo. Tegli
e colaboradores (2002) também desenvolveram primers denominados CffFOR2 e CffREV4, os
quais foram utilizados para detecc¢do da fitobactéria em extratos de sementes de feijdo.

Recentemente, Soares e colaboradores (2013) descreveram a presenga de Cff em plantas
de soja a partir de folhas que apresentavam os sintomas tipicos da doencga através do isolamento
em meio de cultura CNS modificado (NUNES et al., 2004) e posterior confirmag¢éo da identidade
por PCR utilizando os primers desenvolvidos por Tegli e colaboradores (2002). Embora Cff
tenha sido detectado recentemente em plantas de soja no Brasil, ainda ndo existem estudos

relacionados a metodologia de deteccdo dessa fitobactéria diretamente de sementes de soja.

Eoto: Edemar A. Rossetto

Figura 1. Murcha de Curtobacterium, causada por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, em
soja. (A) Murcha nas folhas ; (B) Clorose oval ou alongada, ao longo da margem da folha progredindo na

dire¢do da nervura. Fonte: EMBRAPA SOJA, 2007.

2.3.2. O crestamento bacteriano

As espécies de Pseudomonas syringae sdo grandes causadoras de doencas em uma
diversidade de espécies de plantas agronomicamente importantes. Linhagens pertencentes a essa

espécie bacteriana exibem um elevado grau de especificidade de hospedeiro, infectando apenas
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algumas espécies de plantas ou mesmo alguns genotipos de uma Unica espécie. Assim, as
espécies de P. syringae foram subdivididas em mais de 50 patovares, os quais foram baseados em
uma vasta gama de hospedeiros. Baseado em uma analise genética detalhada, através de
ribotipagem e na homologia DNA-DNA, algumas espécies de P. syringae foram reclassificadas
como P. savastanoi, incluindo os patovares savastanoi, glycinea, tabaci, e phaseolicola (ZHAO
etal, 2011).

O crestamento bacteriano, causado pela bactéria Pseudomonas savastanoi pv. glycinea (Psg),
¢ uma das doengas mais importantes da soja, estando distribuida mundialmente. Os danos
causados por essa doenga podem variar de 5-40%, ocorrendo com maior frequéncia e severidade
em regides de clima temperado, tendo grande capacidade de destruicdo foliar (HARTMAN,
1999). No entanto, ndo ha estudos conclusivos sobre os danos causados pela bactéria nos
cultivares de soja do Brasil (EMBRAPA SOJA, 2007).

Pseudomonas savastanoi pv. glycinea (Psg) é uma bactéria hemibiotréfica, classificada
como Gram-negativa, pertencente a Classe Gammaproteobacteria, Ordem Pseudomonadales,
Familia Pseudomonadaceae e género Pseudomonas. Apresentam-se sob a forma de bastonetes
retos ou curvos, moveis, normalmente com mais de um flagelo polar (lofétricas), aerdbicas
estritas, capazes de produzir pigmentos fluorescentes em meios especiais. Ainda, formam
colonias redondas, brancas, lisas, brilhantes, com bordos ligeiramente ondulados em meios
nutritivos, tendo sua temperatura 6tima de crescimento entre 24-25 °C (SCHAAD et al., 2001).

Segundo Farhatullah e colaboradores (2010), primeiramente a bactéria infecta os cotilédones
e posteriormente as mudas, penetrando na planta através dos estdmatos ou ferimentos. As folhas
sdo geralmente atacadas por essa bactéria porque ela existe epifiticamente sobre superficies
foliares. Segundo Almeida e colaboradores (2005), os sintomas nas folhas surgem como
pequenas manchas, de aparéncia transliicida e circundadas por um halo de coloragdo verde-
amarelada. A maior ou menor largura do halo esta diretamente ligada a temperatura, sendo largo
sob temperaturas amenas e estreito ou quase inexistente em temperaturas mais altas. Mais tarde
essas manchas necrosam e adquirem contornos aproximadamente angulares, chegando a
coalescer e formar extensas areas de tecido morto entre as nervuras secundarias. Na face inferior
da folha, as manchas s3o de coloragdo quase negra apresentando uma pelicula brilhante nas horas
umidas da manha, formadas pelo exsudato da bactéria. Nos estadios jovens da planta, infec¢des
severas conferem aparéncia enrugada as folhas, como se estivessem sido infectadas por virus

(Figura 2).



Embora seja uma doenga comum em folhas, essa pode ser encontrada em outros 6rgios da
planta, como hastes, peciolos e vagens (HENNING et al., 2005). As infec¢des primarias desta
bacteriose t€ém origem em sementes infectadas, em residuos culturais de safras anteriores ou no
proprio solo, enquanto as transmissdes secunddrias sdo favorecidas por periodos umidos e
temperatura média entre 20-26 °C. Dias secos permitem que escamas finas de exsudato
bacteriano se disseminem na lavoura, requerendo, contudo, um filme de agua na superficie da
folha para haver a infeccdo do hospedeiro (EMBRAPA SOJA, 2007). Em regido de clima
temperado, Pseudomonas savastanoi pv. glycinea (Psg) sobrevive fora da estacdo de cultivo,
sendo viavel por até 16 meses em semente de soja (AGARWAL; SINCLAIR, 1987). As
principais medidas de controle incluem uso de sementes de boa qualidade fitossanitdria, rotacdo
de culturas, bom preparo do solo, selecdo de variedades resistentes, uso de pesticidas e cuidadosa
destruicdo de restos culturais (ALMEIDA et al., 2005).

Com relagdo a descricdo de metodologias de deteccdo e identificacdo de Psg, somente sdo
mencionados relatos envolvendo técnicas convencionais. Nicholson e Sinclair (1971) detectaram
Psg em sementes de soja através do isolamento em meio LBA (Lima-Bean Agar). Kennedy
(1969) detectou o patégeno por meio de inoculacdo de uma suspensdo de sementes maceradas em
plantulas de soja e posterior isolamento; Alvarez e colaboradores (1995) detectaram a bactéria em
lotes de sementes por meio de semeadura do extrato obtido a partir de uma suspensdo de

sementes de soja infectadas em meio modificado KBC (King’s medium com cefalexina).

Fotos: Edemar A. Rosse

Figura 2. Folhas de soja com sintomas de crestamento. Fonte: EMBRAPA SOJA, 2007

2.3.3. A pustula bacteriana

A pustula bacteriana é também uma das principais doengas que afetam a cultura da soja
em todo mundo, sendo favorecida em ambientes com alta temperatura e umidade. Chuvas fortes
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esporadicas aumentam a severidade da doenga e os danos podem superar 40% da producdo
(PRATHUANGWONG; AMNUAYKIT, 1987). Segundo Kim e colaboradores (2011), ela reduz
o rendimento dos griaos de 15-40% em altas temperaturas e umidade, principalmente por meio de
degradacdo da clorofila e desfolha prematura. Seu agente causal, Xanthomonas axonopodis pv.
glycines (Xag), foi descrito primeiramente no Japao em 1919 (NAKANO, 1919). Xag pertence a
Classe Gammaproteobacteria, Ordem Xanthomonadales, Familia Xanthomonadaceae e género
Xanthomonas. E uma bactéria gram-negativa, moével por um tnico flagelo polar, medindo entre
0.5-0.9 x 1.4-2.3 micrometros; em agar-carne, agar-nutriente ¢ Wakimoto, suas colonias sdo de
cor amarela palida, circulares, lisas com a margem inteira, e sua temperatura Otima de
crescimento em meio batata-dextrose-agar ¢ 25-30 °C, com a maxima de 35 °C e minima de 10

°C (HOKAWAT, 1978).
Os sintomas que caracterizam a pustula bacteriana iniciam-se por pequenas manchas,

nunca de aparéncia translicida, de coloragdo verde-amarelada, com centro elevado de cor
amarelo-palha, que se tornam necroéticas em pouco tempo, geralmente com estreito halo amarelo
circundante, que pode alargar-se nas lesdes mais velhas (Figura 3). As manchas, dispostas
irregularmente na superficie das folhas, aumentam de tamanho com a evolugdo da doenca e, em
ataques intensos, essas lesdes coalescem, causando desfolha prematura ou tornando a superficie
foliar quase totalmente necrosada (NARVEL et al., 2001; THOWTHAMPITAK et al., 2008).
Inicialmente se diferencia a pustula bacteriana do crestamento bacteriano pela existéncia de uma
pequena elevacdo de cor esbranqui¢ada no centro da mancha, na face abaxial da folha. Ainda,
ocorre diferenga entre a coloragdo das lesdes necrdticas, que no caso da pustula, apresenta
coloragdo parda com contornos arredondados e auséncia de brilho, enquanto o crestamento
apresenta contornos angulares, de coloragdo pardo-escura a negra, com brilho na face inferior
(PRATHUANGWONG; AMNUAYKIT, 1987).

O patdgeno é transmitido pela semente, a qual ndo apresenta sintoma tipico. Os restos de
cultura sao também fonte de indculo. A bactéria penetra na planta através de ferimentos e
aberturas naturais. Infec¢des secunddrias sdo favorecidas por chuva e vento, aliados as condigdes
de umidade elevada e temperatura alta (acima de 28 °C) e pode sobreviver na rizosfera da cultura
do trigo e, assim, manter o indculo para a lavoura de soja a ser instalada posteriormente. A
principal medida de controle é o uso de variedades tolerantes ou resistentes (HWANG; LIM,
1998).

Diante de sua importancia econdmica e das perdas na produgdo causadas pela pustula
bacteriana, diversos estudos para detec¢do desse patdogeno em sementes e em tecidos vegetais

vem sendo desenvolvidos. Khaeruni e colaboradores (2007) desenvolveram, a partir de
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sequéncias parciais do gene de patogenicidade /rp, um conjunto de primers especificos para a
rapida deteccdo de Xag em folhas sintomaticas; Kang e colaboradores (2009) detectaram a
bactéria diretamente das sementes por meio da PCR utilizando primers especificos (Xag F1/Xag
R1) desenhados a partir do gene glycinecin A. Ainda, Lee e colaboradores desenvolveram uma
metodologia para detec¢do de espécies patogénicas de Xanthomonas spp. através do isolamento

em meio seletivo (Xan-D) e pela construc¢io de primers especificos a partir do gene estA.

Foto: Edemar A. Rossetto

Figura 3. Folhas de soja com encharcamento nos tecidos, com formagdo de pustulas ao redor,

circuncidadas por halo amarelo. Fonte: EMBRAPA SOJA, 2007.

2.4 Regiao espacadora 16S-23S RNAr como marcador molecular na identificacio de

fitopatogenos

A regido espagadora 16S-23S RNAr, localizada entre genes ribossomais altamente
conservados, ¢ a mais estudada das duas regides intergénicas transcritas (ITS), e varia
significativamente quanto ao comprimento e sequéncia de nucleotideos entre espécies e dentro de
uma mesma espécie de bactéria. Assim, a variabilidade da regido 16S-23S RNAr € espécie-
especifica e de multiplas copias dentro de qualquer ITS, podendo ocorrer dentro da prépria
bactéria (DINGMAN, 2012). Dependendo do grau de variagdo encontrado nessa regido, o
polimorfismo pode ser utilizado para distingdo no nivel de género, espécie (BARRY et al., 1991)
ou linhagem (DOLZANI et al., 1994).

A analise da regido espagadora 16S-23S RNAr tem se mostrado uma abordagem
promissora para a caracterizacdo de bactérias, explorando a variagdo genética presente nessa
regido. Ela tem sido usada para desenvolver procedimentos de identificagdo rapida, facil e precisa

de espécies bacterianas (DINGMAN, 2009). Uma vez que o comprimento da regido 16S-23S
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RNAr varia entre as diferentes espécies de bactérias e uma Unica espécie pode possuir regides
ITS de diferentes tamanhos, a eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificacdo dessa
regido produz padrdes de bandas de DNA (fingerprint) que € unico para cada espécie (MAS;
GONZALEZ, 2011).

Na regido espagadora podem ser encontrados genes que codificam para tRNAs, que na
maioria das bactérias sdo encontrados na forma de clusters, separados por uma curta regido
espacadora, sendo que as variagdes encontradas nessa regido sdo devido em parte ao niimero e
tipo de genes de tRNA nela presentes (GURTLER; STANISICH, 1996).

Através da técnica de PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) desta
regido, foi possivel a diferenciacio em nivel infra-especifico de Pseudomonas syringae,
indicando grande variabilidade destas sequéncias nesse grupo de fitopatdgenos (MANCEAU;
HORVALIS, 1997). Ainda, Kong e colaboradores (2005) realizaram estudos filogenéticos com
linhagens pertencentes aos patovares de P. savastanoi e P. syringae utilizando-se sequéncias da
regido espagadora 16S-23S RNAr. Nesse mesmo estudo, os resultados obtidos possibilitaram a
diferenciagdo de P. syringae pv. tagetis e P. syringae pv. helianthi dos outros patovares
analisados e também foi observada uma baixa diversidade genética entre linhagens de P. syringae
pv. tagetis.

A regido espagadora 16S-23S RNAr também tem sido utilizada em diversos estudos com
o género Xanthomonas. Honeycutt e colaboradores (1995) desenvolveram um par de primers que
detectou variacdes no tamanho das sequéncias desta regido em algumas espécies do género
Xanthomonas incluindo X. albilineans, indicando que este marcador molecular pode ser utilizado
para o diagnostico dessas espécies. Destéfano e Rodrigues Neto (2002) realizaram um estudo
com linhagens de Xanthomonas patogé€nicas ao citros utilizando a técnica de PCR-RFLP da
regido espagadora 16S-23S RNAr e obtiveram a diferencia¢do da espécie X. citri, agente causal
do cancro citrico e praga quarentenaria A2, das espécies X. fuscans subsp. aurantifolii e X.
alfalfae subsp. citrumelonis, agentes causais da cancrose C e mancha bacteriana das folhas dos
citros, respectivamente. Os resultados obtidos nesse trabalho foram de grande importancia, uma
vez que as espécies X. citri e X. fuscans subsp. aurantifolii causam sintomas bastante semelhantes
e a correta identificacdo destes patdégenos torna-se fundamental para que sejam executadas
medidas de controle adequadas. Ainda, Destéfano e colaboradores (2003) utilizaram essa mesma
técnica com o objetivo de diferenciar quatro espécies do género Xanthomonas patogénicas a cana
de acucar. Os autores obtiveram a diferencia¢do das espécies X. axonopodis pv. vasculorum, X.

vasicola pv. vasculorum, X. albilineans e X. sacchari. Nesse estudo também foi possivel
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identificar linhagens de X. campestris pv. indeterminado e Xanthomonas sp. como pertencentes
as espécies X. axonopodis pv. vasculorum e Xanthomonas sacchari, respectivamente. A técnica
de PCR-RFLP do gene rpoB permitiu também a clara diferenciacdo de espécies de Xanthomonas,
principalmente aquelas que afetam a mesma planta hospedeira, tais como X. albilineans e X.
sacchari, patogé€nicas a cana de acUcar; X. cucurbitae e X. melonis, que causam doenga em
meldo; e X. gardneri, X. vesicatoria e X. euvesicatorialX. perforans, patogénicas ao tomate

( FERREIRA-TONIN et al., 2012).

2.5. Deteccao de fitobactérias em sementes

A semente é um dos principais insumos da agricultura moderna, sendo que cerca de 90%
dos alimentos s3o produzidos através delas. Todas as espécies cultivadas propagadas por
sementes apresentam doengas como um fator responsavel pela reducdo no rendimento ou
aumento do custo de produgdo. Estas podem ser evitadas ou minimizadas pela utilizagdo de
sementes sadias e/ou tratadas (MENTEN, 1991a).

A sanidade das sementes foi totalmente negligenciada durante muito tempo, porém,
atualmente todos os setores envolvidos na industria reconhecem que a qualidade das sementes
também inclui a incidéncia de patogenos (MENTEN, 1991a). A preocupagdo com a utilizagdo de
sementes infestadas/infectadas ou contaminadas nio reside apenas nos danos diretos que isso
pode causar a cultura, mas também nas consequéncias deste fato, considerando-se a possivel
ocorréncia de uma epidemia (MACHADO, 1987).

Potencialmente, todos os organismos fitopatogénicos podem ser transportados pelas
sementes, embora a transmissd@o de inumeros deles, por esse meio, ndo seja bem conhecida
(MACHADO, 1987). Segundo Baker (1972), o transporte de patéogenos por sementes pode ser
realizado de trés modos: misturado com a semente (parte da fracdo impura do lote), aderido
passivamente a superficie da semente ou presente em seu interior. Destes, a presenca do indculo
no interior da semente é considerada a maneira de transporte mais comumente utilizada pelos
fitopatogenos. Vale ressaltar que o patogeno pode estar simultaneamente presente na semente nas
trés condigdes descritas. O cultivo de sementes contaminadas em mistura com sementes sadias ¢
um dos meios mais eficientes de se introduzir ou acumular patéogenos em areas novas ou
tradicionais de cultivo. Tal eficiéncia estd relacionada ao fato de que sementes contendo
patogenos constituem o foco primario de infeccdo na fase inicial da cultura, pois ndo sdo

facilmente reconhecidas em um lote e, por conseguinte, acabam sendo distribuidas aleatoriamente
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no campo (MACHADO, 1987; NEEGAARD, 1977). Nestas circunstancias, os testes de sanidade
de sementes tém como fundamento fazer com que os patéogenos, uma vez associados a essas
estruturas, sejam direta ou indiretamente evidenciados, permitindo ao analista a sua identificacdo
rapida e segura. Desse modo, o uso de sementes comprovadamente sadias ¢ uma forma simples,
segura e econdmica de se evitar a ocorréncia de diversas enfermidades no campo. Assim, a
produgdo, a avaliacdo e a subsequente utilizacdo de sementes livres do patogeno sdo medidas
importantes para o controle de diversas doencas bacterianas (SCHAAD; DONALDSON, 1980).

Na literatura sdo descritas as seguintes metodologias de detecgdo: andlise de sintomas
diretamente nas sementes (exame visual de sementes a olho nu ou com auxilio de lupa ou
microscopio), grow out, inoculagdo em plantas indicadoras, isolamento de bactérias em meios
seletivos ou semi seletivos e técnicas de isolamento direto em meio de cultura sem seletividade,
exame microscopico das células bacterianas, bacteriofagos, testes bioquimicos e fisioldgicos,
testes de patogenicidade, testes sorologicos (imunofloréscencia — direta, indireta e citometria de
fluxo), ELISA (enzyme-liked immunosorbent); IDGA (imunodifusdo em gel de agar), reacdo de
precipitagdo, imunoblot, Western Blot, e técnicas moleculares como PCR, PCR Multiplex,
RAPD, Real Time PCR e Chips DNA — DNA arrays (RODRIGUES NETO, 1998; DENARDIN
et al., 2004).

Estas técnicas sdo utilizadas isoladas ou combinadas e variam quanto ao custo, ao tempo
para a obtengdo de resultados, ao espago fisico, aos equipamentos necessarios, ao grau de
sensibilidade, especificidade, precisdo, robustez, interpretacdo de resultados e a possibilidade de
serem utilizadas em testes de rotina (SAETTLER et al., 1989; CHITARRA, 2001; ROMEIRO;
RODRIGUES NETO, 2001; DENARDIM; MOURA; MENTEN, 2004). Nao existe, portanto,
um método padronizado e que atenda a diferentes necessidades. A escolha do método depende de
varios fatores e, basicamente, serd necessario adapta-lo para cada sistema bioldgico em estudo
(KRUPPA, 1993; SAETTLER et al., 1995; SCHAAD et al., 2001; ROMEIRO, 2001;). Schaad e
colaboradores (2001), cita que, de modo geral, trés itens importantes devem ser considerados
quando do desenvolvimento de metodologias para testes de sanidade em sementes: 1) extragdo ou
detec¢do da bactéria; 2) identificagdo da espécie; e 3) determinagdo de sensibilidade e niveis de
tolerancia.

A Tabela 1 apresenta um resumo das principais técnicas utilizadas para detec¢do de

fitopatogenos em sementes e suas caracteristicas.
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Tabela 1. Caracteristicas gerais de testes de deteccdo em sementes incluindo tempo requerido para
analise, sensibilidade, facilidade de aplicago, e especificidade, para deteccdo de fungos, bactérias e virus.

Técnica Tempo Sensibilidade Facilidade de aplicacio Especificidade
requerido
Inspegdo visual 5-10 min Baixa Simples e barata (necessita ~ Baixa
experiéncia)
Meios semi seletivos 2-14 dias Moderada Simples e barata Baixa-moderada
Grow-out 2-3 Baixa Simples, barata e robusta Baixa
semanas
Sorologia 2-4h Moderada-alta Simples, moderadamente Moderada-alta
cara e robusta
Extrag¢do convencional de  5-6 h Alta Complicada; facil Muito alta
DNA e PCR interpretagdo, cara
BIO-PCR 2-3 dias Muito alta Complicada, cara Muito alta
RT-PCR (PCRemtempo  40-60 min  Muito alta Complicada, cara Muito alta
real)
Micro-chips de DNA 6h Muito alta Complicada, muito cara Muito alta

Fonte: Adaptado de Walcott (2003).

2.5.1 Métodos convencionais

Anteriormente ao advento da biologia molecular e suas ferramentas, os métodos
convencionais representavam a unica alternativa de diagnoéstico de fitobactérias em sementes.
Muitos deles apresentam algumas limitagdes no que se refere a sensibilidade e especificidade.
Contudo, quando se deseja detectar e/ou quantificar fitobactérias em sementes € preciso lembrar
que a superficie das sementes abriga uma flora microbiana muito diversa, o que pode
comprometer ¢ mascarar resultados. Ha também que se lembrar que a percentagem de sementes
veiculando fitobactérias em um lote é usualmente muito baixa, quase sempre menor que 1%
(ROMEIRO, 2001; SAETTLER, 1995), e sementes as quais fitobactérias estdo associadas nio
costumam exibir sintomas visuais distintos (ROMEIRO, 2001).

Os meios de cultura seletivos sdo valiosas ferramentas em fitobacteriologia, para o
diagnostico de doengas, estudos epidemioldgicos e de patologia de sementes (KRUPPA, 1993).
No entanto, o termo “semi-seletivo” ¢ mais adequado, pois dificilmente um meio ¢ inteiramente
seletivo. Os meios semi-seletivos sdo definidos como um meio de cultura empregado para
suprimir ou prevenir o crescimento de um grupo de organismos, enquanto permite o crescimento
de outro grupo, quando presentes na mesma microflora (KLEMENT et al., 1990). Os dois
principais critérios para avaliagdo de um meio semi-seletivo sdo a sua eficiéncia na deteccdo e

sua seletividade (KLEMENT et al., 1990). A seletividade dos meios de cultura semi-seletivos
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pode ser obtida utilizando-se fontes especificas de carbono e nitrogénio, as quais podem
estimular o crescimento de uma determinada espécie e inibir outra; ou quando as enzimas
bacterianas reagem com os constituintes do meio de cultura e propiciam uma distingdo cultural
entre duas espécies que antes pareciam similares. A adicdo de substancias antibidticas ao meio de
cultura também € um artificio que visa reduzir o niumero de contaminantes e favorecer o
desenvolvimento da espécie desejada (McGUIRE et al., 1986).

Tratando-se de sementes, o isolamento em meio de cultura para deteccdo de algumas
espécies de bactérias, através de métodos convencionais, € usado em alguns casos (TAYLOR,
1970). Existem meios de cultura de rotina, tradicionalmente utilizados para o cultivo de
fitobactérias, que proporcionam boas condi¢des nutricionais para suportar o crescimento da
maioria delas, como o meio 523 de Kado e Heskett (1970), caldo nutriente-glucose-agar ou NGA
(KLEMENT et al., 1990), NYGA (SCHAAD, 1988), dentre outros. Esses meios sdo de uso geral,
ndo tendo sido desenvolvidos especificamente para um determinado género ou espécie de
fitobactéria.

Além disso, existem os métodos de analise de sintomas diretamente nas sementes, tais
como exame visual de sementes a olho nu ou com auxilio de lupa ou microscopio. Ao realizar a
inspec¢do visual direta de sementes secas, ndo incubadas, considera-se o seu aspecto geral, com
relacdo a ocorréncia de deformacdes e descoloragdes (VIEIRA et al., 2006). As amostras de
trabalho sdo examinadas a olho nu ou com um microscopio estereoscopico (lupa com 50-60x
aumento) para a deteccdo de material inerte ou sinais dos patdgenos aderidos ou misturados as
sementes (VIEIRA; RAVA, 2000). Este método permite obter uma rapida informagdo sobre o
estado sanitario das sementes, ndo requerendo equipamentos sofisticados, e pode ser util somente
para patdégenos causadores de sintomas visiveis externamente. Entretanto, essa abordagem
apresenta limitacdes quanto a sensibilidade e a seguranca para ser utilizada em rotina e ndo

oferece informagdes sobre a viabilidade do patogeno (VALARINI; MENTEN 1991).

2.5.2 Métodos moleculares

As técnicas moleculares constituem uma ferramenta de grande importancia na detecgdo e
identificacdo de bactérias de forma rapida e segura, uma vez que oferecem vantagens quando
comparada aos métodos tradicionais de diagnose, como alta sensibilidade e especificidade.
Dentre as técnicas moleculares mais utilizadas, destacam-se a reacdo em cadeia da polimerase

(PCR) e suas variagdes, além do uso de chips de DNA (DNA arrays) (SAETTLER , 1995).
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Detectar sequéncias de DNA via PCR, é um método rapido, especifico e sensivel. A
técnica oferece maiores vantagens para diagnosticar patdgenos de plantas se comparadas aqueles
procedimentos tradicionais, dispensando, inclusive o seu cultivo em meio de cultura. A PCR
pode ter uma seletividade baixa ou alta, dependendo dos primers, podendo se detectar um unico
patdégeno ou varios membros de um grupo de patdgenos relacionados (HARTUNG; DANIEL;
PRUVOST, 1993). Além disso, essa técnica é rapida, acurada e versatil na identificagdo de
bactérias fitopatogénicas (OH et al., 1999) e, em alguns casos, pode detectar bactérias sem a
obtencdo de cultura pura (SCHAAD et al., 1995; REEVES, 1997; MADDOX, 1998).

Atualmente, a PCR ¢ utilizada como técnica de rotina em laboratdrios de diagnose de
muitas doencgas de plantas (SCHAAD et al., 2001), incluindo espécies de reduzida concentragio
populacional em materiais propagativos assintomaticos, tais como Pectobacterium atrosepticum
(sindnimo Erwinia carotovora subsp. atroseptica) responsavel pela podriddo mole em tubérculos
de batata (VAN DER WOLF et al., 1996) e Xylella fastidiosa, responsavel pela clorose variegada
dos citros (CVC) em borbulhas de laranjeiras contaminadas (COLETTA FILHO et al., 2000).

Existe, ainda, a possibilidade de se combinar técnicas para a detec¢do de bactérias, como
¢ o caso da BIO-PCR, uma técnica relatada por Schaad e colaboradores (1995) que combina
amplificacdo bioldgica e enzimatica, pelo uso do meio seletivo e técnica da PCR,
respectivamente. Esta técnica foi utilizada para detec¢do de P. syringae pv. phaseolicola em
extrato de sementes de feijao, em que foram feitas as andlises das colonias bacterianas
primeiramente obtidas em meio seletivo, seguidas de lavagens das placas produzindo uma
suspensdo e posterior amplificagdo do segmento da regido do gene fox. A partir dai, muitos
outros trabalhos foram desenvolvidos utilizando-se esta mesma técnica para a detecgdo de
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (KOBAYASTI, 2002), Xanthomonas albilineans (WANG
et al., 1999), Acidovorax avenae subsp. avenae (SCHAAD et al., 2001; SONG et al., 2004),
Xanhtomonas oryzae pv. oryzae (SAKTHIEVEL; MORTENSEN; MATHUR, 2001). A
vantagem da técnica de BIO-PCR sobre a técnica de PCR inclui a eliminacdo de falsos positivos,
resultantes da presenca de células ndo vidveis associadas as sementes, e de falsos negativos,
devido aos inibidores potenciais da PCR presentes em extratos de sementes, aumentando, assim,
a sensibilidade da deteccéo.

Manulis e colaboradores (1998) compararam as técnicas de BIO-PCR e PCR modificada
com a PCR classica para detectar a presenga de Erwinia herbicola pv. gypsophilae, formadora de
galhas em plantas de Gypsophila paniculata, utilizando primers especificos. A bactéria pode ser

detectada pela PCR modificada e pela BIO-PCR em plantas sem sintomas sete dias apos a
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inoculagdo, sendo estas mais sensiveis que a PCR classica. Wang e colaboradores (1999)
compararam a eficiéncia e a confiabilidade da PCR classica e da BIO-PCR com o isolamento em
meio semi-seletivo M-XAM para Xanthomonas albilineans, agente da escaldadura da folha da
cana-de-agucar. O meio semi-seletivo e a BIO-PCR foram consistentemente mais sensiveis que
dot immunobinding assay (DIBA), ELISA ou PCR classica. Por meio da PCR cléssica foram
detectados 2 x 10* UFC/mL, enquanto que por BIO-PCR o resultado foi 100 vezes mais sensivel.
A utilizagdo de meio semi-seletivo, normalmente, requer sete dias para a identificacdo da
bactéria, enquanto a BIO-PCR requer somente quatro dias e tem a vantagem de ndo requerer
testes de patogenicidade para a confirmag¢do das identidades das colonias.

Em 2005, Berg e colaboradores descreveram o conjunto de primers especificos DLH-
120/DLH-125 para a identificagdo de isolados de Xanthomonas patogénicas as cruciferas. Estes
primers foram desenhados a partir de sequéncias do gene hrpF (hypersensitive response and
patogenicity F), uma vez que esta por¢do do gene revelou baixa homologia em relacdo a
sequéncias obtidas de outras espécies como X. citri pv. citri, X. axonopodis pv. vesicatoria e X.
oryzae pv. oryzae. Este conjunto de primers permitiu a amplificacdo de um produto de 619 pb
diretamente a partir de colonias ou de extratos de DNA de X. campestris (Xc). Os autores
afirmam que o ensaio de PCR para o gene /rpF permitiu a detecg¢do de isolados de X. campestris
capazes de provocar sintomas de escurecimento de vasos, manchas ou crestamento foliares, quer
sejam provocados por diferentes patovares ou ndo. Por outro lado, os mesmos autores verificaram
que a maioria dos isolados de Xc para os quais ndo foi possivel a amplificacdo do gene,
apresentava incapacidade de produzir doenca, quando inoculados em varias espécies hospedeiras,
o que indica que o gene ArpF estd diretamente envolvido no processo de patogénese, sendo um
alvo preferencial para a detec¢do destes micro-organismos.

Outra metodologia denominada nested-PCR foi utilizada para detec¢do de Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis em sementes de mandioca naturalmente infectadas. Esta técnica
consiste em uma segunda etapa de amplificacdo utilizando-se primers ou iniciadores internos ao
primeiro produto da primeira reagdo de PCR. Os autores concluiram que esta técnica mostrou-se

especifica, rapida e sensivel apresentando niveis de detecg¢do de 1 a 2 células vidveis por reacio

(OJEDA; VERDIER, 2000; VERDIER; OJEDA; MOSQUERA, 2001).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Desenvolvimento de metodologia para detec¢do e identificacdo de fitobactérias em

sementes de soja.

3.2. Objetivos especificos
e desenvolvimento de primers espécie-especificos para Pseudomonas savastanoi pv.

glycinea, Xanthomonas axonopodis pv. glycines e Curtobacterium flaccumfaciens pv.
Sflaccumfaciens;
e validagdo da metodologia desenvolvida por meio de testes com sementes de soja

infectadas artificialmente.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Linhagens

As linhagens a serem utilizadas nesse estudo foram cedidas pela Cole¢do de Culturas de
Fitobactérias do Instituto Bioldgico (IBSBF), do Laboratério de Bacteriologia Vegetal do Centro
Experimental do Instituto Biologico, Campinas, SP (Tabela 2).
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Tabela 2. Linhagens utilizadas no estudo.

Bactérias IBSBF Outras Hospedeiro Procedéncia
colecoes
1290" ICMP 2584 Phaseolus vulgaris Hungria
2205 - Phaseolus vulgaris desconhecida
Curtobacterium ) )
flaccumfaciens pv. 2868 - Phaseolus vulgaris Avaré-SP
faccumfaciens. 2869 - Phaseolus vulgaris Avaré-SP
2870 - Phaseolus vulgaris Avaré-SP
2871 - Phaseolus vulgaris Avaré-SP
1462" ICMP 2189 Glycine max Nova Zelandia
Pseudomqnas 355 - Glycine max Vigosa-MG
savastanoi pv.
glycinea 2685 - Glycine max Hungria
3033 - Glycine max Altinépolis-SP
2440" NCPPB 554 Glycine max Suddo
Xanthomonas 327 - Glycine max Campinas-SP
axonop qdis pv. 333 - Glycine max Campinas-SP
glycines
2447 UnB 1266 Glycine max Brasilia-DF
2448 UnB 1267 Glycine max Brasilia-DF

P linhagem Patotipo; IBSBF (Colegdio de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biologico); ICMP (International
Collection of Micro-organisms from Plants, New Zealand); NCPPB (National Collection of Plant Pathogenic
Bacteria, United Kingdom); UnB (Universidade de Brasilia).

4.2. Reativacio de culturas e condicoes de cultivo

As linhagens de Cff, Psg e Xag preservadas por liofilizagdo foram reidratadas com agua
destilada esterilizada durante 1 hora e posteriormente, uma aliquota de 200 pL foi semeada em
meio de cultivo NA- Nutrient Agar (extrato de carne 3,0 g; peptona 5,0 g; cloreto de sodio 5,0 g e
agar 15 g, g.s.p. 1000 mL) e incubada a 28 °C por 48 h. As linhagens foram mantidas no mesmo

meio de cultura.

4.3. Extracio de DNA genomico

As culturas foram submetidas a extragdo de DNA genomico de acordo com a metodologia
descrita por Pitcher e colaboradores (1989). Cerca de 100 mg de biomassa das bactéria foram
transferidos para 5 mL de meio NB (Nutrient Broth - NA sem adi¢do de agar) e incubadas a 28

°C por 16 horas, sob agitagdo constante de 150 rpm. A cultura liquida foi submetida a

20



centrifugacdo, as células foram suspensas em 100 pL de solu¢do de tampao TE pH 8,0 (10 mM
Tris; 1 mM EDTA) contendo 2 mg/mL de lisozima, homogeneizadas com a utilizagdo de agitador
de tubos e incubadas a 37 °C por uma hora. Apos esse periodo, foram adicionados 500 pL de
solugdo de tiocianato de guanidina 5 M e a mistura foi agitada brevemente. Em seguida,
adicionou-se 250 pL de acetato de amonio 7,5 M misturando-se por inversdo e incubando-se as
amostras no gelo por dez minutos. Adicionou-se, posteriormente, 500 pL. de cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1 v/v) e apds agitacdo manual vigorosa, a mistura foi centrifugada a 12.000 rpm
por 10 minutos sendo a fase aquosa transferida para um novo tubo. O DNA foi precipitado com
0,54 volume de isopropanol (cerca de 450 pL), a solucdo foi centrifugada a 12.000 rpm por 2
minutos e o sedimento foi lavado trés vezes com etanol 70%, aplicando-se pulsos curtos de
centrifugacdo. O sedimento foi seco a temperatura ambiente e depois suspendido em 200 pL de
tampao TE pH 8,0. Adicionou-se 2 pL. de RNAse (10 mg/mL) e a solugdo foi incubada a 37 °C
por uma hora. Posteriormente, adicionou-se 40 uL de LiCl 4 M e 1 volume de cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1), cerca de 240 pL. Apos centrifugagdo de 10 min a 12.000 rpm, a fase aquosa foi
transferida para um novo microtubo, o DNA foi precipitado com 2 volumes de etanol absoluto
(cerca de 400 puL) e o sedimento lavado duas vezes com etanol 70%. Apds secar em temperatura
ambiente, o DNA foi suspendido em 20 a 50 pL de agua ultra pura e estocado a 20 °C negativos.
A quantificacdo do DNA das amostras foi realizada por meio de eletroforese em gel de
agarose 0,6% em tampao TAE 1X (0,04 M Tris-acetato/0,001 M EDTA). Os géis foram corados
com brometo de etideo (10 mg/mL), visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta e

fotografados em sistema digital de fotodocumentagdo Alpha Innotech 2200.

4. 4. Primers e condicoes de amplificacdo da regiio espacadora 16S-23S RNAr

O par de primers utilizado para a amplificacdo da regido espacadora 16S-23S foi pHr
(5> TGC GGC TGG ATC ACC TCC TT 3’) (MASSOL-DEYA et al., 1995) e p322-anti
(5 GGT TCT TTT CAC CTT TCC CTC 3’) (HONEYCUTT et al., 1995).

A quantidade de DNA utilizada foi de aproximadamente 50 a 100 ng de DNA gendémico
em reacdes de 25 pL contendo 2,0 U de Taq polimerase; tampdo da enzima Taq 1X; 1X BSA
(Bovine Serum Albumine) (10 mg/mL); 0,2 uM de uma mistura de dNTPs; e 0,4 uM de cada
primer. O programa de amplificagdo das amostras consistiu de um ciclo de desnaturacdo inicial a
95 °C/2 min.; seguido de 30 ciclos a 94 °C/1 min.; 60 °C/1 min. e 72 °C/3 min; e um ciclo a 72
°C/5 min. (extensdo final). As amplificagdes foram conduzidas em termociclador da marca

Perkin Elmer modelo 9700. A observacdo dos produtos de amplificagdo obtidos foi realizada
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através de eletroforese em gel de agarose 2,0% em tampdo TAE 1X (0,04 M Tris-acetato/0,001
M EDTA). Os géis foram corados com brometo de etideo (10 mg/mL), visualizados em fonte de

luz U.V. e fotografados em sistema digital Alpha Innotech 2200.

4.5. Anailise de RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) da regido
espacadora 16S-23S RNAr

A regido espacadora foi utilizada como marcador molecular para a diferenciacdo de
C flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (CtY), P savastanoi pv. glycinea (Psg) e X axonopodis pv.
glycines (Xag). Apdés a amplificagdo, os produtos de PCR foram submetidos a digestdo
enzimatica com as seguintes endonucleases: Hae Ill, Dde 1, Hpa 11, Mbo 1, Rsa 1 e Alu 1. Nas
reagdes foram utilizados de 5 a 7 uLL dos produtos de amplificagdo contendo SU da enzima por
reacdo. As digestdes foram conduzidas de acordo com instrug¢des do fabricante (Fermentas). Os
perfis de restricdo obtidos foram analisados por meio de eletroforese em géis de agarose 3%,
corados com brometo de etideo (10 mgiL), visualizados e fotografados em sistema digital

Alpha Innotech 2200.

4.6. Sequenciamento da regiao espacadora 16S-23S RNAr e desenho de primers

As reagOes para sequenciamento foram efetuadas utilizando-se o kit Big Dye (Applied
Biosystems) e empregando-se os mesmos primers da amplificagdo por PCR (item 4.4). As
amostras de DNA foram secas, suspensas em tampao apropriado e submetidas a eletroforese em
sequenciador automatico, marca Applied Biosystems-Hitachi, modelo ABI Prism 3700 DNA
Analyzer. O sequenciamento foi realizado em colaboragdo com o Laboratorio de Biologia
Molecular de Plantas - CBMEG/UNICAMP. Posteriormente, as sequéncias foram alinhadas
utilizando-se o programa BioEdit (HALL, 1999) e alinhadas com o uso do programa ClustalW
(THOMPSON et al., 1997).

Com base nas diferengas observadas nas sequéncias da regido espagadora 16S-23S DNAr,
foram desenhados dois primers especificos para cada género das bactérias utilizadas no estudo,
num total de seis primers. Todos os primers foram desenhados no sentido forward (F), ja que as
sequéncias analisadas ndo apresentaram diferencas suficientes para que fossem desenhados
primers no sentido reverse (R), sendo utilizado o primer p322anti, ja descrito anteriormente,
como primer reverse para todas as amplifica¢des.

Os testes de amplificagdo para os novos primers foram realizados preparando-se reagdes

de 25 pL, contendo 200 ng de DNA cromossdmico da bactéria de interesse, 1X tampdo da
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enzima Taq DNA polimerase (Fermentas) e 1X BSA (Bovine Serum Albumine) (10 mgimL). As
concentracdes dos reagentes e os programas de amplificagdo foram padronizados para todas as
linhagens utilizadas no estudo, através de experimentos de gradiente de temperatura e variacio
nas quantidades dos reagentes utilizados nas reagdes. Dos seis primers desenhados, os trés que
apresentaram melhores resultados foram selecionados para a continuidade dos experimentos

(Tabela 3).

Tabela 3. Pares de primers, sequéncias dos primers, tamanho dos fragmentos (em pares de bases, pb) e
programas de amplifica¢do utilizados nos experimentos.

Primers Sequéncia do primer (5> 3’) Fragmento (pb) Condicoes de amplificacio
Curto2F/p322 anti CCAGGCTTCCTACTGTCA 675 95 °C/2 min; 30X (94 °C/1 min, 62 °C/
1 min, 72 °C/3 min); 72 °C/5 min
Psgl/p322 anti TCGTCTTCACAGTATAAC 500 95° C/2 min; 30X (94 °C/1 min, 57 °C/
30 seg, 72 °C/2 min); 72 °C/5 min
Xanth2F/p322 anti | GAGTCCCTAAATAATTGA 545 95 °C/2 min; 30X (94 °C/1 min, 62 °C/
30 seg, 72 °C/2 min); 72 °C/5 min

As sequéncias dos primers desenhados foram testadas contra sequéncias ja disponiveis em
banco de dados especializados como RDP (Ribosomal Database Project) e GenBank a fim de se

verificar a possibilidade de anelamento com sequéncias ndo-alvo.

4.7. Niveis de sensibilidade da técnica de PCR utilizando-se os primers desenvolvidos

O grau de sensibilidade da técnica de PCR empregando-se os primers desenhados foi
determinado por meio de testes com culturas puras utilizando-se suspensdes bacterianas de C.
Aaccumfaciens pv. flaccumfaciens (IBSBF 1290"), P. savastanoi pv. glycinea (IBSBF 1462") e
X. axonopodis pv. glycines (IBSBF 2440"), e com dilui¢des dos respectivos DNAs gendmicos.

No caso das culturas puras, foi utilizada uma suspensio bacteriana obtida apds cultivo em
meio Nutriente liquido por 16 horas e diluida em série em agua destilada esterilizada até
107. Aliquotas de 5 uL dessas dilui¢des foram utilizadas em rea¢des de PCR empregando-se os
primers desenhados. Paralelamente, aliquotas de 5 pL das diluigdes de 10* a 10”7foram
acrescidas de 95 pL de 4agua destilada esterilizada e semeadas em placas de Petri contendo meio
NA para contagem do nimero de células presentes em cada aliquota.

Foram preparadas também dilui¢des seriadas do DNA genomico das linhagens Patotipo
utilizadas como controle positivo de amplificagdo: 200; 100; 10; 1; 0,1; 0,01 e 0,001 ng.

Os produtos da PCR foram analisados por meio de eletroforese em gel de agarose 2%
(p/v) corado com brometo de etideo (10 mg/mL) e fotografado em sistema digital Alpha Innotech

2200 (Alpha Innotech Corporation).
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4.8. Deteccao de fitobactérias em sementes contaminadas artificialmente

Sementes de soja foram inoculadas artificialmente utilizando-se o método descrito por
Valarini e Menten (1991), com modificagdes. Culturas puras de Psg, Xag e Cff foram obtidas em
placas de Petri, em meio de cultura NA, apds a incubagdo em estufa a 28 °C, por 48 h.
Posteriormente, foram colocadas cinco sementes de soja por placa e mantidas sob agitacdo
manual por alguns instantes, até¢ que o indculo envolvesse completamente as sementes. As
sementes foram mantidas por 48 h em contato com as colonias bacterianas em estufa a 28 °C. Em
seguida, as sementes foram retiradas do contato com o meio de cultura, colocadas sobre papel
absorvente esterilizado e mantidas a temperatura ambiente por quatro dias para a secagem.
Posteriormente, as sementes foram armazenadas em frascos de vidro com tampa de rosca e
mantidas em geladeira até a utilizagdo.

Para os experimentos de deteccdo com Psg, Xag ou Cff em amostras de sementes de soja,
foram utilizadas sub-amostras com 1% de infec¢do (duas sementes infectadas em 198 sementes
sadias); 0,5% de infec¢do (duas sementes infectadas em 398 sementes sadias) e 0,1% de infecg¢do
(uma semente infectada em 999 sementes sadias). Nos dois primeiros tratamentos, acrescentou-se
150 mL de agua destilada esterilizada, enquanto que para o terceiro tratamento, acrescentou-se
300 mL. Em seguida, os recipientes foram acondicionados em geladeira durante a noite (por
aproximadamente 18 h). Apos esse periodo, foram acrescentados 30 pL. de Tween 20 a 0,2%
(v/v) para promover desprendimento das células que ainda pudessem estar aderidas a superficie
das sementes. Os frascos foram submetidos a uma leve agitagdo durante 30 minutos em
incubadora tipo orbital, a temperatura ambiente. As suspensdes obtidas foram filtradas em papel
filtro e transferidas para tubos de 15 mL, os quais foram centrifugados a 5.000 rpm por 30
minutos. Os sobrenadantes foram descartados e os precipitados suspendidos em 1,0 mL de
tampao TE pH 8.0.

Para o processo de enriquecimento da cultura (BIO-PCR), foi retirada uma aliquota de
200 pL do extrato e incubado em 500 pL de meio liquido semi-seletivo (fosfato de potassio
monobasico 1,3 g; fosfato de potassio dibasico 1,7 g; sulfato de magnésio hidratado 0,1 g; cloreto
de sodio 4,2 g; celobiose 2,0 g; extrato de levedo 1,0 g; 1,6 mL de cefalexina; q.s.p 500 mL)
durante uma noite e mantido em agitador a temperatura ambiente.

A deteccdo das fitobactérias foi efetuada por meio de amplificagdes utilizando-se os
primers espécie-especificos desenhados a partir de aliquotas de 1; 2,5 e 5,0 uL. das suspensdes
obtidas no processo de extragdo do patdgeno das sementes e apos o enriquecimento das culturas
(BIO-PCR). As condig¢des de amplificagdo utilizadas estdo na Tabela 3. Os perfis obtidos foram
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visualizados em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo (10 mg/mL), visualizado em

transiluminador de luz ultra-violeta e fotografado em sistema digital Alpha Innotech 2200.

5. RESULTADOS

5.1. Analise de PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) da regiao
espacadora 16S-23S RNAr

Os produtos obtidos através da amplificacdo por PCR da regido espacadora foram
submetidos a digestdes com as endonucleases Mbo 1, Rsa | e Alu 1 (dados ndo apresentados) e

Hae 111, Dde 1, Hpa 11 (Figura 4), gerando perfis de restri¢cdo diferentes para cada um dos géneros

analisados.
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Figura 4. Digestdo dos produtos de amplificagdo correspondentes a regido espacadora:
(M) marcador de peso molecular 100 pb (Fermentas); Linhagens de Xag: (1) IBSBF 2440"
(2) IBSBF 2448; (7) IBSBF 2440"; (8) IBSBF 2448; (13) IBSBF 2440"; (14) IBSBF 2448;
Linhagens de Psg : (3) IBSBF 1462"; (4) IBSBF 355 ; (9) IBSBF 1462"; (10) IBSBF 355;
(15) IBSBF 1462"; (16) IBSBF 355; Linhagens de Cff: (5) IBSBF 1290"; (6) IBSBF 2868;
(11) IBSBF 1290"; (12) IBSBF 2868 (17) IBSBF 1290"; (18) IBSBF 2868.

Nas digestdes com Hae IlII, as linhagens de Xag apresentaram dois fragmentos de
aproximadamente 750 pb e 120 pb; as linhagens de Psg apresentaram trés fragmentos de
aproximadamente 500 pb, 320 pb e 180 pb; e as linhagens de Cff apresentaram dois fragmentos
de aproximadamente 500 pb e 480 pb. Nas digestdes com a endonuclease Dde I as linhagens de
Xag apresentaram dois fragmentos de aproximadamente 400 pb, 300 pb e dois fragmentos abaixo
de 100 pb; as linhagens de Psg apresentaram quatro fragmentos de aproximadamente 450 pb, 320
pb, 120 pb e um abaixo de 100 pb; e as linhagens de Cff (IBSBF 1290" ¢ IBSBF 2868)

apresentaram variagdo no tamanho de um dos fragmentos obtidos, possivelmente devido a uma
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diferenga infra-especifica. Nas digestdes com a endonuclease Hpa II, as linhagens de Xag
apresentaram trés fragmentos de aproximadamente 390 pb, 300 pb e 270 pb; as linhagens de Psg
apresentaram quatro fragmentos de aproximadamente 320 pb, 300 pb , 180 pb e 110 pb; e as
linhagens de Cff apresentaram trés fragmentos de aproximadamente 500 pb, 300 pb e 180 pb. Os
resultados de PCR-RFLP da regido espagadora 16S-23S RNAr mostraram que essa abordagem

pode ser uma ferramenta importante na diferenciacdo das fitobactérias que afetam a soja.

5.2 Desenho de primers espécie especificos e testes de especificidade
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