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RESUMO

MIRANDA, Tatiana David.Otimizagc&do da PCR para Detec¢édo d€anthomonas
campestris pv. viticola em Videiras Assintomaticas2011. 37f. Trabalho de Concluséo de
Curso Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas — Uninarde de Brasilia, Brasilia, 2011.

O cancro bacteriano da videira, causado Xanthomonas campestry. viticola Nayudu
(Dye), foi detectado no Brasil pela primeira vez @898, no municipio de Petrolina,
Pernambuco. Posteriormente, casos da doenca fetatados na Bahia, Piaui, Ceara, Goias e
Roraima. O cancro da videira representa a doencizri@na mais importante da regido do
Vale do Submédio Sdo Francisco, apresentando mual@xpressiva e grande importancia
econdmica. Considerando a crescente preocupacdo asmde material propagativo livre da
doenca, a possibilidade de sua disseminacao paesoagioes produtoras e a necessidade de
comprovacao da sanidade de mudas, este trabakha@devo objetivo a deteccdo Hec. pv.
viticola em frutos e cachos assintomaticos, de forma aizastina deteccdo molecular do
patégeno, e de determinar o limite minimo de déeata bactéria por PCR (Reacdo da
Polimerase em Cadeia) e Bio-PCR aliado ao uso a® semi-seletivo NYDAM. Nos ensaios
realizados para deteccédo Hec. pv. viticola foram utilizados cachos de videira inoculados
artificialmente com suspensdes de diferentes coraggies da bactéria. Os cachos inoculados
foram lavados e foi realizada a PCR direta apégitegacao de aliquotas do lavado. Para a
Bio-PCR, foi utilizada uma etapa de enriquecimestopopulacdo bacteriana presente nos
frutos em meio NYDAM. Os ensaios demonstraram gpessivel detectaX.c. pv. viticola a
partir de frutos assintomaticos que possuem umeabzoncentracdo de células da bactéria
aderidas a sua superficie (21fic/ml), por meio da Nested-PCR realizada direidavado
destes frutos ou através da Bio-PCR. Os resultadisaram que o tempo de enriquecimento
influenciou diretamente na sensibilidade do métddaleteccdo, assim como a diluicdo do

lavado das placas.
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CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. A CULTURA DA VIDEIRA

A videira (Vitis spp.) pertence a ordeRhamnalesa familiaVitaceaee ao género
Vitis, que possui cerca de 50 espécies conhecidas. iAfrdamente 35 destas apresentam
algum valor econémico para cultivo ou para fingraghoramento genético. As espédiss
vinifera L. (de origem europeia)\ditis labruscal. (de origem americana) destacam-se dentre
as demais devido a primeira ser conhecida comoupcl de uvas finas, e a segunda como
produtora de uvas rasticas. As variedades da es@éwiniferaapresentam baixa resisténcia
a algumas doencas e sdo altamente exigentes ays tmafturais (SILVA & CORREIA,
2000).

A videira é uma das frutiferas mais plantadas nodouExistem cerca de 10 mil
variedades, adaptadas aos mais diversos tiposirda el de solo. Assim, as videiras sao
cultivadas tanto em regides de clima tropical quamh regides de clima temperado, contudo
em areas tropicais e subtropicais elas podem aypaegseaior crescimento, podendo produzir
mais de uma safra ao ano (PEARSON & GOHEEN, 1998m disso, as uvas sao
extremamente sensiveis, variando de acordo conoraicdes edafoclimaticas do ambiente
em que se desenvolvem, podendo apresentar variag@saor, tamanho, formato, coloracao,

entre outros.

A viticultura pode ser realizada em praticamenttterritorio brasileiro. De acordo
com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatéstr IBGE — (2011), atualmente os estados
produtores sédo: Rio Grande do Sul, Santa CatdP@@na, Sdo Paulo, Minas Gerais, Bahia e
Pernambuco. Entretanto, a viticultura esta senduaintada em outros estados como Mato
Grosso do Sul, Goias, Espirito Santo, Ceara e MaELLO, 2010). No Brasil, seu cultivo é
destinado a producao de frutasiatura sucos, vinhos e outros derivados.

Existem dois tipos de uvas de mesa sendo produnidddrasil: as uvas comuns de

mesa, na qual a maior parte é constituida de \ate=dou hibridas dé. labruscatém como
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caracteristicas bagas médias a grandes e polpdaginosa, sendo as variedades Isabel e
Niagara exemplos deste grupo; e as uvas finas d&,nigle abrangem em sua maioria
variedades da espédie viniferg tendo como caracteristicas bagas grandes e pafpasa.

Fazem parte deste grupo as cultivares (cvs.) ReldeG Italia.

O polo fruticola Petrolina-PE/Juazeiro-BA, situado Vale do Submédio Sao
Francisco, € o principal centro produtor e expantade uvas de mesa do Brasil, sendo
responsavel por 95% das exportacdes nacionais ak finas de mesa. Essa regido possui
mais de 9000 hectares de area cultivada (OLIVEIR#.£2008/2009).

No Vale do Submédio Sao Francisco, a cultura dainidtem se expandido
significativamente nos ultimos anos, destacandoeses altos rendimentos alcancados e pela
qualidade do produto. Isso se deve as condicOdsdtidaaticas encontradas no semiarido
que, aliadas ao manejo das podas, ao controlecbiddm o uso de técnicas modernas de
irrigacdo, e a aplicacdo de fertilizantes, defersi® agentes quimicos reguladores, garantem
um rapido crescimento dos vinhedos. Dessa fornpmsséivel que em 1 ano e meio apés o
plantio obtenha-se a primeira safra, e que sejaidasbaté 2,5 safras ao ano, superando a
produtividade média nacional (SILVA & CORREIA, 2000

Segundo Silva e Correia (2000), a viticultura destse, também, pela grande
importancia socioecondmica para a regido semid@tidBrasil, gerando um elevado nimero
de empregos diretos e indiretos. A videira cultavado nordeste gera cerca de 5

empregos/hectare/ano, representando o maior iadice as culturas perenes e anuais.

2. O CANCRO BACTERIANO DA VIDEIRA

A rpida expansao do cultivo da videira e a intgé@aude novas variedades, além das
condigbes climaticas predominantes no Vale do Sdmm&&o Francisco, favorecem o
surgimento de problemas fitossanitarios — entrguass se destaca o cancro bacteriano — que,

se nao forem contornados, podem trazer sériosiposjeconémicos.

Em 1998, foi detectado pela primeira vez no Brasih, parreirais do Vale do Sao

Francisco no municipio de Petrolina, Pernambucoarcro bacteriano da videira causado
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pela bactériakanthomonas campestiw. viticola Nayudu (Dye) (MALAVOLTA JR. et al.,
1999a; LIMA et al., 1999). Foram coletadas amostiavariedade Red Glob¥.(viniferg
exibindo sintomas nas folhas, peciolos, hastes neogae, apds isolamentos e testes
bioguimicos, foi comprovado que se tratava da biac¥éc. pv. viticola (MALAVOLTA JR.

et al., 1999a). Esse foi o segundo relato destteti@®e no mundo, sendo que 0 primeiro
relato ocorreu na india em 1972 (NAYUDU, 1972).

A bactériaXanthomonas campestfiw. viticola, descrita comd®seudomonas viticola
sp. nov. por Nayudu (1972), apresenta células emaae bastonete com dimensdes de 1,2 a
2,5um, possui um flagelo polar, ndo utiliza nitrato @ofonte de nitrogénio e nado utiliza
asparagina como principal fonte de carbono e rétray Suas colbnias sao arredondadas,
convexas, brilhantes com bordos lisos, de colorag@me-esbranquicada em meio agar-
nutritivo, devido a ndo producédo de xanthomonaeimpagmento caracteristico das bactérias
do géneroXanthomonagFigura 1). S8o gram-negativas, oxidativas, cmasibem em sais de
amonio e acido glutamico, embora seu melhor crestionseja em caseina hidrolisada
(NAYUDU, 1972). Temperaturas em torno de 25 a 38°@lta umidade relativa do ar sdo

condi¢des que favorecem o desenvolvimento da lactéer

FIGURA 1. Col6nias deXanthomonas campestiis. viticola em meio 523 de Kado (KADO
& HESKETT, 1970)Figura 1A: de Halfeld-Vieira e Nechet (2006).
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E possivel que o patdgeno responsavel pelo carsmierano da videira tenha sido
inadvertidamente introduzido no Brasil através sta@s da variedade Red Globe, originarias
da india. Casos da doenca ja foram relatados wadassde Pernambuco, Bahia, Piaui, Ceara,
Goias e Roraima (MALAVOLTA JR. et al., 1999a; LIM al., 1999; ARAUJO et al., 1999;
MALAVOLTA JR. et al., 1999b; FREIRE & OLIVEIRA, 200 JUNQUEIRA et al., 2006;
HALFELD-VIEIRA & NECHET, 2006).

Inicialmente, a doenca foi observada em plantio®socom incidéncia de até 100%
em Red Globe e em cultivares de uvas sem semdatéwam registrados sintomas do cancro
bacteriano em videiras das cultivares: Red Gloleele®e, Italia, Festival, Brasil, Ribier,
Piratininga, Patricia, Catalunha e Benitaka. Asedades pertencentes a espétieinifera
sdo0 mais suscetiveis ao cancro bacteriano do quepeda®ncentes aVv. labrusca
(MALAVOLTA Jr. et al., 2003) (Anexo Il, Tabela 3).

O cancro bacteriano da videira apresenta atualmeai@éncia expressiva e grande
importancia econémica, sendo a doenca bacterianaléisa de maior importancia na regiao
do Vale do Séo Francisco. Essa doenca impede sittraie materiais propagativos a partir
dos estados onde a bactéria foi detectada, limié@esso da uva da regido nos mercados
interno e externo, além de pbér em risco a competitde da regido em termos de
produtividade. Isso porque a bactéxi&. pv. viticola € considerada uma praga quarentenaria
A2 — de importancia econdémica potencial, mas queeas& amplamente distribuida no pais,
sujeita a programa oficial de controle de acordm @lnstru¢cdo Normativa n°® 41, de 1 de
julho de 2008 do Ministério da Agricultura, Pecaaei Abastecimento - MAPA - (BRASIL,
2008).

Os sintomas da bacteriose nas videiras do Vale @o Bancisco aparecem
preferencialmente no primeiro semestre do ano, potas que apresentam alta umidade
relativa e temperatura elevada, periodo em qudeacfio é mais intensa (ARAUJO et al.,
1999). Em plantas infectadas, os sintomas do cdraxteriano na folha surgem inicialmente
como pontos necréticos, com ou sem halos amarelgomdendo coalescer causando
crestamento e destruicdo de extensas areas do fohao (Figura 2 A e B). Essas lesdes
podem se concentrar em grande numero nos bordédhda ao redor de ferimentos e nas
nervuras. Também pode ocorrer nas folhas a formdedmanchas setoriais e pardacentas
(NASCIMENTO et al., 2000).
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Nas nervuras e peciolos das folhas, nas raquidrdims e nos ramos 0s sintomas
observados sdo manchas escuras e alongadas, queaatucio da infeccdo, transformam-
se em cancros podendo atingir de 3 a 5 cm de édemprofundando-se nos tecidos e
atingindo os vasos condutores, provocando o colapstransporte da seiva (FREIRE &
OLIVEIRA, 2001) (Figura 2 C, D e E).

Os sintomas do cancro bacteriano da videira af@tflorescéncias, causando necrose
em cachos ja formados, o que compromete os ranooipros e reduz a producédo (Figura
1E). As bagas sdo desuniformes em tamanho e cdengdo apresentar lesdes necroticas,
grosseiramente arredondadas, semelhantes a cafMAIsAVOLTA JR. et al., 1999a)
(Figura 3). De acordo com LIMA (2000), em cachofoj@nados sédo observados sintomas de
murcha em bagas, apGs a necrose da raquis e pediceitensidade dos sintomas causados
pela bactériaaria de acordo com o nivel de tolerancia de cadi@dade & doenca, e segundo
as condi¢cdes ambientais.
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FIGURA 2. Sintomas do cancro bacteriano da videira, causad¥anthomonas campestris
pv. viticola: 2A. Pontos necréticos na folha (L.C. TRINDADEB. Intensa queima foliar e
manchas angulares acompanhando, principalmentejeasairas (HALFELD-VIEIRA &
NECHET, 2008)2C e 2D.Cancros tipicos da doenca em ramos de vid2a fIALFELD-
VIEIRA & NECHET, 2008;2D: L.C. TRINDADE); 2E. Necrose da raquis e pedicelo (LIMA

et al., 1999).
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FIGURA 3. Sintomas do cancro bacteriano da videira nas b&fa® 3B: Lesoes
necréticas3A: TRINDADE, 2007;3B: L.C. TRINDADE).

Segundo Silva (2009), a bactéNec. pv. viticola foi capaz de sobreviver em tecidos
infectados de videira na superficie do solo, péo pgeenos 80 dias em altas populacdes. Essa
constitui uma fonte de indculo primario para plargadias. Essa bactéria também é capaz de
sobreviver em ramos de videira, associada a inésclgiientes nas plantas assintomaticas, nos
cancros formados pela doenca e na superficie deshasfolnas com sintomas do cancro
bacteriano, inclusive em folhas assintomaticas gn@ntes de areas afetadas pela doenca.
Isso demonstra a importancia dos 6rgaos vegetati@#osdeira como fonte de disseminacao
da bactéria. Assim, este patégeno pode ser disadmatravés de restos de cultura infectados
espalhados pelo pomar ou aderidos a veiculos, @asple principalmente a: contentores,
tesouras, luvas e canivetes utilizados na collugtéutos de plantas doentes que nao foram
desinfestados ap6s o uso (MARIANO et al., 2001lprAgas distancias a disseminacao ocorre
por respingos de agua de chuva ou irrigacao. Aipega no Vale do Submédio Sao Francisco
tenha um curto periodo de chuvas, a disseminacsgta dactéria ocorre com maior rapidez
durante esse periodo (ARAUJO et al., 1999; NASCINIENet al., 2000).

Formas de irrigacdo do tipo sobre-copa, como ars&peconvencional e o pivd
central, favorecem a disseminacao da bactéria meigg. Os tratos culturais como: a poda, o
raleio de bagas, a colheita, a desbrota, a torgdardos, a gradagem, a capina, a rocagem, as
pulverizacdes e a aplicacdo de herbicidas por kamdbém favorecem a distribuicdo da
doenca (MARIANO et al., 2001).

Todos agentes de ferimento da planta sdo impostgr@e a penetracdo do patégeno,

principalmente os tratos culturais e o vento fotdactéria se multiplica rapidamente apés a
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penetracdo, colonizando os espacos intercelular@sngindo os vasos condutores, sendo
transmitida a todos os 6rgéos da planta (MARIAN@It2001).

A aquisicdo de material propagativo, como mudastacas sem certificacao, tem
contribuido para a introducéo ¥ec. pv. viticola em parreirais nos quais a doenca ainda nao

ocorreu. Mudas ou bacelos infectados irdo origiemtas doentes, disseminando a bactéria.

O cancro bacteriano da videira pode ser controdthvés da aquisicdo e do uso de
material propagativo livre de infeccdo, associaqoaicas de manejo que possam limitar a

sobrevivéncia e a disseminacao da bactéria.

O controle desta doenca é complexo, pois ndo exigtedutos registrados especificos
para o cancro da videira. O controle quimico pacarcro bacteriano da videira é realizado
de forma preventiva, através da aplicacdo de coimpasipricos e calda bordalesa logo apoés
a poda, a brotacédo, e quando ocorrerem ferimemt®plantas. O uso exclusivo de compostos
a base de cobre nem sempre é efetivo para a cudaeiga, tendo em vista que existem
estirpes deX.c. pv. viticola que apresentaram variabilidade na tolerancia doreco
(MARQUES, 2007; MARQUES et al., 2009).

Outras medidas preventivas sdo recomendadas de fanmterferir na disperséo da
doenca. Dentre estas acOes, destacam-se: a podande doentes, queima de restos de
cultura, erradicacdo de plantas severamente awcdesinfestacdo de ferramentas utilizadas
no trato cultural e eliminacéo das plantas invasagae sdo possiveis hospedeiros alternativos
do patégeno (PEIXOTO et al., 2007).
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CAPITULO 2

OTIMIZACAO DA DETECCAO MOLECULAR DE Xanthomonas

campestris pv. viticola EM VIDEIRAS ASSINTOMATICAS

1. INTRODUCAO

A bactéria fitopatogénicXanthomonas campestnw. viticola é o agente causal do
cancro bacteriano da videira. Essa doenca afetaltvac de uvas de mesa na regido de

Petrolina-Juazeiro, no Vale do Rio Séo FranciséMA et al., 1999).

O cancro bacteriano da videira foi detectado nsiBpeela primeira vez em 1998 e é
uma doenca de ocorréncia geografica ainda resgte pais. Os primeiros relatos da doenca
ocorreram em Pernambuco e na Bahia (MALAVOLTA JRalg 1999a; LIMA et al., 1999;
ARAUJO et al., 1999). Mais tarde, focos foram rergisos no Piaui, no Ceara, em Goias e em
Roraima (MALAVOLTA JR. et al., 1999b; FREIRE & OLBIRA, 2001; JUNQUEIRA et
al., 2006; HALFELD-VIEIRA & NECHET, 2006). O trartei de mudas constitui-se uma
forma de introducéo da bactéria em locais aindeafétados por essa doenca.

Trindade e colaboradores (2007) desenvolveram urtodoémolecular capaz de
detectar e identificar a bactéria causadora dorodvecteriano da videira, a partir do uso da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com oligartiddes iniciadores p(imers
especificos. A utilizacdo de técnicas molecularessiitui uma ferramenta adicional as
técnicas convencionais, como meios seletivos,datdepatogenicidade, testes bioquimicos e
sorologia, permitindo maior rapidez e agilidadedeteccdo e identificacdo do patégeno. A
PCR envolve sucessivas amplificagfes de regidec#gas do DNA do patégeno-alvo, por

isso tem sido amplamente utilizada na diagnoseodegahs de plantas.

Mesmo com o sucesso da PCR na identificacdo depX.eiticola em meio de cultura
(TRINDADE et al., 2007), algumas dificuldades staigi na adaptacdo do método para a
deteccdo direta do patdgeno em tecidos infectapioscipalmente assintométicos. Para
reduzir este problema e aumentar a sensibilidaddetkccdo, adotou-se a Bio-PCR. Essa

técnica envolve o enriquecimento em meio de culilargopulacdo bacteriana associada ao
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material a ser testado para, em seguida, seradala PCR. Esse método pode ser aplicado a
partes da planta com populacdes residentes daribang superficie dos tecidos, mesmo

assintomaticas.

Em alguns ensaios, durante o desenvolvimento d&8iR para deteccao dec. pv.
viticola, foram observadas amostras com sintomas tipicosadoro, mas que nao foram
positivas por PCR, indicando a ocorréncia de falsegativos. Isso foi atribuido a alguns
fatores: a presenca de inibidores no meio de eaulisado (meio 523 de Kado) (KADO &
HESKETT, 1970); a presenca de populacdes bacteriammataminantes que podem
influenciar negativamente no crescimentoXde. pv. viticola e a distribuicdo irregular da
bactéria nos tecidos infectados. O uso do meio-setativo NYDAM (PEIXOTO et al.,
2006), associado a coletas mais abrangentes, padamimizar estes problemas.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como obijetivos:

» Auvaliar e otimizar a metodologia de recuperacaXaethomonas campestis. viticola
em cachos e frutos assintomaticos bem como asgimslde PCR com os iniciadores ja
disponiveis.

* Determinar o limite minimo de deteccaoXle.pv. viticola em frutos e cachos de videira
assintomaticos, através de Bio-PCR aliado ao usandm semi-seletivo NYDAM
(PEIXOTO et al., 2006).
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3. MATERIALE METODOS

Este estudo foi conduzido no Laboratério de Fitologia Molecular do
Departamento de Fitopatologia — Instituto de Ci@n@ioldgicas da Universidade de Brasilia

— durante o periodo de maio de 2010 a maio 2011.

Foram realizados 5 experimentos (Tabela 1) cometivb de otimizar a metodologia
de recuperacdo da bactéria em frutos, e deterroitiarite minimo de deteccdo déc. pv.
viticola em cachos assintomaticos inoculados artificialme®m todos os experimentos
foram empregados os mesmos procedimentos paraocdhi bactéria, producdo de inoculo,

inoculagdo, composicao das reacdes e programaadtlina PCR, conforme descritos abaixo.

3.1 — Isolado bacteriano e producéo de inéculo

Para a realizac&o dos ensaios, foi utilizado @@nlA-2, coletado em 2010 de ramos
da cv. Red Globe, no Projeto Bebedouro em Petrdi&a Sua identificagéo foi anteriormente
confirmada por PCR com os iniciadores especificoslK/Xcv3R. O isolado foi preservado

em agua Milli-Q estéril e mantido a temperatura iamte.

Para a producéo de indculo, o isolado A-2 foi eatlo em meio 523 de Kado (KADO
& HESKETT, 1970) ou em meio semi-seletivo NYDAM (RETO et al., 2006) a 28°C,
durante 48-72 horas. Em seguida, foi preparadasuspensao bacteriana concentrada{~10
ufc/mL, com base na escala 7 de McFarland) qudilidida em série em agua destilada estéril

para concentracées até’ Lec/ml.

3.2 — Inoculacéao artificial de cachos de videira

Os cachos de videiras adquiridos no comércio lecaparentemente sadios foram
separados em amostras de 100 a 110 g. Posteriesni@ntealizada uma lavagem desses em
agua corrente, e logo depois foi realizada umantiestacdo prévia dos frutos através de
imersdo em etanol 70% durante 10 a 15 minutos,d&gle trés a cinco lavagens em agua

destilada.

ApoOs esta etapa, as amostras foram inoculadas ywerizacdo com ~10 ml de

suspensao a diferentes concentracdes da bacthdg e controle negativo pulverizado com
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agua estéril. Foram sempre realizadas de 2-4 ¢@gstipor tratamento. Os cachos, dispostos
em bandejas de isopor, foram mantidos por 24 hiotesperatura ambiente para secagem.

3.3 — Recuperacéo da bactéria por lavagem, sedimegfo e plagueamento

Apds 24 horas, as bagas e raquis foram colocadd$)@ml de agua destilada estéril
em Erlenmeyers de 250 ml, que foram acomodadosyéadar horizontal (shaker) durante 1
hora e 30 minutos a 200 rpm. Em seguida, paralaaeao da PCR direta, foram retirados
0,5 a 1 ml do lavado dos frutos com trés repetigbasnazenados em microtubos Eppendorf
de 1,5 ml. Essas amostras foram centrifugadas @ut&minutos a 13.200 rpm e descartou-
se 0 sobrenadante. O sedimento foi ressuspendidéOeml de agua estéril. Com essas

amostras foram realizadas a PCR e a Nested-PC®remndescrito abaixo no item 3.4.

Para a Bio-PCR, foram retirados 100 microlitrqd) (do lavado dos frutos e
espalhados diretamente em meio NYDAM, com o auxdl® uma alca de Drigalski,
totalizando de duas a trés placas por amostra. ABé6&2 h a 28°C, todo o crescimento
microbiano das placas foi lavado e coletado com 2 @l de &gua destilada estéril e
armazenado em microtubos Eppendorf de 1,5 ml. @awas placas foi diluido com agua

estéril (1:10 ou 1:100) e guardado na geladeira atélizacado da PCR.

3.4 — PCR e eletroforese em gel de agarose

Em todos os ensaios de PCR foram incluidos comivates positivos: uma suspensao
de células da cultura pura da estirpe utilizada papulverizacdo nos frutos (A-2) e o DNA
purificado da bactéria. Como controle negativo @RRusou-se reacdes sem DNA, apenas

com adi¢cdo de agua.

Cada reacédo para amplificacdo do DNAXde. pv. viticolafoi composta de 7,5¢! de
agua Milli-Q esteéril, 1,2Ql de Tampao da Taq DNA polimerase 10X, 1,5mM deettode
magnésio, 10uM de cada dNTP, 0,iM de cada iniciador (Xcv3R e Xcv1F), 1U de Taq
DNA polimerase e 2,ul de DNA (a 10 ngil) ou do lavado das placas, completando um

volume final de 13ul.

O programa para amplificacdo consistiu de 5 etagade na primeira etapa ocorre a

elevacdo da temperatura a 95°C por 2 minutos pedesraaturacao inicial, 30 ciclos de 95°C
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por 1 minuto para desnaturacdo, 1 minuto a 64°€ gaelamento dgzimerse 2 minutos a
72°C para extensao, finalizando com um ciclo denirutos a 72°C. Ao todo, essas etapas

duram cerca de 2 horas e 30 minutos em termociclRRfic-100, MJ.

Para aumentar a sensibilidade da amplificacaorefizada também a Nested-PCR,
que emprega duas rodadas de PCR. A primeira écfaitaos iniciadores RST2/Xcv3R, que
amplificam fragmentos de 340 pares de bases (pb)pr@dutos da primeira PCR sao entao
diluidos com agua (1:50) e usados como molde pasaganda, com o par d&imers
Xcv1F/Xcv3R, tendo como produto amplificado fragnesnde 240pb.

Apés a amplificacdo do DNA, a detec¢do dos prodatoplificados foi feita atraves
de eletroforese em gel de agarose a 1%, em tanPB®BX, por cerca de 50 minutos a 90
V. ApOs a eletroforese, o gel foi corado durantaibutos em solucdo de brometo de etideo
(1,0 pg/ml) e descorado por 15 minutos em aguailatst Em seguida, o gel foi
fotodocumentado sobre a luz ultravioleta atravésistema de captura de imagem L-PIX ST

(Loccus Biotecnologia) (Figura 4).



TABELA 1. VariacOes do protocolo por experimento.
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Experimento 1 | Experimento 2 Experimento 3 Experimento 4 Experimento 5
107 ufc/ml /2 10° ufc/ml/ 2
10° ufc/ml / 3 10° ufc/ml / 3 10° ufc/ml / 3 ,
Tratamentos /n°® | 10Pufc/ml /3 10° ufe/ml / 2 10" ufe/ml / 2
_ 10° ufc/ml / 3 10° ufc/ml / 1 10° ufc/ml / 1
de repeticdes CN*/3 10t ufe/ml /2 10 ufc/ml/ 2
CN/2 CN/2 CN/2
10 ufc/ml/2  CN/2
Quantidade de
frutos por De 110a115¢g De 105a115¢ De 84 a 94 De 175 @ 80a9%5g
repeticao
Cultivar Italia Crimson Crimson Rubi Moscatel
Tempo de
24 horas 24 horas ~2 horas 24 horas 24 horas
secagem
Tempo de
_ _ 48 horas 48 horas 72 horas 72 horas ND**
enriguecimento
Diluicao do
lavado das 1:10 1:10 1:10 1:10 e 1:100 ND
placas

* Controle negativo: amostra inoculagargas com agua estéril.

** Nao Desenvolvido.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel detectar a bactéKanthomonas campesti. viticola através de Bio-
PCR em cachos de videiras inoculados artificialmeobm uma suspensdo de baixa
concentracéo (~2@fc/ml), além da suspensdo de alta concentraca® ¢fd/ml). Para isso,
foi necessario um maior tempo de enriquecimentpagailacdo bacteriana, que passou para
72 horas, uma vez que 48 h nao foi tempo suficipata o crescimento da bactéria a partir de
uma suspensao pouco concentrada, de forma a dieteptda PCR. Além disso, como
consequéncia do aumento do tempo de enriquecimantyagem das placas teve que ser
realizada com 2 ml de 4gua destilada estéril desm@rande crescimento microbiano nas
placas. Esse aumento de coldnias microbianas sastadimbém na necessidade de diluir os
lavados em 1:100, porque a amplificacdo € geraknemibida quando ha uma alta

concentracdo de células.

Considerando-se todos os experimentos de Bio-PCibe{d 2), 96,6% das 30
amostras inoculadas a ®@fc/ml foram amplificadas com sucesso, utilizarmigar de
primersXcv1F/Xcv3R e diluices de 1:10. Entretanto, agehd% das amostras a’18c/ml
foram positivas com as mesmas condi¢fes citadasi@mente. Para diluicdes 1:100, a
nica amostra de faufc/ml testada foi amplificada e 55,5% das 9 amassa 16 ufc/ml
também apresentaram resultado positivo. Com o goéwrode primers (RST2/Xcv3R) e
diluicdes de 1:10, a amplificacéo foi positiva e&188%6 das amostras a®fc/ml e em 5,5%
das a amostras inoculadas com afé/ml, considerando que este pamdienersfoi utilizado

para um namero menor de amostras.

Com a PCR direta, o uso de apenas um ciclo comicasdores XcvlF/Xcv3R néo
apresentou resultados positivos. Com o par RST3Ro#6,1% das amostras a°ific/ml
foram positivas, mas nenhuma amostraaf@ml foi amplificada. O uso da Nested-PCR foi
o que apresentou melhor resultado, amplificand6%Identre as 31 amostras dé @fc/ml,

2 amostras entre 4 de “10fc/ml e 16 ufc/ml, 1 amostra de um total de 4 d€ Lfc/ml e

94,7% das 19 amostras inoculadas com uma suspariskafc/ml.

A deteccéo de&.c. pv. viticola foi possivel também através da PCR feita direté&enen
do lavado dos frutos, em cachos inoculados com suspensdo de até 1@fc/ml de

concentragcdo, por meio da Nested-PCR. Esse métamkirau-se mais eficiente que a
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deteccao por Bio-PCR, tendo em vista os resultagessentados nos experimentos realizados
e 0 tempo gasto até a obtencdo dos resultadonieg@ssarios, no minimo, quatro dias para
gue sejam obtidos os resultados da Bio-PCR, enguprég para a PCR direta, por meio da
Nested-PCR, sdo necessarios no minimo 2. Numavpbsstuacdo de aplicacdo desse
método para avaliar cachos de uvas com suspeitardaminacdo com o0 agente do cancro
bacteriano, seriam necessérios 3 dias para obteloc@sultado com Bio-PCR e apenas 1 dia
com a Nested-PCR direta. A Bio-PCR, no entantteati®@ apenas ceélulas viaveis (que
cresceram no meio de cultura), enquanto a PCRadietle detectar DNA proveniente de
células mortas ou mesmo DNA livre, 0 que ndo teeiahum impacto quanto a disseminacao

da bactéria através de cachos e frutos.
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TABELA 2. Deteccdo molecular por PCR danthomonas campestiis. viticola em frutos
assintomaticos de videira inoculados artificialneent

Experimento 1

Amostra

Concentragao (ufc/ml)

Bio-PCR - Xcv1F/Xcv3R

D
\

D
\

10° °/ P
Experimento 2
Amostra Bio-PCR PCR-Direta
Co(ziglﬁﬁ?gao XcVIF/XcV3R | RST2/Xcv3R | RST2/Xcv3R|  Nested-PCH
10° 0/9 1/9 0/9 9/9
10° 8/9 719 6/9 9/9
Experimento 3
Amostra Bio-PCR PCR-Direta
CO(TE(?/T:]rI?QaO Xcv1F/Xcv3R RST2/Xcv3R | XcvlF/Xcv3R Nested-PCR
10° 0/9 0/9 0/9 1/9
10° 9/9 9/9 0/3 3/3
Experimento 4
Amostra Bio-PCR - Xcv1F/Xcv3R PCR-Direta
Co(zﬁglﬁﬁ?gao Diliig&o 1:10 | Diluigdo 1:100|  XcviF/Xcv3R  Nested-PCR
10° 279 5/9 0/9 419
10° 3/3 1/1 0/3 2/3
Experimento 5
Amostra PCR-Direta
Nested-PCR
Concentracao 1° Ciclo RST2/Xcv3R 2° Ciclo Xcv1F/Xcv3R
(ufc/ml)
107 0/4 0/4
10° 0/4 2/4
10° 0/4 2/4
100 0/4 0/4
10° 0/4 2/4
107 0/4 1/4
10 0/4 4/4

2NUmero de amostras positivas por PCRIiimero de amostras processadas.
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3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 1718

24 25 26 €P

500pb~>
200pb~>

FIGURA 4. Eletroforese em gel de agarose a 1% dos produt@®cdBCR de cachos de
videira inoculados artificialmente com trés diféemntratamentos: agua, suspensdo & 10
ufc/ml e suspensdo a ®l@ifc/ml, utilizando o par de iniciadores XcviF/X&3 M —
Marcador 100pb DNA Ladder (Ludwig - Biotec); CN -er@irole Negativo — agua; 1 a 4 —
amostras inoculadas com &gua; 5 a 13 — amostreslauas com suspenséo & Lfc/ml; 14

a 22 — amostras inoculadas com suspensad® aiftlnl; 23 — Suspensdo do crescimento
bacteriano em meio de cultura do isolado A-2 agatas; 24 — Suspensdo & ifc/ml
(isolado A-2), utilizada para inoculacdo nos frut®s — Suspenséo a®0fc/ml (isolado A-

2), utilizada para pulverizacéo nos frutos; 26 sgemsao do crescimento bacteriano em meio
de cultura da suspensdo®1ffc/ml (isolado A-2) apés 48 horas e CP — Contfdsitivo
(DNA purificado do isolado A-2).
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5. CONCLUSAO

1. A partir dos ensaios realizados, pode-se canglig € possivel detectdrc. pv. viticolaem
frutos assintomaticos que possuem uma populacdertzera residente em sua superficie, por

meio de Bio-PCR ou diretamente por Nested-PCR.

2. Os experimentos demonstraram que, para queesjaada a deteccdo molecularXle.

pv. viticola em cachos inoculados com uma populacéo bactebama (suspenséo a ~10
ufc/ml) com apenas uma rodada de PCR, é necessadaetapa de enriquecimento da
populacdo bacteriana por 72 horas. Mesmo assimsadatetectou a bactéria em 100% das

repeticoes.

3. Em relacdo ao tempo necessario para obtencaaedotados (presenca ou nao do
patégeno) a PCR direta com 2 rodadas (Nested-PGRinétodo mais rapido, no entanto,

pode detectar células mortas ou DNA livre, o gueé@ossivel com a Bio-PCR.
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FIGURA 5. Ciclo do cancro bacteriano da videira causadoqamthomonas campestips.

viticola, retirado de Mariano et al. (2001).
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ANEXO I

TABELA 3. Relacao de cultivares de videira e seus respeajiaass de suscetibilidade a
Xanthomonas campestiis. viticola.

Cultivar Espécie Grau de Suscetibilidade
Red Globe (V. viniferg alto
Thompson (V. viniferg meédio
Benitaka (V. viniferg meédio
Festival (V. viniferg médio
Sonaka (V. viniferg médio
Italia (V. viniferg meédio
Rubi (V. viniferg meédio
Niagara Rosada (V. labruscax V. viniferg baixo
Niagara Branca (V. labruscax V. viniferg baixo
Princés (Hibrido deV. viniferax ?) baixo

Adaptado de: BRASIL, Ministério da Agricultura, Récia e Abastecimento (MAPA),
Instrucdo Normativa n° 9, de 20 de abril de 2006.



