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Introducao

A mancha bacteriana do tomateiro (Solanum
lycopersicum L.) é uma doenca de ocorréncia
mundial que compromete a tomaticultura uma
vez que causa reducao na produtividade, por
provocar reducao na area foliar fotossintetizante,
queda de flores e frutos em formacao e perda

do valor comercial dos frutos, além de ser
transmitida por sementes infectadas (JONES et al.,
1991; QUEZADO-DUVAL; LOPES, 2010). Sabe-
se que em condi¢cdes experimentais de campo, a
doenca pode causar perdas de até 52% na
producao de tomate rasteiro (QUEZADO-SOARES
et al., 1998).

Os sintomas da mancha bacteriana sao lesdes
necréticas irregulares na parte aérea da planta. Em
ataques severos, as lesOes foliares podem coalescer
e provocar amarelecimento e morte das folhas,
dando um aspecto de queima das plantas, o que
também expobe os frutos a escaldadura pelo sol
(QUEZADO-DUVAL; LOPES, 2010).
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Atualmente, sabe-se que a doenca pode ser causada
por até quatro espécies do género Xanthomonas:

X. euvesicatoria, X. vesicatoria, X. perforans e X.
gardneri (JONES et al., 2004). Essas quatro espécies
ja foram relatadas em lavouras de tomate no Brasil,
tanto destinadas ao processamento industrial como
para o consumo /n natura (QUEZADO-DUVAL et

al., 2005; PEREIRA et al., 2011). A ocorréncia
dessas espécies nas lavouras inicialmente deve estar
relacionada a sua ocorréncia na fonte de inéculo
primario da epidemia, como por exemplo, sementes
e/ou plantas voluntérias. J& a predominancia de

uma determinada espécie parece estar associada
nao apenas a sua aptiddao competitiva (HERT et

al., 2009), mas também a interacées com fatores
ambientais (ARAUJO et al., 2011).

Algumas metodologias para deteccao das
espécies causadoras da mancha bacteriana,

com base na técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (polymerase chain reaction - PCR) ja
foram desenvolvidas (LEITE JUNIOR et al., 1995;
CUPPELS et al., 2006; MORETTI et al., 2009),
porém, a nao diferenciacdo de todas as espécies
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ou a necessidade de mais de uma etapa de PCR,

limita a eficiéncia do método e reduz a agilidade

na diagnose, respectivamente. J& Koenraadt et al.
(2009) desenharam iniciadores para os quatro agentes
causadores da doenca, os quais foram selecionados
para este trabalho, haja visto a presenca de um complexo
de espécies associado a mancha bacteriana no pais.

Assim, o estabelecimento de uma metodologia para
a rapida e eficiente diagnose da doenca e deteccao
do(s) patégeno(s) envolvido(s) mostra-se necessaria,
tanto para trabalhos de rotina como de pesquisa
relacionados ao patossistema. Neste Comunicado
sao relatados os procedimentos para a identificacao
molecular das quatro espécies de Xanthomonas
associadas a mancha bacteriana do tomateiro,

de maneira isolada ou simultanea, utilizando-se
iniciadores especificos e as técnicas de PCR e PCR
multiplex, respectivamente. Tais procedimentos
foram validados no Laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Hortalicas, Brasilia, DF, utilizando-se uma
gama de isolados brasileiros associados a doenca,
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em um trabalho especifico para esse fim (ARAUJO

et al., 2012).

Tipos de amostra

Os protocolos podem ser aplicados para DNA
purificado, suspensao bacteriana ou folhas
sintomaticas.

DNA purificado

Para a extracao de DNA indica-se a metodologia
proposta por Mahuku (2004) com modifica¢des,

a qual nao utiliza Fenol-Cloroférmio em seu
procedimento. Isolados cultivados em meio Agar-
Nutriente (AN) e incubados a 28°C por um periodo
de 3 a b dias, devem ser repicados e mantidos sob
as mesmas condicoes de temperatura por mais

48 horas. Apds, realiza-se a incubacdo em meio
liquido Caldo-Nutriente (CN) por 16 a 24 horas

em temperatura ambiente. Posteriormente a essas
etapas, procede-se como ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. Esquema simplificado de processo de extracdo de DNA proposto por Mahuku (2004) que pode ser utilizado
de forma satisfatéria para as quatro espécies de Xanthomonas associadas a mancha bacteriana do tomateiro.
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Apds a etapa 12, adiciona-se 70 ul de Tris-EDTA
(10 mmol I'" Tris-HCI pH 8,0; 0,5 mol I'" EDTA) com
RNAse (1 mg ml') e mantém-se o DNA a - 20°C
até a utilizacao na PCR.

Suspensdo bacteriana

Apés crescimento puro da massa bacteriana

em meio de cultura AN, procede-se o preparo

de suspensao bacteriana em agua destilada

e autoclavada e ajusta-se a concentracao

em espectrofotémetro (OD,,, = 0,3) para
aproximadamente 5 x 102 UFC ml'. Uma forma
mais simples de preparo da suspensao, que também
funciona bem para este método, é a adicao de duas
alcas de platina de 10 ul (trés a quatro col6nias) em
200 ul de agua estéril, conforme ja realizado por
Ozdemir (2005).

Preparacdo do extrato de folhas sintomaticas

Folhas sintomaticas devem ser destacadas e
lesdes individuais maceradas em 200 ul de agua
destilada autoclavada, como demonstrado na
Figura 2. A partir do extrato obtido, retira-se 2

Ml para composicao da PCR. De forma geral, os
extratos brutos das folhas sintomaticas inibem a
PCR, dificultando a deteccéao, logo, é apropriado
realizar uma diluicado (1:10) para que o método seja
eficiente, evitando falsos negativos. Até a diluicao
de 1:1000 é aceitavel para a eficiéncia deste
método.

Tabela 1. Iniciadores especificos para as diferentes
espécies de Xanthomonas associadas a mancha
bacteriana do tomateiro.
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Figura 2. Esquema simplificado do processo de
maceracao de lesGes individuais de folhas de tomate
com sintomas de mancha bacteriana do tomateiro.

Iniciadores especificos (“Primers”)

Os iniciadores utilizados foram desenhados por
Koenraadt et al. (2009), com base em fragmentos
de DNA especificos gerados por AFLP, e estao
descritos na Tabela 1.

e - . Fragmento

Iniciadores Espécies Sequéncia Esreradaliph)
Xanthomonas

BS-XeF euvesicatoria CATGAAGAACTCGGCGTATCG 173

BS-XeR GTCGGACATAGTGGACACATAC

BS-XvF Xanthomonas CCATGTGCCGTTGAAATACTTG 138

BS-XvR vesicatoria ACAAGAGATGTTGCTATGATTTGC

BS-XpF Xanthomonas GTCGTGTTGATGGAGCGTTC 197

BS-XpR perforans GTGCGAGTCAATTATCAGAATGTGG

BS-XgF Xanthomonas TCAGTGCTTAGTTCCTCATTGTC 154

BS-XagR gardneri TGACCGATAAAGACTGCGAAAG

Programa da PCR

O programa utilizado para realizacdao da PCR, tanto
para a PCR convencional como para a multiplex, é
de 94°C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos de:
94°C por 30 segundos para desnaturacao, 66°C por
1 minuto para anelamento e 72°C por 1 minuto para
extensao. Por fim, uma extenséao final a 72°C por 7
minutos.

Protocolo para PCR convencional

A reacao utilizada na PCR convencional deve ser
composta de: Tampao 1X; 1,5 mM de MgCIz;
0,2 mmol I'" de cada um dos dNTPs; 2 umol I' de
cada iniciador; 1,26 U de Tag DNA polimerase;
aproximadamente 50 ng de DNA; e dgua Milli-Q°
para um volume final de 12 ul.

Os fragmentos amplificados resultantes da

PCR convencional devem ser analisados em gel
de agarose (1,5%) em tampao TBE 0,5X, por
eletroforese conduzida a 100 V durante 2 horas
e digitalizados em fotodocumentador sob luz UV
(Figura 3 - A, B, C e D).

Protocolo para PCR multiplex

Para utilizacdao dos quatro pares de iniciadores e
deteccao dos diferentes patégenos, utiliza-se o
mesmo programa descrito para PCR convencional.
As reacdes sdao compostas quadruplicando

os volumes dos reagentes utilizados na PCR
convencional. Com isso, cada reacao contém 4,8 ul
de Tampao 1X; 1,44 ul de MgCI2(1,5 - 1,33 mmol
I"); 3,84 ul do mix de dNTPs (0,2 - 0,18 mmol |"de
cada dNTP); 19,2 ul de um mix contendo os quatro
pares de iniciadores (2,0 — 1,77 umol I para todos
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os iniciadores); 1 ul de Tag DNA polimerase (1,26

- 1,11 U); 13,72 ul de 4gua Milli-Q°; e aliquotas

de 2 ul dos diferentes DNA’s alvo. A depender da
combinacao de DNA das diferentes espécies, o
volume final da PCR multiplex varia entre 46 e 52 ul.

Os fragmentos amplificados resultantes da PCR
convencional sdo analisados em gel de agarose
(3,0%) em tampao TBE 0,5X, por eletroforese
conduzida a 100 V durante 3 horas e digitalizados
em fotodocumentador sob luz UV (Figura 3 - E).

Dessa forma é possivel realizar a deteccao e
identificacdo de cada uma das espécies de
Xanthomonas envolvidas no complexo da mancha

Figura 3. Fragmentos das diferentes espécies de

Xanthomonas causadoras da mancha bacteriana do
tomateiro obtidos com os iniciadores especificos.

A - fragmentos de DNA de X. euvesicatoria
amplificados com os iniciadores Bs-XeF/Bs-XeR. B —
fragmentos de DNA de X. vesicatoria amplificados
com os iniciadores Bs-XvF/Bs-XvR. C — fragmentos
de DNA de X. perforans amplificados com os
iniciadores Bs-XpF/Bs-XpR. D — fragmentos de

DNA de X. gardneri amplificados com os iniciadores
Bs-XgF/Bs-XgR. E — fragmentos amplificados das
diferentes espécies por meio de PCR multiplex. XE

= Xanthomonas euvesicatoria; X\ = X. vesicatoria;
XP = X. perforans; XG = X. gardneri CN — Controle
Negativo. M — Marcador Molecular (100 bp DNA
Ladder, Invitrogen).

bacteriana do tomateiro utilizando o conjunto de
reacao e programa da PCR multiplex. Isto é, quando
se utiliza DNA purificado ou suspensao bacteriana
de apenas uma Unica espécie, a PCR multiplex,
contendo uma mistura dos quatro pares de
iniciadores é capaz de identificar o DNA da espécie
presente, aparentemente sem nenhuma competicao
ou inibicao entre os iniciadores.

Da mesma forma, quando da combinacado de mais
de uma espécie por reacao, o método é capaz de
detectar cada espécie separadamente num mesmo
gel e em uma Unica etapa. Em todas as combinacoes
possiveis, fragmentos esperados sao amplificados
para os diferentes casos, ou seja, obtém-se de um

a quatro fragmentos em gel de agarose (3,0%)

a depender da combinacao de espécies utilizada
(Figura 3 — E).

Uma técnica que seja capaz de identificar

o patdégeno diretamente de uma lesao e
consequentemente, diagnostica a doenca, como o
apresentado agiliza o processo diagndstico e pode
servir como ferramenta adicional de fiscalizacdo para
érgaos quarentenarios.
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