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Introdução
A ocorrência da mancha bacteriana marrom 

(MBM), causada por �������	�
����
��		����-
ciens pv. ��		����	�
��
��������	
��	�
������
em lavouras de soja no Brasil na safra 2011/12, 
nos municípios de Londrina e Guarapuava, PR 
(SOARES et al., 2013). A partir do primeiro re-
lato da ocorrência desta bactéria no Brasil, em 
feijão comum (Phaseolus vulgaris) no ano de 
1995 no Estado de São Paulo (MARINGONI; 
ROSA, 1997), o patógeno foi excluído da lista 
de pragas quarentenárias A1. Mesmo assim, 
medidas de contenção da dispersão da doen-
ça devem ser adotadas, bem como devem ser 
��
�	�������������	����������

����������������
a dispersão da doença no país.

Os sintomas causados pela doença consis-
�������
��
���������������������� ���������	-
róticas e necróticas nas folhas, que reduzem 
a área fotossintética. Em alguns casos, pode 
ocorrer murcha de plantas, prejudicando o 
pleno desenvolvimento das mesmas. Trata-se 
de uma bactéria que sobrevive no campo em 
restos culturais, sementes e no solo (EPPO, 
2011). A utilização de cultivares resistentes é a 
principal forma de controle da doença.

O presente trabalho teve como objetivo ava-
liar amostras de folhas de soja com sintomas 
semelhantes aos causados pela MBM, prove-
nientes de lavouras no Estado do Pará, coleta-
das em 2016, para determinar o agente causal 
do problema, baseando-se na avaliação dos 
sintomas apresentados nas plantas infecta-
das, bem como no isolamento, caracterização 
molecular e bioquímica do patógeno.

Material e Métodos
��	������ ��� �	����� ��� �	��� �	�� �������

cloróticas e necróticas foram coletadas no 
dia 13/05/2016, em lavoura do município de 
Paragominas, Pará, localizado na latitude de 2° 
����!"#�$�����	�%
�&������!'*�"+��+4#�:<�=��
�	�
à característica dos sintomas semelhantes aos 
causados pela MBM, procedeu-se as técnicas 

para obtenção de isolados bacterianos, onde 
pequenos pedaços das folhas foram cortados 
e desinfestados com álcool e hipoclorito de só-
�
	���&���	���������>����&������������?%&��
esterilizada, que foram transferidas na forma 
de estrias para placas de Petri com meio de cul-
tura NSA (nutriente-sacarose-ágar). Os cres-
cimentos bacterianos obtidos foram transferi-
dos em meio CNS (Clavibacter Nebraskensis 
Selective Medium), descrito por Behlau et al. 
(2006) como semi-seletivo para CFF. Os iso-
lados foram submetidos a testes de coloração 
diferencial de Gram e solubilidade em KOH 
(HALEBIAN et al., 1981) e inoculados em plan-
tas de soja de uma cultivar suscetível a CFF, 
cultivadas em casa de vegetação. As folhas fo-
ram inoculadas com o método de corte com te-
soura umedecida na suspensão (RAVA,1984), 
avaliando-se a presença de clorose e necrose 
ao redor do corte. Posteriormente, realizou-se 
a extração de DNA genômico (LI; DE BÖER, 
1995) dos isolados bacterianos obtidos das 
folhas de soja com sintomas da doença, se-
%&
������ �	�
���JQ	��	���&���� �
��U�W<����
amostras de DNA foram extraídas em dupli-
catas biológicas para cada isolado e submeti-
das a reação de PCR inicialmente com o con-
junto de primers bacterianos universal, FD1 
(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e RD1 
(5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) que am-
��

����	�%���� �
X	��	����+Y$� �Z[\$]^W_�
et al., 1991), como forma de controle endó-
geno da análise. Posteriormente, empregou-
-se os primers ���`�
�k�����w
�	�� CffFOR2 
(5’-GTTATGACTGAACTTCACTCC-3’) e 
CffREV4 5’-GATGTTCCCGGTGTTCGA-3’ de-
������	�� �����

�������� ����� �� 
����

��-
ção de CFF (TEGLI et al., 2002). Os produtos 
����

���	���	�����������	���	�������	�	�����
em gel de agarose a 1,2% em solução tam-
pão TAE 1X, corado com brometo de etídio e 
visualizado sob luz UV. Como controle positi-
vo, foram utilizadas amostras de DNA de três 

�	���	�� ��� ���� ����
������� 
����

���	�� ��
obtidos de soja (SOARES et al., 2013) e como 
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controle negativo, amostra de DNA de um iso-
lado de Xanthomonas axonopodis pv. glycines. 

Resultados e Discussão

Os dois isolados obtidos (Cff7 e Cff8) oca-
sionaram sintomas de clorose e necrose nas 
folhas das plantas inoculadas em casa de ve-
getação (Figura 1), similar aos sintomas oca-
sionados por MBM, além de apresentarem re-
ação Gram positiva e não serem solúveis em 
KOH, características estas próprias de bacté-
rias do gênero Curtobacterium.

No teste de PCR, todas as amostras dos 
diferentes isolados, bem como os controles 
�	�
�
�	������%��
�	�����

������	����%����	�
esperado de aproximadamente 1500 pb quan-
�	��������

��JQ	������%
Q	��	�%�����&���	-
�

��� 	� �W��� +Y$� X�����
��	�� ���	���������
�� ����

��X
�
����� ���� ������� ��
%&��� "�<�
�&���	������	������ �	��������

�������	��
os primers ���`�
�k�����w
�	��� �	�	��	�� 
�	-
���	�� ����

������ 	� ���%����	� �������	� ���
�44��X�����	������������
J����X
	��%
�������-
liadas (Figura 3). Todos os controles positivos 
���X`�� ����

������ 	� ���%����	� �������	��
	X�������	k������Q	�����

��JQ	��	��	���	���
negativo e no controle da reação sem templa-
te, como esperado. Os dados moleculares fo-
ram concordantes com as análises fenotípicas, 
morfológicas e bioquímicas, indicando que os 
isolados obtidos de amostras de soja tratam-
-se de ��
 ��		����	�
�� pv. ��		����	�
��. 
Esses resultados fenotípicos, morfológicos, 
X
	�&w�
�	�����	���&�������	�
������&��	��
isolados obtidos são da espécie CFF e que 
esta espécie foi o agente casual da MBM obti-
das das folhas com sintomas da doença.

Conclusão

:���
��	�������

���	�������	���������	���
foram causados por CFF. Os testes de colora-
ção, de solubilidade e a análise molecular uti-
lizando primers ���`�
�k�����w
�	� �	�
��	&�
que os isolados são de CFF, agente causal da 
MBM, sendo esse o primeiro relato de ocorrên-
cia desta doença em soja no Estado do Pará.
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Figura 3. Detecção de �������	�
����
 ��		����	�
�� 
pv. ��		����	�
�� em amostras de soja oriundas do 
[����	� �	� U��?<� ��� ��	������ �	���� ����

������ ���
�&��
������	����
����������w
�	��CffFOR2 e CffREV4. 
W����
J���� X
	��%
���� �	� 
�	���	� ���'� �+k"��� �	� 
�	���	�
Cff8 (3-4), dos controles positivos (5-6), Cff2 (7), do 
controle negativo em duplicada técnica (8-9), da reação 
sem template (10) e do marcador de peso molecular 1 Kb 
plus DNA ladder (M). 

Figura 2. ������ ��� ����

��X
�
����� ���� ��	������ ���
DNA de isolados bacterianos obtidos de folhas de soja 
�	�� 
�
�
��	���� �����w
�	�� ����� 	� %���� +Y$� �W��<�
W����
J���� X
	��%
���� �	� 
�	���	� ���'� �+k"�� �� �	� �����
(3-4), além dos controles positivos (5-7), do controle 
negativo (8), a reação sem template (9) e o marcador de 
peso molecular 1 Kb plus DNA ladder (M). 

Figura 1. Sintomas de clorose e necrose em plantas 
inoculadas com corte de tesoura infectada em solução 
de �������	�
����
 ��		����	�
�� pv. ��		����	�
��, 
isolado Cff7.�

F
D
�
W
(3
n
p


