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ABSTRACT

Vechiato, M. H.; Maringoni, A. C.; Martins, E.M.F. Development of primers and method for identification and detection of Diaporthe
phaseolorum var. meridionalis in soybean seeds. Summa Phytopathologica, v.32, n. 2, p.161-169, 2006.

In spite of the great variability of the Diaporthe/Phomopsis com-
plex, the routine seed health testing, used for detection of the Diapor-
the, is not reliable, taking consideration into that for itsidentification
morphological characteristics of the colonies are used. By conside-
ring, thiswork had as objective to develop an accurate, fast and relia-
ble method for Diaporthe phaseolorum var. meridionalis (Dphm) de-
tection and identification in soybean seeds. A sample of seeds from
cultivar IAS5, analyzed previously for sanity, without Diaporthe
(SS) was inoculated with Dphm (S.1.). Samples were collected with
thefollowing SI:SSrations:; 1:10, 1:50, 1:100, 1:200 and 1:400. DNA
mycelium extraction was necessary first to incubate, the seeds, during
3 to7 days, using blotter test modified with 2,4 D and washing them

with buffer extraction (1% of SDS, 10 mM of TRIS/HCI and 25 mM
of EDTA) for 20 min, on an orbital shaker (100 rpm). An aliquot of
350 ulL of the supernatants was transferred to microcentrifuge tubes
with 350 L of silicaresin gel of the Wizard kit (Promega) remaining
in contact during one minute. DNA extracted was used astemplatein
the reaction of PCR by using the following primers. DphLe (TCG
GCC TTG GAA GTA GAA GAC) and DphRi (ACT GAA TGC
GTT GCG ATT CT). Using these primers, it was possible to detect
the presence of D.phaseolorumvar meridionalisin soybean seeds, in
the ratio of one infected seed with Dphm in samples of 400 seeds
(0.25% of incidence), using blotter test modified with 2,4 D associa-
ted with the PCR technique.

Additional keywords: Glycine max, stem canker of soybean, molecular characterization.

RESUMO

Vechiato, M. H.; Maringoni, A. C.; Martins, E.M.F. Desenvolvimento deiniciadores para deteccéo eidentificagdo de Diaporthe phaseolorum
var. meridionalis em sementes de soja. Summa Phytopathologica, v.32, n. 2, p.161-169, 2006.

Considerando a grande variabilidade apresentada pelo complexo
Diaporthe/Phomopsis, os métodos rotineiros de sanidade de sementes,
empregados nadeteccdo do género Diaporthe, ndo sdo confiaveisvisto
que, parasuaidentificagdo sdo utilizadas as caracteristicas morfol 6gicas
das col6nias que se desenvolvem sobre as sementes. Diante disso,
este trabalho teve como objetivo desenvolver iniciadores especificos,
bem como um método confiavel para deteccéo e identificagdo de
Diaporthe phaseolorum var. meridionalis (Dphm), em sementes de
soja. Amostra de sementes da cultivar |AS5, analisada previamente
para sanidade, ndo portadoras de Diaporthe (SS) foram inoculadas
com Dphm (SI), obtendo-se amostras com as seguintes proporgoes
de SI:SS: 1:10, 1:50, 1:100, 1:200 e 1:400. Para a extragdo de DNA
do micélio do patégeno das sementes foi necessario primeiro incubar
as sementes por 7 dias, utilizando-se 0 método do papel de filtro

modificado com 2,4 D e, em seguidasubmeté-las alavagem em tampao
de extrag@o (1% de SDS, 10 mM de TRIS/HCL e 25 mM de EDTA)
por 20 min, sob agitagéo a 100 rpm. Em seguida, aliquotas de 350 pL
do sobrenadante foram transferidas para novos microtubos contendo
350 puL deresinade silicagel da Wizard/Promega permanecendo em
contacto com a mesma por 1 minuto. Os DNAs extraidos foram
utilizados como molde nareacdo de PCR com os iniciadores: DphLe
(TCG GCC TTG GAA GTA GAA AG) e DphRi (ACT GAA TGC
GTT GCG ATT CT) Utilizando-se estes iniciadores, foi possivel
detectar apresencade D. phaseolorum var meridionalis em sementes
de soja, na propor¢do de uma semente infectada com o patdgeno em
amostras de 400 sementes (0,25% de incidéncia), utilizando-se o
método do papel de filtro modificado com 2,4 D associado atécnica
de PCR.

Palavras-chave adicionais: Glycine max, cancro da haste e davagem da soja, caracterizagdo molecular.
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Entre os fatores que limitam a obtengdo de altos rendimen-
tos da soja estéo, sem divida, os de carater fitossanitarios, nos
quais estdo incluidas as doengas, que tém aumentado com a
expansdo da soja para novas &reas de cultivo. Entre as doencas
de importéncia econdmica para cultura da soja estéo a queima
da haste e da vagem e o cancro da haste da soja, causadas
respectivamente por Diaporthe phaseolorum var. sojae e Dia-
porthe phaseolorumvar. meridionalis, que também podem cau-
sar podriddo de sementes (8, 12, 16).

No Brasil, o cancro da haste foi identificado pela primeira
vez em 1989, nos municipios de Ponta Grossa, Palmeiras, Castro
e Tibagi (PR) e Rondondpolis (MT), e espalhou-se para todas
as regides produtoras de soja no pais, desde o Maranhdo até o
Rio Grandedo Sul (24).

Apesar do cancro da haste da soja, no momento, néo
apresentar perigo a cultura da soja devido ao desenvolvimento
e utilizac8o de cultivares resistentes, a escassez de informa-
¢Oes na literatura sobre Diaporthe phaseolorum var. meridio-
nalisF.A. Fernandez, no que serefereamorfologiaefisiologia,
transmisséo, bem como a auséncia de métodos laboratoriais de
rotina para deteccdo deste patégeno em sementes pode facili-
tar sua disseminagdo com conseqlientes perdas a cultura da
soja.

Considerando aimportancia da semente como agente
de introducgo e disseminagdo do patdgeno, bem como o inten-
So comeércio de importacdo e exportagdo de sementes, aliado a
exigéncias dos 6rgdos governamentais, no que se refere a sani-
dade das sementes, o desenvolvimento de uma metodologia
paradeteccdo e diferenciagcdo de D. phaseolorumvar. meridio-
nalis em sementes é de extremaimportancia paraadiagnose do
patégeno nos testes de rotina. Este método podera ser utiliza-
do também, em Programa de Certificago de Sementes para Sa-
nidade, resultando na comercializacdo de sementes em boas
condi¢oes fitossanitérias, com reflexos no controle do patége-
no e na producdo de sementes de soja.

N&o existe, no momento, um método rotineiro que possaser
utilizado em laboratério para deteccéo e identificagdo de D.
phaseolorum var. meridionalis em sementes, visto que os mé-
todos recomendados para deteccéo de fungos em sementes de
soja, como o do papel defiltro, plagueamento em &gar e outros
(9,14), ndo permitem adiferenciacdo davariedade meridionalis
de outras espécies de Diaporthe.

Nestes métodos a identificagdo € baseada na morfologia
dos fungos que se desenvolvem sobre as sementes. Sinclar &
Backman (18) citam que sementes provenientes de campos al-
tamente infectados apresentam aincidéncia baixa do patdgeno,
ao redor de 2%. Diante disso, a utilizacdo dos métodos atual -
mente disponiveis podem néo ser confidveis, resultando em
dados que néo refletem a realidade.

Yorinori (23) relata que os estudos por €ele realizados, sobre
as caracteristicas diferenciadoras entre Phomopsis do cancro e
Phomopsis da semente, principalmente no que se refere amor-
fologia, coloragdo das colbnias e picnidios, sdo consideradas
preliminares, umavez que hatambém grande variabilidade en-
tre as col6nias de Phomopsis da semente no método do papel
defiltro e nenhum estudo intensivo e detalhado foi realizado no
Brasil com os dois tipos de Phomopsis.

Apesar disso as caracteristicas morfoldgicas tém sido fre-
guentemente utilizada subjetivamente para distinguir varieda-
des de D. phaseolorum. Fernandez & Hanlin (5) questionam a
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confiabilidade daidentificagdo quando se utilizam estas carac-
teristicas, visto que, elas ndo tém sido estudadas e descritas em
detalhes.

Com os recentes avangos na &rea de biol ogia molecul ar tor-
na-se possivel determinar diferencas, mesmo entre dois orga-
nismos bem préximosanivel molecular (2).

A técnica de RAPD tem sido empregada como ferramenta
paraelucidar aspectos probleméticos com relacéo ataxonomia
e variabilidade de fungos. Esta técnica possui baixa reproduti-
bilidade o quelimitasua utilizac&o parafinsde diagnose, entre-
tanto tem sido utilizada como estratégia para selecionar frag-
mentos de DNA de isolados, que ap6s clonagem e sequiencia-
mento, geram iniciadores especificos (4, 6).

A reag8o de polimerase em cadeia (PCR) é considerada a
mai s adegquada para a diagnose de fungos por sua especificida-
de, visto que confiabilidade e precisdo dos métodosimunol 6gi-
cos e enzimaticos na diagnose podem ser afetados por amos-
tras que contenham altos niveis de proteinas. Além disso, a
técnica de PCR ndo é passivel de variagfes em funcéo do esta-
dio de desenvolvimento do organismo, do tipo de tecido utili-
zado e das condigdes ambientais (13). Esta técnica pode ser
bastante promissora para a deteccéo e diferenciagdo D. phase-
olorum var. meridionalis em sementes de soja, nos laboratori-
0s de rotina de sanidade de sementes.

Em relagdo a sementes, estudos foram realizados visando
projetar iniciadores especificos paradiagnose de Fusariumpoae
e Tilletia indica, Alternaria radicina e Phomopsis longicolla,
utilizando a técnica de PCR, nas culturas do trigo, cenoura e
Soja, respectivamente (15, 17, 19, 25).

Diante 0 acima exposto, este trabalho teve como objetivos:
a) obter um par deiniciadores especifico paradetecgéo de Dia-
porthe phaseolorum var meridionalis; b) desenvolver um mé-
todo eficiente, rapido e de facil aplicacdo para a deteccdo e
identificagdo deste patdgeno em sementes de soja.

MATERIAL E METODOS

Os isolados listados no Tabela 1, de Diaporthe phaseolo-
rumvar. meridionalis e Diaporthe phaseolorum var. sojae fo-
ram identificados e cedidos pelo Dr. José Tadashi Yorinori,
EMBRAPA-SOJA e pela Dra. Margarida F. Ito, do Instituto
Agrondmico de Campinas. Os demais isolados foram obtidos
de plantas de soja com sintomas de cancro da haste e de se-
mentes.

Tabela 1. Isolados de fungos provenientes de sementes e plan-
tas de soja, utilizados nos experimentos.

NUmero I solado Procedéncia
1 Dphm/06/9393 EMBRAPA (haste)  Londrina-PR
2 Dphm/CH8-EMBRAPA (haste) Brasil
3 Dphm-03/99-EM BRAPA (haste) Balivia
4 Dphm-45/95-EMBRAPA (haste) Cascavel-PR
5 Dph-49/98-EMBRAPA (haste) Argentina
6 Dphm-01/96-(1B semente) GO
7 Dphm-01/96-1B (haste) Orlandia-SP
8 Dphs-36/94-EMBRAPA (haste) Urugui-Pl
9 Dph-03/96-1B (haste) Avaré-SP
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10 Dphm-04/97-1B (haste) Avaré-SP

11 Dphm-05-1B/97-(haste) Guaira-SP
12 Dph-06/96-1B- (semente) Formosa-GO
13 Dph-07/96-IB (semente) Formosa-GO
14 Dph-08/96-1B (semente) Formosa-GO
15 Dph—09-96-1B (semente) GO

16 Dph—10/96-1B (semente) GO

17 Dph-11/96-1B (semente) GO

18 Dph—12/96-IB (semente) GO

19 Dph-13/96-I1B (semente) GO

20 Dph-14/96-I1B (semente) GO

21 Dph-15/96-IB (semente) GO

22 Dph-16/96-1B (semente) GO

23 Dph-17/96-1B (semente) GO

24 Dph-18/96-IB (semente) GO

2 Dph-19/96-IB (semente) GO

26 Dph—20/96-IB (semente) GO

27 Dphm-83/97-EMBRAPA (haste)  Argentina
28 Dph. 99/97-EMBRAPA (haste) Argentina
29 Dphm-42/95-EMBRAPA (haste) ~ Cascavel- PR
0 Dph.-96/97-EMBRAPA (haste)  Argentina
3l Dphm-44/95-EMBRAPA (haste) Guarapuava-PR
X Dphm-109/97-EMBRAPA (haste) Argentina
3B Dphm-47/95-EMBRAPA (haste)  Ponta Grossa-PR
34 Dphm-59/97-EMRAPA (haste) Brasll

3H Dphm-60/97-EMBRAPA (haste)  Brasl

¥ Dphm-65/97-EMBRAPA (haste)  Luiziana-GO
37 Dph-21/97-1B (semente) Formosa-GO
3B Dph-22//97-1B (semente) Formosa-GO
3P Dph-23/97-1B (semente) GO

40 Cerc.-23/99-1B (semente) GO

41 Ph-24/99- I B (semente) Formosa-GO
42  Colld-25/99-1B(semente) Formosa-GO
43 Dphm/8498-IAC Colémbia-SP
44  Dphm-8493-IAC Colémbia-SP
45 Dphm-8497-IAC Colémbia-SP
46 Dphm-8496-IAC Fazenda Mundo Novo
47 Dphm-8505-IAC Fruta-MG
48 Dphm-8509-IAC | paugu-SP
49 Dphm-9093-IAC TarumaSP
50 Dphm-9983-IAC Assis-SP

51 Dphm-10057-IAC Mococa —SP
52 Dph-89/99-1B (semente) Dourados-M S
53 Dph-90/99-I1B (semente) Dourados-M S
5 Dph-91/99-1B (semente) Formosa-GO
% Dph-92/99-1B (semente) Formosa-GO

Dphm-Diaporthe phaseolorum var. meridionalis identificados e
enviados pelo Dr José Tadashi Yorinori EMBRAPA-Soja e Dra.
Margarida F. Ito, do Instituto Agrondmico de Campinas.

*Dphs- Diaporthe phaseolorum var. sojae; * Dph- Diaporthe spp.
*Cerc-Cercospora sp.; *Ph- Phoma sp.; *Colld — Colletotrichum
dematium.
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Apbs os isolamentos, foram obtidas culturas monospori-
cas de Diaporthe phaseolorumvar. meridionalis (Dphm) e Di-
aporthe phaseolorum var. sojae (Dphs), e Diaporthe sp.
(Dph), espalhando-se uma suspensdo diluida de conidios so-
bre asuperficie do meio de &gar-agua, em placas de Petri. Apds
24 horas deincubagdo, atemperaturaambiente, as placasforam
examinadas ao microscépio optico e os esporos individuais
foram transferidos para placas contendo BDA.

Patogenicidadedeisoladosde Diaporthe phaseolorumvar.
meridionalis, Diaporthe phaseolorum var. sojae e Diaporthe
sp.

O experimento foi instal ado na casa de vegetacéo do Centro
de Sanidade Vegetal, do Instituto Bioldgico. Inicialmente, pre-
parou-se vaso com capacidade de 7 litros, contendo terravege-
tal autoclavada, semeando-se em cada vaso 15 sementes de
soja, dacultivar IAC14. Antes dainoculacéo, foi efetuado des-
baste, deixando dez plantas por vaso. Foram utilizados dois
vasos para cada isolado, totalizando 20 plantas por isolado.

Oindculo, previamente preparado em meio BDA, foi produ-
zido em palitos de dente colonizados com os isolados listados
no Tabela 1, segundo técnicadescritapor Keeling (10), modifi-
cadapor Yorinori (24). As plantas foram inoculadas no estégio
V1 (3), cercadedez dias apds semeadura. Asinoculagdesforam
feitas inserindo-se o palito colonizado pelo micélio do fungo a
1cm abaixo das folhas cotiledonares das plantas, evitando a
perfuracéo do caule, descartando a possibilidade de que a per-
furagdo fosse responsavel pela morte das plantas, mascarando
0s sintomas induzidos pelo patégeno.

As plantas, apds inoculacdo, foram mantidas em camara
Umida, por 72 horas, permanecendo em bancadas de casa de
vegetacdo até a data da avaliagdo, com duas regas diarias, por
aspersdo durante 3 minutos, com oscilagdo de temperatura de
18°Ca35°C.

Foram feitastrés avaliacfes aos 20, 30 e 60 dias apdsinocu-
lagdo, observando-se os sintomas da doenca nas plantas ino-
culadas.

M étodosdeextracdodeDNA

a) trituracdo do micélio em nitrogénioliquido

Micélio de culturas monospéricas de isolados de Dphm,
Dphs e Dph, bem como de outros fungos citados na Tabela 1
foram transferidos paraplacas de Petri descartaveis, de 3cmde
diametro contendo 5mL de meio liquido de batatadextrose, onde
permaneceram durantetrésdias, a25° C parao desenvolvimen-
to do micélio. Apds este periodo, o micélio foi coletado em um
tubo de micro-centrifugade 1,5 mL e sedimentado por centrifu-
gacdo (17000 rcf/10 min). Apos duas lavagens com 0,5 mL de
aguabi-destiladae 0,5 mL de acetona, o micélio fai liofilizado
por 24 horas. Em seguida, o micélioliofilizado foi triturado sob
nitrogénio liquido (N o) eadicionado 350 uL de STE (1% de SDS,
10mM deTrisHCL e25mM de EDTA). Apbs 15 min atempera-
turaambiente, foram adicionados 150 pL de acetato de sddio 3
M, pH 5,2 e amistura submetidaacentrifugacao (17000 rcf/ 10
min). Ao sobrenadante, transferido para novo microtubo, fo-
ram adicionados 1000 uL de etanol absoluto. Apds 10 minutos,
a—200C, amisturafoi centrifugada (10000 rfc/10 min). O sedi-
mento foi lavado com 500 L de etanol 75%, seco por 5min, em
concentrador avacuo. O sedimento foi eluidoem 50 uL de TE
pH 8,0 (TRIS-HCI 10mM-EDTA 1mM).

A concentracdo de DNA nas amostras foi estimada pelo
espectrofotdmetro GeneQuantll, Amersham PharmaciaBiote-
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ch, egjustada para 30ng/uL.

b) utilizando-seresina desilicagel Wizard (Promega).

Isolados listados na Tabela 1 e de outros isolados obtidos
de sementes de soja de diversos cultivares, foram transferidos
paraplacas de Petri descartaveis de 9 cm de diametro contendo
25mL demeio BDA, onde permaneceram durantetrésdias, a27
OC. Ap6s este periodo, 0 micélio de cada col6niafoi coletado,
com o auxilio de uma ponteira de pi peta automética e deposita-
do em microtubosde 1,5 mL, contendo 350 uL de STE (1% de
SDS, 10 mM de TRIS'HCL 25 mM de EDTA). Ap6s 20 minu-
tos de agitacéo a temperatura ambiente, foram centrifugados a
17000 rcf/10 min. Os sobrenadantes foram transferidos para
novos microtubos contendo 350 uL de resina de silica gel da
Wizard (Promega), misturados por inversdo, permanecendo em
contacto com a mesma por 1 minuto. Em seguida, as misturas
foram transferidas para seringas de 2 mL acopladas as colunas.
Os componentes sollveis foram removidos por pressdo, com
auxilio dos émbolos das seringas, e DNAs adsorvidos aresina
foram retidos no filtro. Procedeu-se alavagem dos DNAs com
2 mL deisopropanol 80%. Apbs passagem do isopropanol pe-
las colunas, estas foram centrifugadas por 1 min a6800 rcf para
retirar o excesso deisopropanol. As colunasforam transferidas
para um novo microtubo, adicionando-se 30 uL de TE pH 8,0
(TRIS'HCL 10mM-EDTA 1mM) paraeluir osDNAS.

A concentragdo de DNA nas amostras foi estimada em es-
pectrofotdmetro, model o GeneQuantl I, marca Amersham Phar-
maciaBiotech, e gjustadaa 30 ng/uL.

DNA Polimérfico Amplificado ao Acaso- RAPD

Com afinalidade de determinar umaregido do DNA diferen-
ciadoraentre osisolados de Dphm, Dphs e Dph. foram realiza-
das amplificacdes ao acaso do DNA destes isolados, utilizan-
do-seoiniciador 425 (5 CGTCGGGCCT 3'), conformetrabalho
de Fernandez ; Hanlin (5).

Paraum volumefinal dereacdo de20 uL foram utilizados2,0
uL desolucéo tampéo 1783 (sacarose/cresol/red, 10x, MgCl5 20
mM, ldaho Technologies), 2,0 uL dedNTPmix (2mM cada), 0,3
uL deTag-DNA polimerase, 1 uL doiniciador (10 uM) e1uL de
DNA (30ng/uL) .

A reacdofoi processadaem um termociclador, PTC-100- MJ
Research Inc., utilizando o seguinte programa de temperatura:
ymadenaturagéo inicial de3 seg a94°C, 45ciclosde30 seg a9%4

C, 1Omina36 Celmina 72 Ceumaongamentofina de7 seg
a72C.

A separagdo dos fragmentos de DNA amplificados foi rea-
lizada através de eletroforese horizontal, em gel agarose a 1%
em tampdo TAE (TRIS-acetato 0,04M e EDTA 0,001M) e bro-
meto de etidio.

Clonagem dosfragmentosdiferenciadoresdosDNAsdos
isolados de Diaporthe phaseolorum var. meridionalis.

OsfragmentosDNA dosisolados 1, 2, 3,4, 5, 6.7, 8, 10, 11,
27, 28, 29, 30 31, 32, 33, 34, 35 e 36 (Tabela 1), obtidos por
amplificacdo em RAPD, foram eluidos do gel de agarose em 50
uL de &guadestilada, deiodonizada e esterilizada utilizando-se
o quite “QIA quick — Gel —Extraction” , QIAGEN. A concen-
tracdo de DNA eluido do gel foi estimada pelaabsor¢do em um
espectrofotémetro de onda de 260 nm

Em seguida, 0s50 uL foramreduzidosa8 uL eaelesacres-
centados 10 uL de tamp&o de extracdo 2x, 1 uL de T4 DNA-
ligase (3U/uL) e 1uL dovetor pPGEM-T Easy daPromega (50 ng/
uL) parase chegar a proporcéo molar aproximada de 1:1 de
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inserto: vetor. A misturadeligacao foi incubadapor 24h, a4°’C.

Paratransformar 100 uL de células competentes de Escheri-
chiacoli (DH10B) foram utilizados2 uL dareacdo deligacdo. A
transformacdo foi realizada por eletroporacéo utilizando-se o
eletroporador E. coli, da“ Life Technologies’. A mistura de 2
uL devetor recombinado e 100 pL de célulascompetentesdeE.
coli foi incubadapor 20 min, a0 °C. Em micro célulasde el etro-
poracdo de polipropileno, previamente geladas, foram pipeta-
dos 25 pL da mistura entre os dois eletrodos de aluminio da
célula. Umpulsode2,5KV, 2 uFed KQ foi aplicado ascélulas
na camara de micro-eletroporagéo, a4 °C. As células transfor-
madas foram acrescentados 950 puL. do meio SOC (bacto-tripto-
na), extrato delevedura, NaCl eKCl, 20:5: 0,5 p/v, acrescidosde
glicose 20 MM eMgCl, 10mM. Ap6s 1,5 ha37 °C, sob agita-
¢&0, 100 pL dasuspensdo foram semeadosem meio 2Y T (bac-
to-triptonad), extrato delevedura, NaCl- 160: 10: 5 p/v, napresen-
¢adeampicilina(50pg/mL) e X-Gal (40uL a20mg/mL) eincuba-
dospor 16 h,a37 °C.

Col6nias brancas foram, isoladamente, cultivadasem 2 mL
de2YT liquido napresencade ampicilina. O DNA do plasmideo
foi isolado utilizando-se o sistemade purificagdo daLife Tech-
nologies: “Concert Rapid Plasmid Miniprep System”. O DNA
do plasmideo foi utilizado para seqiienciamento das bases do
inserto.

Sequienciamentodofragmentoinserido novetor

Para 0 sequienciamento, o DNA do vetor recombinado foi
submetido aum PCR com um iniciador universal M13- 40 “re-
verse” ou “foward” marcados com o corante fluorescente Cy5,
na presenca de bases di-dioxi, na seguinte mistura de reacéo:
400 ng de plasmideo (1 a5 pL), 1,5 pmol de M13 Universal
Primer - Cy5, 1 uL da mistura de dNTPs, 1 uL das bases de
ddnTP e thermo sequenase DNA polimerase.

Utilizou-se o0 seguinte programa de temperatura para o ter-
mociclador Perkin Elmer 2.400 ou M.J. Research Inc. 3 seg a
94°C de pré-aquecimento; 25 ciclos de 20 seg a94°C, 30seg a
60°C, 60 seg a72°C eumapos-extensdo de 7 mina72°C.

Os fragmentos gerados foram separados por eletroforese
no sequienciador ALFExpress- Pharmacia utilizando: Gel-Mix
6.00FA-Gibco (5,7% de acrilamida, 0,3% bisacrilamidae 8M de
uréia) ou ALF Grade Ready Mix Gdl (5.7%, de acrilamida, 0,3%
bisacrilamidae 7M de uréia) naespessurade 3 mm, tampéo 0,6
X TBE (1M TRIS, 0,83M é&cido bérico, 10mM de EDTA), eo
programade corridade 1500 /60 mA/25 W/55 °C.

Projecdodo par deiniciador esparadiagnostico de Diapor-
the phaseolorum var. meridionalis

As seguéncias dos fragmentos de DNA obtidas foram ali-
nhadas pelo programa “ Sequencer” e as extremidades corres-
pondentes as seqliéncias das pontas do vetor pGEM-T lineari-
zado foram eliminadas. O par deiniciadoresfoi desenhado uti-
lizando-se o programa WMV Primer Picking (Primer3) dispo-
nivel no site da“Whitehead Institute for Biomedical Research/
MIT Center for Genome Research” (http://www-
genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi).

A sintese dosiniciadores DphRi e DphLefoi redlizadapela
firmaBio-Synthesis Incorporated.

Comprovagao daespecificidadedosiniciador espr oj etados.

Os DNAs de isolados de Diaporthe spp. listados na Tabela
1, bem como de 96 isolados de Dph obtidos de sementes da
cultivar FT Jatobd, foram utilizados nareacéo de PCR com os
iniciadores sintetizados DphL e e DphRi.
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Asextragdes defragmentosde DNA dosisolados, bem como
dos isolados utilizados nos experimentos seguintes, foram fei-
tas pelo método daresinade silicagel daWizzard (Promega).

Para um volume final de reac8o de 20uL foram utilizados
2,0uL desolucéo tampéo 1783 (sacarose/cresol/red, 10x, MgClo
20mM, Idaho Technologies), 2,0 uL dedNTPmix (2mM, cada),
0,3uL de Tag-DNA polimerase, 1 uL damisturadosinicidores
(10uM) e1ul deDNA (30 ng/uL).

A reacao foi processadaem um termociclador PTC-100- MJ
Research Inc., utilizando o seguinte programade temperatura: 3
sega 94 °C; 40ciclosde30sega94 ‘Celmina60’C, 1 mina72
°C eumaongamento final de7 mina 72°C.

A separacado dos fragmentosde DNA amplificados por PCR
foi realizada através de el etroforese horizontal em gel agarose
a 2%, com tampao TAE e brometo de etidio.

Deteccdo de Diaporthe phaseolorum var. meridionalisem
sementesdesojapor PCR

Para os estudos de deteccdo de Dphm, sementes de sojada
cv IAS5 foraminocul adas artificialmente com o isolado 2 (Dphm
CHB). A inoculagéo das sementesfoi feita por contacto, proce-
dendo-se uma desinfestacdo prévia das sementes com hipoclo-
rito de sddio a 1%, por 10 minutos, em seguida distribuidas 30
sementes por placade Petri, contendo meio BDA, com o fungo,
cultivado por sete dias. Apés 56 h a temperatura de 25 °C, as
sementes foram retiradas das placas e col ocadas para secar em
temperaturaambiente.

Para obtencéo dos diferentes niveis deincidénciade Dphm,
as sementes inoculadas (S.I.) bem como, as sementes isentas
do fungo (SS), foram submetidas ao método de incubagdo (pa-
pel defiltro modificado com 2,4 D). Apés o periodo deincuba-
¢ao as Sl e SSforam retiradas das placas e misturadas, visando
obter sub amostras com diferentes niveisdeincidénciade Dphm,
(Tabela?2)

Tabela 2. Incidéncia (%) de Diaporthe phaseolorumvar. meri-
dionalis (Dphm) em amostras de sementes de soja da cultivar
IAS5, analisada para sanidade pelo método do papel defiltro.

NUmer o desementes
*S. **S S,

Incidéncia
(%) Dphm

000
025
050
100
200
500
10,00

U =)
c8&88E¢S

*S.1. - semente inoculada com Dphm.
** S, S — semente sem Dphm.

A amostra de semente utilizada parainocul acéo do patoge-
no foi previamente analisada para sanidade pelo método do
papel defiltro modificado com 2,4 D e néo apresentou micélio
tipico de Dph, portanto foi considerada uma amostra isenta do
fungo (S.S.).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

DNA Polimarfico Amplificadoao Acaso (RAPD) epr ojecéo
iniciadores.

A andlise eletroforética, em gel de agarose a 2%, dos frag-
mentos de DNA obtidos por amplificacdo em RAPD, dosisola-
dos de Dphm, um de Dphs e de isolados de Dph, com o inicia-
dor 425, revelou apresencade 1 fragmento de aproximadamen-
te 400 pb comum atodos osidentificados como var. meridiona-
lis Entretanto, isolados néo identificados como var. meridio-
nalis (isolados 5 e 8), também apresentaram amplificacéo de
fragmentos de tamanho semelhante. Estes resultados evidenci-
am que a técnica de RAPD néo é adequada para a diagnose
desse patdgeno.(Figura 1).

PdBrC+ 1 2 4 6 7 91011272931 32 333435 36434445

-

o> WHEHNHNNEEY HEQHEERE
78

Pd Br C+ 46484950 51 347 5 8 1213 141516171819 20 21

603pb—):: Hng!!Iil!. """l“

Pd C+ 2223 24 25262830373839 404142 525354 5556 57 58

£ -
: THTT
603 pb= l"""“'li.g!! ” ..

Figural. Gel agarose 2%, do RAPD comoiniciador 425 de DNAsde
micélio dos isolados listados no Quadro 1 e 3 isolados de Diaporthe
sp., extraidos com STE sob agitacéo, purificados em resina de silica
gel da Wizard(Promega); C+(controle positivo)=DNA do micélio do
isolado 2 (Dphm- CH8); Br—(branco)= todos os reagentes da mistura
de reagéo de PCR, com H,O destilada estéril no lugar de DNA; Pd-
(Padréo) = OX174 DNA/BsuRI (Haelll) marker 9 (MBI Fermentas)
fragmentos de 1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 271, 234,194 178

pb.

Estatécnica, segundo Kohn (11), é particularmente apropri-
ada para estudar organismos abaixo do nivel de espécie. Entre-
tanto possui baixa reproducibilidade que limita sua utilizagdo
parafins de diagnose e tem sido utilizada como estratégia para
selecionar fragmentos de DNA de isolados, que apds clona-
gem e sequienciamento, geram iniciadores especificos.

Dos 20 fragmentos de aproximadamente 400 pb que foram
clonados e sequienciados, 15 mostraram 100% de homologia
entre si. Cinco fragmentos correspondentes aos isolados 3, 5,
8, 28 e 30 mostraram seqliencia distintas entre si. A partir da
sequiéncia comum dos 15 isolados, foi possivel projetar os

165



iniciadores. DphmLe= TCGGCCTTGGAAGTAGAAAG e
DphmRi = CTGAATGCGTTGCGATTCT

Comprovagdo da especificidadedosiniciador esprojetados

A reacdo de PCR com DNAs genémicos de 25 isolados de
Dphm, 1de Dphs e 34 de Dph., com os iniciadores DphLe e
DphRi, resultou na amplificagdo de um fragmento de 418 pb
comum atodos osisolados identificados como variedade meri-
dionalis, exceto paraosisolados 3 (Dphm-03/99) e47 (Dphm-
8505) que ndo amplificaram, e ausente nosdemais (Figura2).

PdBrC+1 2 4 6 71011272931 32 33 34353643 444546

Pd BrC+C+48495051 3 475 8 910 11 1213 1415161718
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Pd C+1920 21 2223 24 25263738 39 525354 55 56 57 58 59 60

1

603pb=> - __

Figura 2. Gel agarose 2%, do PCR com osiniciadores DphLe e DphRi
eDNAsdemicélio, listadosnaTabelale5 isoladosde Diaporthe sp,
extraidos com STE e purificados em resina de silica gel da Wizard-
(Promega); C+ (controle positivo)= DNA do micélio do isolado 2
(Dphm- CH8); Br —(Branco) = todos os reagentes damisturadereacdo
de PCR tendo H,O destilada estéril no lugar de DNA..; Pd — (Padréo)
= OX174 DNA/BsuRIl (Haelll) marker 9 (MBI Fermentas)
fragmentosde 1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 271, 234,194 178
pb.

Na Figura 3, observa-se que ndo houve amplificagdo dos
fragmentos dos 96 isolados de Dph, provenientes de micélio e
esporos de sementes, que possuiam diferentes caracteristicas
morfol dgicas, no que se refere & coloragdo e tipo de micélio. E
importante ressaltar que, estes 96 isolados foram provenientes
de sementes colhidas de plantas de soja, da cultivar Jatobd,
considerada moderadamente resistente ao cancro da haste da
haste e ndo foi constatada a ocorréncia doenga no campo.

Esses resultados reforgam a eficiéncia do método do papel
de filtro modificado com 2,4D associado a PCR para diagnose
do agente causal do cancro da haste em sementes de soja.

Os isolados, 3 e 47, ndo amplificaram com os iniciadores
projetados. As plantas inoculadas com estes isolados apresen-
taram sintoma de cancro da haste, nos testes de patogenicida-
derealizados em casa de vegetacdo, comportando-se de manei-
ra bastante agressiva, com porcentagem de 90 a 100% de plan-
tas mortas.

A ndo amplificag@o do DNA de isolados patogénicos, com
iniciadores recomendados como especificos, também foi cons-
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Figura 3. Gel agarose 2%, do PCR com osiniciadores DphLe e DphRi
eDNAsdemicélio de 96 Diaporthe sp., isolados de sementes, extraidos
com STE e purificados em resina de silica gel da Wizard-(Promega);
C+(controle positivo) = DNA do micélio do isolado 2 (Dphm- CH8);
Br—(branco)= todos os reagentes da mistura de reagcéo de PCR tendo
H_O destilada estéril no lugar de DNA; Pd—Padréo) = OX174 DNA/
BsuRI (Haelll) marker 9 (MBI Fermentas) fragmentosde 1353, 1078,
872, 603, 310, 281, 271, 234, 194 e 178 pb.

tatado em trabalhos desenvolvidos por outros pesquisadores.
Vieiraet al. (22) em estudos paraverificar aviabilidade e especi-
ficidade do uso de PCR para Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli, utilizando 42 isolados provenientes de diversos lo-
cals, concluiram que apesar de ndo ter havido amplificacéo de
alguns isolados, a técnica de PCR ¢ adequada para identifica
¢do de X. axonopodis pv. phaseoli, podendo ser utilizada em
diagnose rotineirae em programas de certificagdo de sementes.

Souza et al. (20) constataram que ndo houve amplificacéo
de fragmentos de isolados de Curtobacterium flaccumfaciens
pv. flaccumfaciens quando utilizaram iniciadores desenhados
por Guimaréeset. al. (7). Em plantas de milho, Bianchini (1) n&o
obteve amplificagdo de fragmentos de DNA naPCR, utilizando
iniciadores universais, para a deteccdo de fitoplasmas.

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, bem
como de outros citados, onde ndo houve amplificacdo do DNA
na PCR, ando amplificacdo dosisolados 3 e47, ndo inviabiliza
autilizagdo do método desenvolvido nas andlises de rotinaem
laboratério de patologia de sementes.

Conforme dados de seqiienciamento de fragmento de DNA
gendmico amplificado por iniciadoresdaregido do ITS(ITS3e
ITS4), esses isolados apresentaram alta homologia tanto com
D. phaselorum var. meridionalis quanto com D. phaselorum
var caulivora, levando a hipétese de que eles possam ser uma
variagdo davar. meridionalis ou da caulivora Vechiato ( 21).

Deteccéo de Diaporthe phaseolorumvar. meridionalisem
sementesde soja.
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Os resultados obtidos utilizando-se 0 método de extracéo
de DNA do patégeno, com DNA purificado com silica gel da
Wizzard (Promega), estéo expressos nas Figuras4 e 5.

C+ Br - 0:400 1:9 i 1: 49

400 pb = =

TS 1: 399

= .

400 pb
-

-o -Q,,g.. ......-

Figura4. Gel agarose 2%, do PCR de DNAs extraidos de amostras de
sementes de soja incubadas por 5 dias, com os iniciadores DphLe e
DphRi, com 0,00 (0 SS:400 SS); 0,25 (1 Sl: 399 SS); 0,50 (1 SI:199
SS); 1,00(1S1:99SS),2,00(1S1:49S.S) e10%(1 SI:9 SS) deincidéncia
de Dphm; C+ (controle positivo) isolado 2. Br (Branco)= todos os
reagentes da mistura de reagdo de PCR tendo H,O destilada estéril no
lugar de DNA; Pd-(Padr&o) 100pb DNA Ladder (Life Technologies).

RURERRCY 1:99 1:199 1:399

Figura5. Gel agarose 2%, do PCR de DNAs extraidos de amostrade
sementes de soja, incubadas por 7 dias, com 1,00 (1 Sl.: 99 SS), 0,50
(1SI:199 SS) e0,25 % (1 SI: 399 SS) de incidéncia de Dphm,
submersas em STE (0,5 mL / semente) e o DNA foi purificado em
resinadesilicagel daWizard-Promega; C+ (controle positivo) isolado
2; Br (Branco) = todos os reagentes da mistura de reagdo de PCR
tendo agua destilada esterilizada no lugar de DNA; Pd (Padréo )=
OX174 DNA/BsuRI (Haelll) marker 9 (MBI Fermentas) fragmentos
de 1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 271, 234, 194 e 178 pb.
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Verifica-se que foi possivel detectar por este método, uma
sementeinfectadacom Dphm em amostrade 400 sementes (0,25%
de incidéncia). Entretanto, nas amostras de sementes com me-
nores incidéncias do fungo, a partir de 1,0, 0,5 e 0,25%, com
DNA purificado com silicagel, apresentaram melhoresvisuali-
zacOes das bandas, comparando-se com o método de extracdo
sem purificacdo do DNA com silicagel.

Analisando-se os resultados apresentados, as aparentes
discrepancias, no que se refere a presenca ou auséncia de am-
plificacdo, bem como bandas fracas nas repeti¢des, nos dife-
rentes dias de incubagéo e diferentes niveis de incidéncia de
Dphm, podem ser atribuidas & quantidade de in6culo que as
sementes apresentam, refletindo na colonizagdo do patégeno
sobre as mesmas, quando séo submetidas aincubacéo, interfe-
rindo naconcentrag@o do DNA extraido, pois existe mais possi-
bilidade de se obter maior quantidade de DNA, quanto maior
for a quantidade de micélio sobre as sementes.

Observa-se também uma melhor visualizagdo das bandas
com maior incidéncia de Dphm. Estes resultados evidenciam
gue existe uma relacéo direta entre incidéncia do patégeno e a
guantidade de DNA extraido.

Considerando estes fatos, visando melhorar a eficiéncia de
extragdo, o periodo de incubagéo das sementes de pelo menos
sete dias, seria aconselhavel para a obtencdo de uma maior
guantidade de micélio, sobretudo para as sementes com menor
guantidade de inéculo, conferindo maior confiabilidade na de-
teccéo do patégeno alvo.

Os resultados obtidos neste trabalho, assim como obtidos
por outros pesquisadores evidenciam que existe umamaior fa-
cilidade de extragdo de DNA apartir do micélio e de esporos de
fungos, portanto, uma pré-incubagdo das sementes é recomen-
dada para permitir o desenvolvimento de micélio e agermina-
¢80 dos esporos.

Assim, a utilizacgo de PCR associado a incubagéo de se-
mentes, com iniciadores especificos projetados paraidentifica
¢do de Tilletia indica, em sementes de trigo, em trabalho de-
senvolvido por Smith et al. (19) mostrou que em sementes in-
festadas artificialmente com telidsporos germinados, o fungo
pode ser detectado em amostras com niveis de incidéncia de
dez teliosporos em 50 g de sementes, enquanto que parateliés-
poros ndo germinados sdo necessarios 1000, e que este nivel
de sensibilidade ndo tem aplicacdo pratica quando se desgja
detectar T. indica, em amostras de sementes de trigo contendo
10 ou menos telidsporos.

Pryor & Gilbertson (17) também detectaram Alternariara-
dicina, em sementes de cenoura, utilizando método de incuba-
¢éo de sementes e PCR, em amostras de 1g (aproximadamente
de 800 a 1000 sementes), utilizando uma Unica placa de Petri
descartével (100 x 15 mm), incubando-as em condi¢Bes da alta
umidade, por cinco dias a 28 °C. Neste sistema esses autores
conseguiram detectar uma semente de cenoura infectada com
Alternaria radicina em lotes de até 1000 sementes (0,1%) en-
guanto para o sistema soja/Diaporthe foi possivel detectar um
nivel deinfeccdo de até 0,25% (umaem 400 sementes).

Analisando os resultados acima, observa-se que ha relagdo
entre 0 tamanho da amostra e das sementes, na extracdo de
fragmentos de DNA, com a sensibilidade do método. Para ce-
noura e para outras sementes de tamanho pequeno, 1 g corres-
ponde cerca de 1000 sementes, que podem ser submersaem 5
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mL de tamp&o extragdo de DNA, enquanto que com 5 mL seria
possivel cobrir somente sete a dez sementes maiores, como as
de sojaou as de feijao (correspondente a 1g). Para 400 e 1000
sementes de soja seriam necessari os respectivamente 200 e 500
mL de tamp@o, o que diluiria muito a concentragdo do DNA
extraido do micélio do fungo, sobretudo quando houver so-
mente uma semente infectada, af etando a qualidade do produto
resultante daextracdo, dificultando avisualizag&o dosfragmen-
tos amplificados nareacéo da PCR no gel de agarose.

L evando-se em consideracéo que a propor¢do 1:99 (1% de
incidénciade Dphm) foi aque apresentou amelhor visualizagdo
dos produtos amplificados (figura5), e aamostragem recomen-
dada para andlise de sementes de soja é de 400 sementes, a
amostra a ser analisada podera ser subdivididaem 4 sub-amos-
tras de 100, ou 8 sub-amostras de 50, para proceder a extracéo
do DNA do patégeno. Esta estratégia permite obter uma con-
centracdo maior do DNA de Dphm, sendo possivel detect&lo
em pelo menos uma das sub-amostras, resultando umavisuali-
zacdo melhor do fragmento amplificado nareagéo de PCR, no
gel de agarose.

Apesar da metodologia desenvolvida ser eficiente na de-
teccdo e identificacdo de Dphm em sementes de soja, devido a
especificidade do iniciador projetado e sensibilidade na detec-
¢do do patégeno de 1 sementeinfectadaem umaamostrade 400
sementes, 0 método de extracdo de fragmentos de DNA do
patdgeno nas sementes devera ser aprimorado, visando melho-
rar aqualidade do produto resultante da extracao, refletindo na
melhoria da visualizacdo das bandas em gel de agarose, em
amostras acimade 100 sementes.

A especificidade dos iniciadores para identificacgo do pa-
tégeno alvo, quando se utilizalavagem das sementes com STE
ou mesmo aguaesterilizada, é vital naidentificacéo e deteccéo
de fungos de sementes quando se emprega método de incuba-
¢do de sementes e PCR, objetivando extracdo de DNA a partir
de micélio, pois juntamente com o DNA do patégeno alvo é
extraido também DNA de muitos outros microrganismos que
colonizam as sementes.

Os resultados deste trabalho permitem concluir que: a) os
iniciadores projetados DphLe e DphRi diferenciam Diaporthe
phaseolorum var. meridionalis de outras espécies de Diapor-
the e outros microorganismos e pode ser utilizado em testes de
rotina de sanidade de sementes b) A sensibilidade do método
para deteccdo de Diaporthe phaseolorum var. meridionalis em
sementes foi de uma semente infectada em amostragem de 400
sementes.
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