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ETIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA DA MORTE DE FLORES DE
PEREIRAS EUROPEIAS (Pyrus Conzmunis L.) NO RIO GRANDE DO
SUL

Autora: Catia Cristina Rommel
Orientador: Valmir Duarte
Co-orientadora: Rosa Maria Valdenbenito-Sanhueza

RESUMO

Observou-se recentemente a morte de flores de pereiras europeias
(Pyrus communis L.) em pomares de Vacaria, RS. Pseudomonas syringae
pv. syringae tem sido associada a este sintoma em varios paises,
entretanto, ndo ha registros deste patdgeno associado a flores de pereiras
no Brasil. Além disso, P. syringae pv. syringae possui uma fase epifitica,
ndo bastando a deteccao da bactéria para caracteriza-la como agente
causal da doenca, no caso de primeiro registro no pais. Assim, se faz
necessario um estudo etioldégico e epidemiolégico da morte de flores de
pereiras europeias no Rio Grande do Sul. Objetivou-se com este trabalho (i)
identificar o agente causal; (ii) conhecer as condicdes de ambiente e
hospedeiro que favorecem a doenca; (iii) monitorar a presenca de bactérias
em gemas ao longo do ano; (iv) quantificar a doenca a campo; (v) verificar
a ocorréncia da doenca em pomares de Vacaria, RS. Os resultados dos
testes bioquimicos e fisioldégicos, PCR e sequenciamento do gene rRNA
16S de dois isolados patogénicos (Pack9 e Pack10) indicaram tratar-se de
Pseudomonas sp., mas néo P. syringae pv. syringae. O estadio fenoldgico,
no momento da inoculagdo, nao interferiu na intensidade da doencga;
temperaturas de 15 e 20 °C favoreceram a doenca. A incidéncia média de
flores necrosadas no estadio de plena floracao foi de 3,8%. A presenca de
Erwinia amylovora e Pantoea agglomerans em gemas de pereiras
europeias nao foi detectada. A frequéncia de P. syringae pv. syringae e
Pseudomonas sp. nas gemas foi de 0,7 e 16,3%, respectivamente, sendo
que a ultima teve um pico em outubro (30%). A ocorréncia da morte de
flores foi registrada nos trés pomares de pereiras europeias vistoriados em
Vacaria, RS.

! Dissertagéo de Mestrado em Fitotecnia Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil (73 p.) Abril, 2009.
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ABSTRACT

Blossom death has been lately observed in European pear (Pyrus
communis L.) orchards in Vacaria, RS. Pseudomonas syringae pv. syringae
has been associated with this symptom in several countries. However, there
is no report of this pear disease etiology in Brazil. Furthermore, P. syringae
pv. syringae has an epiphytic phase, that is, its detection is not enough
evidence to characterize it as the causal agent of the disease in case of the
first record for the country. Thus, it is necessary to perform an etiological and
epidemiological studies of the European pear blossom blast in Rio Grande do
Sul. The objective of this work was (i) to identify the causal agent; (ii) to know
the environmental and the host conditions that favor the disease; (iii) to
monitor, through detection in buds, the presence of bacteria throughout the
year; (iv) to quantify the disease in fields; (v) to verify the occurrence of the
disease in orchards in Vacaria, RS. Two pathogenic isolates were obtained
(Pack9 and Pack10) and the identification by physiological and biochemical
tests, PCR and rRNA 16S gene sequencing showed they belong to the
genus Pseudonomas but not P. syringae pv. syringae. The phenological
stage at the time of inoculation did not affect the intensity of the disease;
temperatures of 15 and 20 °C favor the disease. The average incidence of
necrotic flowers at the full bloom stage was 3.8%. There was no detection of
Erwinia amylovora or Pantoea agglomerans in European pear buds. P.
syringae pv. syringae was detected in low frequency (0.7%) and
Pseudomonas sp. mean frequency was 16.3%, while there was a higher
frequency (30%) in October. The disease was observed in all three European
pear orchards visited in Vacaria, RS.

' Master of Science Dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia,

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil (73 p.) April,
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1 INTRODUGCAO

Ha no Brasil uma grande disparidade entre o consumo e produgéo de
peras, sendo que a producdo ndo chega a representar 30% do que é
consumido. Apesar de que a area de cultivo de pereiras seja pequena, a
produtividade é também um fator importante, pois representa apenas 1/3 da
verificada em paises de quem o Brasil importa peras.

Os frutos de pereiras europeias (Pyrus communis L.) sdo os mais
apreciados pelos consumidores brasileiros, mas as plantas também sao as
mais exigentes quanto a condi¢bes edafoclimaticas. A dificuldade de
adaptacao climatica das pereiras europeias, e 0 abortamento de gemas
decorrente disso, sempre foram considerados as principais causas da baixa
produtividade da cultura. Entretanto, recentemente se observou outro
problema em pomares comerciais de pereiras europeias cvs. ‘Packham’s
Triumph’, ‘William’s Bon Chretien’ e “Abate Fetel’ em Vacaria, RS: a morte
de flores. Os sintomas observados consistem em uma lesdo necrotica,
circular e escura sobre o calice que em alguns poucos casos evolui para
total necrose do receptaculo floral e morte da flor. Cancros em ramos e
crestamento de folhas e ramos nunca foram observados.

Em muitos paises sintomas idénticos estdo associados a doenga

conhecida como crestamento bacteriano de pereiras, cujo agente causal é



Pseudomonas syringae pv.syringae van Hall. No Brasil o patégeno ocorre,
mas nunca foi registrado associado a flores de pereiras, além de que nem
todos os sintomas que caracterizam o crestamento bacteriano de pereiras
foram observados em Vacaria. Ha de se considerar ainda, que P. syringae
pv. syringae apresenta fase epifitica, portanto, sua detecgdo ndo basta para
configura-la como agente causal da doencga, principalmente no caso de
primeiro registro da doenga no pais. Desta forma, se faz necessaria uma
investigacao etioldégica e epidemioldgica da morte de flores de pereiras
europeias que vem ocorrendo em Vacaria, RS.

As hipoteses envolvidas nesta investigacdo sao (i) a morte de flores
de pereiras europeias em pomares no Rio Grande do Sul é de etiologia
bidtica; (ii) P. syringae pv. syringae esta associada a esta doenca e (iii)
existem condicdes de ambiente e hospedeiro especificas para a patogénese
e sdo distintas das verificadas em outros paises.

Para testar essas hipdteses, este trabalho teve como objetivo:

e Determinar o agente causal, através de isolamento de micro-
organismos, testes de patogenicidade e procedimentos de
identificacao;

e Conhecer as condicbes de ambiente e hospedeiro que favorecem a
doenga, inoculando flores destacadas de pereiras em diferentes
estagios fenolégicos e submetendo-as a diferentes condicbes de
temperatura;

e Monitorar, através de deteccdo molecular em gemas, a presenca de
bactérias ao longo do ano;

e Quantificar a doenca a campo;



e Verificar a ocorréncia da doenga em pomares de Vacaria, RS.
Cabe ressaltar que por se tratar de um estudo etiolégico, optou-se por
chamar a doenca investigada de ‘morte de flores de pereiras europeias’ para
ndo haver associagao precipitada do problema verificado em Vacaria com o

crestamento bacteriano de pereiras associado a P. syringae pv. syringae.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura da pereira

Dentre as frutas de clima temperado, a pera € a terceira mais
consumida no Brasil, sendo superada apenas pela maga e péssego (Nakasu
& Leite, 1990). No ano de 2005 foram consumidas no pais 72 mil toneladas
de peras, entretanto a producao nacional nao ultrapassou 20 mil toneladas
em 2.303 hectares de area plantada (FAO, 2007). Em decorréncia disso, o
Brasil se torna o maior importador de peras da América do Sul, sendo que a
Argentina fornece 80% das importacbes (Banco do Brasil apud Marodin,
1998, p. 1).

A pereira no Brasil €, dentre as frutiferas de clima temperado, aquela
em que ndo ocorreu o desenvolvimento de grandes areas de produgéo,
ficando restrita a plantios inexpressivos do ponto de vista comercial (Maia et
al., 1996). Segundo Camelatto et al. (1997), este pouco desenvolvimento é
atribuido a baixa produtividade das plantas, principalmente das cultivares
europeias (Pyrus communis L.) que sao consideradas mais exigentes em frio
que as cultivares asiaticas (P. pyrifolia Burm., P. serotina. P. ussuriensis,
entre outras) (Nakasu & Leite, 1990). A produtividade de pereiras no Brasil
tem aumentado (de 6 para 10,5 t.ha™ em 2005) mas ainda encontra-se muito
inferior a de paises vizinhos e de quem importa peras, como a Argentina,

que tem produtividade média de 29,4 t.ha™ (FAO, 2007).



Os fatores limitantes para a expansao da cultura no Brasil sdo: falta
de cultivares produtoras de frutas de boa qualidade, adaptadas as condigbes
climaticas; indefinicdo de porta-enxertos; e, principalmente, o abortamento
de gemas florais, que em alguns anos, e dependendo da cultivar, atinge de
30 a 100% das gemas florais (Nakasu & Leite, 1992).

O abortamento de gemas florais também € relatado como importante
em cultivos de pereiras em outros paises. Na Nova Zelandia, Wokurm (1997)
afirma que este disturbio pode resultar em total perda da produgédo. Na
Espanha, o abortamento de gemas é relatado desde 1981 e foi atribuido a
associacdo de Pseudomonas spp. fitopatogénicas com desordens
fisiolégicas, devido a condicdes climaticas, nutricdo e idade da planta (Tora
et al apud Marodin, 1998, p. 32). Para Montesinos & Vilardell (2001) a
etiologia da doenca é complexa: P. syringae pv. syringae van Hall e sua
associagao com nucleagao de gelo tem sido relacionada com os sintomas
desenvolvidos em anos frios. Os postulados de Koch foram completados
para P. syringae (Montesinos & Vilardell, 1987 e 1991) e o estado nutricional
da planta, no periodo de dorméncia, com relagao a boro e agucares soluveis
tem sido relacionado com alta incidéncia da doenca (Montesinos et al.,
1992). No Brasil, o abortamento de gemas florais também na presenca de
Pseudomonas syringae, além de situagdes de maior acumulo de frio e baixo

peso das gemas (Marodin, 1998).

2.2 Crestamento bacteriano de pereiras

O crestamento bacteriano de pereiras € considerado uma das

principais patologias da pereira (Mansvelt & Hatting, 1990). Os sintomas do



crestamento bacteriano de pereiras descritos por Panagopolous & Crosse
(1964) associavam a doenca a P. syringae. Segundo estes autores, as
sépalas e o receptaculo floral sdo os 6rgaos florais mais afetados, onde
lesbes circulares, de coloragdo negra e bordas mais ou menos irregulares
aparecem. No pedicelo, a infec¢ado inicial € na forma de estrias negras ao
longo do axis. Com o progresso da doenca todos tecidos da flor sédo
afetados ocasionando o crestamento. Os sintomas podem ainda constituir de
necrose no calice, manchas necroticas em frutos e folhas e cancros nos
ramos.

No Chile, em 1974, Cancino et al. descreveram sintomas de
crestamento bacteriano em flores de pereira como lesdes escuras iniciando
na parte externa das sépalas e receptaculo floral. As lesdes progrediam
rapidamente, produzindo o crestamento da flor inteira, do ramalhete floral e
folhas.

Os sintomas de crestamento bacteriano em flores sdo semelhantes
aos ocasionados em caso de alta severidade de abortamento de gemas
florais dormentes associados a P. syringae pv. Syringae, ocasionando
reducdo de flores por ramalhete, flores anormais ou morte total das gemas
(Montesinos & Vilardell, 2001). Isso evidencia que o indéculo para o
crestamento de flores pode estar presente nas gemas.

As pereiras sao suscetiveis ao crestamento das flores nos periodos
de pré-floragdo até inicio da frutificacdo, sendo que na plena floragédo a
suscetibilidade é maior (Whitsides & Spotts, 1991). Estes estadios
fenol6gicos também sdo os mais suscetiveis a danos por geada e tais danos

vem sendo atribuidos como um fator de predisposicao ao crestamento das



flores (Panagopoulus & Crosse, 1964; Whitsides & Spotts, 1991). A atividade
de nucleacao de gelo exibida por varios isolados de P. syringae pv. syringae
explicaria o efeito das temperaturas de congelamento no desenvolvimento
do crestamento (Lindow et al., 1978; Gross & Cody, 1985). Para Whitsides &
Spotts (1991), a incidéncia de infeccdo aumenta depois de reagao
exotérmica ocasionada pelo incremento na temperatura decorrente da fuséo
do gelo induzido pela atividade nucleadora de P. syringae pv. syringae. Tal
reacdo exotérmica foi detectada no tecido do ovério da flor. Sule &
Seemuller (1987) atribuem o aumento da doenca na presenca de
temperaturas de congelamento a disponibilizacdo de nutrientes decorrente
da ruptura das células vegetais com o dano de congelamento e que estimula
o crescimento bacteriano.

Entretanto, danos severos de crestamento bacteriano em flores
podem ocorrer na auséncia de dano por geada, desde que haja presenga de
P. syringae pv. syringae, baixas temperaturas e umidade alta durante a
floracdo (Montesinos & Vilardell, 1991; Waissbluth & Latorre, 1978). No Chile
a doenca também é relatada independente da ocorréncia de geada (Cancino
et al., 1974). Latorre et al. (2002) concluiram que o crestamento bacteriano
das flores de pereira ocorre na auséncia de temperaturas de congelamento.
Ainda para este autores, a exposicao dos tecidos de pereira a temperaturas
de 0 °C logo antes ou depois da inoculagdo com P. syringae pv. syringae,
em ramos destacados de pereira, ndo influenciou o desenvolvimento do
crestamento, provavelmente porque a atividade nucleadora de gelo exibida
pelos isolados de P. syringae pv. syringae usados no estudo pode ocorrer

com temperatura acima de 0 °C (Lindow et al., 1978).



Em gemas necrosadas de damasqueiro (Prunus armeniaca L.),
planta da familia Rosaceae (Molnar apud Marodin, 1998, p. 153), foram
encontrados os fungos Cytospora cincta Sacc., (1884), Monilinia laxa (Aderh.
& Ruhland) Honey (1945), Cladosporium carpophilum Thiim e Verticillium sp.
Em decorréncia da semelhanga da sintomatologia entre a morte de flores e
abortamento de gemas florais, a descricdo destes fungos em gemas de
damasqueiro, espécie da mesma familia de pereiras europeias, € uma
evidéncia da possibilidade de sua associagdo com a morte de flores de

pereiras.

2.3 Fase epifitica de Pseudomonas syringae pv. syringae

Para bactérias que tém uma fase de seu ciclo de vida como epifitas a
patogénese ocorre dentro de um contexto de comunidades microbianas que
interagem entre si e com o hospedeiro (Beattie & Lindow, 1995 ; Hirano &
Upper, 1990). Segundo Kennelly et al (2007), populagbes de Pseudomonas
syringae pv. syringae podem se desenvolver em flores assintométicas de
pereiras, sendo que 0s sintomas de crestamento em flores aparecem
quando ocorrem condicbes de periodo frio e uUmido. Pseudomonas
fluorescentes compreendem o principal grupo de bactérias detectadas flores
de pereiras em dois anos de estudos em Corvallis, E.U.A. (Stockwell et al.,
1999). P. syringae, descrita anteriormente como um componente dominante
na microflora natural de peras por Montesinos & Vilardell (1991), foi
encontrada também por Stockwell et al. (1999) abundantemente na
superficie de flores em Corvallis e menos freqientemente em Medford e

Cashmere, E.U.A. Portanto, a presenca de P. syringae pv. syringae em



flores de pereiras ndo basta para configurar esta bactéria como agente

causal do crestamento de flores de pereiras.

2.4 Crestamento bacteriano versus fogo bacteriano

Apesar de que tenha um quadro sintomatolégico bastante distinto,
principalmente quanto a agressividade da doenga, o fogo bacteriano,
causado por Erwinia amylovora (Burrill 1882) Winslow et al. 1920 emend.
Hauben et al. 1998, em sintomas iniciais pode ser confundido com os de
crestamento bacteriano em pereiras europeias (Aldwinckle & Beer, 1979;
Panagopoulus & Crosse, 1964, Qiu et al., 2008): necrose do receptaculo
floral e crestamento de flores e ramos. A distincdo dos sintomas entre as
duas doencas se da pela fendas na casca e o sintoma de ‘cajado de pastor’
presentes no caso do fogo bacteriano (Doidge, 1917). ‘Cajado de pastor’
consiste no crestamento do &apice dos de ramos com encurvamento
parecendo um cajado.

No Brasil, E. amylovora é considerada praga ausente no pais
(Ministério da Agricultura, 2008) e portanto merece especial atencédo ante a
possibilidade de ser diagnosticada ou ser confundia, gerando falsos
negativos.

A bactéria Pantoea agglomerans (Ewing & Fife 1972) Gavini et al.
1989 produz pantocina A e pantocina B, antibiéticos baseados em peptideos
de baixo peso molecular e que sao inibidores de E. amylovora (Wrigh et al.,
2001). A P. agglomerans possui habito epifitico e € abundantemente

encontrado em pereiras europeias (Sabarathnam & Beattie, 2003), podendo
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contribuir com a justificativa da auséncia de E. amylovora em pereiras no

Brasil.

2.5 Identificacao de bactérias

A identificacao de bactéria € realizada através estratégias polifasicas,
isto é, mais de um tipo de método € exigido para identificacdo da bactéria
com boa acuréacia (Clarridge, 2004).

O método histérico para realizar a identificagdo de bactérias é
dependente da comparacdo de uma rigorosa descricdo morfoldgica e
fenotipica do isolado a ser identificado com a descricdo morfoldgica e
fenotipica de estirpes de referéncia (Clarridge, 2004). As referéncias para
bactérias fitopatogénicas sdo encontradas em manuais como o Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology ou Laboratory guide for identification of
plant pathogenic bacteria. Além disso, podem-se compilar os resultados de
estirpes  caracterizadas com as tabelas de  caracteristicas
de cada espécie de bactéria depositada na American Type Culture Collection
(ATCC).

Além da identificagdo fenotipica, que inclui testes bioquimicos e
fisioldégicos, a identificagdo molecular, através da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) e sequenciamento, € utilizada como uma das vias para
identificacdo polifasica de bactérias.

A PCR com oligonucleotideos especificos permite seguranga na
identificacdo e também da deteccdo de fitopatdégenos, obtendo-se melhor

entendimento de um patossistema e, consequentemente, a obtencdo de



11

uma maior eficiéncia no controle de doengas economicamente importantes
(Moura et al., 2005; Santana et al., 2006).

Uma extragcdo de DNA eficiente pode aumentar o desempenho das
técnicas moleculares de identificacdo de fitobactérias. Dentro deste contexto,
varios métodos de extragdo do DNA vem sendo publicados, incluindo os
protocolos de extragdo com fenol e fenol cloroférmio (Roe et al., 1996; Wolf,
2007), aplicacédo de kits comerciais, liberagdo do DNA por NaOH (Wang et
al., 1993) e lise celular por aquecimento (Thomson & Henry, 1995). A
maioria destes métodos se baseia na centrifugacdo para a separacao dos
restos celulares do DNA, implicando maior tempo e varios equipamentos de
laboratério (Drescher & Graner, 2002).

Um método alternativo para coleta de DNA e estocagem de material
biologico foi originalmente desenvolvido para amostras de sangue em
diagnostico neonatal (Guthrie & Susi, 1963). Este método consiste em
transferir uma pequena gota de sangue em um cartdo que posteriormente é
tratado com reagentes quimicos que induzem a lise celular, além de inibir o
crescimento de microrganismos e proteger os 4&cidos nucléicos da
degradacgao (Drescher & Graner, 2002). Existe uma ampla gama deste tipo
de cartao disponivel, incluindo IsoCode Card (distribuido por Schleicher and
Schuell Diagnostik, Alemanha), Generation Capture System (Biozym
Diagnostik GmbH, Heissisch-Oldendorf, Alemanha) e FTA-cards (Flinders
Technology Associates) (Whatman, Kent, UK). Para a realizagdo da PCR,
um pequeno disco contendo a amostra a ser analisada é cortado e os
inibidores sdo removidos através de uma série de lavagens com reagentes.

O disco com o DNA-alvo retido € posto diretamente na mix de reacao.
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Na década de 1980, um novo padrao para a identificagcdo de bactérias
comecou a ser desenvolvido. Foi demonstrado que as relagdes filogenéticas
de bactérias, e na verdade todas as formas de vida, podem ser
determinadas comparando uma regiao estavel do cédigo genético (Woese,
1987). Esta area da genética em bactérias inclui o uso dos genes que
codificam para 5S, 16S (também chamado de subunidade menor) 23S rRNA
e 0s espagos entre estes genes. A regido do genoma mais comumente
utilizada para fins taxondmicos de bactérias € o gene rRNA 16S (Kolbert &
Persing, 1999; Palys et al., 1997;Bottger, 1989).

A utilizacao do gene rRNA 16S para sequenciamento e comparagao
com sequencias ja conhecidas permite a diferenciacao entre organismos a
nivel de género em todos os principais filos de bactérias, além de classificar
estirpes em mudltiplos niveis, incluindo espécie e subespécie (Clarridge,

2004).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolamento de possiveis agentes etioldgicos

Nos meses de setembro e outubro de 2007, plantas de pereiras
europeias das cvs. ‘Carrick’, ‘Packham’s Triumph’ e ‘Abate Fetel
pertencentes ao Pomar Mussatto e a colegcdo de variedades da Estacao
Experimental de Fruticultura Temperada - Embrapa Uva e Vinho, localizados
em Vacaria, RS, foram vistoriados para coleta de flores com lesbes
necroéticas na regido do ovario. A partir das flores sintomaticas obtidas
procedeu-se o isolamento de fungos e bactérias.

Para isolamento de fungos, as flores foram desinfestadas com
hipclorito de sédio 1% e Tween 0,001%, seguidos de trés enxagies em agua
destilada e esterilizada (ADE). Destacaram-se as pétalas do restante da flor
e estas foram separadamente depositadas sobre meio de cultura BDA
(batata, 300; dextrose, 10; agar, 18 g.L™!, 4gua destilada para completar o
volume) contido em placas de Petri. As placas foram incubadas por cinco
dias em camara de crescimento com fotoperiodo de 12 h e temperatura de
25 °C. A partir de cada crescimento micelial com caracteristicas visuais
distintas, transferiram-se segmentos de micélio para outra placa contendo
meio de cultura BDA e posteriormente realizou-se a purificacdo dos isolados
através da transferéncia de ponta de hifa para nova placa. Os isolados de

fungos foram descritos quanto as caracteristicas de crescimento micelial e
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agrupados em relacdo a parte da flor da qual foram obtidos, cultivar e local
de coleta. A preservagdo dos isolados foi realizada através de discos de
meio de cultura com crescimento micelial imersos em ADE e mantidos sob
temperatura de 4 °C.

Para obtencdo de isolados bacterianos, uma pequena por¢ao de
tecido, na interface entre o tecido assintomatico e a lesao, foi retirada da flor
e depositada sobre uma gota de ADE sobre uma lamina de vidro flambada.
O tecido foi triturado com auxilio de um bisturi e, ap6s 5 min, uma alca de
platina foi encostada na agua e riscada sobre meio KB (peptona, 20;
KoHPO4, 1,5; MgS0,4.7H20, 1,5; Agar, 15g.L"; glicerol, 15 mL.L™"; agua
destilada para completar o volume) (Schaad et al., 2001) em placas de Petri.
As placas foram incubadas a 28 °C por 24 h. Colbnias isoladas e
fluorescentes sob luz ultravioleta (366 nm) foram repicadas para nova placa.
Suspensbes de células dos isolados bacterianos foram preservadas em
glicerol 40% a -20 °C e em ADE & 4°C.

Na primavera de 2008, os pomares Caieron, Golin e Boff, em Vacaria,
foram vistoriados e flores sintomaticas de pereira ‘Packham’s Triumph’ foram
coletadas. Apenas o isolamento de bactérias fluorescentes foi feito a partir

destas flores, de acordo com o método descrito acima.

3.2 Teste de patogenicidade

Somente os isolados obtidos em 2007 foram testados quanto a
patogenicidade. Os isolados bacterianos e de fungos foram testados em
flores de ramos destacados de pereiras ‘Packham’s Triumph’ colocados em

copos plasticos contendo areia umedecida. Os ramos foram previamente
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incubados em camara de crescimento com 90% de umidade relativa durante
6 h.

Suspensdes de células bacterianas de cada isolado, padronizadas
visualmente segundo o grau cinco da escala de McFarland, foram
aspergidas sobre ramalhetes florais. Para cada isolado, foram aspergidos
dois ramos com cinco flores. Para inoculacao das flores com os isolados de
fungos, discos de micélio foram depositadas sobre o receptaculo floral (Melo
Neto & Almeida, 2008). Utilizaram-se dois ramos com cinco flores para cada
isolado fungico. Dois ramos florais aspergidos com suspensao de células de
Pseudomonas syringae pv. syringae (IBSBF 281) (Pss 281), cedida pela
Colecao de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biologico (2008),
constituiram o controle positivo. O controle negativo foi obtido através da
aspersao de dois ramos florais com ADE.

Apb6s as inoculagbes, a nebulizacdo na camara de crescimento foi
suspendida por 4 h para ndo haver perda de indculo através de
escorrimento. Os ramos florais foram mantidos em camara de crescimento
com fotoperiodo de 12 h, temperatura de 16 + 1 °C e 90% de umidade
relativa por 72 h, quando se realizou a avaliagéo.

Flores com algum sintoma de necrose ou escurecimento de tecido na
regiao do ovario ou receptaculo floral foram retiradas dos ramos e procedeu-
se o isolamento de acordo com o micro-organismo inoculado e conforme
método anteriormente descrito. As culturas reisoladas foram comparadas
com o isolado inoculado quanto ao formato da colbnia, fluorescéncia, testes

de gram, oxidase e catalase.
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Os isolados que, além de estarem associados ao sintoma na flor
inoculada, puderam ser reisolados, apresentando caracteristicas idénticas

aos originais, foram considerados patogénicos.

3.3Caracterizacao dos isolados

A caracterizagdo por meio de testes bioquimicos, fisioldgicos e
moleculares foi realizada para os isolados patogénicos obtidos na primavera
de 2007. Todos isolados bacterianos obtidos na primavera de 2008 foram

caracterizados através de PCR como serd descrito a seguir.

3.3.1 Testes bioquimicos e fisiologicos

As culturas puras, com 24-48 h de crescimento foram caracterizadas
através do LOPAT segundo método descrito por Schaad et al. (2001), que
inclui producdo de levan em meio com sacarose, reagdo da oxidase,
atividade pectolitica em batata, atividade da arginina dehidrolase e reagao
de hipersensibilidade em fumo.

Para producgéao de levan, as culturas foram riscadas em meio Nutriente
Agar (extrato de carne, 1; peptona, 5; extrato de levedura, 2; cloreto de
sodio, 5; agar, 15 g L''; agua destilada até completar o volume; pH = 6,8)
acrescido de 5% de sacarose (peso/volume). Coldnias brancas, mucéides e
convexas apds cinco dias de incubacdo indicam reacdo positiva. Para
controle positivo utilizou-se Pss281 e Pectobacterium brasiliensis Duarte et

al. estirpe 212 constituiu o controle negativo.
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Verificou-se a presenca da enzima citocromo oxidase através de fitas
de oxidase (Labor Clin). Os controles negativo e positivo foram os mesmos
utilizados na reacéo de producéo de levan.

A atividade pectolitica em batata foi testada em fatias de batata que
foram previamente lavadas, desinfestadas (alcool 70% por 1 min, hipoclorito
de sbdio 1% por 1 min, trés enxagies em ADE) e descascadas. As fatias de
batata foram depositadas sobre papel toalha umedecido dentro de uma
caixa plastica (gerbox). Para cada isolado, um palito de madeira esterilizado
foi encostado na cultura e cravado em uma fatia de batata. A caixa foi,
entdo, coberta e incubada a 22 °C por 24 h. Realizaram-se trés repeti¢coes. A
maceracao do tecido da batata a partir do ponto em que o palito foi cravado
indicou resposta positiva. P. brasiliensis 212 e Pss281 constituiram os
controles positivo e negativo, respectivamente.

Para o teste da atividade da arginina dehidrolase, culturas com 24 h
foram transferidas para 15 mL de meio de cultura semi-solido Thornley 2A
(peptona, 1; NaCl, 5; KzHPO, 0,3; Arginina HCI, 10; Agar, 3 g L'"; vermelho
de fenol, 1 mg L; 4gua destilada para completar o volume; pH 7,2) contido
em tubos de ensaio, cobertas com 1 mL de 6leo mineral esterilizado e
incubadas a 28 °C. A cor vermelha em até quatro dias indica reagao positiva.
Pss281 foi utilizada como controle negativo.

Suspensées de células bacterianas (10° UFC.mL™") foram injetadas no
espaco intercelular de folhas de fumo (Nicotiana tabacum L.) através de uma
seringa. O colapso do tecido na regiao em que foi injetada a suspensao de

células bacterianas apdés 24 h é considerado como reagdo de
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hipersensilidade positiva. Pss281 foi utilizada como controle positivo e ADE
como controle negativo.

Além do LOPAT, os isolados foram caracterizados quanto a
composicao da parece celular (teste de Gram pelo método KOH 3%),
presenca da enzima catalase, capacidade de nucleacéo de gelo e utilizagéo
de 95 fontes de carbono através do sistema BIOLOG (MicroLog™ System,
4.0).

Para avaliar a capacidade de nucleagdo de gelo dos isolados
patogénicos, misturou-se gelo triturado e alcool em uma caixa de isopor para
obter a temperatura de -5 a -10 °C. Gotas de 10uL de suspensao de células
bacterianas (108 UFC.mL™) foram depositadas sobre a superficie de barcos
de papel aluminio com uma fina camada de parafina, sendo que as que
continham bactérias com capacidade de nucleagdo de gelo congelaram a -
10 °C em 30 s. Pss281 e ADE constituiram os controles positivos e
negativos, respectivamente.

A caracterizagdo dos isolados patogénicos quanto a utilizagdo de 95
fontes de carbono foi realizada dispensando-se 150 puL de suspensao de
células bacterianas (DOg2= 0,3) em cada pogo da placa do sistema
BIOLOG. O resultado foi determinado pela leitura da reacdo 16-24 h apds
incubagcdo a 28 °C e pelo processamento dos dados em um software
especifico do sistema BIOLOG. Valores de similaridade acima de 0,5
indicaram resultados positivos para identificacdo de cada isolado. Pss281 foi

utilizada como controle positivo.



19

3.3.2 PCR qualitativa

A extracdo do DNA dos isolados patogénicos e de Pss281 foi
realizada através de lise alcalina, utilizando o protocolo adaptado por Duarte
et al. (2004).

Células bacterianas cultivadas em caldo LB (peptona, 10 g; NaCl, 5 g;
extrato de levedura, 5 g; agua destilada, 1 L), sob agitacédo, durante 24-48 h
a 28 °C, foram suspensas em 250 uL de tampéao de extragdo de DNA (100
mM tris-HCI pH 8,0; 25 mM EDTA; 1% SDS e 50 pg.mL™' de proteinase K) e
incubadas por 3 h a 56 °C. As amostras foram acrescidas de 250 uL de
acetato de amoénio 7,5 M e centrifugadas (12.500 rpm, 15 min, 4 °C). O
sobrenadante aquoso, contendo o DNA, foi coletado e precipitado com
isopropanol (v/v). As amostras foram incubadas a -20 °C por uma noite,
centrifugadas (12.500 rpm, 25 min, 4 °C) e lavadas com etanol 70% (v/v).
Posteriormente, as amostras foram secas, suspensas em 50 pyL de agua
Mili-Q e 5 pL de RNAse e armazenadas a -20 °C até o uso.

O DNA dos isolados bacterianos obtidos na primavera de 2008 foi
extraido pelo método de fervura, que consiste em aquecer a 96°C por 10 min
a suspensao de células bacterianas (DOg2= 0,1).

Os oligonucleotideos iniciadores (oligos) A1 e B6 (Manceau &
Horvais, 1997), universais para varias espécies de Pseudomonas e
patovares de P. syringae, gerando um fragmento de amplificacao de 1050
pb, foram utilizados para em PCR qualitativa para todos isolados. Além
disso, foram utilizados os oligos B1 e B2 (Sorensen et al.,1998), projetados
para amplificar genes de sintese de lipodepsinonopeptideos, especificos

para P. syringae pv. syringae, P. syringae pv. atrofaciens e P. syringae pv.
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aptata, gerando um fragmento de 752 pb. A PCR foi realizada em
termociclador PTC-100TM (MJ Research, Inc.), onde diferentes
temperaturas de pareamento e concentracées de reagentes foram testadas
para a padronizacdo das reagdes, tomando como base a temperatura de
fusdo (TM) dos oligos usados. Apds o ajuste da reacdo, para ambos pares
de oligos, a PCR foi executada com um volume final 20 uL, composta por
0,5 uM de oligos; 1 x tampao de reagao (20 mM Tris pH 8,4; 50 mM KCI); 3,0
uM MgCly; 0,2 uM dNTP (Invitrogen); 0,25 U/R Taq DNA polimerase
(Invitrogen) e 2 uL de DNA.

As seguintes condicbes de PCR foram utilizadas para os oligos A1 e
B6: desnaturacgao inicial de 94 °C por 5 min, seguido por 30 ciclos de 94 °C
por 30 s, 55 °C por 15 s, 72 °C por 1 min e uma extensao final de 72 °C
durante 5 min. Para os oligos B1 e B2 as condi¢cdes utilizadas foram
desnaturacgao inicial de 94 °C por 5 min, seguido por 35 ciclos de 94 °C por
30 s, 62 °C por 15 s, 72 °C por 1 min e uma extensao final de72 °C por 5
min. Em todas as reagdes foi utilizada dgua Mili-Q como controle negativo e
DNA de Pss281 como controle positivo.

Os produtos das reagbes com os dois pares de oligos foram
visualizados em gel de agarose (Invitrogen) 0,8% (m/v), corado com brometo
de etideo (0,5 ug.mL") e submetido & eletroforese com corrente elétrica de
50 V durante 2 h e 30 min. O marcador de peso molecular 1 kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen) foi usado como referéncia. Apés eletroforese os géis
foram expostos a luz ultravioleta e documentados através de céamera

fotografica (Sony Cyber-Shot).
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3.3.3 Sequenciamento e analise in silico dos produtos

amplificados

A amplificacdo da regido ITS dos isolados patogénicos para
sequenciamento foi realizada com PCR baseada em oligos universais
projetados a partir do gene rRNA 16S (Edward et al.,1989, Li et al., 2006,
Qiu et al., 2008): P1 (5- AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG — 3) e P2 (5-
ACG GTT ACC TTG TTA CGA CTT — 3’). A reacao de PCR foi executada
com um volume final de 20 pL, composta por 1 uM de oligos; 1 x tampéao de
reacao (20 mM Tris pH 8,4; 50 mM KCI); 3,0 uM MgCl; 0,2 uM dNTP
(Invitrogen); 1 U/R Taq DNA polimerase (Invitrogen) e 2 uL de DNA. As
condicdes utilizadas na reacao de amplificacdo realizada em termociclador
PTC-100TM (MJ Research, Inc.) consistiram de desnaturacao inicial de 94
°C por 5 min, seguido por 35 ciclos de 94 °C por 25 s, 65 °C por 25 s, 72 °C
por 1 mim e uma extenséo final de 72 °C durante 5 min. Foi utilizada agua
Mili-Q como controle negativo e DNA de Pss281 como controle positivo. Os
produtos da PCR foram visualizados através de eletroforese (50V por 2h e
30 min) em gel de agarose 0,8% (Invitrogen), corado com brometo de etideo
(0,5 pg.mL-1), gerando bandas de 1550 pb.

O sequenciamento dos produtos de amplificacdo foi realizado no
Laboratorio ACTGene (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS)
utilizando sequenciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer
armado com capilares de 50 cm e polimero POP6 (Applied Biosystems). Os
DNAs-molde (30-45 ng) foram marcados utilizando 3,2 pmol dos oligos P1 e
P2 e 2 uL do reagente BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing RR-100

(Applied Biosystems) em um volume final de 10 pL. As reagbes de marcagao
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foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems) com uma etapa de desnaturacao inicial a 96 °C por 3 min
seguida de 25 ciclos de 96 °C por 10 s, 55 °C por 5 s e 60 °C por 4 min.
Ap6s marcadas, as amostras foram purificadas pela precipitagdo com
isopropanol e lavagem com etanol 70%. Os produtos precipitados foram
diluidos em 10 pL de formamida, desnaturados a 95 °C por 5 min, resfriados
em gelo por 5 min e eletroinjetados no sequenciador automatico. Os dados
de sequenciamento foram coletados utilizando-se o programa Data
Collection v1.0.1 (Applied Biosystems) com os parametros Dye Set “Z’;
Mobility File “DT3100POP6{BDv3}vi.mob”; BioLIMS Project “3100_Project1”;
Run Module 1 “StdSeq50 POP6 50cm cfv_100" e Analysis Module 1 “BC-
3100SR_Seq FASTA.saZz'.

As sequéncias das amostras foram editadas e comparadas as

depositadas no GenBank através da plataforma BLAST (GenBank, 2009).

3.4 Efeitos da temperatura, estadio fenoldgico e isolado na

intensidade da doenca

3.4.1 Instalacao do ensaio
Ramos florais nos estadios fenolégicos de baldozinho e plena floragéo
(segundo escala fenoldgica apresentada em El peral apud Marodin, 1998)
foram destacados de pereiras ‘Packham’s Triumph’ localizadas em um
pomar isolado na Estagdo Experimental de Fruticultura Temperada da
Embrapa Uva e Vinho em Vacaria, RS. Os ramos foram cortados com
aproximadamente 15 cm de comprimento e 1 cm de didmetro, deixou-se um

ramalhete floral por ramo e os ramos foram colocados dentro de tubos de
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ensaio contendo 15 mL de ADE. Os ramos foram previamente incubados em
camara de crescimento com 90% de umidade relativa durante 6 h.

A partir dos isolados patogénicos e de Pss281 obteve-se isolados
resistentes a 200 ppm de rifampicina, riscando-se as culturas em meio KB
com gradiente de concentracdo do antibidtico. Selecionaram-se col6nias
resistentes e repicou-se dez vezes alternando-se entre meio KB com
presenca e auséncia de 200 ppm de rifampicina.

As flores foram inoculadas através de aspersdo de suspensfes de
células bacterianas dos isolados resistentes, padronizadas segundo o grau
cinco da escala de McFarland. Flores aspergidas com ADE constituiram a
testemunha. Apos a inoculagao das flores, os ramos foram colocados dentro
de sacos plasticos transparentes contendo papel toalha umedecido e
submetidos as temperaturas de 5, 10, 15 e 20 °C, com fotoperiodo de 12 h
em incubadoras B.O.D. (Marconi MA 402). Realizaram-se trés repeticoes
para cada combinagéo de estadio fenolégico, isolado e temperatura.

O delineamento do experimento foi em parcelas sub-subdivididas,
tendo como parcela principal a temperatura, como subparcela o isolado e
como sub-subparcela o estadio fenologico, sendo cada fator dentro das
parcelas arranjado ao acaso.

A anadlise estatistica de referéncia foi realizada através da rotina
‘Linear Models’ do programa SAS™ 8.2. As diferenciagdes de médias foram

feitas pelo teste DMS (p<0,05).
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3.4.2 Construcao de escala descritiva

A partir do ensaio descrito acima, flores com diversos graus de
necrose e que eram representativas do quadro sintomatolégico descrito na
literatura foram selecionadas e fotografadas.

Agruparam-se as fotos em cinco categorias e uma foto para cada
categoria foi escolhida para representar visualmente a classe na escala. A
partir da foto, elaborou-se uma descricdo do sintoma e de como progrediu a
partir da classe anterior.

Essa escala foi usada para guiar a avaliagao da intensidade da morte

de flores de pereiras europeias.

3.4.3 Avaliacao do ensaio

Apbs 72 h de incubacéo iniciou-se a avaliagdo da incidéncia de flores
sintomaticas e intensidade da doenga segundo a escala descritiva proposta.
As avaliagbes foram feitas a cada 12 h até o momento em que as flores
cairam: 144h apos inoculagéo.

As flores sintomaticas foram marcadas e numeradas a fim de se
manter a rastreabilidade e observar-se a evolugédo da intensidade da doenca
segundo a escala. Duas flores sintomaticas para cada combinacao de
estadio fenologico, isolado e temperatura foram utilizadas para isolamento
em meio KB com 200 ppm de rifampicina a fim de se confirmar que as
lesbes estavam associadas aos isolados resistentes inoculados.

Calculou-se o indice de doenca ou indice de Mckinney segundo a

[Z [nota na escala X frequéncia) X 100]

equagao ~ total de unidades X nota miximada escala  (McKinney,
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1923; Czermainski, 1999). Construiram-se curvas de progresso de doenca,

plotando-se valores do indice de doenca no tempo.

3.5 Deteccao e flutuacao populacional de patégenos em gemas

de pereiras ‘Packham’s Triumph’
Para se conhecer o comportamento do indculo ao longo do ano,
monitorou-se a presenga de bactérias em gemas de pereiras europeias

‘Packham’s Triumph’ ao longo do ano de 2008.

3.5.1 Padronizacao do método de extracao de DNA e deteccao

Antes de iniciar-se a coleta das amostras, padronizou-se um método
de extracao de DNA e deteccao por PCR.

Cinco gemas de pereiras europeias foram maceradas dentro de
microtubos contendo 500 pL de suspensdo em PBS (NaCl, 8; KCI, 0,2;
NazHPO,, 1,44; KH,PO4, 0,24 g L'; &gua destilada para completar o
volume) de células bacterianas (108 UFC.mL") de um isolado obtido em
pomar de Vacaria (Pack9) e Pss281. Os macerados foram submetidos aos
seguintes protocolos de extracdo de DNA: (1) fervura a 96 °C por 10 min; (2)
Lise de Edwards; (3) FTA® Plant Card Whatman (FTA); (4) FTA com pré-
lavagem em alcool 70%; (5) FTA e adicdo de 2% de Polivinilpirrolidona
(PVP); (6) FTA com pré-lavagem em alcool 70% e adigéo de 2% de PVP; (7)
Lise de Edwards, FTA com pré-lavagem em alcool 70% e adi¢do de 2% de
PVP.

Os diferentes métodos também foram usados para extracdo do DNA

dos isolados a partir de cultura pura e, além do método de extragao, testou-
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se a forma de maceracdo das gemas: palito de madeira e micropistilo
descartavel.

Para extragdo por cartdes FTA transferiram-se 100uL do macerado
para superficie do cartdo e deixou-se secando em temperatura ambiente por
no minimo 3h. Apos, discos de 3 mm de didmetro foram retirados dos
cartdes utilizando um cortador (Harris) e transferidos para microtubos de 200
uL. Entre as diferentes amostras, o cortador foi desinfestado com alcool
70%. Os discos de papel foram lavados duas vezes, durante 5 min, com 200
uL do reagente FTA (FTA Purification Reagent), seguido por duas lavagens
com 200 pL de tampao TE™" (10 mM Tris-HCI; 0,1 mM, EDTA, pH 8,0) por 5
min. Posteriormente, as amostras foram secas durante 20 min a 56 °C, antes
de proceder a eluigdo. O DNA retido no cartdo FTA foi eluido adicionando-se
35 pL de solugao alcalina (0,1 N NaOH; 0,3 M EDTA, pH 13,0) aos discos
previamente lavados como descrito anteriormente. A solugcdo alcalina foi
mantida em contato com o disco do cartdo a temperatura ambiente durante 5
min. Posteriormente, foram adicionados 65 pL de tampé&o Tris saturado com
Cl (0,1 M, pH 7,0), o material foi agitado em vortex durante 5 s, deixado a
temperatura ambiente por 10 min e agitado em vortex por 10 s. Os discos de
3 mm foram pressionados nos seus respectivos tubos e descartados. Para a
realizagdo da PCR 10 pL da elui¢cdo foram adicionados a reacao.

O método que inclui a etapa de pré-lavagem em alcool 70% do cartéo
FTA seguiu 0 mesmo protocolo, entretanto antes da lavagem com reagente
FTA, lavaram-se os discos de papel duas vezes, durante 5 min, com 200 uL
de alcool 70%. Quando exigida pelo método, a adicao de PVP 2% (m/v) foi

realizada no momento de preparacao da suspensao de células bacterianas.
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O método de extracdao de DNA através da lise de Edwards diferencia-
se por substituir 400 uL de PBS por tampao de Edwards (200 mM Tris HCI
pH 7,5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,5% SDS) no momento da preparagao
da suspensédo de células bacterianas (Edwards et al, 1991; Kerkoud et al,
2002).

O DNA extraido sob os diferentes protocolos foi submetido a PCR
com oligos A1 e B6 de acordo com as condigdes ja descritas e
acrescentando-se 2% de PVP na reagdo. Agua Mili-Q foi utilizada como
controle negativo. No método de extracdo de DNA por fervura, 2 pyL da

suspensao fervida foram usados na PCR.

3.5.2 Projecao de oligonucleotideos iniciadores

Sequéncias relacionadas a caracteristicas especificas de P. syringae
pv. syringae, Erwinia amylovora e Pantoea agglomerans foram rastreadas a
partir do banco de genes ENTREZ do National Center for Biotechnology
Information (NCBI, 2008). As sequéncias foram editadas para 0 modo
FASTA e submetidas a Plataforma BLAST (GenBank, 2008) para analise de
similaridade das sequéncias com outras sequéncias genémicas depositas no
GenBank. Posteriormente, as sequéncias foram utilizadas como molde para
a projecao dos oligos especificos através do programa Primer 3 (2008). Os
oligos também foram submetidos a plataforma BLAST (GenBank, 2008) para
verificar a especificidade in silico. A sintese dos oligos foi realizada pela

Integrated DNA Technologies (IDT, 2008).
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3.5.3 Especificidade dos oligonucleotideos iniciadores

Os oligos projetados (SyrB1 e SyrB2 para P. syringae pv. syringae,
DspE1 e DspE2 para E. amylovora e PaaA1 e PaaA2 para P. agglomerans)
e os oligos A1/B6 e B1/B2 foram testados separadamente quanto a
especificidade através de PCR com DNA de Pss281, E. amylovora (IBSBF
551) (Ea551), P. agglomerans (IBSBF 1331) (Pa1331) e os isolados
patogénicos obtidos em pomares de Vacaria, RS. A cultura de P.
agglomerans (originaria de Pyrus communis L.) e DNA de E. amylovora
foram cedidas pela Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Instituto
Bioldgico (2008). O DNA de Pa1331 foi obtido por fervura.

As PCRs foram realizadas em termociclador PTC-100TM (MJ
Research, Inc.) e, a partir das TMs dos oligos, diferentes temperaturas de
pareamento e concentragcbes de reagentes foram testadas para a
padronizacdo das reagdes. Apds ajuste, as reagdes foram executadas em
um volume final de 20 puL com concentragdes de reagentes e condigdes de
reacao segundo a Tabela 1. As condigbes de desnaturacgao inicial (94 °C por
5 min) e extensao final (72 °C durante 5 min) foram iguais para todas as
reagbes. Agua Mili-Q foi utilizada como controle negativo. A visualizagao dos
produtos através de eletroforese em gel de agarose (Invitrogen) foi realizada
conforme método j& descrito, sendo que as diferengas sdo apresentadas na

Tabela 1.
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TABELA 1. Concentragdo de reagentes, condicbes de PCR e -caracteristicas de
eletroforese utilizada para cada par de oligonucleotideo iniciador. Porto
Alegre, RS, 2009.
SyrB1/ DspE1/ PaaA/
A1/B6 B1/B2 SyrB2 DspE2 PaaA2
[Oligos] 0,5uM 0,5 uM 0,4 uM 0,25 uM 0,25 uM
[TamNpéo de 1x 1x 1x 1x 1x
reacao]
[dNTP] 0,2 uM 0,2 uM 0,2 uM 0,2 uM 0,2 uM
[MgCI2] 3,0 uM 3,0 uM 3,5 uM 3,0 uM 3,0 uM
[Taqg DNA
polimerase] 0,25 U/R 0,25 U/R 0,25 U/R 0,25 U/R 0,25 U/R
(94 °C/30”, (94 °C/157, (94 °C/30”, (94 °C/15”,
Condic (94 °C/30”, 62 °C/15”, 53 °C/10”, 53 °C/40”, 55 °C/10”,
d°“ Icao 55 °C/15”,72 72 °C/1)) 72 °C/15") 72 °C/30") 72 °C/15”)
areagao °C/1’) 30x 30x 35x 35x 30x
Gel 0,8% Gel 0,8% Gel 2% Gel 2% Gel 2%
Eletroforese 50V 50V 60V 60V 60 V
2h 30min 2h 30min 2h 30min 2h 30min 2h 30min

3.5.4 Sensibilidade do método

Para conhecer-se o nivel de deteccdo do método que inclui extragao
de DNA com FTA, PVP 2% e pré-lavagem em &lcool, culturas com 24-48 h
de Pss281 e Pa1331 foram suspendidas em PBS + PVP 2% e a
concentracao de células padronizada por espectofotometria para DOggo= 0,1.
Diluicdes sucessivas em PBS + PVP 2% foram obtidas at¢ 107'°. Para
contagem das células, 10 yL de cada diluicao de Pss281 foram transferidos
para placas contendo meio KB. Para Pai1331, procedeu-se de maneira
semelhante, porém utilizou-se meio SAM (peptona, 5; extrato de levedura, 5;
amido soltvel, 3; Agar, 15g L'; 4gua destilada para completar o volume)
(Costa et al., 2000).

De cada diluigdo, 500 pL foram acrescentados a cinco gemas

acondicionadas em tubos de 1,5 mL e maceradas em nitrogénio liquido com

auxilio de micropistilos descartaveis. Agitaram-se os tubos em vortex por 10
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s e deixou-se em temperatura ambiente por 10 min, 100 yL foram, entéo,
transferidos para cartées FTA. O DNA contido nos cartdes FTA foi eluido
apos lavagem, conforme descrito no item 3.5.1. O DNA de cada diluicao de
Pss281 foi utilizado em PCR com os oligos A1/B6 e SyrB1/SyrB2 e o DNA
de cada diluicdo de Pa1331 utilizado em PCR com os oligos PaaA1/PaaA2,
a fim de se verificar o nivel de deteccdo de P. syringae pv. syringe e P.
agglomerans, respectivamente. As condicbes das reagbes seguiram as
descritas na Tabela 1, de acordo com o par de oligo correspondente. DNA
genbmico de Pss281 e Pa1331 foram usados como controle positivo e 4gua
Mili-Q como controle negativo. Adicionalmente, 100 uL de cada macerado
foram transferidos para superficie de meio de cultura KB e SAM em placas
de Petri. Gemas maceradas em PBS + PVP 2% foram plagqueadas nos dois
meios de cultura para constituir o controle negativo.

Para testar sensiblididade do método na detec¢éo de E. amylovora
procedeu-se de forma distinta, pois por se tratar de praga ausente no pais o
uso de cultura exige certos procedimentos, portanto, optou-se por utilizar
DNA. O DNA de Ea551 em quantidade suficiente para obter concentragoes
de 4,68; 9,37; 18,75; 37,5; 75 e 150 ng.uL" foi adicionado a 500 uL de PBS
+ PVP 2%. Transferiram-se 500 UL de cada diluicdo de DNA para tubo de
1,5 mL contendo cinco gemas maceradas. Agitou-se por 10 s e ap6s 10 min
transferiram-se 100 uL para cartdes FTA. O DNA contido nos cartdées FTA
foi eluido e utilizado em PCR com os oligos DspE1/DspE2. Foi utilizada agua

Mili-Q como controle negativo.
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3.5.5 Coleta e processamento das amostras

Cinco gemas foram coletadas de 50 pereiras ‘Packham’s Triumph’
localizadas no Pomar Mussatto, em Vacaria, RS, a cada dois meses durante
o ano de 2008 As coletas iniciaram em fevereiro e foram realizadas em
datas préximas a metade do més. As gemas foram acondicionas em tubos
de 1,5 mL.

Para o processamento, os tubos contendo as gemas foram
mergulhados em nitrogénio liquido e as gemas maceradas com micropistilos
descartaveis. Adicionaram-se 500 pyL de PBS contendo 2% de PVP e
deixou-se 10 min em temperatura ambiente. Apds, 100 uL do macerado
foram transferidos para o cartdo FTA, que foi deixado secar overnight. Os
cartdbes foram armazenados dentro de sacos plasticos a temperatura
ambiente. Discos de 3 mm do cartdo FTA foram lavados, o DNA eluido e

armazenado a -20 °C.

3.5.6 Deteccao e flutuacao populacional

Dez microlitros do DNA eluido de cada amostra foram utilizados em
PCR para deteccdo de Pseudomonas spp., P. syringae pv. syringae, E.
amylovora e P. agglomerans com os oligos A1/B6, SyrB1/SyrB2,
DspE1/DspE2 e PaaA1/PaaA2, respectivamente. As reagdes seguiram as
condi¢oes descritas na Tabela 1 de acordo com o par de oligo utilizado. DNA
gendmico de Pss281 (2uL) foi utilizado como controle positivo nas reagdes
com os oligos A1/B6 e SyrB1/SyrB2. O controle positivo nas reacées com 0s
oligos DspE1/DspE2 e PaaA1/PaaA2 foram 15 ng de DNA de EA551 e 2 uL

de DNA de Pa1331 obtido por fervura, respectivamente. Agua Mili-Q foi
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utilizada como controle negativo. Os produtos foram visualizados através de
eletroforese em gel de agarose em condi¢cdes conforme a Tabelal.

A frequéncia de detecgdo de cada bactéria ao longo do ano de 2008
foi organizada em figuras. Graficos que reunem informagdes de temperatura,
umidade relativa do ar e precipitacdo no periodo de coleta foram plotados
para observacdo da relacdo destas condigdes meteoroldégicas com a
frequéncia de patdégenos. Os dados meteoroldgicos foram organizados a
partir do Relatério de Dados Climaticos Observados Didrios da estagao

meteorolégica EMBRAPA-EE (5179).

3.6 Incidéncia da doenca a campo

Na primavera de 2008, as 50 plantas de ‘Packham’s Triumph' que
tiveram as gemas coletadas ao longo do ano localizadas no Pomar
Mussatto, Vacaria, RS foram avaliadas quanto a incidéncia de flores com
necrose. Em cada planta, no estadio de ramalhete floral exposto solto, foram
marcados ramos dispostos nos dois lados da fileira, distribuidos
uniformemente ao longo da copa e que totalizaram 50 flores. No estadio de
plena floracdo, a propor¢céo de flores sintomaticas nos ramos marcados foi

anotada para cada planta.

3.7 Ocorréncia da doenca em pomares de Vacaria, RS

Além do pomar Mussatto, trés pomares de pereiras europeias
localizados em Vacaria, RS, foram visitados na primavera de 2008: Boff,
Caieron e Golin. No estadio fenologico de plena floracao, 450 plantas de

‘Packham’s Triumph’ foram vistoriadas em cada pomar para se verificar a
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ocorréncia da doenca. O numero de plantas com flores com necrose foi

anotado.



4 RESULTADOS

4.1 Isolamento de possiveis agentes etioldgicos

Na primavera de 2007, foram obtidos 28 isolados bacterianos
fluorescentes e 31 isolados de fungos a partir de trés flores sintomaticas de
pereiras ‘Abate Fetel’, trés flores sintomaticas de ‘Carrick’, 47 flores
sintomaticas ‘Packham’s Triumph’, localizadas no Pomar Mussatto, e de trés
flores sintométicas de ‘Abate Fetel’ da cole¢cdo de variedades da Embrapa.
As caracteristicas dos isolados de fungos estdo descritas na Tabela 2. A
maior quantidade de flores de ‘Packham’s Triumph’ com necrose se deve ao
fato de que é a cultivar predominante no pomar, portanto, mais plantas foram

vistoriadas no momento da coleta.

TABELA 2. Caracteristicas dos isolados de fungos obtidos na primavera de 2007.
Vacaria, RS, 2007.

Isolado P°rf‘ar de Cu""’?r de Parte da flor  Caracteristica do micélio
origem pereira
F1A A
Mussatto Carrick Receptaculo Aéreo, branco, por toda flor
F1B

Aéreo, branco, restrito

E2A Aéreo, cinza, rapido
crescimento

Mussatto Abate Fetel Receptaculo
F2B Aéreo, pranco
P
F2D Marrom, centro cinza,
bordas regulares
FoE Prostrado, amarelado, lento

crescimento
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Caracteristicas dos isolados de fungos obtidos na primavera de

2007. Vacaria, RS, 2007.

Isolado "°“.‘a' de Cultlvqr de Parte da flor  Caracteristica do micélio
origem pereira
F2F
Aéreo, branco
F2G Cinza, é:resc(ijn]entcl) a partir
Mussatto Abate Fetel Receptaculo 0 pedunculo
F2H Prostrado, amarelo, lento
crescimento
F2l
Aéreo, branco
P2A Rosado, denso, lento
crescimento
P2B Aéreo, brqnco,trépido
Mussatto Abate Fetel Pétalas crescimento
P2
C Prostrado, rosado
P2D
Aéreo, branco
R1
Prostrado, avermelhado
R2
Prostrado, cinza escuro
R3
Prostrado, branco
Packham’s ,
R4 .
Mussatto Triumph Receptaculo Prostrado, verde
R5
Prostrado, rosado
R6 Prostrado, marrom
R8
Aéreo, branco
Packham’s .
P M . Pétal
3 ussatto Triumph etalas Prostrado, branco
P1A Cinza, aéreo
P1B Prostrado, denso, branco
P1C Aéreo, branco, felpudo
P1D Packharm’ Prostrado, branco
Embrapa '?(r:iur:rus Pétalas
P1E P Escuro, lento crescimento
P1F Prostrado, verde, bordas
regulares
P1G Aéreo, branco
P1H Escuro, bordas bordo,

centro preto
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Em 2008, obteve-se 23 isolados bacterianos fluorescentes a partir de
15 flores sintomaticas coletadas no pomar Caieron, 21 flores sintomaticas

coletadas no pomar Golin e trés flores sintomaticas coletadas no pomar Boff.

4.2 Teste de patogenicidade

A partir dos isolados fungicos e bacterianos fluorescentes obtidos na
primavera de 2007, apenas seis isolados bacterianos (Pack3, Pack5, Pack?,
Pack9, Pack10, Abatel) induziram necrose nas flores de ‘Packham’s
Triumph’ inoculadas.

O reisolamento foi possivel a partir de flores sintomaticas inoculadas
com os isolados bacterianos Pack5, Pack9 e Pack10, obtidos de ‘Packham’s
Triumph’ do Pomar Mussatto. Os reisolados a partir da inoculagdo de Pack9
e Pack10 apresentaram caracteristicas (formato de col6nia, Gram, catalase
e oxidase) iguais aos originais. Portanto, Pack9 e Pack10 foram
considerados isolados patogénicos as flores de pereiras europeias.

Em flores inoculadas com os isolados Pack9 e Pack10 foi possivel

visualizar exsudagéao (Figura 1), evidenciando infec¢do bacteriana.

FIGURA 1. Exsudagdo bacteriana em flores de pereiras europeias ‘Packham’s Triumph
inoculadas com os isolados Pack9 (A) e Pack10 (B). Vacaria, RS, 2008.
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4.3 Caracterizacao dos isolados

Segundo testes bioquimicos e fisioldgicos, os isolados patogénicos
Pack9 e Pack10 foram caracterizados como fluorescentes com pigmento
verde difusivel, Gram negativos, catalase positivos e sem atividade
nucleadora de gelo. A caracterizagdo dos isolados patogénicos por testes do
LOPAT é apresentada na Tabela 3, assim como as caracteristicas de

algumas Pseudomonas spp. segundo Schaad et al. (2001).

TABELA 3. Caracteristicas LOPAT dos isolados patogénicos as flores de pereiras
europeias ‘Packham’s Triumph’ e de Pseudomonas spp.' Porto Alegre, RS,

2008.
. Ativid’alee Arginina . Reagé'o d ©
Isolado Levan Oxidase pectolitica Dehidrolase hipersensibilidade
em batata em fumo
Pack9 - + - + _
Pack10 - + - + -
Ps? + - - - +
Pf® - + - + -
Pc* - + - + -
Pfl °” - + - + -
Pp°®’ - + - + -

'Classificacdo segundo Schaad et al. (2001); “Pseudomonas syringae; °Pseudomonas
fuscovaginae; *Pseudomonas corrugata; ®Pseudomonas fluorescens; ® Pseudomonas putida.
Saprdfitas.

O perfil LOPAT nao permitiu a identificagdo conclusiva de Pack9 e
Pack10 entre as Pseudomonas spp. fitopatogéncias, segundo Schaad et al.
(2001), uma vez que P. fuscovaginae e P. corrugata sado patdégenos
associados a gramineas e tomate, respectivamente.

De acordo com o sistema BIOLOG, Pack9 e Pack10 apresentaram
valores de similaridade de 0,334 e 0,405, respectivamente, com P.
fluorescens. Os valores inferiores a 0,5 indicaram resultados negativos para
identificacdo dos isolados patogénicos. Para Pss281 o valor de similaridade

com P. syringae pv. syringae foi de 0,506.
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Através de PCR com os oligonucleotideos iniciadores A1/B6 houve
amplificacdo do DNA de Pack9 e Pack10, assim como de Pss281, gerando
um produto de 1050 pb e indicando que os isolados pertencem ao género
Pseudomonas. A partir das reacées com os oligos B1/B2 houve amplificacéo
apenas do DNA de Pss281 com um produto de 752 pb. A auséncia de
amplificagdo do DNA dos isolados patogénicos Pack9 e Pack10 com os
oligos B1/B2 indica que nao podem ser identificados como P. syringae pv.

syringae (Figura 2).

1050 pb
752pb

FIGURA 2. Amplificacdo de DNA dos isolados patogénicos por PCR com os
oligonucleotideos iniciadores A1/B6 (1-4) e B1/B2 (5-8): M, marcador de peso
molecular 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen); (1 e 5) Pack9; (2 e 6) Pack10; (3
e 7) Pss281 (controle positivo); (4 e 8) agua (controle negativo). Porto Alegre,
RS, 2008.

A amplificacdo de DNA com oligos A1/B6, gerando um produto de
1050 pb, foi possivel a partir de 17 dos 23 isolados bacterianos fluorescentes
obtidos na primavera de 2008, sendo 11 isolados obtidos de flores do pomar
Golin, quatro do pomar Caieron e dois do pomar Boff (Figura 3 A). A
amplificacdo do DNA destes isolados por meio dos oligos A1/B6 indica que
pertencem ao género Pseudomonas. A PCR com os oligos B1/B2, que gera

um produto de 752 pb para P. syringae pv. syringae, revelou a amplificacao
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do DNA de um isolado (Boff1) entre os 23 isolados obtidos em 2008 (Figura

3B).
%1 2 3 4 556 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

-

-

-

1050 pb -

-

-

-

-
Miz 3456 7 8 910 111213141516171819202122232425

-—

752pb

FIGURA 3. Amplificagdo do DNA dos isolados obtidos em 2008 por PCR com os
oligonucleotideos iniciadores A1/B6 (Figura A) e B1/B2 (Figura B): M,
marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen); (1) Golin 1;
(2) Golin 2; (3) Golin 4; (4) Golin 5; (5) Golin 6; (6) Golin 8; (7) Golin 11; (8)
Golin 12; (9) Golin 13; (10) Golin 14; (11) Golin 15; (12) Golin 16; (13) Golin
17; (14) Golin 18; (15) Golin19; (16) Golin 20; (17) Caieron 3; (18) Caieron 5;
(19) Caieron 13; (20) Caieron 27; (21) Caieron 29; (22) Boff 1; (23) Boff 2;
(24) Pss281 (controle positivo); (25) agua (controle negativo). Porto Alegre,
RS, 2009.

A comparagdo das sequéncias dos isolados patogénicos Pack9 e
Pack10, obtidas através do sequenciamento do gene rRNA 16S, com
sequéncias depositadas no GenBank (GenBank, 2009) indicou valores de
similaridade que variaram de 97 a 99% com as Pseudomonas spp.
examinadas (Tabela 4). A similaridade das sequéncias dos isolados
patogénicos com bactérias de outros géneros associadas a flores de

pereiras europeias, como Erwinia e Pantoea, ndo ultrapassou 87% (Tabela
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4). O fato das sequéncias dos isolados patogénicos apresentarem
similaridade alta (99%) com mais de uma espécie de Pseudomonas nao

permitiu uma interpretacao conclusiva sobre sua identificacéo.

TABELA 4. Similaridade entre as sequéncias parciais dos isolados patogénicos, obtidas a
partir do sequenciamento do gene rRNA 16S, e sequéncias depositadas no
GenBank. Porto Alegre, RS, 2009.

Isolado Similaridade (%)

Pss ' Pf 2 Pc?® Pl * Pp° Ea® Pa’
Pack9 99 97 98 99 98 83 a5
Pack10 99 99 99 99 99 87 87

"Pseudomonas syringae pv. syringae; °Pseudomonas fuscovaginae; °Pseudomonas
corrugata; 4Ps*eudomonas fluorescens; ° Pseudomonas putida; °Erwinia amylovora; ’Pantoea
agglomerans; Sapréfitas segundo Schaad et al. (2001).

4.4. Escala descritiva para morte de flores de pereiras europeias

A escala descritiva elaborada para auxiliar na avaliacdo da
intensidade da morte de flores de pereiras europeias é apresentada na
Figura 4. A escala descreve os sintomas e associa a notas de 0-5,

abrangendo as diferentes faces que compreendem o quadro sintomatol6gico

associado a morte de flores de pereiras.
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0-> Auséncia de sintomas.

1-> Necrose inicial no hipanto quando a flor é vista de cima.

2-> Necrose vista externamente como uma faixa estreita. Sépalas e ovario sem
sintomas, quando a flor é vista de cima, hipanto aparece totalmente necrosado.
3->Externamente observa-se a necrose avangar para o ovario e apice das sépalas.
4->Necrose atinge totalmente o ovario e as sépalas.

5->Necrose avanga para o pedicelo.

FIGURA 4. Escala descritiva para morte de flores de pereiras europeias (Pyrus communis
L.) associada a Pseudomonas sp.Vacaria, RS, 2008.

4.5 Efeitos da temperatura, estadio fenolégico e isolado na
infeccao e desenvolvimento da doenca
A partir de todas as flores inoculadas das quais se realizou o
isolamento, houve crescimento de bactérias fluorescentes resistentes a 200
ppm de rifampicina, confirmando que as lesbes estavam associadas aos
isolados resistentes inoculados.
Nenhum sintoma foi observado nas flores inoculadas submetidas a

temperatura de 5 °C, mesmo apds duas semanas da inoculagao.
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Entre os fatores avaliados, temperatura e isolado tiveram efeito sobre

a intensidade da morte de flores de pereiras, assim como a interagao entre

eles. Nao se verificou efeito do estadio fenolégico nem das demais
interagdes (Tabela 5).

TABELA 5. Significancia estatistica (teste F, ANOVA paramétrica) do efeito da

temperatura, isolado, estadio fenol6gico e suas interagdes sobre o indice de

doenga da morte de flores de pereiras europeias ‘Packham’s Triumph’.
Vacaria, RS, 2008.

Causas da variagao P<F

Temperatura < 0,0001

Isolado < 0,0001

Estadio fenolégico 0,6478 Ns
Temperatura x isolado 0,0006

Temperatura x estadio fenolégico 0,2044 Ns
Isolado x estadio fenolégico 0,8498 Ns
Temperatura x isolado x estadio fenolégico 0,675 Ns

O comportamento dos isolados com relacdo a morte de flores de
pereiras europeias quando submetidas a diferentes temperaturas é
apresentado (Figura 5). Percebe-se que a 10 °C apenas Pack9 se
diferenciou da testemunha na Ultima avaliagdo e que os sintomas
apareceram 122 h apds inoculagdo. A 15 °C Pack9 e Pss281 se
diferenciaram da testemunha na ultima avaliagdo, mas nao entre si e Pss281
resultou em maior intensidade de doenca nas avaliacbes anteriores.
Quando submetidos a 20°C todos isolados diferenciaram-se da testemunha

e apresentaram comportamento semelhante ao longo do tempo.
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4.6 Deteccao e flutuacao populacional de patégenos em gemas
de pereiras ‘Packham’s Triumph’

4.6.1 Padronizacao do método de extracao de DNA e deteccao

O DNA do isolado patogénico Pack9 foi amplificado em PCR com os
oligos A1/B6, independentemente do método de extracdo (lise alcalina,
fervura, lise de Edwards ou FTA) (Figura 6, canaletas 1-4). Entretanto, nao
ocorreu amplificacdo quando o DNA de Pack9 foi extraido (fervura, lise de
Edwards, FTA e FTA com pré-lavagem em alcool 70%) na presenca de
gemas de pereiras maceradas (Figura 6, canaletas 5, 6, 7 e 8). A forma de
maceragao (micropistilo ou palito de madeira) ndo interferiu na amplificagao
do DNA, ja que ocorreu amplificacdo a partir do DNA extraido quando a
suspensao de Pack9 foi deixada em contato com o palito de madeira,
simulando-se 0 processo de maceracao das gemas, mas houve inibicao da
PCR quando o DNA de Pack9 foi extraido na presenca de gemas
maceradas com micropsitilos (Figura 6, canaletas 9 e 10). Suspeitava-se
que, por ser elaborado a partir de Pinus sp., rico em compostos tanicos, o
palito de madeira poderia inibir a PCR, entretanto os resultados encontrados
mostraram que a inibicao da reagao ocorre em decorréncia da presenca das

gemas de pereiras e ndo em fung¢ao do palito de madeira.
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1050 pb

FIGURA 6. Perfil eletroforético dos produtos de PCR com os oligonucleotideos iniciadores
A1/B6 utilizando diferentes métodos de extragdo de DNA do isolado
patogénico Pack9, em cultura pura ou na presenga de macerado de gemas de
pereiras europeias: M, marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA ladder
(Invitrogen); (1) Pack9/lise alcalina; (2) Pack 9/ fervura; (3) Pack9/lise de
Edwards; (4) Pack9/FTA; (5) gema+Pack9/fervura; (6); gema+Pack9/lise de
Edwards; (7) gema+Pack9/FTA; (8) gema+Pack9/FTA + pré-lavagem com
alcool; (9) gema+Pack9/maceragédo com micropistilo/FTA; (10) Pack9/palito de
madeira/fervura; (11) Pss281 (controle positivo); (12) agua (controle negativo).
(5-8) maceragao com palito de madeira. Porto Alegre, RS. 2008.

O DNA dos isolados Pack10 e Pss281 p6de, da mesma forma que
Pack9, ser amplificado por PCR com os oligos A1/B6, independentemente
do método de extragdo (fervura ou FTA) (Figura 7, canaletas 1-6). A
amplificacdo do DNA de Pss281 extraido na presenga de gemas de pereiras
maceradas foi possivel apenas quando o método de extragdo de DNA
combinou acréscimo de PVP 2% no tamp&o usado para maceragdo das
gemas e FTA com pré-lavagem em alcool (Figura 7, canaletas 10 e 14). A
adicao do tampao de lise de Edwards a este método resultou em arraste de
DNA, sendo preterido, ja que representa um passo a mais € ndao ha melhora

nos resultados (Figura 7, canaletas 11e 15).
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10 12 13 14 15 16

1050 pb

FIGURA 7. Perfil eletroforético dos produtos de PCR com os oligonucleotideos iniciadores
A1/B6, utilizando diferentes métodos de extracdo de DNA dos isolados Pack9,
Pack10 e Pss281, em cultura pura ou na presenca de macerado de gemas de
pereiras europeias: M, marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA ladder
(Invitrogen); (1) Pack 9/ fervura; (2) Pack 10/ fervura; (3) Pack 9/ FTA; (4)
Pack 10/ FTA; (5) Pss281/ fervura; (6) Pss281/ FTA; (7) gemas + Pss281 +
PVP/fervura; (8) gemas + Pss281 + PVP/ FTA; (9) gemas + Pss281 + PVP/
FTA + lise de Edwards; (10) gemas + Pss281 + PVP/ FTA + pré-lavagem com
alcool; (11) gemas+Pss281 + PVP /FTA + lise de Edwards + pré-lavagem com
alcool; (12-15) repeticao de 8-11; (16) agua (controle negativo). Porto Alegre,
RS. 2008.

4.6.2 Projecao de oligonucleotideos iniciadores

A projecao dos oligos especificos para deteccdo de P. syringae pv.
syringae foi realizada a partir da sequéncia do gene syrB1 que codifica para
um aminoacido envolvido na ativacdo da sintese da siringomicina, tendo
como produto a enzima 1 de bio-sintese da siringomicina (NCBI, 2008). A
projecao resultou nos oligos SyrB1 (5’ — CGT ACA TGA TTA CGG CGA TG
-3)eSyrB2 (5 - TTG TTG CTT GTC GAT TTT GC — 3’), que geram um
produto de 202 pb.

Para projecao dos oligos especificos para detecgédo de E. amylovora,
escolheu-se o fator de patogenicidade DspE de 198 kDa e com funcéao
homéloga ao AvrE de P. syringae pv. tomato. (Bogdanove et al., 1998). A
partir da sequéncia parcial associada ao fator DspE, projetou-se os oligos
DspE1 (5 — CAC TGG GAA CTG AAC ACA AGG - 3’) e DspE2 (5" — CAT

TTC CCC GCG ATT TTT - 3) que geram um produto de 149 pb.
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A produgéo de pantocina A e pantocina B foi a caracteristica usada
para projecado de oligos especificos para deteccdo de P. agglomerans. A
pantocina A é codificada por um grupo de genes, entre eles paaA, que
codifica para uma enzima necessaria no processamento do precursor da
pantocina A (Wrigh et al., 2001). A partir da sequéncia completa do gene
paaA projetaram-se os oligos PaaA1 (5 — TGA GTT CGC TTC TCC AGA
CA-3’) e PaaA2 (5 GTA GAT GGG ACC AAC GGA AA - 3), que geram um
produto de 199pb.

O conteudo de GC do oligos ficou em torno de 50% e todos foram
submetidos a plataforma BLAST (GenBank, 2008) e se mostraram
especificos na analise in silico.

A projecao dos oligos levou em conta a TM, optando-se por oligos
que, segundo o programa Primer 3 (2008), apresentavam TM proxima a 60
°C. Entretanto, o fornecedor dos oligos sintetizados (IDT, 2008) indicou TMs
de 53,5, 52,4, 56, 51,3, 55,8 e 54,5 °C para os oligos SyrB1,SyrB2, DspE1,
DspE2, PaaA1 e PaaA2, respectivamente. A diferenca de TMs entre o
programa de projecdo e o fornecedor dos oligos decorre da existéncia de
diversas formulas para o célculo da TM. Para definicdo da temperatura de

anelamento na PCR, utilizou-se como referéncia a TM indicada pela IDT.

4.6.3 Especificidade dos oligonucleotideos iniciadores
A PCR com os oligos A1/B6 gerou produtos de 1050 pb quando DNA
de Pack9, Pack10 e Pss281 foi usado como molde. Nao houve amplificagao

do DNA de Ea551 e Pa1331 (Figura 8). Estes resultados indicaram que os
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oligos A1/B6 sao, entre as estirpes testadas, especificos ao género

Pseudomonas.

1050 pb

FIGURA 8. Perfil eletroforético dos produtos de PCR com os oligonucleotideos iniciadores
A1/B6; M, marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen); (1)
Pack 9; (2) Pack 10; (3) Pss281; (4) Ea551; (5) Pa1331; (6) agua (controle
negativo). Porto Alegre, RS. 2009.

Quando a PCR foi executada utilizando-se os oligos SyrB1/SyrB2
obteve-se apenas amplificacdo do DNA de Pss28, com um produto de 202
pb. PCR com os oligos DspE1/DspE2 gerou um produto de 149 pb a partir
do DNA de Ea551e a PCR com os oligos PaaA1/PaaA2 foi especifica para
Pa1331, gerando um produto de 199 pb (Figura 9). Assim, confirma-se a
especificidade dos oligos anteriormente verificada in silico, sendo que entre
as estirpes testadas, a PCR com SyrB1/SyrB2 é especifico a P. syringae pv.
syringae, com DspE1/DspE2 a E. amylovora e com PaaAi1/PaaA2 a P.

agglomerans.



200 pb
149 pb

FIGURA 9.
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Perfil eletroforético dos produtos de PCR com os oligonucleotideos iniciadores
SyrB1/SyrB2 (1-6), DspE1/DspE2 (7-12) e PaaA1/PaaA2 (13-18): M,
marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen); (1,7,13) Pack
9; (2, 8,14) Pack 10; (3, 9, 15) Pss281; (4, 10, 16 ) Ea551; (5, 11, 17) Pa1331;
(6, 12, 18) agua (controle negativo). Porto Alegre, RS. 2009.

4.6.4 Sensibilidade do método

O método de deteccao por PCR com oligos A1/B6, extracdo de DNA

por FTA acrescentado de PVP 2% e pré-lavagem em alcool 70% foi capaz

de detectar até 10° UFC.mL" de Pseudomonas spp. em macerado de gemas

de pereiras (Figura 10). P. syringae pv. syringae pode igualmente ser

detectada até 10° UFC.mL" em amostra com gemas de pereiras, utilizando

PCR com oligos SyrB1/SyrB2 (Figura 11).

1050 pb

FIGURA 10.

Sensibilidade do método de detecgdo de Pseudomonas spp. em gemas de
pereiras europeias ‘Packham’s Triumph’ através de extracdo de DNA por
FTA + PVP + pré-lavagem em alcool e PCR com os oligonucleotideos
iniciadores A1/B6: M, marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA ladder
(Invitrogen); (1-10) diluicdes sucessivas de células de Pss281 de 10'? até
10® UFC.mL" em macerado de gemas; (11) Pss281 (controle positivo);
(12) agua (controle negativo). Porto Alegre, RS, 2009.



202 pb

FIGURA 11.
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Sensibilidade do método de deteccdo de Pseudomonas syringae pv.
syringae em gemas de pereiras europeias ‘Packham’s Triumph’ através de
extragcao de DNA por FTA + PVP + pré-lavagem em élcool e PCR com os
oligonucleotideos iniciadores SyrB1/SyrB2: M, marcador de peso molecular
1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen); (1-10) diluigbes sucessivas de células
de Pss281 de 10" até 10 UFC.mL™" em macerado de gemas; (11) Pss281
(controle positivo); (12) agua (controle negativo). Porto Alegre, RS, 2009.

O mesmo método, mas com os oligos PaaA1/PaaA2, foi sensivel até

13 UFC.mL™" para Pantoea agglomerans, entretanto, a eficiéncia da reagao

decresceu muito em concentragdes menores que 10” UFC.mL™ (Figura 12).

199 pb

FIGURA 12.

Sensibilidade do método de deteccao de Pantoea agglomerans em gemas
de pereiras europeias ‘Packham’s Triumph’ através de extragdo de DNA
por FTA + PVP + pré-lavagem em alcool e PCR com os oligonucleotideos
iniciadores PaaA1/PaaA2: M, marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA
ladder (Invitrogen); (1-10) diluicdes sucessivas de células de Pa1331 de
10" até 13 UFC.mL"' em macerado de gemas; (11) Pa1331 (controle
positivo); (12) agua (controle negativo). Porto Alegre, RS, 2009.

Para Erwinia amylovora o método de extracdo de DNA por FTA,

PVP 2% e pré-lavagem em alcool 70% seguido por PCR com os oligos

DspE1/DspE2 detectou até 9,37 ng.uL™, o que equivaleria aproximadamente

a 10° UFC.mL" (Figura 13).
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149 pb

FIGURA 13. Sensibilidade do método de detecgao de Erwinia amylovora em gemas de
pereiras europeias ‘Packham’s Triumph’ através de extracdo de DNA por
FTA + PVP + pré-lavagem em alcool e PCR com os oligonucleotideos
iniciadores DspE1/DspE2: M, marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA
ladder (Invitrogen); (1) 150 ng.uL™"; (2) 75 ng.uL™; (3) 37,5 ng.uL™; (4)
18,75 ng.uL”’; (5) 9,37 ng.uL”, (6) 4,68 ng.uL' (7) agua (controle

negativo). Porto Alegre, RS, 2009.
Através de plagueamento em meio de cultura do macerado de gemas
e a suspensdo das bactérias, foi possivel detectar Pseudomonas spp. até
108 UFC.mL™" e P. agglomerans até 10' UFC.mL" em 24 h. Apés 48 h,
detectou-se até 10° UFC.mL" de Pseudomonas spp. e até 13 UFC.mL" de
P. agglomerans. Nas placas que constituiram o controle negativo nao houve

crescimento de colbnias.

4.6.6 Deteccao e flutuacao populacional

Utilizando-se o método de extracdo de DNA padronizado e os oligos
especificos, ndo houve detecgcdo de E. amylovora e P. agglomerans em
nenhuma das amostras de gemas coletadas ao longo de 2008 (Tabela 6) .
P. syringae pv. syringae foi detectada apenas em duas de um total de 300
amostras. As amostras positivas para P. syringae pv. syringae foram

coletadas no més de outubro.
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TABELA 6. Deteccdo de bactérias em gemas de pereiras europeias ‘Packham’s
Triumph’ coletadas a cada dois meses durante o ano de 2008. Proporgao
de amostras positivas (%). Porto Alegre, 2009.

Pseudomonas Pseudomonas Erwinia Pantoea
spp. syringae pv. amylovora agglomerans
syringae
Proporcao de 16.3 0.7 0 .

deteccao

Pseudomonas spp. foram detectadas em todos os meses amostrados,
em 16,3% das amostras (Tabela 6, Figura 14). No més de outubro obteve-se
0 maior numero de amostras positivas para Pseudomonas spp. (30%)
(Figura 14 e 15), seguido pelo més de abril (22%). Nas coletas de junho e

dezembro houve a menor proporgao de detecgdo (10%) (Figura 14).
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FIGURA 14. Proporgdo de detecgdo de Pseudomonas spp. em gemas de pereiras

europeias ‘Packham’s Triumph’ através de extracdo de DNA por FTA +
PVP + pré-lavagem em élcool e PCR com os oligonucleotideos iniciadores
A1/B6. Porto Alegre, RS, 2009.
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FIGURA 15. Deteccdo de Pseudomonas spp. em gemas de pereiras europeias

‘Packham’s Triumph’ através de extracdo de DNA por FTA + PVP + pré-
lavagem em élcool e PCR com os oligonucleotideos iniciadores A1/B6: M,
marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen); (1-48)
amostras coletadas no més de outubro; (49) Pss281 (controle positivo);
(50) agua (controle negativo). Porto Alegre, RS, 2009.

Pela analise das condicbes meteorolégicas durante 2008, percebe-se
que no periodo que antecipou a coleta do més de outubro houve um
aumento continuo de temperatura, com amplitudes térmicas baixas e sem
grandes oscilagcoes (Figura 16). Esta mesma tendéncia na temperatura é
observada no periodo que antecipa a coleta do més de abril. No periodo
relacionado a coleta de junho se observa temperaturas baixas, com minimas
proximas a zero. Nos meses de dezembro a fevereiro notam-se
temperaturas mais altas, com maximas proximas a 30 °C. Além disso, ha de
se observar que no terceiro decéncio de outubro houve precipitacao alta,

totalizando 240 mm.



54

Amplitude térmica
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de gemas de pereiras. Vacaria, RS, 2009.
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4.7 Incidéncia da doenca a campo

Nas plantas de pereira europeia ‘Packham’s Triumph’ avaliadas em
plena floragédo, a incidéncia de flores com necrose variou de 0-10%, com
uma meédia de 3,8%. A incidéncia em cada planta, assim como a proporgao
por planta de amostragens em que se detectou Pseudomonas spp. em
gemas por meio de PCR com os oligos A1/B6 estdo apresentadas na Figura
17. Segundo analise de correlagcdo nao paramétrica de Sperman (r=
0,11938; p= 0,4090) ndo ha correlagdo entre propor¢cdo de deteccdo de
Pseudomonas spp. em gemas e incidéncia de necrose nas flores na plena
floracdo. Isto é, plantas em que foi detectada a bactéria nas gemas ao longo
do ano nao necessariamente apresentaram necrose nas flores na primavera

(Figura 17).

4.8 Ocorréncia da doenca em pomares de Vacaria, RS

Verificou-se a ocorréncia de flores com necrose nos trés pomares de
pereiras europeias vistoriado durante a época de plena floragdo, com
incidéncia de 0,2, 2,2 e 2,4% das plantas. Observou-se que nos pomares
sem quebra-vento havia maior intensidade de necrose nas plantas que

ficavam no comeco das linhas.
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FIGURA 17. Incidéncia de flores necrosadas por planta no estagio de plena floragdo e proporgao (por planta) de amostragens em que se detectou

Pseudomonas spp. por meio de PCR com os oligos A1/B6. Porto Alegre, 2009.



5 DISCUSSAO

A caracterizagdo bioquimica e fisioldégica dos isolados patogénicos
Pack9 e Pack10 ndo permitiu a identificagdo segundo Schaad et al. (2001),
uma vez que, ao contrario do agente causal do crestamento de flores de
pereiras europeias em outros paises — Pseudomonas syringae pv. syringae,
sao oxidase negativa, arginina dehidrolase positivo e nao incitam reacéao de
hipersensibilidade em fumo. As caracteristicas LOPAT de Pack9 e Pack10
conferem com as de P. fuscovaginae, P. corrugata, P. fluorescens e P.
putida, porém as duas primeiras ndo sao consideradas patégenos em
pereiras e as demais sado sapréfitas (Schaad et al, 2001). Entretanto,
isolados associados a morte de flores de pereiras europeias na China e
algumas estirpes de referéncia foram caracterizados como oxidase e
arginina dehidrolase positivos e, apesar disso, identificados como P.
syringae pv. syringae (Qiu et al,. 2008). Por outro lado, P. fluorescens,
abundantemente encontrada em pereiras europeias (Stockwell et al., 1999)
mas considerada saprofita, teve os postulados de Koch cumpridos para
necrose e podriddo de couve-flor (Lo Cantore & lacobellis, 2007), uma
evidéncia de que possa ser classificada como uma espécie patogénica. A
patogenicidade de Pseudomonas spp. pode ter sido muitas vezes

subestimada em funcédo de nao apresentarem reacdo de hipersensibilidade



58

em fumo. Hirano e Upper (1990) afirmam que a reagcdo de
hipersensibilidade em fumo nao é uma ferramenta confiavel para testar a
patogenicidade de Pseudomonas spp., ja que estirpes patogénicas podem
nao expressar a reagao em fumo, mas apresentarem o gene hrp e os fatores
envolvidos na patogenicidade.

Apesar da alta acuracia da identificacdo de bactérias através do gene
rRNA 16S, o sequenciamento deste gene em Pack9 e Pack 10 ndo
possibilitou sua identificagdo. A alta variabilidade de sequéncias entre l6cos
ribossomais repetidos tem sido identificada como fonte de variagdo com um
grau apropriado de instabilidade genética, sendo adequado para
diferenciacdo de espécies (Rogers & Burgoyne, 1997). Entretanto, as
diferencas em um grupo de sequéncias nao necessariamente refletem a
variabilidade veridica, j& que estas diferencas podem ser devido a erros
gerados durante as reagdes de amplificagdo e sequenciamento (Arahal et
al., 2004). Além disso, existem casos em que as espécies investigadas tém
a mesma sequéncia, ou muito parecida, impossibilitando sua diferenciagéo e
identificacao (Clarridge, 2004). Qiu et al. (2008) através do sequenciamento
do gene rRNA 16S também obtiveram similaridade alta entre mais de uma
estirpe. Encontraram 99% de similaridade entre os isolados obtidos na China
com P. syringae pv. syringae, P. syringae pv. glycinea (agente causal do
crestamento bacteriano em soja) e P. syringae pv. phaseolicola (associada a
feijao), porém concluiram a identificacdo do isolados como P. syringae pv.
syringae em funcdo da analise de &cidos graxos e utilizagdo de 95 fontes de

carbono.
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A nao amplificagdo do DNA de Pack9 e Pack10 em PCR com os
oligonucleotideos que amplificam DNA de P. syringae pv. syringae (B1/B2 e
SyrB1/SyrB2) associada a baixa freqiéncia de deteccao de P. syringae pv.
syringae em gemas de pereiras é uma evidéncia de que esta bactéria possa
ndo ser o0 agente causal da morte de flores de pereiras europeias verificada
em Vacaria, RS. A baixa frequéncia de deteccéo nao permitiu que o primeiro
passo dos postulados de Koch fosse cumprido para P. syringae pv. syringae:
associagao constante entre patdégeno e hospedeiro.

Ao contrario de Latorre et al.(2002) que descrevem o estadio
ramalhete floral exposto no momento da infec¢do como o mais suscetivel,
seguido por baldozinho e plena floracdo e Whitsides & Spotts (1991) que
atribuem maior suscetibilidade a flores em plena floragcdo, ndo se observou
efeito dos estadios fenoldgicos testados (baldozinho e plena floragao) sobre
a intensidade da doencga. Maior intensidade de doenga nas temperaturas de
15 e 20 °C corroboram com os resultados de Latorre et al. (2002).

A morte de flores de pereiras europeias em condi¢cdes controladas
ocorreu sem necessidade de tratamento de frio, portanto a doenga ocorre na
auséncia de geadas, contrariando Gross & Cody (1985), Whitsides & Spotts
(1991) e Sule & Seemuller (1987). A auséncia de atividade nucleadora de
gelo dos isolados patogénicos reforca a idéia de que temperaturas frias ndo
S&0 essenciais para ocorréncia da doenga. Entretanto, mesmo que nao seja
essencial, a nucleacao de gelo e geadas podem incrementar a intensidade
da doenca. Panagopoulos & Crosse (1964) sugerem que as infecgdes no
célice e receptaculo floral sdo uma forma endémica da doencga, enquanto o

crestamento ocorre apenas quando certos fatores epidemiol6gicos estao
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presentes, sendo a geada na primavera um destes fatores. Em Vacaria a
temperatura minima na primavera fica em torno de 8°C (IPAGRO, 1989).
Temperaturas amenas na primavera talvez expliguem a pouca agressividade
da doenga, sem presencga de crestamento de ramos, e a baixa incidéncia de
morte de flores de pereiras que ocorre em Vacaria, 3,8% enquanto que na
Espanha observam-se pomares com 40% de incidéncia de crestamento de
flores e a ocorréncia em 60% dos pomares de Girona (Montesinos &
Vilardell, 1988).

A dificuldade de identificacdo dos isolados patogénicos Pack9 e
Pack10 nas espécies descritas, o comportamento diferente da doenca
quanto a temperatura e estadio fenolégico de maior suscetibilidade e a nao
deteccao de outros patdbgenos em gemas sugere que o agente causal da
morte de flores de pereiras europeias no Rio Grande do Sul possa ser uma
espécie nao descrita. Para concluir isso, entretanto, s&o necessarias
maiores investigagdes.

A ndo deteccdo de Erwinia amylovora em gemas de pereiras
‘Packham’s Triumph’ descarta a possibilidade de que os sintomas
observados em Vacaria fossem de fogo bacteriano causado por E.
amylovora, que em sintomas iniciais se confundem com o crestamento
bacteriano associado a Pseudomonas syringae (Qiu et al., 2008, Aldwinckle
& Beer, 1979)

Em plantas perenes, a populagédo de Pseudomonas spp. é geralmente
maior na primavera (Hirano & Upper, 1990). Essa informacé&o corrobora com
os resultados de maior deteccdo de Pseudomonas spp. em gemas de

pereiras no més de outubro. Apesar de se verificar relagdo do periodo que
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antecipa a coleta de gemas em outubro com temperaturas mais amenas e
menores oscilagdes, segundo Hirano & Upper (1990) o efeito da temperatura
€ um fator menor e sugerem como fator maior o aumento da atividade da
planta. Sabaratnam & Beattie (2003) afirmam que a populagdo de
Pseudomonas spp., seja ela epifitica ou endofitica, € dependente da espécie
da planta que coloniza, ao contrario de Pantoea agglomerans que coloniza
epifiticamente as superficies independentemente da espécie da planta.

A precipitacao aparece como o principal fator na distribuigdo temporal
de Pseudomonas spp., diminuindo a populacao em dias de chuva por lavar a
superficie das plantas (Hirano & Upper, 1990). A precipitacdo de 240 mm
ocorrida em final de outubro (quatro vezes a precipitacdo normal para época,
IPAGRO, 1989) contribui, assim, para o decréscimo na propor¢do de
deteccdo de Pseudomonas spp. nas gemas de pereiras ‘Packham’s
Triumph’ verificada na coleta de dezembro.

O fato de nédo haver relagéo entre deteccéo de Pseudomonas spp. em
gemas ao longo do ano e a incidéncia de morte de flores na primavera pode
decorrer do fato de que Pseudomonas spp. ndao patogénicas podem ser
detectadas nas gemas através do método utilizado. Além disso, sugere que
0 in6culo para morte de flores pode estar muito mais associado a cada gema
individualmente que a planta como um todo.

Por fim, ha de se considerar que a detecgdo de bactérias em gemas
de pereiras europeias ‘Packham’s Triumph’ sé foi possivel através do
método de extracdo de DNA que inclui FTA, acréscimo de PVP e pré-
lavagem com alcool 70% e PCR com os oligos projetados. A tecnologia FTA

tem aumentado a sensibilidade de deteccdo comparada a métodos de
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extracdo convencionais do DNA, além de propiciar a coleta de um grande
namero de amostras (Orlandi & Lampel, 2000; Mbogori et al., 2006). O
cartdo FTA é uma matriz fibrosa, a qual os acidos nucléicos ficam aderidos,
reduzindo os passos de coleta de DNA, transporte, purificacdo e estocagem
e, consequentemente, reduz o custo e tempo requerido para o
processamento do DNA. Esta matriz fibrosa estd impregnada com agentes
quelantes e desnaturantes que retém e lisam os microrganismos em contato
(Belgrader et al., 1995). O PVP, por sua vez, tem a propriedade de formar
pontes de hidrogénio com fendis (Young et al.,1993), que sao substancias
constituintes da lignina e portanto presentes em abundancia nas gemas de
pereiras e inibem a PCR. O método permitiu alcangar niveis de deteccao
compativeis com os encontrados por Kerkoud et al. (2002), com deteccao de
102 UFC.mL™. Para E. amylovora o nivel de detecgéo foi considerado baixo
(10 ® UFC.mL"), isso pode decorrer do tipo de estratégia escolhida para
projecdo dos oligonucleotideos iniciadores. Uma desvantagem do uso de
genes que codificam um produto especifico para a projecao de oligos é que
normalmente estdo presentes na forma de cdpia simples na célula, o que
pode acarretar numa diminuicdo consideravel da sensibilidade se
comparada com genes que possuem multiplas cépias, tais como gene rRNA
16S (Pastrik & Maiss, 2000).

As informagbes de temperatura que favorece a doenga, auséncia de
efeito do estadio fenolégico e a nado relagcdo com praga quarentenaria E.
amylovora sao pecgas-chave para o manejo da morte de flores de pereiras
europeias. Além disso, apesar de nado se ter identificado a espécie do agente

causal, a informacdo do género ja da subsidios suficientes para o
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desenvolvimento de métodos de controle da morte de flores de pereiras

europeias, evidenciando a relevancia deste trabalho.



6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho chegou-se as seguintes

conclusoes:

1.

a morte de flores de pereiras europeias, observada em pomares
de Vacaria, RS, esta associada a Pseudomonas sp.;

o estadio fenologico da pereira no momento da inoculacdo nao
tem efeito sobre a intensidade da morte de flores de pereira
europeias ‘Packham’s Triumph’;

temperaturas amenas (15-20 °C) favorecem a morte de flores de
pereiras europeias ‘Packham’s Triumph’ inoculadas com
Pseudomonas spp. em condi¢des controladas;

a morte de flores de pereiras europeias nao tem relacdo com
Erwinia amylovora;

Pseudomonas spp. sdo encontradas em gemas de pereiras

europeias ‘Packham’s Triumph’ em todas as épocas do ano.



7 CONSIDERAGOES FINAIS

Em virtude da complexidade envolvida no estudo da morte de flores
de pereiras europeias, como por exemplo, florada das pereiras apenas uma
vez ao ano e em periodo curto e também diante do fato de que os sintomas
foram observados recentemente e, portanto, pouco se conhece sobre a
doenca no Brasil, este trabalho ndo pde um ponto final no assunto. Muito
pelo contrario, abre as portas para a continuidade das investigacoes.

A partir deste trabalho surgem perspectivas como obtencdo de mais
isolados patogénicos, identificagdo dos isolados ja obtidos através do perfil
de acidos graxos, identificagdo de regides no gene rRNA 16s dos isolados
Pack9 e Pack10 que possam ser usadas para projecao de oligonucleotideos
especificos a fim de se realizar a detecgdo nas gemas ja coletadas, andlise
temporal da doenca a campo, analise espacial, entre outras.

E importante ressaltar que o uso de cartdes FTA permite que todo
material de DNA analisado possa ser utilizado em estudos futuros, sem
nenhum comprometimento na qualidade.

Este trabalho é inédito no Brasil e investigou uma problematica inicial,
trazendo informacdes relevantes antes de a epidemia tornar-se
comprometedora. Cabe ao futuro a prevencdo e o manejo da doenca em

niveis de dano econdémico aceitaveis.
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