V Simpésio de Biologia Microbiana "
Biotecnologia Microbiana: -‘

Inovacoes Para Um Futuro Sustentavel

Desenvolvimento e validaciao de primers especificos para a deteccio de Pseudomonas
viridiflava por PCR

Carvajal-Jaimes, J. P.;!Queiroz-Ferreira, M. S'.; Alves A. R.; Quezado-Duval, A.M.2.; Rossato, M.
! Departamento de Fitopatologia, Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brasil. 2 Embrapa Hortalicas, Brasilia, DF,
Brasil. *jaimes.julieth@aluno.unb.br

Resumo

O género Pseudomonas ¢ amplamente estudado e abrange um vasto nimero de espécies, com mais
de 352 formalmente descritas. Atualmente, cerca de 21 destas espécies sao reconhecidas como
fitopatogénicas. Entre elas, destaca-se o complexo de espécies P. syringae. A Pseudomonas
viridiflava também integra este complexo, apresentando uma ampla gama de hospedeiros,
causando diversos sintomas em diferentes 6rgaos da planta, como caules, folhas e flores. Além de
seu papel como fitopatdégeno, também atua como endofitica, epifita e saprofita em ambientes
agricolas e naturais. Nos tltimos anos, t€ém-se observado um aumento nos relatos de sua ocorréncia
associados a doengas em novos hospedeiros (maga, alfafa, repolho entre outros). Contudo, a
identificacdo taxonomica de espécies de Pseudomonas permanece desafiadora devido a elevada
diversidade genética do género. Este trabalho teve como objetivo identificar isolados de P.
viridiflava obtidos de tomateiro e desenvolver primers especificos para sua deteccdo molecular
por PCR. Foram utilizados isolados pertencentes a colecdo de trabalho da Embrapa Hortaligas
(Brasilia, DF) oriundos de plantas sintomaticas de diferentes estados brasileiros. Para o desenho
dos primers, foram utilizadas sequéncias de genoma completo do GenBank, sendo cinco de P.
viridiflava (espécie-alvo) e 187 de espécies ndo-alvo (incluindo fitopatogenos como P. syringae
pv. tomato (Pst), P. syringae pv. syringae (Pss), P. corrugata, P. mediterranea, P. cichorii, P.
marginalis e espécies de vida livre). Regides genomicas exclusivas foram identificadas com o
software RUCS (Rapid identification of PCR primers for Unique Core Sequences) e usadas no
desenho dos primers. Seis pares de primers foram desenhados com softwares especificos
PrimalScheme e o Geneious prime 2025. A especificidade destes primers foi validada in silico e
in vitro. No teste in vitro frente a um painel de isolados de P. viridiflava e de espécies
filogeneticamente proximas (P. corrugata, P. marginalis, Pst, P. syringae pv. syringae (Pss) e P.

cichorii). O par desenhado manualmente no Geneious apresentou os melhores resultados na
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avaliagdo por PCR. O par de primers selecionado VIR35F/177R foi especifico, amplificando um
fragmento de 113 pb em todos os isolados de P. viridiflava. Nenhuma amplifica¢ao inespecifica
foi detectada nas demais espécies avaliadas. Este método de diagnostico por PCR oferece uma
ferramenta rapida, especifica e confiavel, para a identificagdo precisa de P. viridiflava em distintos

contextos agricolas.
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