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RESUMO

O Brasil atualmente como o maior exportador de soja no mundo tem sofrido conseqiiéncias com a
contaminagdo dessa cultura pelo fungo da ferrugem asiatica sendo prejudicada desde a plantacdo até a colheita
com perdas que variam de 10-80%. Por ser uma doenca nova nas Américas, ndo se tem ainda espécie
resistente ao seu ataque. Esta contaminacdo prejudica as exportacdes para os paises que ndo querem ter suas
culturas contaminadas, afetando assim o comércio internacional com os paises que o Brasil comercializa. A
ferrugem asidtica € causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi e sua disseminagdo é de dificil controle, pois
ocorre através da dispersdo pelo vento. O fungo P. pachyrhizi é de origem asidtica e foi encontrado
recentemente na Africa do Sul, Paraguai, Argentina e Brasil. Uma alternativa para minimizar as perdas é
preservando os graos através da irradiacdo, o uso de acelerador de elétrons € indicado, pois sua vantagem para
a industria exportadora de graos € fundamental. Além de poder ser desligado quando ndo estiver em uso, a
fonte ndo precisa ser recarregada, € facilmente disponivel, possui alta taxa de dose e baixa energia em nosso
caso, agilizando o processo e reduzindo custos com a logistica. Este trabalho tem o objetivo de identificar, por
Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR), a presenca do fungo P. pachyrhizi em graos de soja irradiados, nas
doses de 1 e 2kGy, no IPEN-CNEN no acelerador de elétrons - Radiation Dynamics (Radiation Dinamics Co.
modelo JOB, New York, USA), 1,5 MeV-25mA com a energia de 1,5 MeV.

1. INTRODUCAO

A soja € a cultura de grios mais importante do Brasil, que é o maior exportador mundial
desse produto, gerando renda de bilhdes de ddlares, direta e indiretamente [1,2]. Entre os
principais fatores que limitam a obtencdo de altos rendimentos, estdo as doengas causadas por
fungos, bactérias, nematdides e virus que, em geral, sdo de dificil controle. A principal
doenga da soja no momento é a ferrugem asidtica [1,3].

A ferrugem asidtica da soja é causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi Sydow & Sydow e
foi identificada pela primeira vez no continente americano em margo de 2001, no Paraguai.
Em maio, foi constatada também no estado do Parana. Na safra 2001/2002, a doenga voltou a
ocorrer em todo o Paraguai e foi encontrada também na Argentina, Bolivia e nos estados do
Rio Grande do Sul, Parana, Sio Paulo, Mato Grosso, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e
Goids. Nos locais mais atingidos, as redug¢des de rendimento de graos foram estimadas entre
10% e 80% [2-10].

O P.pachyrhizi é altamente dependente de umidade, necessitando de, pelo menos, seis horas
de umidade livre, para que se inicie a contaminagdo. Temperatura amena € ideal, mas ndo
limitante, uma vez que a doenca pode se estabelecer entre 15°C e 30°C [4,10]. Sua



disseminacgdo € de dificil controle, pois € feita pela dispersdo de seus uredosporos através do
ar [2,5,10].

O fungo produz nas plantas lesdes com extensivas areas necréticas e com nenhum ou apenas
um ou dois soros uredinais causando crestamento foliar de cor castanho avermelhada
(chamado de RB). As populacdes de Phakopsora provenientes da Asia produzem lesdes com
mais de dois soros uredinais, sem dreas necroéticas, provocando um escurecimento da folha de
cor castanho claro (chamado de TAN) [1,11]. Por ser biotréfico, as células infectadas pelo
fungo morrem somente apds ter ocorrido abundante esporulacido. Devido a isso, as lesdes nao
sdo facilmente visiveis no inicio da infec¢do [5,11,12].

A infec¢do por P. pachyrhizi causa rdpido escurecimento e queda prematura das folhas,
impedindo a plena formagdo dos griaos. Quanto mais cedo ocorrer a desfolha, menor serd o
tamanho dos graos e maior a perda do rendimento e da qualidade [3,4,6,12,13].

Em casos mais severos, quando a doenga atinge a soja na fase de formacdo das vagens ou no
inicio da granagio, ela pode causar o aborto e a queda das vagens, resultando em até perda
total do rendimento. No Brasil, os danos mais severos foram observados em Goids € no Mato
Grosso do Sul [12].

O controle da ferrugem da soja compreende diversas medidas conjuntas. Quando a doenca ja
estd ocorrendo, a utilizagdo de fungicidas € o principal método de controle de oidio e do
complexo de doengas de final de ciclo é pritica recomendada onde as doengas ocorrem,
sendo a maioria dos fungicidas registrados para cultura da soja pertencentes aos grupos dos
triazdis, estrobilurinas e benzimidazdis [3,6].

A ferrugem € uma doenga imprevisivel, cuja ocorréncia inicial e a maior ou menor severidade
dependem das condi¢des climéticas e da proximidade da fonte do indcuo e, portanto, podem
variar significativamente de um ano para outro. Assim, é fundamental que os produtores e os
técnicos da assisténcia estejam continuamente atentos, realizando o monitoramento das
lavouras para a detec¢@o dos primeiros sintomas [10].

Um processo alternativo para minimizar as perdas € o tratamento dos grdos por radiagdo
ionizante. O uso de aceleradores de elétrons € indicado, pois sua vantagem para a industria
exportadora de grios é fundamental. Ele pode ser instalado em portos e irradiar os graos antes
de embarcarem, diminuindo custos com logistica [2].

A radiag@o ionizante, quando absorvida por um material biol6gico, pode ter acdo direta ou
indireta sobre o material que recebeu esse processo. O mecanismo primario pelo qual a
radiag@o destrdi os microrganismos € dado pela quebra das fitas duplas de DNA, causando a
inativagdo dessa célula. Esse processo ¢ dominante quando esporos secos de
microorganismos sao irradiados [14-20].

A Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) é uma técnica de biologia molecular que tem
tido um constante crescimento em laboratérios de diagnéstico, o que permite a identificacio
de vérios patdégenos em diferentes tipos de alimentos [21]. Por ser um método extremamente
especifico, a andlise de microrganismos presentes nos alimentos pela PCR amplifica apenas o
DNA desejado, ndo importando quantos tipos de materiais genéticos diferentes o alimento
tem. Nesse processo, tal DNA pode ser detectado muito bem em células ndo cultivdveis. Isso
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se dd através de dois iniciadores (“primers”) que hibridizam com as fitas opostas, em regides
que flanqueiam o segmento a ser amplificado [22].

2. OBJETIVOS

Verificar a presenca de Phakopsora pachyrhizi através do método da PCR nas diferentes
amostras utilizadas.

Avaliar as diferentes doses de radiacdo provenientes de aceleradores de elétrons para inibir a
disseminacgéo dos esporos do fungo causador da ferrugem na soja apds a colheita.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Graos de Soja

Os graos de soja foram fornecidos por uma empresa que exporta graos e também os utiliza
como matéria prima para a fabricacdo de seus produtos. Estes gridos foram escolhidos ao
acaso, colocados em sacos plasticos em triplicata com 500g cada, selados e submetidos ao
processamento por radiagao.

3.2. Fungo

Amostra de soja naturalmente contaminada com P. pachyrhizi foi fornecida pela mesma
empresa.

3.3. Primers

Os primers foram confeccionados através da seqii€ncia:

Ppal 5" TTA GAT CTT TGG GCA ATG GT 3’

Ppa2 5" GCA ACA CTC AAAATCCAACAAT?Z 332bp

3.4. Irradiacao

As amostras de soja foram embaladas em sacos pldasticos (triplicata), seladas (500 gramas por
amostra) e irradiadas nas doses de 1 e 2 kGy. A amostra controle conteve a mesma
quantidade de grdos, foi embalada da mesma forma e armazenada até ser utilizada na técnica
de semeadura direta.

Foi utilizado um irradiador tipo Acelerador de elétrons da Radiation Dynamics Inc. USA, 1,5
MeV-25mA com a energia de 1,5 MeV. Por causa da espessura dos grdos, a amostra foi
virada, para que a radiacdo atinja todos os lados. A dosimetria foi feita utilizando-se o
sistema dosimétrico de filmes de triacetato de celulose, calibrado e com rastreabilidade IDAS
(International Dose Assurance Service). A taxa de dose do acelerador foi de 2,23kGy/s.
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3.5. Semeadura Direta

Foram utilizadas trés placas de Petri para cada amostra. Foram colocados 4 grdos com o
auxilio de uma pinca, em cada placa, contendo Agar Sabouraud. Os grios nio foram
distribuidos muito préximos um do outro, pois isto dificultaria a leitura das placas. As placas
foram para a incubadora, sem inverter, a 25°C durante aproximadamente 5 dias. Apds esse
periodo foi observado se ocorreu o crescimento de coldnias [23]. As placas foram
identificadas com a data da realizacdo deste experimento.

3.6. Extracio de DNA

A extragdo do DNA do fungo seguiu o seguinte protocolo: foi adicionado10 g de amostra em
100 ml meio de cultura (caldo Sabouraud); depois incubado por 5 dias a temperatura de 25°C;
homogeneizado o meio de cultura e transferido 1 ml a um tubo de 2 ml; em seguida foi
centrifugado a 5.000g por 10 min; entdo foi descartado o sobrenadante; acrescentado 1 ml do
tampao (0,60g de 100 mM Tris, 0,37 de 20 mM Na,-EDTA , 4,1g de 1.4 M NaCl, 1g de 20 g/l
CTAB:; ajustado o pH para 8.0 ) no precipitado; centrifugado por 10 min a 10.000 g (rcf) a 25°C;
removido o sobrenadante completamente virando o tubo uma tnica vez de boca para baixo por
30 min - 1 h sobre um papel absorvente; adicionado 500 pL de etanol a 70% e misturado;
centrifugado por 10 min a 10.000 g (rcf) a 25°C; removido o sobrenadante completamente e
dissolvido o DNA em 50 uL de dgua bidestilada e armazenado a -20°C.

3.7. PCR

A PCR foi feita num volume final de 25uL (23uL de mastermix + 2yl de amostra). O
mastermix foi preparado com: 12,3uL de 4dgua bidestilada, 2,5uL de Buffer (tampdo) 10X,
1,5uL de MgCl, (50mM), 1,5uL dNTP’s (2,5mM), 2,5uL de cada primer (10uM) e 0,2uL de
Taq polimerase termoestavel (SU/uL).

Essa solucdo apds pronta foi levada ao Termociclador Mastercycle da Eppendorf com o
seguinte programa: Pré incubacdo a 94°C por 5 minutos, desnaturacdo a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 55°C por 1 minuto e alongamento a 72°C por 2 minutos, consistindo um total de
35 ciclos (desnaturac@o, anelamento e alongamento); seguido de um alongamento final a
72°C por 7 minutos.

3.8. Eletroforese em Gel

No gel de agarose foi colocado um volume de 12ul (10uL amostra + 2ul. de azul de
bromofenol [Para 6mL foi pesado 0,025g de azul de bromofenol e diluido em TBE 0,045M e
adicionado 40mL de glicerol]). Estes foram misturados e colocados dentro do gel de agarose,
em uma tensdo constante de (70V). Em seguida, o gel foi fotografado através do Sistema
Vilber Lourmat Imager .

3.8.1 Gel
Foi pesado 1,2g de agarose e adicionado 60mL de TBE 0,045M (dilui¢do de 1/10 de TBE

0,45M [54g de 0,45M Tris; 27,5g de 0,45M Acido Boérico; 20ml de 0,1M EDTA {0,744¢g de
Na,EDTA.2H,0 e completado com 18ml de dgua}, pH 8,0 e completado com 1000ml e
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acertado o pH para 8,4])e levado ao microondas por 1 minuto e 30 segundos na poténcia
maxima; em seguida foi adicionado 3uL. de Brometo de Etidio (10mg/mL)

4. RESULTADOS

Ao analisar os resultados nas placas de Petri, foi possivel constatar que as doses escolhidas de
1 e 2kGy ndo foram suficientes para inibir o desenvolvimento das vérias colonias de fungos
presentes nos graos de soja, onde o crescimento, nas placas, mostrou-se praticamente igual a
placa controle (figura 1).

0kGy 1kGy 2kGy

Figura 1. Crescimento de colonias de fungo em placas de petri.

A PCR foi realizada para comprovar a presenca de DNA de P.pachyrhizi desde o controle,
até a dose maxima utilizada nesse trabalho (figura 2).

1- DMA Ladder

2- Controle Negativo

3~ Controle MNegativo da Extragio
4- Controle Positive

5- DkGy

6- 1,0kGy

7- 20kGy

Figura 2. Gel de agarose mostrando a presenca de DNA de Phakopsora pachyrhizi.

5. CONCLUSAO
Através dos resultados obtidos foi possivel concluir que as doses de 1 e 2kGy, ndo foram

suficientes para inibir o crescimento de colonias de fungos em gréos de soja necessitando
entdo de pesquisas com doses superiores.
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