I1. Fichas técnicas contendo justificativas para inclusdo na lista e metodologias de
identificacdo, preferencialmente moleculares

1.1 Acidovorax citrulli

Classificacéo taxonémica:
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Classe: Betaproteobacteria
Ordem: Burkholderiales
Familia: Comamonadaceae
Género: Acidovorax
Espécie: Acidovorax citrulli

Motivo da incluséo na lista:

A espécie Acidovorax citrulli é responsavel pela doenca da mancha da fruta, causando uma mancha verde-
oliva escura na superficie superior da fruta infectada, principalmente em melGes e melancias. A mancha
comecga como uma pequena area encharcada de dgua, que rapidamente aumenta para uma lesao de varios
centimetros de didmetro com margens irregulares (Somodi et al., 1991). Em poucos dias, as lesbes podem
se expandir e cobrir toda a superficie superior do fruto chegando em estagios avancados de
desenvolvimento da lesdo, podendo se tornar necrotico. (Lee et al., 2017). No Brasil, Assuncdo e
colaboradores (2019) destacam que apesar da frequéncia de infeccdes ser maior em meloeiro e
melancieira, outras cucurbitaceas, como o pepino e a aboboreira sdo suscetiveis apresentando os sintomas
da bacteriose apenas em suas folhas. Nascimento e colaboradores (2004) relatam a presenca de infec¢édo
pelo patégeno em berinjela, tomate, fumo, milho, mamédo e leguminosas em ambiente de casa de
vegetacdo, o que demonstra seu potencal de acometer também representantes de varias outras familias,
tais como Solanaceae, Poaceae, Caricaceae e Fabaceae. Nao foram encontrados trabalhos que demonstrem
casos de infeccdo em plantas nativas brasileiras, todavia destaca-se a variedade de familias que este
fitopatdgeno é capaz de infectar, 0 que aumenta a possibilidade de hospedeiros nativos da mesma familia
serem afetados. S&o relatados casos de ocorréncia na Asia, Europa, América do Norte e do Sul e Oceania.
No Brasil, ha relatos de ocorréncia da infeccdo nos estados da Bahia, Ceard, Minas Gerais, Pernambuco,
Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Roraima e Sdo Paulo (CABI/EPPO, 2011, Assuncao et al.,
2019). Além de sua reconhecida acdo fitopatogénica, devido ao seu potencial de propagacéo,
microrganismos desta espécie sdo descritos como invasivos pela EPPO e pelo CABI no Compendium de
Espécies Invasivas. Dada a capacidade de invasibilidade da espécie Acidovorax citrulli e seu potencial de
afetar familias para as quais possuimos espécies nativas, recomenda-se a sua ndo utilizacdo sob quaisquer
condigdes.

Método de identificagéo:

Por A. citrulli se tratar apenas de uma espécie do género Acidovorax é preciso garantir que quando um
solicitante tenha a intencédo de registrar qualquer outra espécie do género fique garantido que ela néo se
trata de A. citrulli. Dessa forma é necessaria uma identificacdo precisa do isolado em nivel de espécie.
Com base na literatura disponivel ndo se encontraram abordagens que demonstraram alta especificidade
de identificacdo, ou seja, que excluam a possibilidade de um isolado do género Acidovorax ser da espécie
A. citrulli utilizando apenas o gene que codifica o rRNA 16S. Por isso sugere-se a abordagem descrita no
trabalho de Feng e colaboradores (2009), que se baseia na utilizagdo de primers responsaveis pela
amplificacdo de genes housekeeping em uma abordagem de PCR multilocus, alinhando as sequéncias
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obtidas apds o sequenciamento, para realizar a identificagdo e garantir que ndo se trata da espécie em
questdo. Inicialmente os autores selecionaram quatorze loci utilizando ndo so6 a espécie A. citrulli, mas
também Acidovorax sp., entretanto apenas os sete loci descritos se mostraram resolutivos. Os genes a
serem utilizados sdo gmc (glicose-metanol-colina oxidoredutase), lepA (proteina de ligagdo a GTP), gltA (citrato
sintase tipo Il), pilT (proteina de motilidade de contracdo), trpB (subunidade beta de triptofano sintase), phaC
(sintase de &cido poli (R) hidroxialcanoico, classe 1), ugpB (proteina extracelular de ligagdo a soluto familia 1) e
as sequéncias dos primers desenhados para amplificacdo dos mesmos estdo listadas na tabela abaixo. Com
a utilizacdo dos mesmos garante-se a identificacdo precisa do isolado em nivel de espécie e, portanto, a
exclusdo de que se trate de A. citrulli.

Gene Sequéncias dos primers (foward/reverse) Tamanho do
amplicon (pb)

gmc 5'-TGGTTGACCTCGAAATAGCC-3 543
S'-TTTCGACTTCATCGTCATCG-3’

lepA 5'-GATCGACACGCCCGGACAC-3’ 489
5'-TGATGTAGCCCACCTCGCC-3’

gltA 5'-GAAGTCCACGTTCGGGTAGA-3’ 489
5'-TACATGTACCCGCAGAACCA-3’

pilT 5'-GAGTACATCTGCGCCACCTT-3’ 404
5'-GAATACGGGCACATCCTGAC-3’

trpB 5'-GCCACTTCGGCCGCTATG-3’ 439
5'-CCTCGTTGAGCGCATCCTT-3’

phaC 5'-ATCGCCAACCTGCTGCAC-3' 431
5'-GAACGTGGTGAGGAAGGTGG-3'

ugpB 5'-TGAAGGAAATCTCGGTCGTC-3’ 452
5'-CTTGACGTCGTTGCTGAAGA-3'
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11.2 Anaplasma sp.

Classificacado taxonémica:
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Classe: Alphaproteobacteria
Ordem: Rickettsiales
Familia: Anaplasmataceae
Género: Anaplasma

Motivo da incluséo na lista:

O género Anaplasma foi descrito pela primeira vez em 1910 e é formado por espécies parasitas
intraeritrociticos obrigatorios, como ovis, marginale e centrale, dentre outras, que causam uma doenca
denominada anaplasmose (Kocan et al., 2010; CABI, 2020). E transmitido por um grupo diverso de
vetores biologicos, sendo o principal deles os carrapatos e os sintomas, geralmente, consistem de anemia,
fraqueza, febre, constipacao, ictericia, depresséo, desidratacdo, aborto e muitas vezes a morte dos animais
(Martins & Correia, 2005). A anaplasmose ocorre em regides tropicais e subtropicais em todo o mundo,
sendo uma doenca endémica de regides da Asia, Africa e Europa e, predominante na América do Norte e
Ameérica Latina, com excecdo de areas desertas e certas montanhas. A doenca € uma das principais
restricBes a producéo de gado em muitos paises (Kocan et al., 2010, CABI, 2020). A anaplasmose afeta
principalmente ruminantes, inclusive os selvagens, principalmente bovinos, além de ovelhas, cabras,
antilopes, veados, bufalos, girafas, caninos, felinos e equinos (Kocan et al., 2020). Dentre as espécies
nativas brasileiras comprovadamente afetadas se encontram o veado campeiro (Ozotoceros bezoarticus),
cervo do pantanal (Blastocerus dichotomus) e veado vira (Mazama gouazoubira) e a doenca, de modo
geral tem tomado grandes proporc¢des no cenario brasileiro, pois nosso pais oferece condi¢Bes climaticas
favoraveis ao seu desenvolvimento e procriacdo, tornando dificil o combate a este vetor (Silveira et al.,
2012; Silveira et al., 2013). A anaplasmose esta atualmente classificada na lista B da Organizacdo
Internacional de Epizootias (OIE), no Codigo Sanitério dos Animais Terrestres, devido a sua importancia
socioeconémica e significancia em termos de restricdes no comércio internacional de animais e produtos
de origem animal (Kocan et al., 2010; CABI, 2020). Dessa maneira, reforga-se a importancia de restringir
0 uso de bactérias desse género, devido aos potenciais prejuizos econémicos causados e, principalmente,
ao fato de afetar espécies nativas.

Método de identificacao:

Pelo fato da restricdo de uso se estender a todas as espécies do género Anaplasma, é necessario que
qualquer solicitante que pretenda registrar isolados que pertencam a familia Anaplasmataceae, garanta
gue 0 mesmo ndo pertenca ao género em questdo. Para a identificacdo de microrganismos do género
Anaplasma, o uso de testes moleculares apds a obtencdo do DNA do organismo ou a partir de amostras
de interesse tem se mostrado eficaz tanto em termos de robustez quanto especificidade. De acordo com a
literatura levantada, para uma identificacdo dos patégenos em nivel de género, apenas a realizagdo da PCR
a partir do gene que codifica o rRNA 16S possui capacidade resolutiva suficiente e foram encontradas
varias opcoes de primerspossiveis de serem utilizados para essa identificacdo. Sugere-se a utilizacdo dos
primers16SANA-F e 16SANA-R, que sdo 0s mais comumente usados na maioria dos trabalhos levantados
(de la Fuente et al., 2006; Almazan et al., 2015), seguido de sequenciamento e analise das sequéncias
obtidas por meio de bancos de dados (Almazan et al., 2015). A sequéncias dos primers se encontra na
tabela abaixo:
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Primers Sequéncias

16SANA-F 5’-CAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACG-3’

16SANA-R 5’-GAGTTTGCCGGGACTTCTTCTGTA-3’
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11.3 Brucella abortus, Brucella melitensise Brucella suis (Brucelose)

Classificacédo taxonémica:
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Classe: Alphaproteobacteria
Ordem: Rhizobiales
Familia: Brucellaceae
Género: Brucella
Espécies: Brucella abortus, Brucella melitensis e Brucella suis

Motivo da incluséo na lista:

Brucelose é 0 nome genérico dado as infecces que acometem animais e homens e sdo causadas por varias
espécies do género Brucella, principalmente Brucella abortus, Brucella melitensis e Brucella suis. A
infeccdo por Brucella em bovinos é geralmente causada por B. abortus, menos frequentemente por B.
melitensis e ocasionalmente por B. suis. B. melitensis é o principal agente causador da brucelose em
ovelhas e cabras e a brucelose em porcos é causada por B. suis (OIE, 2018). Clinicamente a infeccédo por
esses isolados nos animais é caracterizada por um ou mais dos seguintes sinais: aborto, retencdo de
placenta, diminuicdo de fertilidade no hospedeiro e, raramente artrite (Aparicio, 2013, CABI, 2021a). A
brucelose causada por B. abortus afeta animais em todos o0s continentes, inclusive no Brasil, onde foram
relatados casos em Ronddnia, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e varios estados do Nordeste
(Aguiar et al., 2005; dos reis et al., 2008; Varges et al., 2008; Salaberry et al., 2011; Azevedo et al., 2010).
Além dos animais mencionados, a doenca afeta também cées, camelos, blfalos e animais selvagens como
veados, raposas, lebres e roedores (Aparicio, 2013). A brucelose causada por B. melitensis é predominante
em paises mediterraneos que possuem um grande numero de rebanhos de ovelhas, sendo também
prevalente em paises em desenvolvimento do sudoeste da Asia, Oriente médio e partes da América Latina
e da Africa, entretanto ainda ndo ha relatos de sua ocorréncia no Brasil (CABI, 2021b; Mathias, 2008).
Além dos animais mencionados, a doenca afeta também cées, camelos, dromedarios, Ihamas, alpacas e
pequenos ruminantes (Aparicio, 2013; CABI, 2021b). Quanto a brucelose causada por Brucella suis, o
porco € o hospedeiro mais comum, porém apenas para os biovares 1 e 3, sendo os javalis, cdes e cavalos
hospedeiros secundarios (CABI, 2021c). Eles possuem distribuicdo mundial, com relatos de sua
ocorréncia, inclusive, no estado do Mato Grosso do Sul (Paes et al., 2009). Quanto aos demais biovares,
além dos suinos eles também afetam outros animais, porém sua ocorréncia é limitada a poucas regides
especificas da Europa (CABI, 2021c). Os microrganismos geralmente entram no corpo do hospedeiro via
oral e alojam-se nas mucosas, onde as bactérias sdo ingeridas por fagdcitos e se multiplicam no reticulo
endoplasmatico dessas células, resultando em hiperplasia do tecido linféide e reticuloendotelial e
infiltracdo de células inflamatdrias. Apds algumas semanas 0s 0ssos, articulacdes, olhos e cérebro podem
ser infectados, mas as bactérias sdo mais frequentemente isoladas de linfonodos supramamarios,
linfonodos mamarios, leite, linfonodos iliacos, baco e utero. Elas se multiplicam de forma abundante na
placenta onde causam lesdes na parede do 6rgdo, induzindo endometriose ulcerosa nos espacos
intercotiledonares e destruicdo das vilosidades, levando a morte e expulséo do feto (Aparicio, 2013).
Humanos também podem ser afetados pela doenca, o que geralmente ocorre pelo consumo de leite cru ou
produtos lacteos contaminados ou pela exposicéo de individuos que trabalham em contato com animais
de fazendas infectados ou com tecidos derivados de animais, sendo 0s sintomas geralmente semelhantes
aos da gripe e altamente inespecificos, mas podendo causar também endocardite, artrite e osteomielite
(Fiori et al., 2000; Golding et al., 2001). A brucelose é uma zoonose que causa substancial prejuizo
econémico e também representa um perigo para a saude publica e acredita-se que a sobrevivéncia dos
organismos no meio ambiente possa ter um papel importante na epidemiologia da doenca, pois ele é capaz
de sobreviver varias condi¢cdes ambientais de temperatura, umidade e pH. Por todas serem consideradas
bactérias invasivas a doenca consta da lista de doencas de notificacdo a Organizacdo Mundial da Saude
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Animal (OIE) (Aparicio, 2013; CABI, 20214, b,c; OIE, 2018), o que reforca a importancia também de
evitar a entrada, utilizacdo e disseminacao desses microrganismos em territorio brasileiro, os quais devido
a ampla gama de hospedeiros que possuem, apresentam o risco de afetar espécies nativas brasileiras.

Método de identificacao:

A diferenciacdo entre as espécies do género Brucella por métodos moleculares é muito dificultada porque
h& uma grande similaridade, inclusive genémica, entre elas (Halling et al., 2005; OIE, 2018). Apesar disso,
muitos trabalhos vém estudando ao longo dos anos a realizacdo de ensaios de PCR para otimizar essa
identificacdo e ha ensaios atualmente capazes ndo so de identificar isolados do género Brucella, mas
também de diferenciar, de forma satisfatdria, a maioria das espécies do género. Caso o solicitante tenha o
interesse de registrar um isolado de outro género da familia Brucellaceae ha a possibilidade de utilizacdo
apenas do gene que codifica o rRNA 16S, como descrito no trabalho de Herman & Ridder, 1992. No
ensaio sdo utilizados os primers Bal48-167F e Ba928-948R, listados na tabela abaixo, 0s quais séo
capazes de gerar um fragmento que diferencia bem isolados do género Brucella dos demais
microrganismos dessa familia. Entretanto, ndo distingue bem especificamente as espécies B. suis, B.
melitensis e B. abortus das demais espécies do género. Assim, como a restri¢cdo de uso € apenas para essas
espécies, caso o solicitante tenha a intencdo de registrar qualquer outra espécie do género Brucella é
preciso garantir que nao se trata especificamente delas. N&o foram encontrados nos trabalhos levantados
um Unico par de primers capaz de distinguir essas trés espécies das demais. Assim, sugere-se a utilizagdo
da metodologia do ensaio de Kumar & colaboradores (2011), que desenvolveram um ensaio PCR
multiplex que permite a identificacdo e até mesmo diferenciacéo das trés espécies causadoras da brucelose
a partir do polimorfismo do elemento genético IS711 a partir de primers especificos para cada espécie,
listados abaixo.

Grupo/Gene Sequéncias dos primers (foward/reverse) Tamanho do Referéncia
amplicon
(pb)
género Brucella Bal48-167F:5’-TGCTAATACCGTATGTGCTT 800 Herman & Ridder,
(rDNA 16S) Ba928-948R:5’- 1992
TTGACATCCCGGTCGCGGTTA
Brucella abortus F:GACGAACGGAATTTTTCCAATCCC 498 Kumar et al., 2011
(elemento genético R:TGCCGATCAACTTAAGGGCCTTCA
1S711)
Brucella melitensis F:AAATCGCGTCCTTGCTGGTCTGA 738 Kumar et al., 2011
(elemento genético R:TGCCGATCAACTTAAGGGCCTTCA
1S711)
Brucella suis F:GCGCGGTTTTCTGAAGGTTCAGG 285 Kumar et al., 2011
(elemento genético R:TGCCGATCAACTTAAGGGCCTTCA
1S711)
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I1.4 Brucella ovis

Classificacdo Taxondmica:

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Classe: Alphaproteobacteria

Ordem: Rhizobiales

Familia: Brucellaceae

Género: Brucella

Espécie: Brucella ovis

Motivo da incluséo na lista:

Brucella ovis é o agente causador da brucelose ovina ou epididimite contagiosa ovina, doencga cronica que
acomete o trato reprodutivo de carneiros, causando lesdes genitais que levam ao aumento do volume e da
consisténcia do epididimo (epididimite), o que provoca a atrofia dos testiculos e comprometimento da
qualidade do sémen (CABI, 2021). Por conta dessas alteracGes a fertilidade do rebanho fica reduzida e
esse € o principal sintoma dessa doenca, assim, embora Brucella ovis também seja associado a abortos e
aumento da mortalidade perinatal, seu efeito priméario é nos machos. A transmissdo dessa bactéria ocorre
principalmente por ingestdo ou contato sexual com secre¢des genitais contaminadas e muitas vezes é uma
doenca que pode passar despercebida por algum tempo por ndo causar sinais clinicos 6bvios (Ridler &
West, 2011). Para seu controle recomenda-se a identificacdo e isolamento de animais positivos, seguido
da eliminacdo dos mesmos, o que faz com que 0s prejuizos econémicos em decorréncia da sua ocorréncia
no rebanho sejam elevados (Embrapa, 2021). Pelo fato da bactéria ser considerada invasiva pelos 6rgaos
de controle, torna-se imprescindivel a notificacdo da ocorréncia dessa doenca para fins de combate a sua
disseminacdo. Atualmente, ha registros da presenca dessa doenca nos seguintes paises: Costa do Marfim,
Kénia, Namibia, Africa do Sul, india, Iraque, Casaquistdo, Aréabia Saudita, Andorra, Austria, Bulgaria,
Croacia, Czechia, Franca, Russia, Espanha, Canadd, Estados Unidos, Australia, Nova Zelandia, Chile,
Peru, Uruguai (CABI, 2021). No Brasil, houve registros da ocorréncia de epididimite contagiosa ovina
em anos anteriores (Rizzo et al., 2014), mas atualmente ele é considerado como um pais ausente dessa
doenca. N&o foram evidenciados casos na literatura em que a infeccdo fosse reconhecida em fauna nativa
brasileira. Todavia, deve-se levar em consideracdo animais nativos que habitam em simpatria com ovinos,
em areas de criacdo e podem, eventualmente, ser infectados. Sendo assim, a vigilancia para impedir a
entrada, utilizagéo e disseminacdo de B. ovis precisa ser eficiente para que o Brasil ndo seja afetado por
esse patdgeno invasivo.

Método de identificacao:

A identificacdo molecular de B. ovisé dificultada principalmente devido a sua similaridade com outras
bactérias do género Brucella, mas varios ensaios moleculares tém sido propostos com esse fim (Bricker
& Halling, 1994). Assim, caso haja interesse de se registrar qualquer isolado do género Brucella € preciso
realizar ensaios que permitam a sua identificacdo precisa no nivel de espécie e garantam que ndo se trate
tambeém da espécie Brucella ovis. Essa diferenciacdo nédo é possivel, de acordo com a literatura, utilizando-
se apenas o gene que codifica o rRNA 16S. Dessa maneira, dentre as metodologias levantadas sugere-se
a abordagem molecular descrita no trabalho de Xavier (2009), na qual foram pesquisadas varias regides
do genoma de B. ovis com intuito de construir primers especificos para a espécie, sendo elaborado um
total de 12 conjuntos a partir de um segmento do cromossomo |1, contendo 28 janelas abertas de leitura
(ORFs) presente na espécie B. ovis,mas ausente nas demais espécies do género. Todos se mostraram
primers extremamente sensiveis e especificos para a espécie e, portanto, poderiam ser utilizados. Os
mesmos se encontram descritos na tabela abaixo.
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Primers (Janela aberta Sequéncias dos primers (foward/reverse) Tamanho do
de leitura - ORF) amplicon (pb)
A0492 F: 5’- TTGAGACCGCTATCGTTGAGGG-3’ 278

R: 5’- GTCCTTGTGGTAGATGGGCAGTAG-3’
A0495 F: 5’- CAGGATTATGTGCTCAACGATGC-3’ 135
R: 5’- CAGGTGCTCCAGAAACGATACC-3’
A0496 F: 5- TGGCTATTACGACGACACTGGAAG-3’ 278
R: 5’- AAGCATCACAAAGCGGGTTCGG-3’
A0497 F: 5- TCATTACCAAGAACGGTCGCC-3’ 119
R: 5’- CGCAAGATCGTCTTCTGTCAGC-3’
A0500 F:5’- TGGTATCTTCAGCCGTTCCAAG-3’ 225
R: 5’- ATCTTTGCCCGTTCCAGTCG-3’
A0502 F: 5’- TGATAAATGCTGAACTGCCGC-3’ 167
R: 5’- CGCCGAAATACCAAAACAGAGG-3’
A0503 F: 5- GCCTACGCTGAAACTTGCTTTTG-3’ 228
R: 5’- ATCCCCCCATCACCATAACCGAAG-3’
A0504 F: 5’- TGATTGGGACGCAGACCAGAAC-3’ 159
R: 5’- CGGGTGTAACTCCAGATTATGTCG-3’
A0505 F: 5’- ACCAAACCAAACTTGATGTCGG-3’ 220
R: 5’- GCATTTTCGGCAACCATTCC-3’
A0506 F: 5- GCACCAAATATGCGGAAGATCC-3’ 140
R: 5’- TTCGATCATCGTCTGGCTCG-3’
A0511 F: 5°- ATGCGGCGACCAATGAACTG-3’ 197
R: 5’- TGATGCGTTGAGGGCAATCC-3’
A0512 F: 5’- TTCAGGCGACTGCTAATGGCAC-3’ 135
R: 5’- AAACCGATACCTCATCCCCGAG-3’

Referéncias bibliogréaficas:
Bricker, B. J., & Halling, S. M. (1994). Differentiation of Brucella abortus bv. 1, 2, and 4, Brucella
melitensis, Brucella ovis, and Brucella suis bv. 1 by PCR. Journal of clinical microbiology, 32(11), 2660-

2666.

CABI Dataset: Brucella ovis. Disponivel em: https://www.cabi.org/isc/datasheet/90737. Acesso em: 08

de janeiro de 2021.

Embrapa (2021). Brucelose Ovina. Disponivel em:https://www.embrapa.br/en/cim-inteligencia-e-

mercado-de-caprinos-e-ovinos/zoossanitario-brucelose. Acesso em: 08 de janeiro de 2021.

OIE (2018) Ovine Epididymitis: Brucella ovis.
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Ridler, A. L., & West, D. M. (2011). Control of Brucella ovis infection in sheep. Veterinary Clinics: Food
Animal Practice, 27(1), 61-66.

Rizzo, H. (2014). Ocorréncia de anticorpos anti-Brucella ovis em ovinos com historico de distarbios
reprodutivos no estado de S&o Paulo, Brasil. Arg. Inst. Biol, 99-106.

Xavier, M. N. (2009). Desenvolvimento de PCR espécie-especifico para o diagndstico da infec¢do por
Brucella ovis e avaliacdo comparativa de métodos soroldgicos.
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11.5 Burkholderia caryophylli

Classificacédo taxonémica:
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Classe: Betaproteobacteria
Ordem: Burkholderiales
Familia: Burkholderiaceae
Género: Burkholderia
Espécie: Burkholderia caryophylli

Motivo da incluséo na lista:

Burkholderia caryophylli causa a murcha bacteriana do cravo (CBW), infectando espécies vegetais das
familias da Caryophyllaceae, Gentianaceae e Asteraceae (Furuya et al., 2000). Os sintomas incluem
mudanca de coloracdo da folhagem para verde-acinzentada, amarelando e murchando; devido a rapida
multiplicacdo de celulas ocorre a tensdo ao redor dos vasos e fendas longitudinais internodais do caule,
que posteriormente evoluem para canceres profundos. As raizes das plantas infectadas, ap6s murcharem,
ficam podres, sendo as plantas facilmente arrancadas do solo e, ao corte, as raizes apresentam manchas
castanhas descontinuas (CABI, 2020). Kawanishi e colaboradores (2009) ressaltam que a CBW é uma
doenca de dificil controle por agroquimicos, e, por isso, é importante que o patdgeno seja identificado
previamente no ambiente onde se pretende instalar o plantio, por se tratar de uma doenca transmitida pelo
solo. S&o relatados casos de ocorréncia na Asia, Europa, América do Norte e América do Sul. No Brasil,
héa relato da espécie com ocorréncia em cultivares de Sdo Paulo (EPPO, 2020). Nao foram encontrados
trabalhos demonstrando a infeccdo direta em espécies nativas brasileiras. Todavia, ressalta-se que nas
familias relatadas como hospedeiras, ha varios vegetais representantes da flora brasileira que possuem um
potencial risco de contaminacdo por este patdgeno. Com isto, além de sua reconhecida acdo
fitopatogénica, devido ao seu potencial de propaga¢do, microrganismos desta espécie sdo descritos como
invasivos pela EPPO e pelo CABI no Compendium de Espécies Invasivas. Dada a gravidade da doenca
causada pela espécie, a dificil compreensdo de sua ecologia, o potencial risco de infeccdo em
representantes silvestres das familias infectadas, acrescida de sua conhecida capacidade de invasibilidade,
recomenda-se a ndo utilizagdo de Burkholderia caryophylli sob quaisquer condicdes.

Meétodo de identificacéo:

O género Burkholderia foi proposto por Yabuuchi e colaboradores em 1992 a partir de uma divisdo do
género Pseudomonas. Como a restri¢do de uso € apenas para a espécie B. caryophylli, é importante que
em qualquer pedido de registro de demais espécies do géneroBurkholderia fique comprovado que néo se
trate de B. caryophylli. Entretanto, essa identificacdo precisa é extremamente dificil devido a alta
diversidade de espécies presentes no género e ao fato de serem muito semelhantes entre si. Ao longo dos
anos diversos pesquisadores avaliaram a utilizacdo do gene que codifica o rRNA 16S e outros alvos
moleculares como genes recA  (proteina  RecA), hisA  (1-  (5fosforibosil)  -5-
[(fosforibosilamino)metilidenoamino]imidazol-4-carboximida isomerase),rpsU(proteina ribossomal S21
30S) egroEl (chaperona molecular GroEl), visando a diferenciacdo entre as espécies de Burkholderia
(Suppiah et al., 2010; Ragupathi e Veeraraghavan, 2019). A partir desses trabalhos foi possivel organizar
as espécies do género em diferentes clusters, estando a espécie B. caryophylli contida no terceiro cluster,
o qual é formado também pelas espécies B. multivorans, Pandorea norimbergensis, B. ubonensis, B.
stabilis, B. cenocepacia, B. cepacia, B. pyrrocinia, B. ambifaria, B. anthina, B. viethamiensis e B. dolosa.
Foram encontradas metodologias, utilizando genes housekeeping, que permitem a identificacdo do cluster
no qual a espécie se encontra, entretanto, ndo foram identificados primers exclusivos e nem outros
métodos moleculares capazes de identificar especificamente B. caryophylli. Dessa maneira, sugere-se a
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utilizacdo de abordagem molecular a partir de PCR convencional com os primers descritos no trabalho
deFrickmann e colaboradores (2014), o quais foram desenhados a partir do gene rpsU, que codifica um
homdlogo da proteina ribossomal S21, e permitem a identificacdo do cluster no qual se encontra B.
caryophylli. Caso haja amplificacdo positiva, apesar de ndo se ter certeza de que se trata da espécie em
questdo, sugere-se vetar seu uso.

Primers Sequéncias
fupl 5-GTG-GAG-CTT-CTTCGG-CAG-CAT-3’
fup2 5'-ATG-ACG-ACG-ACG-ATTCTT-TTG-AA-3’

Referéncias Bibliogréaficas
CABI Dataset: Burkholderia caryophylli (bacterial wilt of carnation). Disponivel em:
https://www.cabi.org/isc/datasheet/44938#REF-DDB-183911. Acesso em: 06 de janeiro de 2021.

EPPO (2020). EPPO Global database. In: EPPO Global database, Paris, France: EPPO. In: CABI Dataset:
Burkholderia caryophylli (bacterial wilt of carnation). Disponivel em:
https://www.cabi.org/isc/datasheet/44938#REF-DDB-183911. Acesso em: 06 de janeiro de 2021.

Frickmann, H.; Neubauer, H.; Loderstaedt, U.; Derschum, H.; Hagen, R.M. (2014). rpsU-Based
discrimination within genus Burkholderia. European Journal of Microbiology and Immunology 4, 2,
pp.106-116.

Furuya, N.; Masunaga, T.; Khan, A.A.; liyama, K.; Matsumoto, M.; Matsuyama, N. (2000). Bacterial
Wilt of Russell Prairie Gentian Caused by Burkholderia caryophylli. J. Gen. Plant Pathol. 66: 316-322.

Ragupathi, N.K.D.; e Veeraraghavan, B. (2019). Accurate identification and epidemiological
characterization of Burkholderia cepacia complex: an update. Ann. Clin. Microbiol Antimicrob, 18:7.

Suppiah, J.; Thimma, J.S.; Cheah, S.H.; Vadivelu, J. (2010). Development and evaluation of polymerase
chain reaction assay to detect Burkholderia genus and to differentiate the species in clinical specimens.
FEMS Microbiol. Lett., 306, 9-14.

Yabuuchi, E., Kosako, Y., Oyaizu, H., Yano, ., Hotta, H., Hashimoto, Y., Ezaki, T., Arakawa, M. (1992).
Proposal of Burkholderia gen. nov. and transfer of seven species of the genus Pseudomonas homology
group |1 to the new genus, with the type species Burkholderia cepacia (Palleroni and Holmes 1981) comb.
nov. Microbiol Immunol.; 36 (12):1251-75. Erratum in: Microbiol Immunol 1993;37(4):335.
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11.6 Campylobacter fetus subsp. venerealis

Classificacéo taxonémica:
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Classe: Epsilonproteobacteria
Ordem: Campylobacterales
Familia: Campylobacteraceae
Género: Campylobacter
Espécie: Campylobacter fetus
Subespécie: Venerealis

Motivo da incluséo na lista:

Campylobacter fetus subsp. venerealis € 0 agente causador da doenca Campilobacteriose genital bovina
também chamada de Campilobacteriose venérea bovina. Essa € uma doenga sexualmente transmitida e
causa infertilidade, morte embriondria precoce e aborto. Essa bactéria coloniza os sistemas genitais de
machos e fémeas e a transmissdo ocorre durante o acasalamento, podendo ainda ocorrer através da
inseminacdo artificial com sémen de machos infectados (OIE, 2018). Essa doenca tem distribuicdo em
varios paises e, dessa forma, estd presente em todos os continentes. Como esta bactéria esta na lista de
bactérias invasivas, a notificacdo dessa doenca se torna obrigatoria. Os principais paises que a notificaram
sd0: Kénia, Namibia, Africa do Sul, Japdo, Franca, Alemanha, Irlanda, Reino Unido, Canada, Estados
Unidos, Austrlia, Nova Zelandia, Vanuatu, Argentina, Paraguai, Venezuela e o Brasil (CABI/EPPO,
2021). No Brasil mais recentemente foram registrados casos dessa doenca nos estados de Pernambuco,
Paraiba, Alagoas e Minas Gerais (Botellho et al., 2018; Borges et al., 2018; de Oliveira Filho et al., 2018;
Nascimento et al., 2018). Segundo dados do Ministério da Satde (2011), algumas espécies, dentre elas,
C. fetus tém sido consideradas importantes zoonoses de distribuicdo mundial. Sdo descritos casos de
recuperacdo de microrganismos deste género para além de animais de criacdo (bovinos, suinos, ovinos e
aves), como também em felinos, canideos e roedores silvestres e domésticos, bem como em passaros
silvestres. O microrganismo é adquirido pela ingestdo de alimentos contaminados ou por contato com
fezes de animais infectados, tornando-o de facil dissemina¢do em ambientes de comum habitacdo. Dada
a sua importancia epidemioldgica, as caracteristicas de invasibilidade dessa bactéria e a ampla gama de
hospedeiros que possuem, apresentando o risco de afetar espécies nativas brasileiras e causar
desequilibrios ao ambiente, recomenda-se a ndo utilizacdo de Campylobacter fetus sob quaisquer
condicdes.

Meétodo de identificacéo:

A identificacdo de Campylobacter fetus subsp. venerealis é dificultada pela sua semelhanca genotipica e
fenotipica com Campylobacter fetus subsp. fetus. Dessa maneira, muitos esforcos tém sido feitos para o
desenvolvimento de métodos moleculares, usando tanto PCR quanto qPCR, visando a identificacdo dessa
subespécie, mas ainda assim todos apresentam problemas relacionados a ocorréncia de falsos positivos e
negativos (OIE, 2018). Dessa maneira, caso haja pedidos do registro de espécies do género
Campylobacter, € necessario garantir que nao se trate de Campylobacter fetus subsp. venerealis, mesmo
que sejam utilizadas metodologias que apresentem riscos de apresentarem resultados falsos positivos com
Campylobacter fetus subsp. fetus. Sugere-se a abordagem descrita no trabalho de Schulze & colaboradores
(2006), a qual é derivada da metodologia descrita no trabalho de Hum e colaboradores (1997). Para tal
séo utilizados dois conjuntos de primers em duas reagdes diferentes, primeiramente o conjunto MG3F e
MG4R, que é especifico para a especie Campylobacter fetus e, posteriormente, um segundo par, VenSF e
VenSR, o qual é especifico para a subsp. venerealis, sendo utilizado para a diferenciacdo. A reacdo, apesar
de eficiente, apresenta resultados err6neos entre as duas subespécies em uma meédia de 10% dos testes.
Os primers utilizados podem ser visualizados na tabela abaixo
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Grupo Sequéncias dos primers (foward/reverse) Tamanho do
amplicon (pb)

Campylobacter fetus MG3F: 5°- GGTAGCCGCAGCTGCTAAGAT - 3’ 960
MG4R: 5>-TAGCTACAATAACGACAACT -3
Campylobacter fetus subsp.| VenSF: 5°- CTTAGCAGTTTGCGATATTGCCATT -3’ 142
venerealis VenSR: 5°- GCTTTTGAGATAACAATAAGAGCTT - 3°

Referéncias bibliograficas:

Botelho, M. P. A., Hirsch, C., Lage, A. P., da Rocha, C. M. B. M., Dorneles, E. M. S., Cardoso, P. G., &
da Costa, G. M. (2018). Prevalence of Tritrichomonas foetus and Campylobacter fetus subsp. venerealis
among bulls slaughtered in the state of Minas Gerais, Brazil. Semina: Ciéncias Agrarias, 39(5), 2039-
2048.

Borges, J. M., Soares, L. B. F., Silva, B. P., Macedo, A. A., Oliveira, J. M. B., & Pinheiro Junior, J. W,
(2018). Infection occurrence of Campylobacter fetus subsp. venerealis and Tritrichomonas foetus in
buffaloes in the state of Pernambuco, Brazil. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
70(2), 457-462.

Brasil. Ministério da Sadde. (2011). Brasil. Ministério da Salde. Secretaria de Vigilancia em Saude.
Manual técnico de diagndstico laboratorial de Campylobacter: género Campylobacter: diagnostico
laboratorial classico e molecular / Ministério da Salde. Secretaria de Vigilancia em Salde, Fundacédo
Oswaldo Cruz, Laboratorio de Referéncia Nacional de Enteroinfec¢des Bacterianas, Instituto Adolfo
Lutz. — Brasilia, 2011.

CABI Dataset: Campylobacter fetus subsp.venerealis. Disponivel em:
https://www.cabi.org/isc/datasheet/90246. Acesso em: 07 de janeiro de 2021.

de Oliveira Filho, R. B., Malta, K. C., Lucio, E. C., Nascimento, G. G., da Costa Dutra, L., Mota, R. A.,
& Pinheiro Jr, J. W. (2018). Prevalence of Campylobacter fetus subsp. venerealis in dairy cows from
Brejo Paraibano, Brazil. Acta Scientiae Veterinariae, 46(1), 7.

Hum, S., Quinn, K., Brunner, J., & On, S. L. (1997). Evaluation of a PCR assay for identification and
differentiation of Campylobacter fetus subspecies. Australian Veterinary Journal, 75(11), 827-831.

Nascimento, G. G., de Oliveira, P. R. F., da Silva, E. M., Mota, R. A., & Junior, J. W. P. (2018).
Occurrence of Campylobacter fetus subsp. venerealis and Tritrichomonas foetusDNA in bulls from
Alagoas State, Brazil. Semina: Ciéncias Agrarias, 39(6), 2477-2486.

OIE (2018). Terrestrial Manual for Bovine genital campylobacteriosis.

Schulze, F., Bagon, A., Muller, W., & Hotzel, H. (2006). Identification of Campylobacter fetussubspecies
by phenotypic differentiation and PCR. Journal of clinical microbiology, 44(6), 2019-2024.
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11.7 Candidatus Hepatobacter penaei

Classificacéo taxonémica:
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Classe: Alphaproteobacteria
Ordem: Rickettsiales
Familia: sem classificacéo
Género: sem classificacdo
Espécie: Candidatus Hepatobacter penaei

Motivo da incluséo na lista:

A bactéria Candidatus Hepatobacter penaei € um patdgeno celular obrigatorio da ordem Rickettsiales
responsavel por causar a hepatopancreatite necrotizante em culturas de camardes marinhos peneideos, da
familia Penaidae (CABI, 2020). A transmisséo ocorre através da ingestdo de animais mortos contaminados
ou de material contaminado que infectam as células epiteliais do hepatopancreas desses camardes, um
local muito sensivel a penetracdo de patdgenos, por ndo serem revestidos de exoesqueleto (Gomes et al.,
2007; Morales-Covarrubias et al., 2018). O patdgeno causa danos nos tabulos hepatopancreaticos, como
descamacao celular atrofia tubular e melanizacao e os camardes contaminados apresentam-se letargicos,
anoréxicos, com o exoesqueleto amolecido, corpo flacido, cuticula frouxa, branquias escurecidas e
hepatopancreas atrofiado e palido (Gomes et al., 2007; Morales-Covarrubias et al., 2018). A bactéria
Candidatus Hepatobacter penaei foi relatada pela primeira vez em 1985 nos Estados Unidos e tem causado
surtos desde entdo (CABI, 2020). A doenca ndo tem uma ampla distribuicdo mundial, sendo limitada ao
Hemisfério Ocidental, mas vem causando mortalidade significativa de camardes cultivados nesses paises
(Nunan et al., 2013; Campos-Garcia et al., 2019). Dessa maneira, em paises nos quais a carcinocultura
possui uma grande importancia econémica a presenca do patdégeno pode ser devastadora. Esse € o caso de
paises latino-americanos que contribuem com cerca de 15% da carcinocultura mundial, sendo o Brasil 0
quinto maior produtor mundial com cerca de 20.000 hectares de lagoas de cultivo. Essa producdo €
importante principalmente no litoral nordestino, com destaque para a criacdo do camarao nativo Penaeus
brasiliensis, da familia Penaidae (Nunes, 2001). Por conta dos grandes impactos econémicos e também
ambientais a diferentes espécies de camardo, esse patdogeno é considerado um problema sério para a
indUstria de criacdo de camardo no Hemisfério Ocidental e a hepatopancreatite necrosante esta na lista de
doencas de notificacdo a OIE (CABI, 2020). Por tais motivos, principalmente o fato de possuirmos
camarrdes peneideos nativos, recomenda-se a nao utilizagdo deste microrganismo para fins de introducédo
ambiental.

Meétodo de identificacao:

Para a identificacdo da bactéria Candidatus Hepatobacter penaei, ap6s isolamento do DNA, os principais
métodos moleculares utilizados sdo a PCR convencional e a gPCR. Os principais genes alvos de
amplificagéo pelas técnicas de PCR convencional sdo o rDNA 16S e o0 gene responsavel por codificar a
subunidade B da enzima DNA girase (GyrB) e séo utilizados primers universais para regides variaveis
desses genes (Nunan et al., 2013). Assim, como a classificagcdo taxonémica deste grupo é incerta sugere-
se que sempre que houver solicitacdo de registro de organismos da ordem Rickettsiales, confirme-se que
n3o se trata de Candidatus Hepatobacter penaei. E possivel encontrar a indicacdo de primers diferentes,
baseados nos genes mencionados, para a identificagdo desse organismo. Sugere-se a utilizagdo do
protocolo descrito pela OIE, baseado em abordagem descrita por Aranguren e colaboradores, (2010), com
a utilizacdo de ensaios de PCR e gPCR baseados na amplificacdo do gene que codifica o rRNA 16S, a
partir dos oligonucleotideos iniciadores especificos NHPF2 e NHPR2, os quais estdo detalhados na tabela
abaixo (OIE, 2019).
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Primers Sequéncias

NHPF2 5’- CGTTGGAGGTTCGTCCTTCAGT -3’

NHPR2 5’- GCCATGAGGACCTGACATCATC -3’

Referéncias Bibliogréaficas:

Aranguren, L. F., Tang, K. F., & Lightner, D. V. (2010). Quantification of the bacterial agent of
necrotizing hepatopancreatitis (NHP-B) by real-time PCR and comparison of survival and NHP load of
two shrimp populations. Aquaculture, 307(3-4), 187-192.

Bastos Gomes, G., Shinozaki Mendes, E., & Arns da Silva, V. (2007). Necrotizing hepatopancreatitis
(NHP) in marine shrimp. Ci. Vet. Trép., 47-53.

CABI Dataset Necrotising hepatopancreatitis:. Disponivel em: https://www.cabi.org/isc/datasheet/73087
Acesso em: 05 de janeiro de 2021.

Campos-Garcia, J. C., Rodriguez-Ramirez, R., Avila-Villa, L. A., Gdmez-Aldama, O., Arias-Martinez,
J., & Gollas-Galvan, T. (2020). Fractal dimension of hepatopancreas of white shrimp Litopenaeus
vannamei infected with Hepatobacter penaei bacteria (NHPB). Aquaculture International, 28(2), 661-
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11.8 Candidatus Liberibacter sp.

Classificacéo taxonémica:
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Classe: Alphaproteobacteria
Ordem: Rhizobiales
Familia: Rhizobiaceae
Género: Candidatus Liberibacter

Motivo da incluséo na lista:

As bactérias Candidatus Liberibacter spp. assim como outras bactérias da ordem Rhizobiales sdo parasitas
intracelulares capazes de habitar o interior dos vasos de floema (Machado et al., 2017). Elas estéo
associadas ao huanglongbing (HLB, ou exgreening) dos citros (familia Rutaceae), que é uma das doencas
mais graves para a citricultura, sendo trés as espécies associadas com as diferentes formas da doenca: Ca.
Liberibacter asiaticus (Las), Ca. Liberibacter africanus (Laf) e Ca. Liberibacter americanus (Lam), todas
possuem baixa diversidade genética, porém sdo bastantes distintas fenotipicamente umas das outras (Li et
al., 2006; Machado et al., 2017). Esses patdgenos sao transmitidos por insetos psilideos e brotamento dos
materiais vegetais contaminados (Li et al., 2006). Las € um patégeno tolerante ao calor e transmitido por
Diaphorina citri, Laf € um patogeno sensivel ao calor e transmitido por Trioza erytreae e Lam é um
patogeno tolerante ao calor e transmitido por D. citri (Li et al., 2006). Essas bactérias apresentam
distribuicdo altamente irregular nos tecidos do hospedeiro, podendo ser detectadas em raizes, lamina
foliar, peciolo, sementes e frutos, particularmente no eixo da columela e causam expressivos disturbios
no seu metabolismo, constituindo significativo fator de reducdo de produtividade e qualidade de fruto a
curto e médio prazos (Boscariol-Camargo et al., 2010; Machado et al., 2017). Os primeiros relatos da
doenca datam da década de 70 e atualmente estd amplamente difundida nos paises asiaticos, no
subcontinente indiano, na Africa meridional e mais recentemente no Brasil, em 2004 no estado de S&o
Paulo (Li et al., 2006; CABI, 2021a). Pelo fato desses patdgenos possuirem carater extremamente danoso
as culturas, podendo destruir pomares de citros onde ocorrem dentro de 5 a 8 anos, resultarem em enormes
prejuizos econdmicos em todas as regides onde ocorrem, serem facilmente transmitidos por insetos
psilideos e serem microrganismos que possuem grandes propriedades invasivas, eles foram classificados
pelo governo americano como agentes selecionados pelo potencial para bioterrorismo, seu uso requer
permissao do governo e eles sdo considerados organismos de quarentena (Teixeira et al., 2005; Li et al.,
2008; CABI, 2021b). Assim, sugere-se sua exclusdo de uso para introducdo e disseminacdo no Brasil,
dado o alto risco de ameaca a biodiversidade brasileira e possibilidade de interferéncia nas populagdes de
Rutéceas, principalmente as nativas do pais.

Meétodo de identificacéo:

Técnicas moleculares tém sido utilizadas tanto para identificar quando diferenciar espécies dentro do
género Candidatus Liberibacter spp., quando isso for necessario, dentre as quais PCR convencional,
gPCR, PCR multiplex, nested-PCR, amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP) e outras (Li et al,
2006; Li et al., 2008). Como a restricdo de uso se estende a todos 0s organismos do género, ndo ha a
necessidade de identificagcdo precisa em nivel de espécie, mas € preciso garantir que qualquer isolado da
familia Rhizobiaceae que se pretenda registrar ndo pertenga ao género em questdo. Com base na literatura
disponivel, foi possivel encontrar trabalhos para identificacdo das espécies do género Candidatus
Liberibacter spp. baseados na amplificacdo de sequéncias especificas do gene que codifica o rRNA 16S,
a proteina ribossomal J (rplJ), a proteina de membrana externa (omp) ou genes de proteinas ribossomais
do B-operon (Tian et al., 1996; Hung et al., 1999; Teixeira et al., 2005). Dentre os protocolos disponiveis,
pela simplicidade, indica-se o descrito no trabalho de Jagoueix e colaboradores (1996), que se baseia na
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utilizacdo dos primers universais OA1 e Ol2c utilizados para amplificacdo de regides do gene rDNA 16S
das espécies do género. A descri¢do dos primers se encontra na tabela abaixo:

Primers Sequéncias
OAl 5’-GCGCGTATTTTATACGAGCGGCA-3’
Ol2c 5’-GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT-3’
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11.9 Candidatus Phytoplasma sp.

Classificacéo taxonémica:
Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Classe: Mollicutes
Ordem: Acholeplasmatales
Familia: Acholeplasmataceae
Género: Candidatus Phytoplasma sp.

Motivo da incluséo na lista:

Os fitoplasmas sdo um grupo de bactérias desprovidas de parede celular, razdo pela qual possuem elevada
pleiomorfia (sem forma especifica), que apresenta diferencas significativas na distribuicdo geografica dos
varios subgrupos (Marcone et al., 2000). Os subgrupos demonstram especificidade de hospedeiro, o que
explica distribuicdo geogréafica restrita (Lee et al., 2012). A infeccdo ocorre principalmente em espécies
da familia Arecaceae (Palmeiras, Coqueiros), mas inclui outros hospedeiros como a flor-aranha-franjada,
erva daninha de ferro, feijdo selvagem e erva-de-cobra azul-claro e outros (familias Fabaceae,
Amaryllidaceae, Amaranthaceae, Rosaceae) (CABI, 2020). Ap6s infecgdo é observado um acentuado
desequilibrio dos hormonios vegetais com sintomas tipicos em que incluem amarelecimento das folhas,
nanismo, proliferacdo de brotos auxiliares (aparéncia de vassoura de bruxa), crescimento volumoso nas
pontas dos caules, virescéncia das flores e esterilidade, filodia, alongamento e estiolamento de entrends,
folhas pequenas e deformadas (Youssef et al., 2017; Duduk et al., 2018). Um dos representantes de grande
interesse fitossanitario é a espécie Candidatus Phytoplasma pyri, responsavel pela doenca do declinio da
pera, causando amarelamento da folha, avermelhamento, necrose ondulante, folha pequena, desfolha
prematura, encurtamento do internodo e declinio progressivo dos vegetais proximos (Fernandez et al.,
2017). Uma linha necrdtica pode ser observada na parte interna da casca na unido entre o estoque com o
enxerto e, com 0 agravamento, os sintomas podem variar desde atrofia severa até a morte do vegetal
(Pastore et al, 1998). Esta espécie apresenta relatos de ocorréncia na Europa, Asia, América do Norte e
do Sul e na Africa (Marrocos). Um segundo representante expressivo do género é o Candidatus
Phytoplasma mali, conhecido por causar a doenca do disturbio de proliferacdo em macas, causando as
plantas infectadas um crescimento distorcido e atrofiado (Siewert et al, 2014). O distarbio provocado pela
espécie induz uma série de sintomas que sao especificos, como vassouras de bruxa, rosetas e estipulas
aumentadas, ou inespecificos, como vermelhidao foliar, amarelecimento, supressdo de crescimento, e
frutas subdimensionadas (Seemdiller et al., 2010). Esta espécie apresenta relatos de ocorréncia na Asia,
Africa, Europa e América do Norte. No Brasil, Silva e colaboradores (2009) relatam a espécie Candidatus
Phytoplasma brasiliense causando clorose foliar, superbrotamento de ramos, folhas e flores pequenas,
ramos finos, declinio e morte de ramos ou da planta toda em espécies de Hibiscos e ressaltam que ha
ocorréncia de casos similares em Hibiscos no Japdo. Além de sua reconhecida acdo fitopatogénica e sua
ampla distribuicdo geogréafica microrganismos desse género possuem potencial de invasibilidade e estdo
descritos como invasivos pela EPPO e pelo CABI no Compendium de Espécies Invasivas. Dada a
gravidade da doenca causada por especies de Candidatus Phytoplasma, sua capacidade de invasibilidade
e seu potencial de infectar representantes nativos brasileiros das familias afetadas, recomenda-se a ndo
utilizacdo desses fitopatdgenos sob quaisquer condicoes.

Método de identificagéo:

O género Candidatus Phytoplasmaé formado por uma grande variedade de espécies, as quais se organizam
em subgrupos, e se encontram na literatura muitos trabalhos focados no desenvolvimento de primers para
a identificagdo de grupos ou algumas espécies especificasdo género (Lee et al., 2010). A escolha do
melhor primer a ser utilizado € realizada em funcdo da espécie de interesse considerando o subgrupo
pertencente, os quais sdo baseados em diversos genes e regides diferentes, tais como regido espacgadora
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intergénica 16S - 23S, gene que codifica o rRNA 16S, além dos genes hflB (protease hflB), imp (Beta
lactamase), tuf (fator de elongacdo TU) e secY (subunidade de translocase de proteina secY) (Smart et al.,
1996; Schneider & Seemuller, 2009; Makarova et al., 2012). Entretanto, como a restricdo de uso é
referente a todas as espécies do género, ndo ha a necessidade de identificacdo em nivel de espécie, apenas
é preciso garantir que quando houver interesse de se registrar um microrganismo da familia
Acholeplasmataceae, ele ndo pertenca ao género Candidatus Phytoplasma. Para tal sugere-se a utilizacao
da metodologia descrita no trabalho deSmart e colaboradores (1996), baseada na utilizag&o dos primers
universais P1 e Tint a partir de PCR convencional, que amplificam um fragmento de 200 pb da regido
espacgadora intergénica 16S - 23S que se encontra presente em todos os fitoplasmas, sendo considerado
um par de primers universal para esse grupo. O conjunto de primers se mostrou sensivel as espécies de
fitoplasmas e outros trabalhos posteriores também obtiveram éxito em sua utilizacéo (Silva et al., 2009).
A descricao dos primers se encontra na tabela abaixo:

Primers Sequéncias
P1 5-AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3’
Tint 5-TCAGGCGTGTGCTCTAACCAGC-3’
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11.10 Clavibacter michiganensis

Classificacéo taxonémica:
Dominio: Bacteria
Filo: Actinobacteria
Classe: Actinobacteria
Ordem: Actinomycetales
Familia: Microbacteriaceae
Género: Clavibacter
Espécie: Clavibacter michiganensis

Motivo da incluséo na lista:

A espécie Clavibacter michiganensis é responsavel pela doenca do cancro em vegetais, principalmente
em tomateiros, causando lesGes com crosta ou corrosdo em frutos, murcha e amarelamento e areas
necroticas em folhas e o cancro em caule lenhoso, tendo como desfecho a morte da planta inteira (Hadas
et al., 2005). Sdo descritos também casos em pimentdo e erva-moura. Em caso de morte da planta pode
ocorrer infeccdo primaria para plantas proximas por respingos de agua, movimento de maquinas ou por
pessoas que trabalham quando o campo esta imido, resultando em necrose marginal de folhas e manchas
de frutos (Gartemann et al., 2003). Apresenta relatos de ocorréncia mundial. Theodoro e Maringoni (2000)
relatam que no Brasil, a infeccdo foi registrada pela primeira vez em 1957, ocorrendo em S&o Paulo e hoje
se encontra disseminada em todo territério nacional, chegando a causar até 30 a 50% de perdas na
producdo de lavouras da regido Sul, Sudeste e Centro-Oeste. Ndo foram encontrados relatos da bactéria
causando danos em plantas nativas brasileiras. Todavia, destaca-se a que, além de sua reconhecida a¢édo
fitopatogénica em cultivares, devido ao seu alto potencial de invasibilidade, microrganismos desta espécie
sdo descritos como invasivos pela EPPO e pelo CABI no Compendium de Espécies Invasivas. Outro dado
relevante € o fato do fitopatdgeno prevalecer na familia das Solanéceas, a qual, no Brasil, é amplamente
representada, ocorrendo 34 géneros e 449 espécies, sendo 215 destas exclusivas do pais (Stehmann et al.,
2015). E, com isso, 0s representantes nativos tornam-se possiveis hospedeiros, considerando
caracteristicas comuns a familia. Por isso, conhecida a gravidade da doenca causada pela espécie
Clavibacter michiganensis, podendo levar os vegetais a morte com a subsequente infec¢do primaria em
vegetais proximos, acrescida de sua conhecida capacidade de invasibilidade, recomenda-se a sua néo
utilizacdo sob quaisquer condicdes.

Meétodo de identificacéo:

Clavibacter michiganensis foi subdividida em cinco subespécies com base na especificidade de
hospedeiro e outras caracteristicas e é possivel obter identificacdes de cada subespécie com a utilizacéo
de primers especificos (Eichenlaub e Gartemann, 2011). Diversos genes sdo utilizados como alvo para a
elaboracdo desses primers, dentre os quais 0 RNA ribossdmico, sequéncias repetitivas, genes de viruléncia
conhecidos e diversos genes housekeeping, comoatpD (cadeia de ATP sintase), dnaK (proteina de
choque), gyrB (subunidade p da DNA girasse), ppk (polifosfato quinase), recA (recombinase A) e rpoB
(subunidade da RNA polimerase) (Kaneshiro et al.,2006; Jacques et al., 2012; Ahmad et al., 2015).
Entretanto, como a restricdo se refere a espécie como um todo, independente da subespécie, ndo ha a
necessidade de identificacdo nesse nivel, € preciso apenas garantir que quando houver a solicitacdo de
registro de qualquer outra espécie do género Clavibacter ela ndo se trate realmente de qualquer subespécie
de C. michiganensis. Assim, € necessario que seja realizada uma identificacéo precisa do isolado em nivel
de espécie. Nao foram encontrados trabalhos com a utilizacdo de primers Unicos, por meio de PCR
convencional, que permitam a amplificacdo de todas as subespécies de C. michiganensis e, a0 mesmo
tempo, ndo resultem na obtencdo de falsos positivos com outras espécies do género. Dessa maneira,
sugere-se utilizacdo da metodologia descrita no trabalho de Thapa e colaboradores (2020) e que se baseia
na realizacdo de um ensaio de PCR multiplex com a utiliza¢do dos primers 16sR-F/R, RhuM-F/R e TomA-

50



F1/R1 desenhados, respectivamente, a partir de regides conservadas na espécie presentes nos genes que
codificam o rRNA 16S além de RhuM (proteina de viruléncia) e TomA (hidrolase). O ensaio foi validado
e demonstrou alta especificidade e sensibilidade. A descri¢cdo dos primers se encontra na tabela abaixo:

Gene Sequéncias dos primers (foward/reverse)

rDNA 16S 16sR-F: 5° - TTGCGGGACTTAACCCAAC -3’
16sR-R: 5* - AGCGGTGAAATGCGCAGA - 3’

RhuM RhuM-F: 5’ - GGGTCGGTTCATCCTGTA -3’
RhuM-R: 5’ - CTTCGGGAGGTTCTCCTGT -3°

TomA TomA-F1: 5’ - ATGAAGAGCTTCGCGTCCG - 3’
TomA-F2: 5° -GAGAACACTGACATCCGCAG - 3°
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11.11 Coxiella burnetii

Classificacéo taxonémica:
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Classe: Betaproteobacteria
Ordem: Legionellales
Familia: Coxiellaceae
Género: Coxiella
Espécie: Coxiella burnetii

Motivo da incluséo na lista:

Coxiella burnetii € uma bactéria intracelular obrigatdria que causa uma zoonose de ampla distribuicdo
mundial conhecida como febre Q, sendo a Nova Zelandia o Unico pais onde ndo h& relatos de sua
ocorréncia (Kazar, 2005). C. burnetii ¢ um parasita muito resistente ao calor, pressao e estresses quimicos
e por isso consegue sobreviver por meses no ambiente fora do hospedeiro e se espalhar (Kazar, 2005). C.
burnetii é altamente infecciosa e tem a capacidade de induzir infeccBes persistentes em humanos e uma
ampla gama de animais. No caso dos humanos, a febre Q geralmente é assintomatica ou causa apenas
sintomas leves, sendo a principal forma de contaminacdo a inalacdo de aerossois compostos por particulas
contaminadas, um risco principalmente para pessoas que trabalham com animais infectados (Kazar, 2005;
Damasceno & Guerra, 2018). Quanto aos animais, ela afeta principalmente bovinos, ovelhas e cabras,
mas também camelos, cdes, ratos, porcos, cavalos, coelhos, camundongos, macacos, coiotes, artrépodes,
aves, marsupiais e até repteis e peixes, causando, em geral, lesdes graves principalmente no figado e baco
(Glazunova et al., 2005; CABI, 2020). Devido a sua relevancia, as doencas associadas a esse patdgeno
estdo na lista de doencas notificaveis a Organiza¢do Mundial de Sadde Animal (OIE), que inclui doencas
transmissiveis consideradas de importancia socioeconémica ou de saude publica (CABI, 2020). Dessa
maneira, apesar de haver poucos relatos de sua ocorréncia no Brasil (Damasceno & Guerra, 2018), devido
aampla distribuicdo e gama de hospedeiros listados para essa bactéria, sua utilizacdo seria muito arriscada,
com possibilidade de impactos econémicos e a salde publica, bem como oferecendo perigo para varias
espécies de animais nativos.

Meétodo de identificacéo:

Vaérios ensaios de PCR estdo disponiveis para identificacdo de C. burnetii, estes incluem trans-PCR,
empregando primers baseados em regides repetitivas do tipo transposon do genoma de C. burnetii, além
de ensaios PCRs touchdown e multiplex (CABI, 2020). Como a restricdo de uso é somente para essa
espécie do género Coxiella é preciso garantir, sesmpre que houver pedidos de registro de isolados que
pertencam a esse género, que 0s mesmos nao se tratem de C. burnetii e para tal utilizar uma metodologia
gue permita a identificacdo da espécie de forma sensivel e especifica.Dentre os trabalhos disponiveis ndo
se encontrou a possibilidade de identificacdo do isolado em nivel de espécie utilizando o gene que codifica
0 rRNA 16S. Dessa maneira, sugere-se a utilizacdo dos primers descritos no trabalho de Willems e
colaboradores (1994), os quais amplificam um fragmento de 687 bp do elemento repetitivo 1IS1111 de um
gene de proteina de choque térmico (htpAB transposase), por ser uma abordagem que apresenta alta
eficiéncia, além de ser comumente utilizada na maioria dos trabalhos, tais como Rozental e colaboradores,
(2012) e Mares-Guia e colaboradores, (2014). Os primers utilizados nessa abordagem s@o Trans1/QBT-1
e Trans2/QBT-2 e se encontram descritos na tabela abaixo.
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Primers Sequéncias

Trans1/QBT-1 5’- TATGTATCCACCGTAGCCAGTC -3’

Trans2/QBT-2 5°- CCCAACAACACCTCCTTATTC -3°
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11.12 Curtobacterium flaccumfaciens pv.flaccumfaciens

Classificacéo taxonémica:
Dominio: Bacteria
Filo: Actinobacteria
Classe: Actinobacteria
Ordem: Microccocales
Familia: Microbacteriaceae
Género: Curtobacterium
Espécie: Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

Motivo da incluséo na lista:

A espécie Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens infecta principalmente representantes da
familia vegetal Fabaceae, mas sdo descritas infecches em espécies das familias Amaranthaceae e
Asteraceae (Nascimento et al., 2020). Ainda sdo descritas por Osdaghi e colaboradores (2018) infec¢coes
em milho, abobrinha, meldo, colza, beterraba, sacarina e girassol. Esta bactéria causa a sindrome de
murcha na planta, incluindo uma série de areas clordticas e necrdticas intervinais nas folhas circundadas
por um halo amarelo, acompanhadas por murcha geral da planta, levando a morte (Harveson et al., 2015).
Sua distribuicdo ocorre nas Américas do Norte e do Sul, Europa, Africa, Australia e Asia Ocidental
(EPPO, 2011). No Brasil, séo descritos casos em Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul, Parand, Santa
Catarina e Séo Paulo (CABI, 2020). Apesar de ndo ter sido evidenciado relato deste fitopatogeno em
representantes diretos da flora nativa brasileira, a bactéria é descrita como patégeno numa extensa lista de
plantas leguminosas (familia Fabaceae). Isto demonstra um alto risco para as espécies nativas, uma vez
que tanto os representantes arbustivos como herbéaceos da familia sdo integrantes de diversos nichos para
eucariontes (cadeia alimentar, abrigo), assim como para procariontes (em associacdo com estas plantas
participam da ciclagem e fixacdo de nitrogénio). Desta forma, além de sua reconhecida acdo
fitopatogénica, devido ao seu alto potencial de invasibilidade, microrganismos desta espécie sao descritos
como invasivos pela EPPO e pelo CABI no Compendium de Espécies Invasivas. A invasdo pode ocorrer
ndo apenas pela introducdo voluntaria, como também através da dispersdo de grdos (Nascimento et al.,
2020). Dada a gravidade da doenca causada pela espécie Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens podendo levar 0s vegetais a necrose/morte, asua potencial causa de desequilibrio para
diferentes nichos e a sua conhecida capacidade de invasibilidade, recomenda-se a sua nao utilizacédo sob
quaisquer condigdes.

Método de identificacao:

Pelo fato da restricdo de uso ser apenas para a espécie Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens,
sempre que houver pedidos de registros de isolados que pertengcam ao género Curtobacterium, é preciso
garantir que ndo se tratem da espécie em questdo, sendo necessario para tal a realizacdo de um ensaio
molecular que permita sua identificacdo precisa. Dentre os trabalhos levantados sugere-se utilizar a
metodologia descrita no trabalho de Tegli e colaboradores (2002), que propuseram o uso do par de primers
ERIC (Enterobacterial Repetitive Intragenic Consensus) designados como Cff FOR2 e Cff REV4, que
permitem a amplificacdo de um fragmento especifico de 306 pb. A indicacdo de uso dessa metodologia
decorre de o fato dos pesquisadores terem obtido um resultado com alta sensibilidade para a identificagdo
molecular da espécie, ser comumente utilizada em uma série de trabalhos levantados e ndo terem sido
encontrados trabalhos que propusessem a utilizacdo do gene que codifica o rRNA 16S com resultados
precisos e especificos (Osdaghi et al., 2015; Osdaghi et al., 2017; Soares et al., 2018; Goncalves et al.,
2018; Nascimento et al., 2020). Os primers mencionados se encontram descritos na tabela abaixo:

55



Primers Sequéncias

Cff FOR2 5'- GTTATGACTGAACTTCACTCC -3’

Cff REV4 5'- GATGTTCCCGGTGTTCAG -3’
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11.13 Dermatophilus congolensis

Classificacéo taxonémica:
Dominio: Bacteria
Filo: Actinobacterias
Classe: Actinobacterias
Ordem: Actinomycetales
Familia: Dermatophilaceae
Género: Dermatophius
Espécie: Dermatophilus congolensis

Motivo da incluséo na lista:

Dermatophilus congolensis é um microrganismo caracterizado pela presenga de filamentos ramificados
transversal e longitudinalmente septados, responsavel por causar a dermatofilose, que é uma dermatite
pustulosa exsudativa aguda, subaguda ou crénica, formadora de crosta e transmitida por carrapatos da
espécie Amblyomma variegatum e afeta uma ampla gama de animais (Zaria, 1993; CABI, 2021). Gado,
ovelhas, cavalos e cabras sdo os hospedeiros mais comuns, mas porcos, cées, gatos, bufalos, burros,
camelos, dromedarios, mamiferos selvagens e humanos também podem ser infectados (Awade et al.,
2008). E uma bactéria estritamente parasitaria da pele, mas persiste em crostas secas e pode sobreviver
por mais de 42 meses no ambiente. A doenca esta amplamente distribuida mundialmente, mas é mais
prevalente em regides Umidas, tropicais e subtropicais, sendo os principais registros em paises africanos
e, em certa medida, na Europa, Asia, Austrélia e nos continentes americanos (Zaria, 1993; Awade et al.,
2008). No Brasil ha registros de ocorréncia da dermatofilose em varios estados como Séo Paulo, Rio
Grande do Sul, Mato Grosso do Sul e outros (Junior et al., 2006; Olinda et al., 2009; Bacha et al., 2014).
Apesar de D. congolensis em si ndo ser altamente patogénica e depender de uma combinacédo de fatores
para o desenvolvimento de lesdes clinicas, a dermatofilose tem causado grandes perdas econémicas em
paises africanos e algumas ilhas do Caribe devido a qualidade inferior de I& e couro, morte e abate de
animais, diminuicdo da producéo de leite e da qualidade de sémen (Awade et al., 2008; CABI, 2021).
Além de sua importancia econémica a doenca desempenha um papel na satde publica por sua transmissao
em humanos, causando lesdes nas pessoas que manuseiam animais infectados e dores estomacais quando
ocorre 0 consumo de carne contaminada (Awade et al., 2008; Ndhlovu & Masika, 2016). Por esses
motivos, além do fato de D. congolensis ser considerada uma bactéria invasiva e afetar uma ampla gama
de hospedeiros, 0 que representa um risco aos animais nativos brasileiros, ¢ muito importante garantir a
restricao de seu Uso no pais.

Meétodo de identificacéo:

Como a restri¢do de utilizacdo se aplica apenas a D. congolensis, sempre que houver o pedido de registro
de qualquer microrganismo que pertenca ao género Dermatophilus, é preciso garantir que ndo se trate
apenas dessa espécie. Para a identificacdo molecular precisa de D. congolensis foram encontrados mais
de um trabalho com abordagens e utilizagdo de primers diferentes, os quais foram desenhados a partir de
genes diversos. Dentre todos, sugere-se a utilizagdo da abordagem descrita no trabalho de Garcia-Sanchez
e colaboradores (2003), que realizaram umareacdo de amplificacdo aleatoria de DNA polimorfico (RAPD)
para inicialmente identificar um fragmento de DNA de 0,6 kb especifico da espécie (gene de uma
ceramidase alcalina). Esse fragmento foi utilizado para projetar primers a serem utilizados em reacgdes de
PCR convencional visando amplificar um fragmento de 438 pb de D. congolensis: ESP1 ESP2. A reacdo
demonstrou sensibilidade, amplificando todos os DNA de isolados de D. congolensis testados e
especificidade, uma vez que ndo houve amplificacdo de outras especies. A descri¢do dos primers esta
disponivel na tabela abaixo:
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Primers Sequéncias

ESP1 5’- CTTCAGCAGAAAATTCACCA -3’

ESP2 5’-CGTACATTCCCGGAATCTTC -3°
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11.14 Dickeya spp.

Classificacado taxonémica:

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Classe: Gammaproteobacteria

Ordem: Enterobacteriales

Familia: Pectobacteriaceae

Género: Dickeya

Motivo da incluséo na lista:

Dickeya spp.é considerado um género fitopatogénico em regides tropicais e subtropicais (Janse e Ruissen
1988). Sédo bactérias com acdo pectinolitica, pois produzem enzimas degradadoras de pectina ou acido
péctico (Van Der Wolf et al., 2014). No Brasil sdo descritos casos de infeccdes em diversos cultivares
(batata, abacaxi, alface, couve-chinesa, cebola, cenoura, pimentdo, repolho e tomate (Gama et al., 2016).
Porém, devido a sua acdo degradadora em pectina, um polissacarideo estrutural encontrado na parede
celular primaria das células vegetais e nas camadas intercelulares (Paiva et al., 2009), as bactérias deste
género exercem risco de potencial dano a espécies silvestres. Os sintomas causados incluem a murcha,
podriddo mole, talo-oco e tombamento de plantulas. Relatos de casos ocorrem praticamente em todo
mundo, infectando uma variada gama de hospedeiros de diversas familias botanicas (Mariano et al, 2005),
demonstrando que a importancia desse patdégeno deve ser considerada relevante. Uma espécie de destaque
do género é a D. solani, que causa a canela-preta e a murcha da planta em espécies vegetais das familias
das Cyperaceae (ervas), Liliaceae (flores) e Solanaceae (batata). Os sintomas incluem a podriddao mole
que se desloca do tubérculo infectado através do sistema vascular da planta, sendo que em algumas
variedades, a murcha pode ocorrer sem qualquer canela preta aparente (Tsror et al., 2012). Essarts e
colaboradores (2019) enfatizaram que D. solani tem uma maior capacidade de colonizar rapidamente 0s
vasos do xilema da planta do que outros representantes do género Dickeya, o que poderia auxiliar no
entendimento da alta incidéncia da espécie em relacdo as demais. A distribuicdo da espécie ocorre na
Asia, Europa e América do Sul. Além de sua reconhecida acéo fitopatogénica, devido ao seu potencial de
propagacdo, microrganismos desta espécie sdo descritos como invasivos pela EPPO e pelo CABI no
Compendium de Espécies Invasivas. Dada a gravidade da doenca causada pelo género como um todo,
acrescida de sua conhecida capacidade de invasibilidade e a ampla gama de hospedeiros de diferentes
familias que é capaz de afetar, recomenda-se a ndo utilizacdo de Dickeya sp. sob quaisquer condices,
pois pode representar um risco as espécies nativas brasileiras.

Meétodo de identificacéo:

Em 2005, Samson e colaboradores propuseram a substitui¢do do complexo “Erwinia chrysanthemi” pelo
género Dickeya, englobando seis espécies. Em 2014, Van Der Wolf e colaboradores propuseram uma
nova espécie D. solani, totalizando entdo, sete espécies integrantes do género, entretanto por ser um
género recente muitos estudos filogenéticos continuam sendo realizados para confirmar sua posicéo
filogenética e possiveis novas variantes. Como a restri¢ao de uso se estende a todas as espécies do género,
guando houver pedido de registro de microrganismos da familia Pectobacteriaceae, € necessario assegurar
que nao se trate de isolados do género Dickeya. Para a identificacdo molecular precisa das espécies do
género, os trabalhos tém sugerido a utilizacdo de sequéncias dos genes recA, dnaX, rpoD, gyrB e do rDNA
16S individualmente e em conjunto (Suharjo et al., 2014). Nesse caso, como ndo ha a necessidade de
identificacdo em nivel de espécie, mas sim dos isolados do género como um todo sugere-se, em um
primeiro momento, a utilizacdo de primers universais para a amplificacdo de regides variaveis do gene
que codifica o rRNA 16S, porque alguns trabalhos relatam a possibilidade de identificacdo em nivel de
género apenas com sua utilizacdo. Entretanto, também ha relatos de identificacdo conflituosa com outros
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géneros préximos utilizando-se apenas essa regido e, nesse caso, é necessario a utilizacdo de genes ou
regibes adicionais para melhorar essa resolucdo. Dentre eles sugere-se a utilizacdo do dnaX (DNA
polimerase I11) ou da regido espagadora intergénica 16S - 23S, por terem apresentado boa resolugao
quando usados em combinagdo com o gene rDNA 16S (Stawiak et al., 2009; Suharjo et al., 2014). As
sequéncias de primers sugeridos para cada uma dessas regides se encontram descritas na tabela abaixo:

Gene Sequéncias dos primers (foward/reverse) Referéncia
F985PTO: 5’- AACGCGAAGAACCTTAC - 3’ Heuer et al.
rDNA 16S R1378: 5’ -CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG -3’ 1999.
dnaXf: 5" - TATCAGGTYCTTGCCCGTAAGTGG - 3° Slawiak
dnaX dnaXr: 5 - TCGACATCCARCGCYTTGAGATG - 3’ et al., 2009
regido espacadora 14911b: 5° - GAAGTCGTAACAAGGTA -3’ Fessehaie et al.
intergénica 16S - 23S Lirc: 5 - CA(A/G)GGCATCCACCGT - 3’ 2002
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11.15 Edwardsiella sp.

Classificacéo taxonémica:
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Classe: Gammaproteobacteria
Ordem: Enterobacteriales
Familia: Hafniaceae
Género: Edwardsiella

Motivo da incluséo na lista:

O género Edwardsiella foi identificado e descrito a primeira vez por Erwing e colaboradores em 1965 e €
composto por cinco espécies: E. anguillarum, E. piscicida, E. tarda, E. hoshinae e E. ictaluri. Quase todas
sdo patdgenas de animais sendo que E. ictaluri e E. tarda comprovadamente causam septicemia e necrose
no tecido dos peixes, fazendo com que os animais comprometidos apresentem lesdes hemorragicas
externas e internas e lesdes necroticas externas (Lima et al., 2008; CABI, 2020). As doengas ocorrem
mundialmente em peixes de aguas doce e marinha, sendo algumas das espécies mais acometidas o dourado
(Salminus sp.), a carpa comum (Cyprinus carpio), a tilapia nilética (Oreochromis niloticus), o bagre
(Ictalurus punctatus) e a truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) quando mantidos em cultivo intensivo (Xu
& Zhan, 2014, CABI, 2020). A enfermidade pode ser transmitida ao homem pela ingestéo de carne de
peixes contaminados, causando infec¢Ges entéricas, meningites, abscessos hepaticos e infeccbes de feridas
que ocorrem também pelo manuseio de material contaminado (Xu & Zhan, 2014). Em janeiro de 2005
um surto da espécie Edwardsiella tarda que se estendeu pelo ano de 2006 causou uma mortalidade
significativa de varias espécies tropicais no rio S&o Francisco, como o Pacu (Myleus micans) (Limaet al.,
2008). Também foram observados sinais clinicos e feito o isolamento de bactérias do género em criacdes
de tilapias no Rio Grande do Sul, tilapias e pintados no Mato Grosso do Sul e bagre americano em Santa
Catarina (Albinati et al., 2006). Assim, além ser uma preocupacdo econémica por afetar espécies de
grande valor econdmico, bactérias desse género também representam um risco a biodiversidade brasileira,
por causar mortalidade em diversas espécies nativas como o dourado, 0 pacu e o pintado e,
consequentemente, desequilibrios no ecossistema aquatico.

Meétodo de identificacéo:

Como a restricdo de uso se estende a todas as espécies do género Edwardsiella, ndo ha a necessidade de
identificacdo em nivel de espécie, sendo necessario apenas garantir que quando ocorra pedido de registro
de microrganismos da familia Hafniaceae, ele ndo se trate de um isolado desse género. Apesar de ser um
género que ainda € alvo de estudos filogenéticos visando uma melhor determinacao e classificacdo de suas
espécies,de acordo com os trabalhos levantados,para a identificagdo molecular precisa dos
microrganismos do género Edwardsiella nesse nivel,apenas a amplificacdo de fragmentos do gene que
codifica o rRNA 16S costuma fornecer resolucdo suficiente.Somente para a identificacdo em nivel de
espécie seria necesséria a utilizagdo de outros genes housekeeping, tais como adk (adenilato quinase),
atpD (subunidade p da ATPase), dnaJ (proteina de choque térmico 40), gInA (glutamina sintetase), hsp60
(proteina de choque térmico de 60-KDs) e tuf (fator de alongamento Tu) (Bujan et al., 2018a). Dessa
maneira, sugere-se utilizar para a identificacdo desses microrganismos, rea¢ao de PCR convencional com
a utilizacdo dos primers universais pA e pH, os quais permitem a amplificacdo do gene rDNA 16S (Bujan
et al., 2018a). Os referidos primers se encontram descritos na tabela abaixo.
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Primers Sequéncia

pA 5’ - AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3’

pH 5’ - AAGGAGGTGATCCAGCCGCA -3’
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11.16 Ehrlichia ruminantium

Classificacédo taxonémica:

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Classe: Alphaproteobacteria

Ordem: Rickettsiales

Familia: Anaplasmataceae

Género: Ehrlichia

Espécie: Ehrlichia ruminantium

Motivo da incluséo na lista:

Ehrlichia ruminantium é o agente causador da doenga chamada de &gua do coracdo ou cowdriose, que
acomete ruminantes selvagens, tais como antilopes, bufalos, murideos, impalas, e também domésticos em
alguns locais ao redor do mundo. Essa bactéria é transmitida pela picada de carrapatos do género
Amblyomma. Os sinais clinicos dessa doenca séo diversos e a gravidade é variavel. Os principais sdo:
temperatura corporal elevada, perda de apetite, respiracao pesada, cabeca baixa, marcha rigida, depressao,
piscar e movimentos de mastigacdo exagerados, anorexia, hiperestesia, lacrimacdo, convulsdes,
prostracdo e morte. O periodo de incubacao é em média 18 dias em bovinos e 14 dias em ovinos e caprinos
(Allsopp, 2015). Essa doenca foi inicialmente diagnosticada na Africa do Sul no século XIX e a bactéria
causadora identificada em 1925. A Ehrlichia ruminantium tem sido considerada como uma espécie
invasiva, portanto, sua notificacao a Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE) é obrigatdria. Até 2005
sua presenca havia sido relatada, na lista da OIE, em varios paises africanos, como Benin, Burkina Faso,
Burundi, Cameroon, Eswatini, Kénia, Madagascar, Malawi, Mocambique, Nigéria, Sdo Tomé e Principe,
Tanzénia, Togo, Zadmbia, Zimbabwe. Na América do Norte foi também relatada em Guadalupe e S&o
Cristovdo e Neves. Nos demais paises, incluindo o Brasil, ainda ndo houve relatos (CABI/EPPO, 2021).
Dessa forma, a vigilancia no territorio brasileiro precisa garantir a seguranca de nossos ruminantes
silvestres e, principalmente, nativos perante esse patégeno controlando a sua entrada. Isso, certamente,
evitard os prejuizos econémicos oriundos de uma possivel infeccdo dos rebanhos, bem como um
desequilibrio ao ambiente dado a caracteristica invasiva dessa bactéria.

Meétodo de identificacao:

Pelo fato de E. ruminantium ser uma espécie do género Ehrlichia é preciso garantir que quando um
solicitante tenha a intencdo de registrar qualquer outra espécie do género, fique garantido que ela néo se
trata de E. ruminantium. Dessa forma, € necessario que seja realizada uma identificacao precisa do isolado
em nivel de espécie. A partir do levantamento da literatura disponivel observa-se a utilizacdo de genes
especificos para obter essa identificacdo, tais como pCS20, que é um gene extremamente conservado e
especifico para E. ruminantium, groEL (chaperona) e mapl (metionina aminopeptidase), em detrimento
de abordagens utilizando apenas o gene que codifica o rRNA 16S (Allsop et al., 1999; Matsumoto et al.,
2011). Dessa maneira, para a identificacdo da espécie, sugere-se a abordagem recomendada pela OIE,
baseada no trabalho de Mahan e colaboradores (1992) e que consiste de uma reacdo de PCR
especificamente para o gene pCS20. As informac0es a respeito dos primers utilizados se encontram na
tabela abaixo. Contudo destaca-se que alguns trabalhos publicados recentemente descrevem que ensaios
mais otimizados de gPCR tanto com o gene pCS20 quanto groE sdo capazes de promover uma
identificacdo mais sensivel, especifica e reproduzivel da espécie, caso isso seja necessario (Sayler et al.,
2016; Cangi et al., 2017).
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Primers Sequéncias

ABI28 5’ - ACTAGTAGAAATTGCACAATCTAT -3’

ABI29 5’ - TGATAACTTGGTGCGGGAAATCCTT -3’
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11.17 Erwinia amylovora

Classificacado taxonémica:

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Classe: Gammaproteobacteria

Ordem: Enterobacteriales

Familia: Enterobacteriaceae

Género: Erwinia

Espécie: Erwinia amylovora

Motivo da incluséo na lista:

Erwinia amylovora é responsével pela doenga denominada praga do fogo em plantas da familia Rosaceae.
O sintoma basico da praga do fogo € a necrose ou morte de tecidos. A partir de flores e brotos infectados,
a bactéria pode invadir ramos progressivamente maiores, o0 tronco, até o porta-enxerto e quando a casca
externa é arrancada, os tecidos internos ficam encharcados de &gua, e, as vezes, racham nas margens,
formando um cancro (Piqué at al, 2015; CABI, 2020). Norelli e colaboradores (2003) destacam que devido
a diversidade de tecidos hospedeiros suscetiveis a infeccdo, combinada com o ndmero limitado de
ferramentas de gerenciamento disponiveis para controlar a doenca, torna-se dificil interromper ou
desacelerar o progresso das epidemias por este patdgeno. Apresenta relatos de ocorréncia mundial. No
Brasil, ndo ha relatos da presenca do fitopatégeno, mas ele é registrado como um patégeno de alerta pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, uma vez que o risco potencial de introducdo da
bactéria no pais existe devido ao intercambio de germoplasma (EMBRAPA, 2007). Além de sua
reconhecida acao fitopatogénica, devido ao seu alto potencial de invasibilidade, microrganismos desta
espécie sdo descritos como invasivos pela EPPO e pelo CABI no Compendium de Espécies Invasivas.
Apesar de nao haver relatos de sua ocorréncia no Brasil, devido ao alto risco de introducdo e a
possibilidade de impactos ambientais e econémicos, oferecendo perigo para vérias espécies de vegetais
nativos da familia Rosaceae, bem sua conhecida capacidade de invasibilidade, recomenda-se a nédo
utilizacdo de Erwinia amylovora sob quaisquer condices.

Meétodo de identificacao:

Pelo fato da bactéria E. amylovora ser uma espécie do género Erwinia é preciso garantir que quando um
solicitante tenha a intencdo de registrar qualquer outra espécie do género, fique garantido que ela néo se
trata de E. amylovora. Dessa forma, é necessario que seja realizada uma identificacdo precisa do isolado
em nivel de espécie. De modo geral, observa-se, na maioria dos trabalhos, a busca da utilizacdo
diretamente de genes especificos e direcionados para a identificacdo da espécie, tais como hrpW (pectato
liase) e proteinas hipotéticas, ao invés da utilizacdo de marcadores mais gerais como o gene que codifica
0 rRNA 168, pois a possibilidade da ndo identificacdo precisa em nivel de espécie com a sua utilizacao é
muito grande (Lehman et al., 2008; Gottsberger, 2010). Sugere-se a, para a identificacdo da espécie, a
utilizacdo da abordagem utilizada no trabalho de Taylor e colaboradores (2001) e que se baseia na
amplificacdo de um fragmento de 187 pb das sequéncias terminais do inserto pEA71, que é especifico
para a espécie, utilizando os primers pEa71F e pEa71R, por ser uma metodologia simples, especifica e
gue demonstrou alta especificidade e sensibilidade. Os primers mencionados estdo listados na tabela
abaixo:

Primers Sequéncia
pEa71F 5'-CCTGCATAAATCACCGCTGACAGCTCAATG-3'
pEa71R 5'-GCTACCACTGATCGCTCGAATCAAATCGGC-3’
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11.18 Leifsonia xyli subsp. xyli

Classificacéo taxonémica:
Dominio: Bacteria
Filo: Actinobacteria
Classe: Actinobacteria
Ordem: Micrococcales
Familia: Microbacteriaceae
Género: Leifsonia
Espécie: Leifsonia xyli subsp. xyli

Motivo da incluséo na lista:

A especie Leifsonia xyli subsp. xyli é responsavel pela doenca do raquitismo-da-soqueira da cana-de-
acucar (RSD), apresentando sintomas inespecificos, os quais podem ser identificados principalmente em
periodos de déficit hidrico (Zhang et al., 2016). Sdo observados em alguns cultivares, por meio do corte
longitudinal de caules, sintomas como descoloracdo rosada logo abaixo da area meristematica apical e
podem se estender para baixo em até um centimetro (Quecine et al., 2015). Apesar de afetar diretamente
apenas a cana-de-acgUcar, que levaria a uma perda econdmica na agricultura, as culturas fracas e doentes
podem abrir caminho para uma infestacdo de ervas daninhas, deixando as espécies da area ocupada e do
entorno sujeitas a uma competicdo por nutrientes e nicho com as mesmas (CABI, 2019) e, portanto,
representar uma fonte de desequilibrio para a flora nativa local. Séo relatados casos de ocorréncia mundial.
No Brasil, Urashima e colaboradores (2020) ressaltam que em pesquisa realizada em 50 usinas de cinco
estados do Centro-Sul, a mais importante regido canavieira do Brasil, 9% dos canaviais mostraram-se
positivos para RSD. Ainda neste estudo, séo relatados casos na Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro e
Sdo Paulo. Além de sua reconhecida acdo fitopatogénica, devido ao seu potencial de invasibilidade,
microrganismos desta espécie sdo descritos como invasivos pela EPPO e pelo CABI no Compendium de
Espécies Invasivas. Dada a conhecida presenca no pais, a possivel interferéncia em nichos de espécies
cultivares e nativas, e de sua conhecida capacidade de invasibilidade, recomenda-se a sua nao utilizagéo
de Leifsonia xyli subsp. xyli, sob quaisquer condi¢es.

Método de identificacao:

A restricdo de uso contempla apenas uma subespécie da espécie Leifsonia xyli e por isso a unica
preocupacdo ocorre quando houver o interesse e solicitagdo de se registrar um microrganismo dessa
espécie, pois nesse caso € preciso garantir, de forma confiavel, que ndo se trata da subesp. xyli. Em geral,
por se tratar de uma identificacdo em um nivel taxondmico téo especifico, a utilizagdo de genes e primers
mais gerais, incluindo o gene rDNA 16S ndo permite uma identificacdo precisa. Nesse caso e, de acordo
com os trabalhos levantados, ha a necessidade de utilizacdo de genes mais especificos e varios métodos
vém sendo propostos desde entdo. Dentre os principais genes e primers comumente utilizados para a
identificacdo da subespécie xyli, destacam-se regides varidveis do espaco intergénico (ITS) e,
principalmente, genes identificados exclusivamente no genoma desses isolados (Quecine et al., 2015;
Urashima et al., 2019; Sun et al., 2019). Considerando os trabalhos levantados, devido a preciséo e
confiabilidade, sugere-se a utilizacdo da metodologia descrita no trabalho de Zavaglia e colaboradores
(2016), com a utilizacdo de primers desenhados com base na sequéncia do gene Lxx12650, o qual é
considerado exclusivo da subespécie, uma vez que ndo ha nenhuma outra sequéncia génica depositada no
GenBank com uma sequéncia semelhante. Os primers utilizados nessa abordagem estdo descritos na
tabela abaixo.
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Primers Sequéncias

FL12650F2 5-GCGTGGAGAAGTTCATCGTT-3’

FL12650R2 5'-AGCGGCTGAAGGGAGTAGTT-3’
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11.19 Mannheimia haemolytica

Classificacéo taxonémica:
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Classe: Gammaproteobacteria
Ordem: Pasteurellales
Familia: Pasteurellaceae
Género: Mannheimia
Espécie: Mannheimia haemolytica

Motivo da incluséo na lista:

A bactéria Mannheimia haemolytica € um dos principais patégenos respiratdrios de ruminantes, causando
uma doenga economicamente significativa, principalmente, em bovinos, ovinos e caprinos, conhecida
como pasteurelose pneumaonica bovina ou manheimiose (Aradjo et al., 2009; CABI, 2020). Também esta
indiretamente associada com outras doengas como mastite em ovelhas e camelos, septicemia em cordeiros
edoenca respiratoria rara em suinos associada com Actinobacillus pleuropneumoniae, além de ter sido
isolada de aves e outros animais selvagens, como a onga pintada (Panthera onca) (Confer & Ayalew,
2018; CABI, 2020). Em animais saudaveis essa bactéria se caracteriza como um comensal nasal e
nasofaringeo sem desenvolver sinais clinicos, mas em animais estressados, imunocomprometidos ou com
outras infeccOes ela se replica e ganha acesso aos pulmd@es onde causa danos graves (Rice et al., 2008).
N&o é considerada um agente zoon6tico importante, mas pode causar doencas graves em bebés e adultos
imunocomprometidos ou com problemas cardiacos (CABI, 2020). M. haemolytica é uma bactéria
encontrada em todo o mundo, sendo relatada com mais frequéncia na Asia, Africa, América do Norte e
alguns paises da Europa (CABI, 2020), mas também ha alguns relatos em estados brasileiros, tendo sido
relatados, inclusive, surtos em ovinos de propriedades do Rio Grande do Sul (Hancock, 1991) e de Minas
Gerais (Aradjo et al., 2009). Além de grandes impactos econdmicos em diversos paises, a bactéria foi
relacionada ao declinio da populacdo de animais selvagens, como 0s carneiros norte americanos, o que
demonstra potencial de poder afetar também espécies nativas brasileiras. Além disso, é considerada
invasiva ndo s6 dentro, mas também fora da sua area nativa, com alta probabilidade de ser transportada
internacionalmente, ser dificil e com alto custo de controle, além de representar uma ameaga a perda de
animais ameacados de extin¢do (Confer & Ayalew, 2018; CABI, 2020).

Meétodo de identificacéo:

M. haemolytica é um Gram-negativo correspondente ao biogrupo 1 de Pasteurella haemolytica, que em
1999 foi renomeado como Mannheimia (Aradjo et al., 2009). Pela restricdo contemplar apenas essa
espécie do género, quando houver solicitacdo de registro e uso de outras espécies do mesmo, uma
identificacdo precisa deve ser realizada para garantir que nédo se trate deM. haemolytica. De acordo com
a literatura para a identificacdo molecular da espécie, a amplificacdo de regides do gene rDNA 16S ndo
fornece resolucéo suficiente para defini¢do da espécie e por isso ndo é comumente utilizada nos trabalhos.
Por outro lado, varios outros genes especificos vém sendo descritos nos trabalhos e podem ser utilizados
para essa identificacdo, a maioria dos quais genes associados & viruléncia de M. haemolytica, com
destaque para o gene PHSSA (antigeno especifico sorotipo M. haemolytica)que codifica um antigeno
especifico da espécie ou gene Rpt2 (gene que codifica a proteina metiltransferase) (Legesse et al., 2018).
Outros genes também utilizados séo o gene HP (responsavel pela amplificacdo do gene de uma proteina
hipotética desconhecida), Lkt e Lkt2 (amplificam regides distintas do gene da leucotoxina D), porém nesse
caso fornecem melhor resolucdo apenas com a utilizacdo da técnica de PCR-multiplex (Alexander et al.,
2008). Por isso, sugere-se a abordagem descrita no trabalho de Kumar e colaboradores, 2015 e que
consiste na realizagdo de PCR convencional ou PCR-multiplex a partir de primers para o gene PHSSA e
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Rpt2. Entretanto, destaca-se que caso apresente resolucdo taxonémica suficiente e sem ambiguidades,
apenas um deles pode ser selecionado para uso.

Gene Sequéncias dos primers (foward/reverse) Tamanho do Referéncias
amplicon (pb)
Rpt2 F:5 -GTTTGTAAGATATCCCATTT -3’ 1022 Deressa et al.,
R: 5’ -CGTTTTCCACTTGCGTGA -3’ 2010
PHSSA F: 5 - TTCACATCTTCATCCTC -3’ 325 Hawari et al.,
R: 5 -TTTTCATCCTCTTCGTC - 3’ 2008

Referéncias Bibliogréficas:

Alexander, T. W., Cook, S. R., Yanke, L. J., Booker, C. W., Morley, P. S., Read, R. R, ... & McAllister,
T. A. (2008). A multiplex polymerase chain reaction assay for the identification of Mannheimia
haemolytica, Mannheimia glucosida and Mannheimia ruminalis. Veterinary microbiology, 130(1-2), 165-
175.

Araljo, M. R. D., Costa, M. C., & Ecco, R. (2009). Ocorréncia de pneumonia associada a infeccdo por
Mannheimia haemolytica em ovinos de Minas Gerais. Pesquisa Veterinaria Brasileira, 29(9), 719-724.

CABI Dataset: Mannheimia haemolytica. Disponivel em: https://www.cabi.org/isc/datasheet/70912
Acesso em: 01 de janeiro de 2021.

Deressa, A., Asfaw, Y., Lubke, B., Kyule, M. W., Tefera, G., & Zessin, K. H. (2010). Molecular detection
of Pasteurella multocida and Mannheimia haemolytica in sheep respiratory infections in Ethiopia. The
Journal of Applied Research in Veterinary Medicine, 8(2), 101.

Hancock, R. D., Fallavena, L. C., & Ribeiro, L. A. (1991). Pneumonic pasteurellosis due to P. multocida
in a flock of lambs in Brazil. Veterinary Record, 128(7), 154-155.

Hawari, A. D., Hassawi, D. S., & Sweiss, M. (2008). Isolation and identification of Mannheimia
haemolytica and Pasteurella multocida in sheep and goats using biochemical tests and random amplified
polymorphic DNA (RAPD) analysis. J. Biol. Sci, 8(7), 1251-1254.

Kumar, J., Dixit, S. K., & Kumar, R. (2015). Rapid detection of Mannheimia haemolytica in lung tissues
of sheep and from bacterial culture. Veterinary World, 8(9), 1073.

Legesse, A., Abayneh, T., Mamo, G., Gelaye, E., Tesfaw, L., Yami, M., & Belay, A. (2018). Molecular
characterization of Mannheimia haemolytica isolates associated with pneumonic cases of sheep in
selected areas of Central Ethiopia. BMC microbiology, 18(1), 205.

Rice, J. A., Carrasco-Medina, L., Hodgins, D. C., & Shewen, P. E. (2007). Mannheimia haemolytica and
bovine respiratory disease. Animal Health Research Review.
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11.20 Melissococcus plutonius

Classificacéo taxonémica:
Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Classe: Bacilli
Ordem: Lactobacillales
Familia: Enterococcaceae
Geénero: Melissococcus
Espécie: Melissococcus plutonius

Motivo da incluséo na lista:

Melissococcus plutonius é o agente causador da “European foulbrood”, doenga que acomete ninhadas de
abelhas causando infecgdes letais nas larvas, podendo levar a destruicdo da colbnia. Essa doenca afeta
abelhas em diferentes paises ao redor do mundo, infectando néo so a espécie Apis mellifera, mas também
as espécies A. cerana e A. laboriosa. Dado o alto potencial de invasividade dessa bactéria, sua notificacdo
OIE é obrigatoria (CABI/EPPO, 2020). M. plutonius infecta, principalmente, as larvas ndo seladas quando
tém entre 4 e 5 dias de vida, mas pode afetar também larvas seladas. Inicialmente, essa bactéria é digerida
com alimentos contaminados e se multiplica no intestino da larva, a qual se move alterando a posi¢édo
normal que € enrolada para estendida. Além disso, as larvas doentes sdo caracterizadas por uma mudanca
na cor do branco para amarelo, seguido de laranja e marrom até atingir o preto acinzentado quando a larva
morre. Pode ocorrer também um cheiro fétido ou azedo na col6nia infectada (Forsgren, 2010). Conforme
mencionado, essa doenca estd amplamente distribuida no mundo, com registros em todos os continentes,
sendo os primeiros relatos no inicio do seculo XX. Na América do Sul, em paises como Argentina, Brasil,
Bolivia, Chile, Colémbia, Paraguai, Peru e Venezuela, por exemplo, encontram-se relatos desde a década
de 80, enquanto o Uruguai registrou essa doenca nos anos 2000. No Brasil, a perda de colméias de abelhas
tem sido uma preocupacao e estudo recente reportou a presenca de M. plutonius em colmeias sintomaticas
relacionadas a morte de larvas e perdas de algumas colénias (Teixeira et al., 2020). Dessa forma, torna-se
imprescindivel o elevado controle da utilizacdo desse patdgeno no territdrio brasileiro, dada a importancia
econdmica e garantia de equilibrio ecolégico que as abelhas representam ao ambiente.

Método de identificacao:

Sempre que houver solicitacdo de registro de isolados do género Melissococcus, é preciso garantir que
ndo se trate da espécie M. plutonius, Unica espécie do género que possui restricbes de uso. Poucos
protocolos moleculares visando a identificacdo da espécie, os quais envolvem PCR convencional, nested-
PCR e gPCR a partir dos genes rDNA 16S e sodA (superoxido dismutase) foram publicados (Forsgren et
al., 2015). Para a identificacdo, sugere-se a utilizacao de protocolo de PCR convencional a partir do gene
que codifica o rRNA 16S com um Unico par de primers, apresentado no trabalho de Govan &
colaboradores (1998). Entretanto, destaca-se, que alguns autores afirmam que nem sempre essa reacdo
apresenta alta especificidade e por isso, para a identificacdo precisa da espécie, pode vir a ser necessario
complementar com uma segunda abordagem, descrita no trabalho de Djordjevic & colaboradores (1998),
também baseada no gene rDNA 16S, mas envolvendo uma reacdo de hemi-nested PCR. Os primers
utilizados nessas metodologias estdo descritos na tabela abaixo.
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Gene Sequéncias dos primers (foward/reverse) Referéncias

rDNA 16S Primer 1: 5° - GAAGAGGAGTTAAAAGGCGC - 3’ Govan e colaboradores
Primer 2: 5> - TATCTCTAAGGCGTTCAAAGG -3’ (1998)
sodA MP1: 5 - CTTTGAACGCCTTAGAGA -3’ Djordjevic e
MP2: 5> - ATCATCTGTCCCACCTTA -3’ colaboradores (1998)

MP3: 5" - ATCATCTGTCCCACCTTA -3’

Referéncias:
CABI Dataset: Melissococcus plutonius. Disponivel em:
https://www.cabi.org/isc/datasheet/34446. Acesso em: 04 de janeiro de 2021.

Djordjevic, S. P., Noone, K., Smith, L., & Hornitzky, M. A. (1998). Development of a hemi-nested PCR
assay for the specific detection of Melissococcus pluton. Journal of Apicultural Research, 37(3), 165-174.

Forsgren, E. (2010). European foulbrood in honeybees. Journal of invertebrate pathology, 103, S5-S9.

Forsgren, E., Budge, G. E., Charriére, J. D., & Hornitzky, M. A. (2015). Standard methods for European
foulbrood research. Journal of Apicultural Research, 52(1), 1-14.

Govan, V. A,, Brozel, V., Allsopp, M. H., & Davison, S. (1998). A PCR Detection Method for Rapid
Identification ofMelissococcus pluton in Honeybee Larvae. Applied and Environmental Microbiology,
64(5), 1983-1985.

Teixeira, E. W., Ferreira, E. A., da Luz, C. F. P., Martins, M. F., Ramos, T. A., & Lourenco, A. P. (2020).

European Foulbrood in stingless bees (Apidae: Meliponini) in Brazil: Old disease, renewed threat. Journal
of Invertebrate Pathology, 107357.
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11.21 Mycoplasma agalactiae

Classificacéo taxondmica
Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Classe: Mollicutes
Ordem: Mycoplasmatales
Familia: Mycoplasmataceae
Género: Mycoplasma
Espécie: Mycoplasma agalactiae

Motivo da incluséo na lista:

Mycoplasma agalactiae € o0 agente causador da agalaxia contagiosa, uma doenga infecciosa que acomete
rebanhos de pequenos ruminantes, como ovinos e caprinos, e que causa, principalmente, perda de apetite,
mastite, poliartrite, ceratoconjuntivite, agalactia e, ocasionalmente, problemas oculares, hiperemia das
mucosas, secrecOes, aborto e pneumonia nos animais infectados (Santos et al., 2015). As glandulas
mamarias sdo as mais atingidas por M. agalactiae, causando uma queda ou perda completa da producéo
de leite em racas leiteiras e o leite de animais doentes apresenta uma aparéncia amarelada e granular com
consisténcia espessa (OIE, 2018; CABI, 2021). Além disso, pode causar morbidade e mortalidade em
animais jovens de racas de corte, 0 que causa grandes perdas e prejuizos econdmicos aos produtores
(Azevedo et al., 2006). Embora M. agalactiae seja 0 agente responsavel pela doenga, espécies desse
género podem estar envolvidas em infeccbes com caracteristicas semelhantes (Santos et al., 2015).
Ovelhas prenhes, especialmente durante o Gltimo trimestre de gestacdo, sdo mais suscetiveis a contrair
essa doenca. Contudo, ambos os sexos de ovinos e caprinos podem ser afetados e, adicionalmente, as
manifestacdes tém sido mais letais as cabras do que as ovelhas (CABI, 2021). A doenca ocorre em Varios
continentes como Europa, Asia e Africa e atualmente paises como Eritreia, China, Ir4, Iraque, Libano,
Mongolia, Turquia, Albania, Chipre, Italia, Sérvia, Espanha e Estados Unidos tém reportado a presenca
desse patdgeno (Azevedo et al., 2006; CABI, 2021). O Brasil, embora atualmente néo esteja na lista de
paises portadores dessa doenca, teve o0 seu primeiro relato no estado de Sdo Paulo em 1942, mas ndo foi
possivel confirmar o agente causador. Dessa maneira o primeiro relato confirmado no pais e publicado
foi em 2006 (Azevedo et al., 2006). Desde entdo outros relatos de casos de agalaxia contagiosa causada
por M. agalactiae foram reportados, sendo considerada uma doenca emergente no pais (Santos et al.,
2015; Santos et al., 2018). Destaca-se que a aproximacgao dos animais selvagens a hospedeiros incomuns
a seu habitat, como rebanhos e grandes criacBes, pode contribuir para o aumento do espectro de
microrganismos circulantes na populacdo nativa, pois atuam diretamente como reservatorios de
patdgenos. Bonato e colaboradores (2015) relatam a ocorréncia de Mycoplasma spp. infectando primatas
neotropicais do Brasil na extensdo da Amaz6nia. A Amazonia Legal compreende os estados brasileiros
de Acre, Amapa, Amazonas, Para, Ronddnia, Roraima, Tocantins, Mato Grosso e Maranhéo, dos quais
ha representantes que possuem extensas criagdes de caprinos e ovinos. Sendo assim, apesar de nao haver
citacdo da especifica de M.agalactiae no referido estudo e tendo em vista o perfil invasivo que essa
bactéria possui, torna-se importante o controle de sua disseminacdo no territorio brasileiro, visando
impedir o desequilibrio ecoldgico na relagdo dos pequenos ruminantes com outros organismos silvestres.

Método de identificagéo:

Sempre que houver a solicitacdo de registro de microrganismos do género Mycoplasma, é preciso garantir
que ndo se trate da espécie M. agalactiae, devido a sua restricdo de uso. Para a identificacdo de M.
agalactiae, ensaios de PCR tém sido rotineiramente usados em muitos laboratérios e sdo considerados
extremamente sensiveis, por isso varios ensaios foram desenvolvidos ao longo dos anos a partir de genes
diferentes, porém demonstrando niveis semelhantes de sensibilidade (OIE, 2018). Dentre os principais
genes utilizados para a identificacdo de M. agalactiae se encontramo rDNA 16S e gene-alvo P30, que
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codifica uma lipoproteina (antigeno monoespecifico e policlonal anti-P30-His) especifica para esta
espécie. Como uma abordagem que é baseada na amplificacdo do gene que codifica 0 rRNA 16S,
utilizando os primers FS1 e FS2 (Tola et al., 1997) se mostrou sensivel e especifica e vem sendo utilizada
com sucesso em trabalhos recentes, tais como Santos e colaboradores, (2018) e Matos e colaboradores,
(2019), recomenda-se a sua utilizacdo. Entretanto, destaca-se que, caso essa reacdo ndo apresente
especificidade suficiente para discriminacdo em nivel de espécie sem abiguidades, a abordagem recente,
descrita no trabalho de Babazadeh e colaboradores (2020) e que se baseia na amplificagdo do gene P30
pode ser usada de forma complementar, dado que se trata de um gene especifico da espécie. Os primers
de ambas as abordagens estdo descritos na tabela abaixo.

Gene Sequéncias dos primers (foward/reverse) Referéncias

rDNA 16S FS1: 5°- AAAGGTGCTTGAGAAATGCC - 3° Tolaetal., 1997
FS2: 5°- GTTGCAGAAGAAAGTCCAATCA -3’

P30 30F: 5’- CGAGTTTTAAATAACACAGG -3’ Babazadeh et al., 2020
P30R: 5’>-AAATCTTGCGCGCAGCAAGA -3’

Referéncias bibliogréaficas:

Azevedo, E. O. D., Alcantara, M. D. B. D., Nascimento, E. R. D., Tabosa, I. M., Barreto, M. L., Almeida,
J.F.D., ... & Castro, R. S. D. (2006). Contagious agalactia by Mycoplasma agalactiae in small ruminants
in Brazil: first report. Brazilian Journal of Microbiology, 37(4), 576-581.

Babazadeh, M., Pourbakhsh, S. A., Noormohammadi, Z., Esmaelizad, M., & Goudarzi, H. (2020).
Molecular identification of Mycoplasma agalactiae in Iran based on P30 gene. Archives of Razi Institute.

Bonato, L., Figueiredo, M. A. P., Gongalves, L. R., Machado, R. Z., & André, M. R. (2015). Occurrence
and molecular characterization of Bartonella spp. and hemoplasmas in neotropical primates from
Brazilian Amazon. Comparative Immunology, Microbiology and Infectious Diseases, 42, 15-20.

CABI Dataset: Mycoplasma agalactiae infections. Disponivel
em:https://www.cabi.org/isc/datasheet/74487. Acesso em 08 de janeiro de 2021.

Matos, R. A., Santos, S. B., Alves, R. V., Silva, E. J., Marinho, M. L., Janior, J. W. P., ... & Garino Junior,
F. (2019). Ocorréncia e fatores de risco associados a infec¢do por Mycoplasma agalactiae em rebanhos
caprinos leiteiros do estado da Paraiba, Brasil. Pesquisa Veterinaria Brasileira, 39(2), 93-98.

OIE, (2018) Contagius Agalactia.

Santos, O. M., Campos, A. C., Santos, J. P., Santos, P. O. M., Caldas, E. L. C., Santos, A. D. F., ... &
Azevedo, E. O. (2015). Agalaxia contagiosa em ovinos e caprinos do Estado de Sergipe: dados
preliminares. Scientia Plena, 11(4).

Santos, S. B. D., Melo, R. P. B. D,, Silva, L. T. R. D., Oliveira, J. M. B. D., Abad, A. C. A., Pinheiro

Junior, J. W., & Mota, R. A. (2018). Epidemiology of Mycoplasma agalactiae and Mycoplasma mycoides
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of Mycoplasma agalactiae in sheep milk samples by polymerase chain reaction. Veterinary
microbiology, 54(1), 17-22.
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11.22 Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, Mycoplasma iowae e
Mycoplasma meleagridis (Mycoplasmas aviarios)

Classificacao taxonémica:
Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Classe: Mollicutes
Ordem: Mycoplasmatales
Familia: Mycoplasmataceae
Género: Mycoplasma
Espécies: Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma. synoviae, Mycoplasma iowae e
Mycoplasma meleagridis

Motivo da incluséo na lista:

Bactérias do género Mycoplasma séo diferenciadas fenotipicamente de outras bactérias por seu tamanho
diminuto e total falta de uma parede celular. Organismos com essas caracteristicas fazem parte da classe
Mollicutes e cerca de 200 organismos foram descritos dentro dessa classe (Razin, 2006). Mais de 23
espécies do género Mycoplasma foram recuperadas principalmente de membranas mucosas de aves e
quatro delas s@o reconhecidas como patdgenos de hospedeiros aviarios: M. gallisepticum, M. synoviae,
M. iowae e M. meleagridis, sendo que sua proliferacdo diferenciada afeta aves como perus, faisdo,
galinhas, passarinhos, gansos, patos, galinha d’angola ¢ aves silvestres (Ferguson-Noel et al., 2020; CABI,
2021). Geralmente, nos animais doentes, sdo observados lesdes e sinais respiratorios como tosses,
espirros, coriza, e conjuntivite, o que pode resultar em diminui¢cdo do consumo de ragéo e producéo de
ovos, aumento da mortalidade e baixa eclodibilidade (Nascimento et al., 2005). Esses patdgenos possuem
ampla distribuicdo mundial, sendo observados em diversos paises em todos 0s continentes, inclusive no
Brasil, onde uma série de medidas de controle e monitoramento sdo exigidas para evitar a proliferacdo da
doenca (MAPA, 2020). Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae estdo na lista da OIE de
doencas economicamente importantes e as infeccdes devem ser notificadas a eles. A Diretiva da UE
2009/198 inclui M. gallisepticum e M. meleagridis e se refere as condi¢des de satde animal que regem o
comércio intracomunitario e as importacdes de paises terceiros de aves e ovos para incubacdo (CABI,
2021). Além dos impactos econdmicos, o fato de espécies desse género afetarem aves silvestres & um
problema adicional, pois podem representar um risco a biodiversidade de aves nativas brasileiras.

Meétodo de identificacéo:

Sempre que houver a solicitacdo de registro de microrganismos do género Mycoplasma, além da espécie
M. agalactiae mencionada, é preciso garantir que eles nao se tratem também das espéciesM. gallisepticum,
M. synoviae, M. iowae e M. meleagridis. Ndo foram encontrados métodos que permitam a identificacéo
conjunta e de forma especifica apenas dessas espécies do género Mycoplasma, portanto sugere-se a
utilizacdo de uma abordagem que permita obter a identificacdo geral das espécies do género de forma
confiavel, pois isso permitiria determinar se ela se trata de uma dessas espécies em questdo. VVarios genes
vém sendo utilizados para identificar as espécies do género, dentre os quais o0 rDNA 16S, fragmentos
parciais do gene pvpA (proteina relacionada a citadesina putativa) e o gene vIhA (lipoproteina variavel
hemaglutinina A) (Sprygin et al., 2010; Ghorashi et al., 2010). Outra possibilidade € a utilizagdo de
abordagens moleculares mais complexas tais como polimorfismo de comprimento de fragmento
amplificado (AFLP) e analise de DNA polimérfico amplificado aleatério (RAPD) (Feberwee et al., 2005).
Entretanto, por se tratar de um método mais simples e que demonstrou resultados precisos e confiaveis,
sendo capaz de detectar e identificar a maioria das espécies de micoplasmas, sugere-se a utilizacdo da
metodologia descrita no trabalho de McAuliffe e colaboradores, (2005), que se baseia na amplificacéo de
fragmentos do gene 16S rDNA a partir dos primers GC-341F e R543F (especificos paramolicutes), seguido
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do uso de eletroforese em gel de gradiente desnaturante. Os primers utilizados no trabalho se encontram
descritos na tabela abaixo:

Primers Sequéncias

GC-341F 5’- CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGL
GGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG -3°

R543F 5’- ACCTATGTATTACCGCG -3°

Referéncias Bibliograficas:

Ashelford, K. E., Weightman, A. J., & Fry, J. C. (2002). PRIMROSE: a computer program for generating
and estimating the phylogenetic range of 16S rRNA oligonucleotide probes and primers in conjunction
with the RDP-II database. Nucleic acids research, 30(15), 3481-3489.

CABI Dataset: avian mycoplasmosis. Disponivel em: https://www.cabi.org/isc/datasheet/92922. Acesso
em: 05 de janeiro de 2021.

Feberwee, A., Dijkstra, J. R., von Banniseht-Wysmuller, T. E., Gielkens, A. L., & Wagenaar, J. A. (2005).
Genotyping of Mycoplasma gallisepticum and M. synoviae by amplified fragment length polymorphism
(AFLP) analysis and digitalized random amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis. Veterinary
microbiology, 111(1-2), 125-131.
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Mycoplasmosis. Diseases of poultry, 907-965.
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species. Journal of medical microbiology, 54(8), 731-739.

Muyzer, G., De Waal, E. C., & Uitterlinden, A. G. (1993). Profiling of complex microbial populations by
denaturing gradient gel electrophoresis analysis of polymerase chain reaction-amplified genes coding for
16S rRNA. Applied and environmental microbiology, 59(3), 695-700.
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11.23 Paenibacillus larvae

Classificacéo taxonémica:
Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutis
Classe: Bacilli
Ordem: Bacilalles
Familia: Paenibacillaceae
Género: Paenibacillus
Espécie: Paenibacillus larvae

Motivo da incluséo na lista:

Paenibacillus larvae é o agente causador de uma doenca que acomete as ninhadas de abelhas, chamada
de “American foulbrood”. Esse patogeno infecta as abelhas em seu estdgio inicial de desenvolvimento
podendo matar a ninhada pela secrecdo de metabolitos secundarios com propriedades antimicrobianas e
pela liberagcdo de enzimas degradadoras de quitina, 0 que causa o rompimento do epitélio intestinal da
larva da abelha, resultando numa massa pegajosa (Poppinga & Genersch, 2015). Essa é uma doenca que
abrange uma ampla faixa de locais, variando desde Austréalia, Nova Zelandia, China, Japdo, mais de 30
paises europeus, como Alemanha, Italia, Espanha, Croacia, além dos Estados Unidos, Canada, Cuba,
México e na Ameérica do Sul, foi relatada no Brasil, além da Argentina, Uruguai e Chile (CABI/EPPO,
2020). No Brasil, a primeira detec¢cdo de P. larvae ocorreu em 2003, mas o primeiro grave surto foi em
2006 no estado do Parana. Sua principal forma de disseminacdo é através dos esporos bacterianos que
podem ser carreados pelas proprias abelhas ou pelo intercdmbio de mel, favos, rainhas ou mesmo
equipamentos entre os apicultores (OIE, 2013). E importante ressaltar que esta bactéria também é
considerada uma cepa invasiva, o que dificulta mais ainda o seu controle. Portanto, a notificacdo dessa
doenca é obrigat6ria em varios paises e as colmeias infectadas precisam ser completamente destruidas
para evitar a disseminacao do patdgeno. Assim, tendo em vista que as abelhas constituem um grupo muito
importante para o equilibrio ambiental dada a sua atuagdo como polinizadoras, tanto de ambientes
naturais, como nos espacos agricultaveis e levando em consideracdo a existéncia de toda uma cadeia de
apicultores que geram renda fazendo 0 manejo desses organismos, a importancia de se ter uma vigilancia
para o controle da referida doenca passa a ter significativos impactos positivos na economia e,
principalmente, no meio ambiente.

Método de identificacao:

Dentro do género Paenibacillus a restricdo de uso se aplica apenas a espécie P. larvae, dessa maneira
sempre que houver o pedido de utilizacdo de microrganismos desse género é preciso determinar com
confiabilidade de que ndo se trata dessa espécie em questdo. H& uma grande diversidade de métodos
moleculares como PCR convencional, rep-PCRs, gPCR, RFLP, dentre outros, a partir principalmente do
gene rDNA 16S, que permitem a identificacdo de P. larvae (de Graaf et al., 2013; Rossi et al., 2018).
Outra possibilidade é a utilizacdo de abordagens moleculares mais complexas utilizando uma grande
diversidade de genes distintos em conjunto (Versalovic et al., 1994). Dentre 0os métodos disponiveis
sugere-se a utilizacdo da abordagem contida do trabalho de Dobbelaere e colaboradores (2001), que se
mostrou muito robusta nos trabalhos em que foi utilizada e que consiste na amplificacdo de um fragmento
de 1106 pb do gene rDNA 16S a partir dos primers AFB-F e AFB-R. A reacdo demonstra alta
sensibilidade e especificidade, possibilitando a identificacdo confidvel de P. larvae. A descrigdo dos
primers se encontra na tabela abaixo.
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Primers Sequéncias

AFB-F 5-CTTGTGTTTCTTTCGGGAGACGCCA - 3'

AFB-R 5'- TCTTAGAGTGCCCACCTCTGCG - 3

Referéncias:
CABI Dataset: Paenibacillus larvae. Disponivel em: https://www.cabi.org/isc/datasheet/109548#REF-
DDB-150811. Acesso em: 03 de janeiro de 2021.
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based PCR. Apidologie, 32(4), 363-370.
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Paenibacillus larvae targeted assays and definition of optimal conditions for its detection/quantification
in honey and hive debris. Insects, 9(4), 165.
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11.24 Pseudomonas cichorii

Classificacéo taxonémica:

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Classe: Gammaproteobacteria

Ordem: Pseudomonadales

Familia: Pseudomonadaceae

Geénero: Pseudomonas

Espécie: Pseudomonas cichorii

Motivo da incluséo na lista:

A espécie Pseudomonas cichorii é responsavel pela doenca da ferrugem bacteriana principalmente em
vegetais da familia Asteraceae, mas também outras, causando lesdes que aumentam, tornam-se marrom-
escuras ou pretas e as vezes podem coalescer para formar areas necroticas grandes que podem afetar toda
a folha, caules (aipo, crisantemo, girassol, café, berinjela, geranio e tomate) e botdes de flores (crisantemo,
berinjela e geranio) (Cottyn et al., 2011). Apresenta relatos de ocorréncia mundial. No Brasil, P. cichorii
é um patoégeno de grande importancia econdémica, sua ocorréncia foi descrita em culturas de diferentes
espécies botanicas, tais como almeirdo, acafrao, berinjela, beterraba, brocolis, caléndula, cebola, cenoura,
couve, corda de viola, crisintemo, dalia, escarola, eucalipto, falsa-serralha, feijdo, fumo, gérbera, inhame,
mamona, manjericdo, pimentdo, quiabo, rabanete, salsa, salsdo e violeta. (Malavolta Junior et al., 2008).
Devido a ampla gama de hospedeiros, infeccGes por este fitopatdgeno tém potencial de causar
desequilibrio ambiental, pois representantes das familias citadas possuem importancia nao apenas
econdmica, mas como alimento e forrageio para diversas espécies em diferentes nichos. Além de sua
reconhecida acao fitopatogénica, devido ao seu alto potencial de invasibilidade, microrganismos desta
espécie sdo descritos como invasivos pela EPPO e pelo CABI no Compendium de Espécies Invasivas.
Dada a gravidade da doenca causada pela espécie Pseudomonas cichorii, podendo levar os vegetais de
diversas familias com representantes nativos da flora brasileira (Asteraceae, Solanaceae) a morte,
acrescida de sua conhecida capacidade de invasibilidade, recomenda-se a sua nao utiliza¢éo sob quaisquer
condigdes.

Método de identificacao:

O género Pseudomonas € formado por um grupo diverso de microrganismos, 0s quais apresentam muitos
nichos e fungdes ambientais, sendo comumente utilizados, seja como agentes de biocontrole ou em
processos de biorremediacdo. Sendo assim e, devido a restricdo de uso ser especificamente da espécie P.
cichorii, é preciso garantir que, quando ocorrer a solicitacdo de utilizacdo de bactérias desse género, ela
seguramente ndo se trate de P. cichorii. Varios ensaios de PCR propdem possiveis genes, primers e
abordagens para a identificacdo das diferentes espécies que constituem o género, incluindo os genes rDNA
16S, rpoB (subunidade p da RNA polimerase) e gyrB (DNA girase, subunidade B) e outros, sendo possivel
encontrar uma grande diversidade de opgoes (Tayeb et al., 2005; Jubrael et al., 2018). Além de técnicas
mais complexas como gPCR, nested-PCR, Rep-PCr, multiplex e outras, quando houver necessidade.
Entretanto, como € necessério a identificacdo especifica da espécie P. cichorii, sugere-se a utilizacdo do
protocolo descrito no trabalhodeCottyn e colaboradores (2011), que desenharam os primers hrplae hrp2a
direcionados para a identificagdo da espécie, os quais foram otimizados a partir dos primers degenerados
HRCR8092 e HRCT8986, descritos originalmente por Mazurier e colaboradores (2004). Os primers
sugeridos estdo descritos na tabela abaixo:
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Primers Sequéncias

hrpla 5'- CCGTTCATCGTCATCGACCT -3’

hrp2a 5'- CTGTCCCACATGATCTGGGT - 3’

Referéncias Biliogréaficas
CABI Dataset: Pseudomonas cichorii  (bacterial blight of endive). Disponivel em:
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11.25 Pseudomonas savastanoi

Classificacéo taxonémica:

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Classe: GammaProteobacteria

Ordem: Pseudomonadales

Familia: Pseudomonadaceae

Género: Pseudomonas

Espécie: Pseudomonas savastanoi

Motivo da incluséo na lista:

A espécie Pseudomonas savastanoi € o agente da doenca do né da azeitona, presente em todas as regides
olivicolas no mundo. Os sintomas sdo caracterizados pela formacdo de tecido neoplasico (nos, galhas)
principalmente em caules e ramos jovens, podendo ocorrer também em folhas, raizes e outros 6rgaos,
ocasionalmente (CABI, 2020). P. savastanoi pertence ao PG3 do complexo P. syringae, sendo o Unico
filogrupo que inclui bactérias que causam supercrescimentos tumorais (nés) em hospedeiros lenhosos
(Moreno-Peérez, et al., 2020). Sua distribuicdo ocorre mundialmente. No Brasil, a dispersdo ndo
sintomatica da bactéria no campo é maior que o aparecimento da doenca. A bactéria é categorizada como
praga presente para campos de diversos cultivares (Marques e Samson, 2016). De acordo com a Embrapa
(2003), no Brasil o fitopatdgeno acomete diversas espéecies leguminosas (Fabaceae), tendo como principal
representante o feijdo, mas ndo se limitando a ele. Além de sua reconhecida acao fitopatogénica, devido
ao seu alto potencial de invasibilidade, microrganismos desta espécie sdo tembém descritos como
invasivos pela EPPO e pelo CABI no Compendium de Espécies Invasivas. Devido a variedade de
leguminosas que o fitopatdgeno pode infectar, hd o potencial risco para as espécies nativas e a
biodiversidade brasileira, uma vez que esta familia é integrante de diversos nichos estando diretamente
ligada a cadeia alimentar, abrigo e relacdes ecoldgicas. Por isso, dada a gravidade da doenca causada pela
espécie Pseudomonas savastanoi e a sua conhecida capacidade de invasibilidade, recomenda-se a sua ndo
utilizacdo sob quaisquer condicdes.

Método de identificacao:

Dentro do género Pseudomonas, além de P. cichorii, pelo fato da restricdo de uso também se estender a
espécie Pseudomonas savastanoi, é preciso garantir, em qualquer solicitacdo de utilizacdo de bactérias do
género, que ela também seguramente ndo se trate de qualquer subespécie de Pseudomonas savastanoi.
Assim como para P. cichorii, para a identificacdo especifica de P. savastanoi, € mais comum e eficaz a
utilizacdo de de abordagens de PCR convencional a partir de genes e primers direcionados para a
identificacdo da espécie. Dessa maneira, sugere-se utilizar a metodologia descrita no trabalho de
Penyalver e colaboradores (2000), que desenharam um par de primers, IAALF e IAALR, a partir do gene
iaal, responsavel por codificar uma proteina IAA- lisina sintetase que é especifica da espécie, gerando
um fragmento de 454 pb. A reacdo se mostrou especifica e sensivel, amplificando todos os isolados da
espécie testados. Os primers utilizados se encontram descritos abaixo.

Primers Sequéncias
IAALF 5-'GGGACCAGCGGCAACATCAA -3’
IAALR 5'- CGCCCTCGGAACTGCCATAC - 3’
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11.26 Ralstonia solanacearum

Classificacédo taxonémica:

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Classe: Betaproteobacteria

Ordem: Burkholderiales

Familia: Ralstoniaceae

Género: Ralstonia

Espécie: Ralstonia solanacearum

Motivo da incluséo na lista:

A espécie Ralstonia solanacearum causa a murcha bacteriana e infecta principalmente batata, tomate,
piment&o, berinjela, jilé e bananeira. Genin e Denny (2012) destacam que esta bactéria é patogénica para
mais de 200 espécies de plantas pertencentes a mais de 50 familias botanicas diferentes, abrangendo nédo
SO espécies de cultivares como também arbustos e arvores em outras familias de dicotiledéneas e
monocotiledoneas. Khokhani e colaboradores (2017) destacam que R. solanacearum pode sobreviver por
anos no solo ou na 4gua como um saprofito ou nos sistemas vasculares das plantas como um patdgeno
agressivo em feridas, zonas de alongamento, colonizando o cortex da raiz (vasos do xilema que
transportam agua), onde se multiplica sistemicamente resultando em sintomas de murchamento e,
eventualmente, morte da planta. Esta caracteristica de transicao é possivel porque esta espécie utiliza-se
de uma rede sensorial e regulatoria para fazer a transicao entre seus modos saprofitico e parasita (Clough
et al., 1997). Sua distribuicdo ocorre mundialmente. No Brasil, os ataques s&o principalmente pela racga 1
(biovares 1 e 3), referentes aos filotipos 2 e 1, respectivamente, da bactéria, embora haja também relatos
da raca 3 (biovar 2 e 2T), referente ao filotipo 2 (EMBRAPA, 2013). Além de sua reconhecida acdo
fitopatogénica, devido ao seu alto potencial de invasibilidade, microrganismos desta espécie sdo descritos
como invasivos pela EPPO e pelo CABI no Compendium de Espécies Invasivas. Dada a gravidade da
doenca causada pela espécie R. solanacearum podendo levar os vegetais a morte, por sua capacidade
regulatoria de viruléncia, o seu potencial de invasibilidade e ampla gama de familias que afeta, 0 que pode
representar risco potencial as espécies nativas e a biodiversidade brasileira, recomenda-se a sua nédo
utilizacdo sob quaisquer condicdes.

Método de identificacao:

Pelo fato de R. solanacearum ser a Unica espécie do género Ralstonia que apresenta restri¢cdes de uso, €
preciso apenas garantir que quando houver pedidos de utilizacdo de outras espécies do género, ela
realmente ndo se trate de R. solanacearum. Para a identificacdo da espécie por meio de técnicas
moleculares baseadas em PCR varios genes podem ser utilizados, mas principalmente genes
housekeepingrepresentativos de R. solanacearum como fliC (subunidade de flagelos) e genes relacionados
a patogenicidade, como hrp (sistema de secrecdo) nao sendo encontrados trabalhos que comumente
utilizam o rDNA 16S (Schonfeld et al., 2003; Fouché-Weich et al., 2005). Sugere-se utilizar a abordagem
descrita no trabalho de Castillo e Greenberg (2007), que desenharam primers a partir dos genes
housekeepinggdhA (glutamato desidrogenase oxidoredutase), adk (adenilato quinase), gyrB (DNA girase,
subunidade ), genes gapA (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase oxidoredutase), ppsA
(fosfoenolpiruvato sintase) e egl (precursor da endoglucanase), os quais foram explorados em muitos
trabalhos subsequentes. Todos os conjuntos de primers desenhados para cada gene foram considerados
eficazes para a identificagdo da espécie, sendo assim qualquer um deles poderia ser selecionado para uso
na sua identificagdo. Esses conjuntos de primers estdo listados abaixo:
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Gene Sequéncias dos primers (foward/reverse)

gdhA GdhAF: 5'- GATGGATGACGGCCGCATCG - 3’
GdhAR: 5'- TGAACGCCGCCGTCCGCAG - 3’

adk AdKF: 5'- TCTGTTGGGCGCACCCGGC - 3’
AdkR: 5'- CCCAGCCGGAGTAGTAGTCC - 3’

gyrB GyrBF: 5'- AGGGCTTCGTCGAGTACATCAA -3’
GyrBR: 5'- GTTCCGCCGAGGCTCCACG -3’

gapA GapAF: 5'- ATGACCATCAAGATCGGCAT -3’
GapAR: 5'- GGGCCATTTCCAGCACCT -3’

ppsA PpsAF: 5'- CTGTACAACGACCGCGCTAT - 3’
PpsAR: 5'- GTTGGTCAGGCCCATCTCTT - 3’

egl EglF: 5'-AAATCCAGATATCGAATTGCCAA - 3’
EglR: 5'-GCGTGCCGTACCAGTTCTG - 3’

Referéncias Bibliogréaficas
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11.27 Spiroplasma kunkelii

Classificacado taxonémica:

Dominio: Bacteria

Filo: Firmicutes

Classe: Mollicutes

Ordem: Entomoplasmatales

Familia: Spiroplasmataceae

Género: Spiroplasma

Espécie: Spiroplasma kunkelii

Motivo da incluséo na lista:

A bactéria Spiroplasma kunkelii é um microrganismo que pertence a classe Mollicutes devido & auséncia
de parede celular externa e a familia Spiroplasmataceae, devido a sua morfologia helicoidal e motilidade
(Gussie et al., 1995; CABI, 2021). Esse microrganismo, transmitido principalmente pelas cigarrinhas, é
um patogeno responsavel por causar a doenga de “enfezamento” do milho (Zea Mays), considerada uma
das mais relevantes doencas do milho, podendo afetar também Euchleana mexicana e E. perennis e mais
de 300 espécies de plantas importantes para a agricultura e meio ambiente, principalmente da familia
Poaceae (Gussie et al., 1995; Ozbek et al., 2003; CABI, 2021). A clorose das margens das folhas é o
primeiro sintoma da infeccdo por S. kunkelli seguida pelo avermelhamento das pontas das folhas mais
velhas e em folhas sucessivas acima das que apresentam os primeiros sintomas, as manchas cloroticas
coalescem formando faixas que se estendem em direcdo as pontas das folhas até que a folha inteira esteja
afetada (CABI, 2021). As plantas doentes apresentam redugdo de crescimento e desenvolvimento,
entrenos curtos, proliferacdo e ma formacao das espigas, espigas improdutivas e enfraquecimento dos
colmos (Cota et al., 2018). A ocorréncia dessa bactéria € restrita ao continente americano, tendo causado
surtos da doenca em paises como Estados Unidos, Panamé, Nicaragua, México, Jamaica, Honduras,
Guatemala, El Salvador, Belize, Argentina, Colémbia, Bolivia, Paraguai, Peru, Venezuela e Brasil, onde
surtos ocorreram em alguns estados, mas atualmente a presenca do microrganismo s6 é confirmada no
Mato Grosso do Sul e Minas Gerais (CABI, 2021; EPPO, 2020). S. kunkelii é considerada uma bactéria
invasiva e 0s principais riscos considerados de sua introducdo estdo relacionados tanto as perdas
econdmicas, quanto a ameagcas a biodiversidade de espécies nativas brasileiras, principalmente da familia
Poaceae, e desequilibrios ambientais. Por isso ela é listada pela Embrapa no sistema APPCC (Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle) como um risco de quarentena Al, que sao pragas exoticas que ndo
estdo presentes no pais importador.

Meétodo de identificacéo:

Sempre que houver pedidos de utilizacdo de microrganismos do género Spiroplasma, é preciso garantir
gue nao se trate especificamente de S. kunkelii, Unica espécie do género que possui restri¢cdes de uso.Uma
das principais caracteristicas dos microrganismos da classe Mollicutes, incluindo S. kunkelii, além da
auséncia de parede celular, é o tamanho diminuto do genoma devido a eventos extensos de perda de genes
(Bai et al., 2004). Sendo assim, para sua identificacdo por meio de técnicas de PCR, os trabalhos
geralmente buscam utilizar genes especificos presentes nesses organismos. Sugere-se utilizar, para a
identificacdo deste agente, a abordagem presente no trabalho de Barros e colaboradores (2001), um dos
principais estudos de identificacdo da espécie e utilizado em trabalhos subsequentes. Neste trabalho,
visando desenvolver um ensaio de PCR especifico para a deteccdo de S. kunkelii, seis primers foram
projetados considerando regides Unicas da sequéncia de nucleotideos do gene da espiralina encontrado em
S. kunkelii. Varias combinag¢fes dos primers desenhados foram realizadas, sendo as mais eficientes
aquelas formadas pelos primers CSSF1/CSSR1, CSSF1/CSSR3 e CSSF2/CSSR6. Todas essas reacoes se
mostraram sensiveis e muito especificas, ndo sendo observada nenhuma amplificagéo a partir do DNA de
outras espécies do género Spiroplasma ou a partir de plantas de milho contaminadas com outros
patogenos, e 0 sequenciamento dos amplicons obtidos compartilhou 100% de similaridade de sequéncia
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com a regido comparavel do gene da espiralina de S. kunkelii. Assim, qualquer uma das trés combinagdes
de primers, 0s quais estdo descritos na tabela abaixo, pode ser utilizada para a identificacdo eficiente da
espécie.

Primers Sequéncias dos primers (foward/reverse)

Conjunto A CSSF1: 5'- CTGTAGCGGCAAAAGATGTA -3’
CSSR1: 5- AGTAGTTGCGGCTGAATAGTT -3’

Conjunto B CSSF1:5° - CTGTAGCGGCAAAAGATGTA -3
CSSR3: 5'- AATAGTTTCCCTCTACACCC - 3’

Conjunto C CSSF2: 5'- GGCAAAAGATGTAACAAAAGT - 3°
CSSR6: 5'- GTTACTTCAACAGTAGTTGCG - 3’
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11.28 Taylorella equigenitalis

Classificacéo taxonémica:
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Classe: Betaproteobacteria
Ordem: Burkholderiales
Familia: Alcaligenaceae
Género: Taylorella
Espécie: Taylorella equigenitalis

Motivo da incluséo na lista:

Taylorella equigenitalis é o agente causador da Metrite Equina Contagiosa, uma doenca sexualmente
transmissivel que acomete o trato genital de cavalos e raramente de burros (OIE, 2021). A infeccédo é
assintomatica em machos, mas em fémeas € frequentemente caracterizada por um corrimento vaginal
abundante e infertilidade aguda, no entanto, os sintomas variam de graves a indetectaveis (Erdman et al.,
2011). Essa doenca tem sido a causa de perdas econémicas substanciais relatadas em vérias indUstrias de
equinos em todo o mundo e devido ao carater invasivo de T. equigenitalis sua notificacdo a OIE é
obrigatdria. Com base nessas notificagfes, considera-se que atualmente o microrganismo T. equigenitalis
e a doenca estdo, relativamente, contidosa alguns paises como: Finlandia, Franca, Alemanha, Holanda,
Noruega, Eslovénia e Suécia (CABI/EPPO, 2021). No Brasil, essa doenca ndo vem sendo relatada. Desta
forma, apesar de ndo serem registrados casos em animais nativos brasileiros, um maior controle para evitar
possiveis contaminacgdes € necessario, pois sua introducdo poderia trazer graves prejuizos econémicos,
como os que tém acontecido nos paises onde a presenca da doenca vem sendo registrada, além dos danos
ambientais que a entrada e 0 uso de bactérias patogénicas podem causar, com grande potencial de
disseminacéo e invasibilidade no Brasil.

Meétodo de identificacéo:

Pelo fato de T equigenitalis ser apenas uma das espécies do género Taylorella, sempre que houver pedidos
de utilizacdo de microrganismos que pertencam a esse género € preciso garantir, devido a restricdo de uso,
de que ndo se trate especificamente de T equigenitalis. Varios métodos moleculares para a identificacdo
dessa espécietém sido realizados usando principalmente PCR convencional, PCR multiplex e gPCR (OIE,
2018). Além de técnicas adicionais, como o uso da tipagem de sequéncia multilocus (MLST) para varios
genes housekeeping (Hwang & Cho, 2018). Nos trabalhos com PCR convencional uma série de genes
vém sendo sugeridos e estudados para promover a identificacdo especifica dessa espécie, dentre os quais
principalmente o rDNA 16S, além de genes como gltA (citrato sintase), gyrB (B subunidade da DNA
girase), hf (fumarato hidratase), shmt (serina hidroximetiltransferase), tyrB (tirosina aminotransferase) e
txn (tireodoxina), dentre outros (Hwang & Cho, 2018). Dentre os trabalhos disponiveis, sugere-se a
utilizacdo da metodologia proposta em Duquesne e colaboradores (2008), por se tratar de uma reacdo de
PCR convencional simples, a partir do rDNA 16S e que se mostrou sensivel e especifica, amplificando de
forma confiavel todos os DNAs de T equigenitalis testados e sem ocorréncia de amplificagdo em nenhuma
das demais espécies usadas, inclusive outras do género Taylorella. Essa abordagem consiste na utilizacdo
de primers, um deles proposto em um trabalho anterior, e um segundo no referido trabalho, capazes de
amplificar um fragmento de 413 pB do gene rDNA 16S da espécie e a descricao desses primers se encontra
na tabela abaixo:
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Primers Sequéncias Referéncias

Tel 5’ - CAGCATAAGGAGAGCTTGCTTTTCT -3’ | Bleumink-Pluym et al., 1994

Te2 5’ - GTCCATGGTATTAACACAAAC- 3’ Duquesne et al., 2008
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11.29 Xanthomonas sp.

Classificacéo taxonémica:
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Classe: Gammaproteobacteria
Ordem: Xanthomonadales
Familia: Xanthomonadaceae
Género: Xanthomonas

Motivo da incluséo na lista:

O género Xanthomonas é responsavel pela doenca da estria bacteriana nos graos, lesdes de cancro, murcha
da banana e a mancha angular da folha (CABI, 2020). S&o descritas infeccdes em monocotiledéneas da
familia Poaceae (ex.: cevada, centeio, trigo, arroz), causando murcha das sementes, que, geralmente, tém
seu peso de teste reduzido (Khojasteh et al., 2019); em espécies da familia Rutaceae (ex.: Citrus) causando
erupcdes esponjosas em relevo amarelo claro na superficie das folhas, galhos e frutos (Davis et al, 2015);
em espécies da familia Musaceae (ex.: Banana), causando perda de turgor e murchamento das folhas,
seguido de necrose e quebra das bases. Internamente, os feixes vasculares mostram uma descoloragéo
creme, amarela ou rosada que pode se estender por toda a planta (Tushemereirwe et al., 2004); e, em um
representante da familia Rosaceae, 0 morango, causando manchas angulares, brilhantes e encharcadas de
agua, que aumentam e coalescem (Maas et al., 2000). O género apresenta relatos de ocorréncia mundial.
Vaérias espécies sdo descritas no Brasil, e Araujo e colaboradores (2019) destacam um estudo de caso
ocorrido em S&o Paulo, com sintomas severos em cultivares de manga, com danos a vegetacao, superiores
a 70%. N&o foram encontrados relatos de casos em representantes diretos da biodiversidade nativa
brasileira. Porém, além de sua reconhecida acdo fitopatogénica, microrganismos desta espécie sdo
descritos como altamente invasivos pela EPPO e pelo CABI no Compendium de Espécies Invasivas. Por
isso, dada a gravidade das doencas causadas em ampla gama de hospedeiros pelo género Xanthomonas,
acrescida de sua conhecida capacidade de invasibilidade, e neste caso, entendendo a possibilidade de
infeccdo em representantes nativos das familias citadas, recomenda-se a sua nao utilizacdo sob quaisquer
condigdes.

Método de identificacao:

Varios trabalhos tém realizado ensaios visando promover identificacdo molecular sensivel e especifica de
diferentes espécies do género Xanthomonas, tais como X. oryzae, X. vasicola, X. fragariae, X. citri, X.
campestres, dentre outras, a partir de genes e com o uso de primers especificos, ndo sendo comum para
esse género, de acordo com os trabalhos levantados, a utilizacdo do rDNA 16S(Opgenorth et al., 1996;
Zaccardelli et al., 2007; Lang et al., 2010; Lang et al., 2017). Entretanto, como a restricdo de uso se
estende a todas as espécies do género, ndo ha necessidade de identificacdo especifica nesse nivel, apenas
é preciso garantir, quando houver pedidos de utilizacdo de bactérias da familia Xanthomonadaceae, de
que ndo se trate de organismos de nenhuma das espécies do género Xanthomonas.Para a identificacdo
desses microrganismos, no nivel taxondmico de género, sugere-se utilizar a abordagem presente no
trabalho de Adriko e colaboradores (2014), que desenvolveram um sistema de PCR para identificar de
forma robusta os membros do género Xanthomonasutilizando conjuntos de primers desenvolvidos a partir
de trés genes alvos, fyuA (gene receptor dependente de TonB),ITS(espacador transcrito interno) e gumD
(sintese de goma xantana).Dentre osconjuntos de primers testados, aquele desenvolvido para amplificar
fragmentos de 254 pb da regido ITS foi 0 que demonstrou maior sensibilidade e especificidade, pois foi
capaz de amplificar todas as espécies do género e ndo mostrou amplificacdo para nenhum dos outros
organismos de diferentes géneros testados.Por isso sugere, especificamente, a sua utilizacdo, a qual se
baseia na realizacdo de 4 diferentes reacdes convencionais, a partir de 4 primersfoward (X-ITS-F3j, X-
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ITS-F3 k, X-ITS-F3c, X-ITS-F3d) e 0 mesmo primerreverse (X-ITS-R2). A descricdo desses primers
pode ser visualizada na tabela abaixo.

Primers Sequéncias
X-ITS-F3j 5'- GGCGGGGACTTCGAGTCCCTAA -3’
X-ITS-F3k 5" - GGCGGGGACTTCGAGTTCCTAA - 3
X-ITS-F3c 5'- CGGGGACCTCGAGTCCCTA - 3’
X-ITS-F3d 5'- GCGGGGACTTAGAGTCCCTA - 3
X-ITS-R2 5'- CTGCAGGATACTGCCGAAGCA -3’
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11.30 Xylella fastidiosa

Classificacéo taxonémica:
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Classe: Gammaproteobacteria
Ordem: Xanthomonadales
Familia: Xanthomonadaceae
Género: Xylella
Espécie: Xylella fastidiosa

Motivo da incluséo na lista:

Xylella fastidiosa € uma bactéria responsavel pela doenca do Mal-de-Pierce em videiras (Ingel et al.,
2019). Mas a espécie também causa a doenca da escaldadura em plantacGes de péssego e ameixas (Chen
etal., 2019); a clorose em espécies de Citrus, a sindrome do declinio rapido da azeitona, bem como outras
doengas em diversos vegetais como o café, o hibisco e a ameixa (Pierry et al, 2020). Possui uma ampla
gama de hospedeiros de plantas e espectro de espécies de insetos capazes de servir como vetores, que
aumentam a invasividade da bactéria (CABI, 2020). As plantas cronicamente infectadas podem ter folhas
pequenas e distorcidas com clorose intervinal e brotos com entrends encurtados e raramente sobrevivem
mais de 2-3 anos, apesar de quaisquer sinais de recuperacdo (Goodwin e Zhang, 1997). Esta espécie
apresenta relatos de ocorréncia na Europa, Asia, América do Norte e do Sul e na Africa (Marrocos). No
Brasil, a doenca foi inicialmente detectada em S&o Paulo, em 1987; na Bahia, em 1996, na regido do
Litoral Norte, e, posteriormente, em 2009, na regido do Reconcavo Sul (Casais et al, 2014). Segundo
Marques e Garrido (2018), a bactéria X. fastidiosa ocorre em amplos tipos de cultivares, arvores, plantas
ornamentais e inclusive, plantas silvestres. No capitulo, os autores descrevem que, de acordo com a
European Food Safety Authority (EFSA), em 2016, a lista de espécies de plantas hospedeiras para X.
fastidiosa consistia de 359 espécies de plantas incluindo 75 diferentes familias botanicas. Por este fato, é
destacado que, no Brasil, o risco de introducdo de diversas subespécies patogénicas, especialmente na
forma latente, ndo deve ser subestimado. Além de sua reconhecida acao fitopatogénica, devido ao seu alto
potencial de invasibilidade, microrganismos desta espécie sao descritos como invasivos pela EPPO e pelo
CABI no Compendium de Espécies Invasivas. Assim, além de ser uma preocupac¢do econémica por afetar
espécies de importantes cultivares, essa fitobactéria apresenta potencial dano a espécies nativas
pertencentes a inimeras familias botanicas, representando um alto risco a biodiversidade brasileira. Por
isso, tendo em vista a gama de doencas causadas e de hospedeiros possiveis para a espécie X. fastidiosa e
sendo conhecida sua capacidade de invasibilidade, recomenda-se a sua nao utilizacdo sob quaisquer
condigdes.

Método de identificacao:

X. fastidiosa € a Unica espécie do género Xylella que possui restricdo de uso, dessa maneira sempre que
houver solicitacdo de utilizacdo de bactérias desse género € preciso que fique comprovado nédo se tratar
especificamente da espécie X. fastidiosa. Varios estudos tém desenvolvido e proposto ensaios moleculares
baseados em PCR visando promover a identificacao eficiente e confidvel da espécie.Esses trabalhos séo
baseados na utilizagdo de uma grande diversidade de genes e regides génicas individualmente ou em
conjunto para obter essa identificacdo, com destaque para as sequéncias localizadas entre 0s genes que
codificam o rRNA 16S, holC (subunidade chi, DNA polimerase I11), gyrB (p subunidade da DNA girase),
petC (subunidade complexa de ferro-enxofre do citocromo b6-f), leuA (2-isopropilmalato sintase),bamA
(fator de montagem de proteina de membrana externa BamA), rpoH (fator RpoH sigma da RNA
polimerase), GIF1 (fator de interacdo 1 de GRF), e F-BOX (proteinas F-box), dentre outros (Chen et al.,
2019). Dentre os trabalhos levantados sugere-se, pela simplicidade e confiabilidade demonstrada, a
utilizacdo da abordagem presente no trabalho de Rodrigues e colaboradores (2003), que prop8em, para a
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identificacdo do microrganismo, a amplificagcdo de fragmentos do gene rRNA 16S de tamanhos e com 0
uso de primers diferentes, projetados especificamente para a espécie. Todas as combinacdes de primers
testadas apresentaram 100% de eficiéncia e, portanto, qualquer uma delas pode ser utilizada. Os primers
elaborados se encontram descritos na tabela abaixo

Primers Sequéncias dos primers (foward/reverse) Tamanho do
amplicon (pb)

Set A S-S-X.fas-0067-a-S-19: 5° - CGGCAGCACATTGGTAGTA -3’ 1348
S-S-X.fas-1439-a-A-19: 5 - CTCCTCGCGGTTAAGCTAC - 3’

SetB S-S-X.fas-0067-a-S-19: 5° - CGGCAGCACATTGGTAGTA -3’ 745
S-S-X.fas-0838-a-A-21: 5° - CGATACTGAGTGCCAATTTGC -3’

SetC S-S-X.fas-0838-a-S-21: 5* - GCAAATTGGCACTCAGTATCG - 3’ 603
S-S-X.fas-1439-a-A-19: 5° - CTCCTCGCGGTTAAGCTAC -3’
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