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RESUMO

A canela-preta, causada por Pectobacterium carotovorum subsp.
brasiliensis (Pcbr), esta entre as principais doengas bacterianas da batata. Estudos
epidemioldgicos desta doenga dependem de métodos eficientes de detec¢gdo. Como
a principal caracteristica das pectobactérias € a producédo de enzimas pectoliticas em
grande quantidade, os genes pnl e rdg, relacionados a pectina liase foram
selecionados para a projecao de oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos
para Pcbr. Os alinhamentos das sequéncias de nucleotideos dos genes pnl e rdg
mostraram a existéncia de sequéncias conservadas entre as estirpes de Pcbr, a partir
das quais foram projetados os primers PcbrPnlF/ PcbrPnIR e PcbrRdgF/PcbrRdgR,
que geraram produtos de 130 e 180 pb, respectivamente. Para a avaliagdo dos
primers e métodos de extracdo de DNA Total, 10 hastes de plantas de batata com
sintomas de canela-preta, foram coletadas de cada uma de quatro lavouras (Agata: 3,
Asterix: 1) no municipio de Sdo Francisco de Paula, RS. Pcbr foi detectada através
de PCR com PcbrRdgF/PcbrRdgR e DNA extraido por fervura e FTACard em 25 e
55% das amostras, e com PcbrPnlF/ PcbrPnIR em 12 e 45%, respectivamente. Estes
resultados indicaram que os primers PcbrRdgF/PcbrRdgR foram mais eficientes,
tanto na extragdo com FTACard (22%) quanto por fervura (108%). A detecgao por
PCR com ambos pares de primers foi maior quando o DNA foi extraido pelo método
FTACard.

" Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil (65p.) Margo, 2007.



DETECTION OF Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis IN POTATO
PLANTS THROUGH PCR WITH PRIMERS BASED ON pnl AND rdg GENE
SEQUENCES."

Author: Aicha Daniela Ribas
Adviser: Valmir Duarte

ABSTRACT

Blackleg, caused by Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis
(Pcbr), is among the major bacterial diseases of potato. Epidemiological studies of
this disease depend on efficient methods of detection. As the main trait of
pectobacteria is the production of large amounts of pectolytic enzymes, genes pnl
and rdg, related to pectin liase, were chosen to project primers specific to Pcbr. The
nucleotide sequence alignments of the genes pnl and rdg showed the existence of
conserved sequences among Pcbr strains. Primers PcbrPnlF/PcbrPnIR (130 bp
product) and PcbrRdgF/PcbrRdgR (180 bp product) were designed based on them.
To evaluate them and the total DNA extraction methods, 10 stems of potato plants,
with blackleg, were harvested from each of four fields (Agata: 3; Asterix: 1) in the S&o
Francisco de Paula county, RS. Pcbr was detected through PCR with PcbrPnIF/
PcbrPnIR and PcbrRdgF/PcbrRdgR primers and DNA extracted by boiling and
FTACard in 25 and 55%, and in 12 and 45% of stems, respectively. These results
indicated the PcbrRdgF/PcbrRdgR primers were more efficient with DNA extracted
by both boiling (108%) and FTACard (22%). Pcbr detection using both primer sets
was higher with DNA extracted by FTACard method.

' Master of Science Dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil (65p.) March, 2007.
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1. INTRODUCAO

A canela-preta € uma doencga cujo agente é transmitido por tubérculos
de batata e em regides temperadas € atribuida especificamente a Pectobacterium
atrosepticum (Pa). Embora o tubérculo possa ser contaminado por P. carotovorum
subsp. carotovorum (Pcc), este patdégeno néo é considerado agente de canela-preta,
pois ndo induz ao aparecimento da pigmentagédo negra na haste a partir de infec¢des
do tubérculo-semente. Levantamentos realizados em lavouras gauchas de batata-
semente mostraram a auséncia de P. atrosepticum. Além disso, uma nova
subespécie, P. carotovorum subsp. brasiliensis (Pcbr) foi identificada, associada a
canela-preta.

A presenca de pectobactérias na batata-semente, embora esta nao
seja a unica fonte de inéculo, é muito importante, pois esta diretamente relacionada a
quantidade de doencga que se desenvolvera no campo. A canela-preta numa lavoura
também pode ocorrer pela bactéria se disseminar na zona radicular e contaminar os
tubérculos em desenvolvimento, mesmo na auséncia de sintomas da doenca.

A indexacgéo dos tubérculos para determinar a auséncia do patégeno,
bem como, estudos epidemiolégicos desta doenga, dependem de métodos eficientes

de detecgdo. Através da analise do DNA e do desenvolvimento de oligonucleotideos



iniciadores (primers), isto pode ser realizado sem haver a necessidade de isolar o
patdogeno. No entanto, o perfil das pectobactérias ocorrentes em batata no Brasil
mostra diferengas quando comparados aquelas ocorrentes em outros paises,
tornando a utilizacdo das ferramentas existentes de detecg¢do inadequadas tanto
para programas de certificacdo de batata-semente quanto para estudos
epidemioldgicos da canela-preta.

Considerando a necessidade de uma ferramenta precisa, primers
especificos para detecgado de Pcbr foram projetados utilizando o sitio de restricdo da
endonuclease Sexl, da regido |IGS de Pcbr aparentemente ausente nas outras
subespécies e espécies de pectobactérias. Mas quando estes primers foram
utilizados na PCR com um numero maior de estirpes, algumas estirpes de Pcc
mostraram o mesmo padrao eletroforético. O mesmo ocorreu com 0s primers
projetados para o gene recA, um marcador molecular utilizado na identificacdo de
patdbgenos bacterianos, que nao apresentou especificidade com Pcbr, apesar da
PCR-RFLP com as endonucleases Hhal e Tasl evidenciar grupos distintos,
principalmente para Pcbr.

Portanto, os objetivos desta pesquisa foram projetar primers
especificos para Pcbr, a partir de sequéncias dos genes pnl e rdg, e avaliar a
eficiéncia destes, para deteccdo em plantas de batata utilizando dois métodos de
extracdo de DNA em teste, FtaCard (Whatman) e fervura, que também serdo

avaliados quanto a eficiéncia.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cultivo da batata

2.1.1. Aspectos gerais

A Dbatata (Solanum tuberosum L.), pertencente a familia das
Solanaceas, € originaria da América do Sul, especificamente do Peru e da Bolivia.
E uma cultura considerada sensivel quanto ao clima, exigindo dias quentes e
principalmente noites frias. Foi introduzida no Brasil por colonizadores europeus,
inicialmente na Regido Sul, onde as condigbes climaticas eram mais favoraveis a
producao (Pereira & Daniels, 2003).

Apesar do cultivo da batata estar relacionada geograficamente a
regides de clima ameno, verificou-se nos ultimos anos uma mudanga no mapa
produtivo, pois tem ocorrido em regides mais quentes, como as regides do estado
de Goias, Bahia e em algumas zonas do Nordeste. Esta alterac&o foi possibilitada
pela utilizacdo de novas tecnologias, e implantacdo de novas variedades bem
como a mudanga fundiaria e de gerenciamento das propriedades. No entanto, as
condi¢des climaticas também interferem no aumento dos custos de produgao, pelo

aumento da necessidade do uso de insumos (ABBA, 2007).



Neste sentido, pesquisa foi realizada para caracterizar as melhores
regides climaticas para o cultivo de batata no Brasil. Sendo destacadas as areas
mais altas do RS, SC, PR, parte de SP e MG como as mais propicias ao cultivo.
Em determinadas areas de outros estados, como Bahia e Goias, a batata esta
sendo plantada, como citado anteriormente, mas requerem irrigacdo e maiores
cuidados tecnoldgicos (Wrege et al., 2004).

Atualmente, o Brasil possui 141 mil hectares de area destinada a
plantacao de batata, compreendendo as regides Nordeste (CE, PB, PE, SE, BA),
Sul (PR, SC, RS), Centro Oeste (MT, GO, DF) e Sudeste (MG, ES, RJ, SP), com
3.118.420 milhdes de toneladas e produtividade média em torno de 22 t/ha em
duas ou trés safras anuais. A regido Sudeste possui a maior area cultivada, cerca
de 68 mil hectares e uma producao de 1.709.252 milhdes de toneladas. Entre os
principais estados produtores do Brasil estdo Minas Gerais (948,955 t), Sao Paulo
(751.460 t), Parana (575.691 t) e o Rio Grande do Sul (292.457 t) (IBGE, 2007).

O Rio Grande do Sul, um dos estados precursores da producdo de
batata no Brasil, apresenta hoje 25 mil hectares de area cultivada, e uma
producao de 292 mil t. Esta produtividade, quando comparada com outros estados
brasileiros como a Bahia, que apresenta 4.100 hectares plantados e uma
producao de 132 mil t € considerada baixa (IBGE, 2007; ABBA, 2007).

A baixa produtividade deste Estado se deve, em grande parte, a
caréncia de cultivares resistentes as doencgas tipicas da regido (Benelli et al.,
2004) e a baixa qualidade fitossanitaria da batata-semente utilizada para o cultivo

(El Tassa & Duarte, 2004).



2.1.2. Batata-semente

A batata é uma cultura que se propaga por tubérculos chamados
batata-semente, embora existam as sementes para plantio (Colmer & Keen,
1986). A Europa foi e continua sendo um grande fornecedor de material basico
para multiplicagcdo. No entanto, o Brasil, desde a década de 80, vem trabalhando
no sentido de possibilitar um sistema de certificacdo de batata-semente, onde o
produtor € o principal interessado em produzir o seu material de plantio (ABBA,
2007).

Atualmente, o Brasil € amparado por legislagdo especifica, que procura
propiciar, ao segmento produtor, meios e adequagdes para que se possa cada vez
menos necessitar de importagdes de batata-semente e produzir em territério
nacional materiais para plantio com excelente qualidade fitossanitaria e genética
(ABBA, 2007). Neste sentido, a produgcdo e comercializagdo de batata-semente
passam por normas, padroes e procedimentos especificos para esta cultura. As
batatas-semente sdo produzidas e classificadas nas categorias: genética, basica,
certificada de primeira e segunda geragcdo e S1 e S2. A categoria de semente
basica é a autorizada para multiplicagdo por quatro geragdes. A categoria basica
GO representa os minitubérculos, G1, G2 e G3 da primeira colheita a terceira, e
ainda as certificadas de terceira e quarta geragao, representando a quarta e quinta
colheita a campo (Normas de produgao de batata-semente, ABBA, 2007).

O processo de produgado de material propagativo pré-basico de batata
gue envolvem sistemas hidropdnicos, tem trazido um aumento substancial na taxa

de multiplicagdo de minitubérculos, reduzindo os custos de produg¢ado e reduzindo



os riscos de contaminagdo por patégenos de solo (Pereira & Daniels, 2003).
Contudo, esta forma de propagacao favorece a ocorréncia e a contaminagao dos
minitubérculos por patégenos se estes estiverem presentes no material de origem,
possibilitando a associagao assintomatica deste patdégeno com a planta, tornando
a batata-semente a principal via de disseminacdo para as areas produtoras
(Colmer & Keen, 1986).

Os tubérculos de batata-semente sdo considerados uma das mais
importantes fontes de inéculo. O plantio de batata-semente favorece a
disseminagado de varios patégenos, entre eles as pectobactérias, ocasionando a
rapida maceragdo dos tubérculos (podriddo-mole) ou dos tecidos da haste
(canela-preta) comprometendo a formagao, o numero, a qualidade dos tubérculos
e o0 volume de raizes (Colmer & Keen, 1986; Pirhonen et al., 1991). As
pectobactérias podem sobreviver por longos periodos em estado latente, podendo
estar presentes nas lenticelas, em ferimentos suberizados ou nos tecidos
vasculares (estolao) da batata-semente (Pérombelon & Kelman, 1980).

Estudo realizado para avaliagao da reacao de cultivares de batata a
podriddo-mole causada por bactérias do género Pectobacterium verificou que a
variedade Asterix mostrou-se menos suscetivel a podriddo-mole, diferindo
significantemente das demais (Benelli et al., 2004).

Os danos causados nos tubérculos e nas plantas por Pectobacterium
spp. sao especialmente importantes na producdo de batatas no Brasil,
prejudicando sensivelmente a comercializagdo (Goyer et al., 1998). Em alguns
casos, o processo infeccioso pode comecar antes da colheita, provocando perdas

em campo estimadas entre 10-40%. Porém, quando o dano se verifica durante o



armazenamento do tubérculo-semente pode chegar a 100%, o que a torna uma
das principais culturas no uso de insumos protetores, para assegurar a qualidade
e produtividade (Lopes & Takatsu, 1997).

A grande problematica da canela-preta esta relacionada a colheita e a
distribuicdo para plantio de batatas-semente, que aparentemente parecem estar
livres do patégeno, mas ao encontrarem condi¢cbes favoraveis passam do estado
latente para o desenvolvimento e multiplicacdo, causando doenca. Além disso, a
podriddo do tubérculo dissemina a bactéria no ambiente e contamina o solo,

comprometendo a producéo (Pérombelon & Kelman, 1980).

2.1.3. Canela-preta

A canela-preta causada por Pectobacterium spp. inicia-se a partir da
batata-semente contaminada, onde podem permanecer em estado latente até
encontrarem condigdes adequadas para o desenvolvimento, como a
disponibilidade de agua livre. Nestas condi¢cdes, as bactérias se multiplicam,
sobem pelo sistema vascular, e causam extensa maceragao no local onde o tecido
€ infectado (Pérombelon & Kelman, 1987). A habilidade de maceragédo esta
relacionada a capacidade de producdo de enzimas pectoliticas, como citado
anteriormente (Colmer & Keen, 1986; Pirhonen et al., 1991; Jafra et al., 1999).

Os sintomas da doenga sao reconhecidos pelo enegrecimento dos
tecidos do colo das plantas. Em casos graves, a batata-semente inteira e os
brotos apodrecem antes da emergéncia, resultando numa populagdo desuniforme
de plantas na lavoura. Em pds-emergéncia, a base da haste das plantas doentes

apresenta uma podriddo marrom-clara a negra que se estende haste acima entre



2 a 50 cm. As folhas de plantas infectadas tendem a enrolar-se para cima, tornam-
se amareladas e murcham. As plantas parecem rigidas e, se a doenga ocorrer no
inicio da estacao de plantio, ficam enfezadas (Gudmestad & Secor, 1993).

Varios fatores podem influenciar no surgimento dos sintomas, tais como
a temperatura, umidade, oxigénio, resisténcia e viruléncia. Postula-se ainda que a
ocorréncia da canela-preta esteja relacionada com o nivel de contaminagao por
pectobactérias (Pérombelon, 1992).

Em paises de clima temperado, onde a doenga tem grande ocorréncia, P.
atrosepticum (Pa) é considerada a unica capaz de induzir os sintomas tipicos da
canela-preta a partir de batatas-semente contaminadas. Dickeya chrysanthemi (Dc)
esta distribuida em zonas temperadas, tropicais e subtropicais e P. carotovorum
subsp. carotovorum (Pcc), estd distribuida em zonas tropicais e subtropicais.
Contudo, estas duas bactérias podem estar presentes no tecido infectado,

dependendo principalmente da temperatura (De Boer, 2002).

2.2. Principais caracteristicas das Pectobacterium spp.

As Pectobacterium fazem parte da familia Enterobacteriaceae,
formando um heterdlogo grupo de bactérias fitopatogénicas Gram-negativas.
Existem quatro grupos de pectobactérias economicamente importantes
causadores de doengas em batatas s&o eles: Pcc e Pa (Gardan et al., 2003), Dc
(Pérombelon & Kelman, 1987; Pérombelon, 2002; Toth et al., 2003; Samson et al.,
2005) e mais recentemente, P. carotovorum subsp. brasiliensis (Pcbr) (Duarte et
al., 2004). Sao descritas como bastonetes retos, medindo de 0,5-1,0 X 1,3-3,0 ym,

moveis por meio de flagelos peritricos, Gram negativas, ndo formadoras de



esporos, anaeroébicas facultativas, oxidase negativa e catalase positiva (Krieg &
Holt, 1984; Duarte, 1999).

A principal caracteristica das pectobactérias € a producédo de enzimas
extracelulares em grande quantidade. Isto ocasiona a rapida maceragdo e o
colapso dos tecidos pela degradacdo das substancias pécticas ocasionando
maceragao dos tubérculos (podridao-mole), dos tecidos da haste (talo oco) ou dos
tecidos do colo da haste (canela-preta) (Colmer & Keen, 1986; Pirhonen et al.,

1991).

2.3. Degradacdo das substancias pécticas por enzimas

extracelulares

As substancias pécticas, polissacarideos acidos de elevado peso
molecular, constituidas por unidades de acido D-galacturdénico, ocorrem em
praticamente todas as plantas superiores, nas quais se encontram, principalmente,
sob a forma de protopectina na lamela média da parede primaria e na membrana
celular (Pimenta, 2000). Varias fungdes s&o atribuidas as pectinas, tais como
determinagédo da porosidade da parede celular e controle do transito de
macromoléculas, ades&o celular, hidratagcdo através da formagdo de géis,
plasticidade e flexibilidade da parede durante o crescimento e participacdo em
mecanismos de defesa da planta ao ataque de patégenos (Mccann et al., 1994;
Co6té & Hahn, 1994; Silva & Braga, 2004).

As enzimas pectoliticas produzidas naturalmente por bactérias
constituem um grupo complexo com capacidade de hidrolizar as substancias

pécticas. S&o classificadas em: Pectato liases (Pel), pectina liases (Pnl),
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poligalacturonases (Peh) e pectina metil-esterases. As celulases (Cel) e as
proteases (Prt) auxiliam na atividade pectolitica (Colmer & Keen, 1986; Hugouviex-
Cotte-Pattat et al., 1996; Eriksson et al., 1998; Pérombelon, 2002; De Boer, 2003). A
penetracdo dos tecidos vegetais por pectobactérias, e sua subsequente
colonizagao, freqientemente envolvem a degradacao de polissacarideos da parede
celular através da liberagao de varias hidrolases, sendo as pectinases as primeiras
polissacaridases a serem produzidas nos tecidos infectados (Fraissinet-Tachet &
Fevre, 1996).

As pectina liases (Pnl), também chamadas de metil-transeliminases
rompem ligagdes glicosidicas, resultando em galacturonideos com uma ligagao
insaturada entre os carbonos 4 e 5 (Kayshap et al., 2001). A produgao desta enzima
ocorre em pectobactérias em resposta a agentes que quebram ou inibem a sintese
do DNA, como a luz UV, a mitomicina C, o acido nalidixico, e o meio bleomicina
(Chatterjee et al., 1991), diferente do que ocorre em Peh e Pel, as quais séo
ativadas por componentes das plantas ou pelos genes reguladores aepA, aepB e
aepH (Nguyen et al., 2002). A produgao de Pnl € acompanhada pela lise celular e
pela producdo de carotovomicina (Ctv), sendo controlados por mecanismos que
requerem RecA e dois reguladores de proteinas, RdgA e RdgB (McELOY et al.,,
1992; Liu et al.,, 1997). A produgcdo de enzimas também é termodependente,
requerendo uma temperatura o6tima para a produgdao de Pnl a 30 °C e para

producao de Ctv e lise celular a 23 °C (Nguyen et al., 2002).
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2.4. Proposta de uma nova subespécie de Pectobacterium

carotovorum

Estudos sobre a sintomatologia da canela-preta relacionados a
diversidade, ecologia e caracterizagdo molecular de Pectobacterium spp., revelaram
uma grande variabilidade na estrutura intra e interespecifica de suas populagdes
(Powelson, 1980; Powelson & Apple, 1984; Oliveira et al., 2003). Além disso, a
existéncia de variacao fenotipica dentro de uma espécie, faz com que isolados se
diferenciem por poucas caracteristicas da descricdo padrdo de uma espécie,
mesmo sendo membro desta (Jabuonski et al., 1986). Por este motivo, métodos
bioquimicos, fenotipicos e soroldgicos existentes ndo s&o suficientes para a
identificacdo precisa de espécies e subespécies causadoras de canela-preta,
principalmente aquelas que apresentam caracteristicas intermediarias (Pérombelon,
2002).

Pesquisa realizada no Rio Grande do Sul, a fim de identificar as espécies
e subespécies de pectobactérias associadas a plantas com sintomas de canela-
preta, resultou na obtencdo de 408 isolados (Oliveira et al., 2003). Dentre estes, 55,
42 e 1% foram identificados com base em caracteristicas bioquimicas como Pa, Pcc
e Dc. respectivamente, e 2% apresentaram perfis atipicos que nédo corresponderam
ao padrao bioquimico e fisiologico de nenhuma espécie ou subespécie (Oliveira et
al., 2003). Neste mesmo estudo, estas estirpes foram testadas com o auxilio de
primers especificos para Pa (De Boer et al., 1995; Frechon et al., 1998) utilizando o
DNA da estirpe-controle de Pa e estirpes coletadas a campo como molde. O DNA

da estirpe controle gerou produtos de amplificagdo, no entanto, o DNA das estirpes
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identificadas como Pa, coletadas em lavouras do Rio Grande do Sul, ndo foi
amplificado (Oliveira et al., 2003).

Em estudo posterior, analises de estirpes de Pa, coletadas em diferentes
regides do Brasil, demonstraram que estas estirpes apresentam diferengas
bioquimicas, fisiolégicas e genéticas, em relagao a estirpes tipicas da bactéria, que
ocorrem em paises como o Canada e outros situados no continente Europeu
(Duarte et al., 2004). Além disso, os primers, sondas de DNA e antissoros,
disponiveis no mercado, desenvolvidos a partir do genoma de estipes que ocorrem
em paises de clima temperado, ndo detectaram as estirpes brasileiras,
impossibilitando o uso dessas ferramentas em programas de certificagao de batata-
semente.

Neste sentido, haviam controvérsias sobre o agente causal da canela-
preta no Brasil. Pectobacterium atrosepticum é citada como a responsavel pelos
sintomas tipicos da canela-preta em regides de clima frio, Pcc e Dc também podem
estar presentes em plantas sintomaticas (Pérombelon & Kelman, 1987). Entretanto,
estudos no Brasil indicaram a auséncia da Pa e a presenca de uma nova
subespécie como agente causal desta doenga (Duarte, 1999; Duarte et al., 2004; El
Tassa & Duarte, 2004).

A bactéria que causa canela-preta no Brasil difere das demais
pectobactérias. Para determinar com exatiddo a identidade destas estirpes
atipicas, identificadas anteriormente como Pa, foi realizado extenso estudo,
obtendo como resultados diferengas nos perfis genéticos, bioquimicos, fisiolégicos
e soroldgicos. Pelo conjunto de dados, foi sugerida uma nova subespécie P.

carotovorum subsp. brasiliensis (Duarte et al., 2004). Em continuidade,
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levantamento realizado em tubérculos-semente produzidos no RS mostrou uma
alta incidéncia de Pcbr e a auséncia de Pa, até entdo considerada o agente causal

da canela-preta no Brasil (El Tassa & Duarte, 2004).

2.5. Caracterizagdo de Pectobacterium carotovorum subsp.

brasiliensis

As espécies de Pectobacterium possuem uma vasta distribuicdo
geografica, estando diretamente relacionadas a ampla gama de hospedeiros e a
fatores ambientais. Em fungdo dos seus mecanismos de sobrevivéncia e de
patogenicidade, estes fatores desencadeiam a grande diversidade das espécies e
subespécies deste género (Pérombelon & Kelman, 1987). A existéncia de
diferencas fenotipicas e genéticas importantes entre essas populagdes, tornou
imprescindivel a caracterizagdo dos isolados ocorrentes no Brasil (Oliveira, 2001;
Oliveira et al., 2003).

Neste sentido, foi realizada a caracterizacdo fenotipica que diferenciou
Pcbr das demais subespécies de Pc e Dc. As estirpes de Pcbr foram identificadas
pela formacao de acidos a partir de a-metil-glicosidio, D-galacturénico, D-sacarideo,
L-glutdmico, acido sucindmico e por substancias redutoras de sacarose, como
também, por ndo utilizarem psicose, Tween-40 e Tween-80.

A comparagdo em percentual da utilizagdo de fontes de carbono entre
Pcc e Pcbr revelou as seguintes diferengas, (20/69) acido D,L-latico, (60/0) glucose
1-phosphate, (0/94) acido D,L-latico, (0/81) a-metil D-glucosidio, (0/94) palatinose,
(100/6) psicose, (100/38) inosina, (100/38) timidina e (60/0) Tween-80. Pcb oxida 22

fontes de carbono nao metabolizadas por Pcbr, e Pco apesar de semelhante, difere
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pela utilizacdo de D-arabitol, 3-metilglucose e timidina-5’-monophosphate. O
dendograma baseado na analise numérica usando o coeficiente da distancia
euclidiana e UPGMA (Unweight Pair Group Method with Arithmetic Average) de 96
fontes de carbono testadas revelou que as estirpes Pcbr constituem um grupo
interno, heterogéneo, separado de Pcb e de Dc, mas préximo a Pcc (Duarte et al.,
2004). Pectobacterium atrosepticum foi caracterizada pela produgcdo de &acido e
substancias redutoras a partir de a-metil-glucosidio e sacarose, todas as estirpes
testadas utilizaram D-galactonico acido lactone, acido D-glucénico, uridina e
timidina, enquanto somente 12-38% das estirpes de Pcbr os utilizaram.

Em continuidade, o anticorpo monoclonal 4F6 especifico para
lipopolissacarideos do serogrupo |, principal tipo soroldgico de Pa, foi testado por
ELISA, e nado apresentou afinidade com as estirpes brasileiras. Da mesma forma a
analise de acidos graxos agrupou separadamente Pa de Pcbr (Duarte et al., 2004).

Outra caracteristica de extrema importdncia na identificacdo e
diferenciagado desta subespécie foi o crescimento a 37 °C (Oliveira et al., 2003;
Duarte et al., 2004), pois Pa nao cresce a esta temperatura, tendendo a causar
canela-preta em temperaturas inferiores a 25 °C (Pérombelon & Kelman, 1980). Em
levantamentos anteriores, estirpes que apresentavam caracteristicas semelhantes a
Pa, mas crescimento a 37 °C eram classificadas como formas intermediarias,
atipicas ou nao identificadas (Jabuonski et al., 1986). Provavelmente pela falta de
ferramentas de deteccdo e escassez de informacdes relacionadas ao clima tropical
(Duarte & El Tassa, 2003; Duarte et al., 2004).

A viruléncia e a patogenicidade de Pcbr e Pa foram comparadas através

da inoculacdo de hastes de plantas de batata. Os sintomas de canela-preta
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apareceram apos trés e sete dias, respectivamente. Em continuidade, testou-se a
capacidade de maceragao em batata e pimentdo. As estirpes brasileiras induziram
maior area de maceragao em menor tempo, indicando que estas s&o mais virulentas
que as estirpes de Pa (Duarte et al., 2004).

Visto o grau de viruléncia apresentado por estirpes de Pcbr, em
circunstancias apropriadas, foi sugerido que estas possuem capacidade de
disseminagao para outras regioes, podendo nao se limitar geograficamente (Duarte
et al., 2004). A analise fitossanitaria de tubérculos importados do Chile e da
Argentina apontou a auséncia de Pa e a presenca de Pcbr, confirmando que a
predominancia desta subespécie pode nao estar restrita apenas ao Brasil, mas
distribuida pela América do Sul (Rommel et al., 2002). Além disso, pesquisas em
andamento indicam que Pcbr pode estar presente nos Estados Unidos e na Europa
causando sintomas de canela-preta (Comunicagao pessoal Solke, 2006).

A caracterizagcao molecular de estirpes de Pcbr foi realizada a partir das
técnicas de ERIC-, BOX- e REP-PCR, indicando a formagdo de um grupo
homogéneo e distinto das demais subespécies de pectobactérias, sendo o ultimo
marcador o mais adequado para mostrar esta caracteristica (El Tassa & Duarte,
2003). Estudos posteriores, envolvendo a analise da PCR-RFLP com as
endonucleases de restricao Tasl e Hhal, mostraram sete e 12 padrdes diferentes de
clivagem do DNA. A combinagédo dos resultados permitiu a separacao das estirpes
de Pectobacterium em 13 grupos distintos, bem como a discriminacéo de Pcbr (El
Tassa & Duarte, 2006). Recentemente, a homologia de DNA com a mesma
subespécie e as demais espécies e subespécies indicou 95-100% de similaridade

entre Pcbr, 80% com Pcc, 72% com Pco, 45% com Pa, 35% com Pcb, e 18% com



16

Pcw e Dc e menos de 5% para P. carnegiana, P. cacticida, e P. cycpripedii (dados
nao publicados). As informacdes geradas indicam que as estirpes brasileiras
formam uma nova subespécie com um alto grau de viruléncia e com capacidade de

disseminagao para outras areas geograficas.

2.6. Estratégias utilizadas na projecao de primers

A biologia molecular tem causado uma mudanga significativa nas formas
e técnicas utilizadas na caracterizacdo e identificagdo de fitopatdgenos.
Ferramentas moleculares para deteccdo, baseadas em PCR, utilizam primers
especificos que flanqueiam a regido a ser amplificada, sendo responsaveis pela
sensibilidade da reagdo (Moura et al., 2005).

Inumeros primers tém sido desenvolvidos a partir de regides gendmicas,
sendo amplamente utilizados em fitopatologia, visando estudos de caracterizagéo,
diversidade genética e deteccdo de patdgenos. Para tanto, busca-se estratégias
envolvendo sequéncias especificas de DNA mitocondrial, plasmidial, RNA
ribossomal (rDNA) e genes associados a caracteristicas fenotipicas (Lows et al.,
1999).

A analise da regiao 16S rDNA de Pectobacterium spp. mostrou que estas
possuem sequéncias bastantes similares. No entanto, a comparagdo destas
sequéncias permitiu observar pequenas alteragcbes de regides do gene
supostamente alteradas durante a evolugado, potencialmente uteis para projegédo de
primers (Lows et al., 1999). A comparagao de sequéncias do gene 16S rDNA entre
Pectobacterium spp. tem resultado na projegao de inumeros primers (Know et al.,

1997). Os primers universais SR3F e SR1cR foram projetados a partir de uma
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regido conservada do gene 16S rDNA entre Enterobacteriaceae para detecgao de
Pectobacterium spp. gerando um produto de 119 pb (Toth et al., 1999).

Entretanto, alguns iniciadores ndo possuem especificidade suficiente
gerando produtos inespecificos, amplificando fragmentos de DNA de outros géneros
de enterobactérias ou falhando na amplificacdo do DNA de estirpes de
Pectobacterium spp. O oligonucleotideo iniciador BR1f foi projetado com base na
regidao IGS com base na enzima de restricado SexA1 de Pcbr, e utilizado juntamente
com o oligonucleotieo L1r para detecgédo de estirpes desta subespécie através de
PCR (Duarte et al., 2004). Porém, quando estes primers foram testados com um
numero maior de estirpes ndo apresentaram especificidade, produzindo o mesmo
perfil eletroforético para algumas estirpes de Pcc. A falta de especifidade pode ser
explicada pela presenca de um sitio de restricdo da enzima SexA1 na mesma
posi¢cao que Pcbr em outras estirpes (Duarte et al., 2004; El Tassa & Duarte, 2006)

O gene recA, que codifica a enzima recombinase A, uma proteina
multifuncional envolvida na recombinagdo homdloga, reparo do DNA e na resposta
SOS (Eisen, 1995), foi utilizado para projecdo dos primers (recAF/recAR) para
deteccao de Pcbr. No entanto, estes ndo apresentaram especificidade, quando
foram utilizadas, na PCR, temperaturas de anelamento que variaram entre 47-60
°C, obtendo produtos de amplificagao tanto para estirpes de Pcbr como para Pcc.
Em temperaturas superiores a 60 °C estas estirpes também nao apresentaram
produto de amplificacéo. A falta de especificidade desses primers foi explicada pelo
uso da endonuclease de restrigdo Hhal, pois o oligonucleotideo iniciador recAF foi
projetado a partir de uma regido que continha um sitio de restricdo em outras

pectobactérias (El Tassa & Duarte, 2006).
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As pectobactérias produzem um arsenal de enzimas extracelulares
importantes para viruléncia, como as pectinases (Colmer & Keen, 1986; Hugouviex-
Cotte-Pattat et al., 1996; Eriksson et al., 1998; Pérombelon, 2002). Este complexo
de enzimas apresenta diferengas entre as Pectobacterium spp. variando na
producao, regulacao e secrecao, em tipo e numero, (Ried & Collmer, 1986; Ward &
De Boer, 1994). Neste sentido, genes relacionados a patogenicidade e viruléncia
foram analisados em busca de sequéncias génicas especificas para projecdo de
primers em nivel de género, espécie e subespécie de pectobactérias. A detecgao de
estirpes de Pectobacterium carotovorum foi realizada utilizando os primers
especificos (Y1/Y2) projetados de uma regidao especifica do gene pectato liase
(pelB), das estirpes testadas todas as P. carotovorum amplificaram produtos de 434
pb com excecgao da subespécie betavasculorum (Darrasse et al., 1994; Helias et al.,
1998). Para deteccdo de Pa o par de primers ERWFOR/ATROREV foram
projetados baseados nos genes prt que codifica a enzima extracelular metalo-
protease auxiliando na atividade das pectinases (Smid et al., 1995).

Os genes que codificam reagao de hipersensibilidade (hrpN) (Dellagi et
al., 2000), pectato liase (pelB) (Frechon et al., 1998) e (pelA-pelD-pelE) (Nassar et
al., 1996), pectina liase (pnl) e (rdg) (Dellagi et al., 2000), regulagcéo e exoenzimas
(rsmA) (Yap et al., 2004), sistema de secrecgao tipo Il (outH) (Yap et al., 2004),
regulacdo de protease e celulase (rpf), foram estrategicamente adotados para
projecao de primers especificos para pectobactérias (Palma, 2006).

O uso das estratégias envolvendo DNA plasmidial, mitocondrial, RNA
ribossomal (rDNA) e genes que codificam caracteristicas fenotipicas para projecao

de iniciadores poderdao permitir especificidade e seguranga na detecgdo de
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fitopatdgenos, obtendo-se melhor entendimento de um patossistema e,
consequentemente, a obtencdo de uma maior eficiéncia no controle de doencgas

economicamente importantes (Moura et al., 2005; Santana et al., 2006).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Estirpes

20

As estirpes de pectobactérias utilizadas para projecdo dos primers estéo

listadas na Tabela 1, e fazem parte do banco de bactérias fitopatogénicas do

Laboratério de Fitobacteriologia da Faculdade de Agronomia da UFRGS. Estas

estirpes foram cultivadas em meio CPG (casamino acido, 1; peptona, 10; glicose, 10;

agar, 18 g/l) (De Boer & Kelman, 2001), incubadas a 28 °C por 24 h e armazenadas

em agua destilada esterilizada (ADE) a 4 °C e glicerol-agua (15:85) a -20 °C.

TABELA 1. Lista de estirpes de pectobactérias, hospedeiros, local e fornecedor.

Porto Alegre, RS. 2007.

Espécies/Subespécie/Estirpes Hospedeiro Origem Fonte
Pectobacterium atrosepticum Batata ,
Eca 31 Canada S.H. De Boer
P. carotovorum subsp. brasiliensis
8, 212T, 371, Batata Rio Grande do Su, BR Duarte, V.}

MB9, MB11, MB12 Batata Rio Grande do Sul, BR El Tassa, S.O.M.}
P. carotovorum subsp. carotovorum

1442, Dianthus caryophyllus L.  S&o Paulo, BR Henz, G. P?
PMAB 19, MPBS, Batata Rio Grande do Sul, BR El Tassa, S.O0.M.?
AGS, Pimenta Bahia, BR Henz, G. P.?
ABOBG65, Abodbora Distrito Federal, BR Henz, G. P.?

06, 05, Batata Distrito Federal, BR Henz, G. P.?

46, 50, 41, AG29, 48, 47, Mandioquinha Distrito Federal, BR Henz, G. P.*

P41 Mandioquinha Sao Paulo, BR Henz, G. P.?

'Canadian Food Inspection Agency, Canada;
.2Embrapa Hortaligas , Brasilia, DF;
3UFRGS, Porto Alegre, RS.
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3.2. Extracao de DNA

3.2.1. Lise alcalina

Para extracdo de DNA utilizou-se protocolo adaptado de De Boer & Ward
(1995). Células de culturas bacterianas cultivadas em meio CPG durante 24-48 h,
foram suspensas em 250 ul de tampao de extracdo de DNA (100mM tris-HCI pH 8,0;
25mM EDTA; 1% SDS e 5 ug de proteinase K), e incubadas por 3 h a 56 °C. As
amostras foram acrescidas de 250 pl de acetato de amédnio 7,5M e centrifugadas a
14.000 g em temperatura de 4 °C. O sobrenadante contendo o DNA foi coletado,
precipitado com 1 volume de isopropanol e lavado com etanol 70%, seco e
ressuspendido em 50 ul de agua (MiliQ) e 5yl de RNAse e armazenado a -20 °C. A
concentragcdo de DNA foi estimada por visualizacdo em eletroforese em gel de

agarose.

3.2.2. FTACard (Whatman)

Conforme as recomendagdes do fabricante, fragmentos de 1 cm? de
cartdes FTACard (Flinders Technology Associates, Classic Card) foram pressionados
diretamente sobre os tecidos internos sintomaticos de canela-preta de plantas de
batata. Apos 3h, tempo necessario para aduir as amostras nas fibras de papel.
Discos de 1,2 mm de didmetro foram retirados e transferidos para microtubos de
PCR (0,2 ml) utilizando um cortador (Harris). Os discos foram tratados em 200 pl do
reagente de lavagem (FTA purification reagent) por 15 min. Apos a inser¢ao o
conteudo foi removido e desprezado, e o processo repetido. Posteriormente os

discos recebem mais dois tratamentos de 200 pl do tampao TE™" (10mM tris-HCI,
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0,1mM, EDTA, pH8,0) por 5 min. Apds os tratamentos o tampéao foi desprezado e os

discos permaneceram em temperatura ambiente durante 1 h.

3.2.3. Fervura

Amostras constituidas de tecido interno de hastes semi-maceradas foram
transferidas para microtubos de 1,5 ml contendo 800 pl de agua destilada esterilizada
foram submetidas a fervura em banho-maria durante 5 min. Apds a fervura os tubos
foram mantidos no gelo para o uso imediato de 1 pl por reagcédo na PCR (Mohran et

al., 1998).

3.3. Genes associados a caracteristicas fenotipicas para projecao de

primers

Caracteristicas fenotipicas relacionadas as pectobactérias e a outras
bactérias da familia Enterobacteriaceae foram analisadas na busca de genes para
projecao de primers. Com base em trabalho realizado por Palma (2006), os genes
pnl e rdg relacionados a producédo de enzimas pectoliticas foram selecionados para
este trabalho e submetidos a PCR (Tabela 2), para verificagao de perfil eletroforético.

TABELA 2. Descricao dos genes rdg e pnl e respectivos primers, selecionados para
projecéo de primers especificos para Pcbr. Porto Alegre, RS. 2007.

Espécie Gene Caracteristica Oligonucleotideos iniciadores Fragmento  Acesso ao
fonte (primers) (pb) GenBank
Pcc (rdg) Regulador de RdgF 1160 L32173

Pectina lyase 5-GATTGGCGTATCTCAGGCCG-3’
RdgR
5’-CGACCAGAAGCTCGGGACC-3’
Pcc (pnl) Pectina lyase PnIF 680 M59909
5'-CGGGAGGTAAAGTCGTTACGG-3’
PniR

5-TCCCTTTATTTTCCGCGCCGG-3’

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum = Pcc
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3.4. Reacgéo de polimerizacdo em cadeia (PCR) e nested-PCR

Para a PCR foram utilizadas as estirpes de referéncia (Tabela1.). As
reagdes foram ajustadas de acordo com os primers Rdg e Pnl, utilizando diferentes
temperaturas de anelamento (47- 68 °C), numero de ciclos (25- 30) bem como
concentragdes de reagentes (Tabela 3). As reagdes contaram com volume final de
10ul, composto pelos primers, tamp&o de reagcdo (10 mM Tris pH 8,3; 50 mM KCI);
MgCly; dNTP (Invitrogen); Tag DNA polimerase (Invitrogen) e aproximadamente 100
ng de DNA (Duarte et al., 2004) no termociclador MJ Research PTC-100.

Apos PCR optou-se pelo nested-PCR, uma ferramenta na qual se empregou
uma segunda etapa de amplificagdo com o mesmo par de primers utilizados na
primeira amplificacdo, concentrando a amostra e aumentando a sensibilidade e
especificidade do método. Para realizacdo do nested-PCR foi utilizando o mesmo
protocolo da PCR, reutilizando os primers Rdg e Pnl, e como molde 1 uL dos
produtos de amplificagdo dos primers Rdg e Pnl da PCR anterior, em reacbes com o

volume final de 50 uL.

3.5. Eletroforese

Os géis de agarose (Invitrogen) foram preparados nas concentragdes de
0,8 a 1,5 %. O produto das amplificagcbes com os primers em teste com as estirpes-
referéncia foram separados por eletroforese em voltagens de 50 V a 70 V por 45 min
por 2 h 30 min. Para visualizagdo dos produtos de amplificagdo, o gel foi marcado
com brometo de etideo e exposto a luz ultravioleta e documentado (Sony Cyber-

shot).
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TABELA 3. Concentracgdes e condigdes utilizadas na PCR para cada par de primers.
Porto Alegre, RS. 2007.

Primers Primers Tampao dNTP | MgCI2 Taq DNA Condigdes das Referéncia
(uM) X) (mM) (mM) polimerase reacdes
)
PnIF/PnIR PnlF: 0,8 1,0 0,1 2,0 1,0 94°C/2’;(94°C/45”, (Dellagi et
PniR: 0,8 65 °C /45", 72 | al, 2000)

°C/90") 30X; 72
°cno

(Dellagi et
RdgF/RdgR RdgF: 0,8 1,0 0,1 2,0 1,0 94 °C /2, (94 | al., 2000)
RdgR: 0,8 °C/45”, 64 °C /457,
72 °C/90’) 30X; 72
°cNno’
ECA1F: 1,0
ECA1F/ECA1R ECA1R: 1,0 1,0 2,0 2,0 1,0 94 °C/5’; (94 | (De Boer &

°C/30”, 65 °C/45”, | Ward,
72 °C/45”) 25X; 72 | 1995)
°C/5

3.6. Purificacdo dos produtos de amplificagao

Apods o nested-PCR, os produtos amplificados foram purificados em coluna
do tipo troca-idnica MO BIO Lab ULTRACLEAN ™ Gel Spin ™ DNA Purification Kit,
(MO BIO laboratories, Inc.). Seguindo as recomendagdes do fabricante do Kit, as
bandas de agarose foram retiradas e inseridas no interior de filterbasket em tubos de
1,5 ml. Foram adicionados 3 vol do reagente GelBind por tubo, que foram incubados
(65 °C por 2 min) e centrifugados (10000 rpm por 10 s). O material centrifugado foi
descartado e o filterbasket contendo o DNA foi inserido novamente em um tubo com
3 vol do GelWash buffer, repetindo-se os passos anteriores. A ultima etapa de
tratamento é feita adicionando-se 50y do Elution Buffer sobre o filterbasket, e
subsequente centrifugacdo a 10000 rpm por 30 s. O filtro & descartado,
permanecendo no tubo coletor somente o DNA purificado. As amostras de DNA

purificadas foram analisadas em gel de agarose para quantificagao.
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3.7. Sequenciamento dos fragmentos amplificados

Os fragmentos gerados pela amplificagdo das estirpes de P. carotovorum
subsp. brasiliensis com os primers do gene pnl e rdg apds purificagdo foram
enviados para sequenciamento em duplicata. O sequenciamento foi realizado no
Laboratorio ACTGene (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS)
utilizando o sequenciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armado
com capilares de 50 cm e polimero POP6 (Applied Biosystems). Os DNAs-molde (30
a 45 ng) foram marcados utilizando-se 3,2 pmol dos primers de Rdg e Pnl e 2 uL do
reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems)
em um volume final de 10 uL. As reagdes de marcacdo foram realizadas em

termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems).

3.8. Andlises in silico (computacional) para selecdo e projecao de

primers

As sequéncias de nucleotideos obtidas individualmente por sequenciamento
foram submetidas ao GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov - plataforma Blast) para
analise de similaridade das sequéncias. As sequéncias de nucleotideos de Pcbr,
juntamente com sequéncias relativas aos mesmos genes de Pcc e Pa, disponiveis
no GenBank foram editadas manualmente de forma que fosse gerada uma
sequéncia Unica para cada estirpe e submetidas ao servidor Expasy
(http://www.expasy.org), plataforma Multalin/INRA, para alinhamento multiplo. Para
verificar a funcionalidade das proteinas geradas in silico utilizou-se o servidor Expasy
(http://www.expasy.org), plataforma Translate, que traduz a sequéncia de DNA em

proteina e informa as regides codificadoras e para andlise dos dominios protéicos,
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as sequéncias hipotéticas de aminoacidos, geradas no Translate, foram submetidas

ao servidor Expasy (http://www.expasy.org), plataforma Prosite.

3.9. Projecdo de primers especificos para Pectobacterium

carotovorum subsp. brasiliensis

Sequéncias de 20 nt, dispostas em regides que apresentaram heterologia
entre sequéncias alinhadas foram escolhidas e submetidas ao programa Oligo
Analyzer. Para a proje¢ao foram consideradas temperaturas de anelamento entre 45-
52 °C, conteudo de G-C superior a 40% e predominancia de pareamento G-C nas

extremidades 3.

3.10. PCR com primers para Pectobacterium carotovorum subsp.

brasiliensis

As reagbes foram ajustadas de acordo com os primers selecionados,
utilizando diferentes temperaturas de anelamento (50, 55 e 60 °C), numero de ciclos
e concentragdes de reagentes (Tabela 3). As reagdes contaram com volume final de
10ul, composto por primers, tampao de reagédo (10 mM Tris pH 8,3; 50 mM KCl);
MgCly; dNTP (Invitrogen); Tag DNA polimerase (Invitrogen) e aproximadamente 100
ng de DNA-molde no termociclador MJ Research PTC-100. A especificidade dos
primers projetados foi testada com as estirpes de referéncia, listadas na Tabela 1. Os
produtos obtidos foram visualizados em gel de agarose 1,5 %, marcados com

brometo de etidio e documentado (Sony Cyber-shot).
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3.11. Coleta de amostras de hastes de plantas de batata

Para avaliagdo dos primers projetados, método de extracdo e detecgéo de
Pcbr, foram coletadas 10 hastes de plantas de batata apresentando sintomas de
canela-preta, presentes em cada uma de quatro lavouras no municipio de Sao
Francisco de Paula, RS em janeiro de 2007. As plantas coletadas foram devidamente

registradas conforme variedade, data de plantio e area plantada (ha) (Tabela 5).



28

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Amplificagdo das seqiéncias alvo-especificas

A PCR a partir dos primers PnIF/PnIR gerou produtos de amplificacdo de
680 pb quando foi utilizado o DNA das oito estirpes testadas (Figura 1). Da mesma
forma, os primers RdgF/RdgR geraram produtos de amplificagdo de 1160 pb a partir
do DNA das oito estirpes testadas (Figura 2). Estes resultados vao de encontro com
os obtidos por Dellagi et al., (2000).

O perfil de amplificagdo, obtido pelos dois pares de primers nesta
pesquisa, confirmaram os dados obtidos em estudo relacionado a selegéo de primers
para composi¢ao de arranjo de sondas. O perfil de amplificagdo destacou os primers
RdgF/RdgR e PnIF/PnIR para serem utilizadas como possiveis sondas na deteccao

de espécies e subespécies de pectobactérias (Palma, 2006).
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FIGURA1. Amplificagdo de fragmentos de DNA com os primers
PnIF/PnIR para o gene pnl, Pectina liase. M, marcador
100pb Ladder; 1, agua; 2, Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum 1442; 3, P. atrosepticum (Eca 31); 4, P.
carotovorum subsp. brasiliensis (Pcbr) 8; 5, Pcbr 212; 6,
Pcbr 371; 7, Pcbr MB9; 8, Pcbr MB11; 9, Pcbr MB12.

— e . - -

FIGURA 2. Amplificagdo de fragmentos de DNA com os primers
RdgF/RdgR para o gene regulador de pectina liase. M,
marcador 1Kb plus; 1, agua; 2, Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum 1442; 3, P. atrosepticum (Eca 31); 4, P.
carotovorum subsp. brasiliensis (Pcbr) 8; 5, Pcbr 212; 6,
Pcbr 371; 7, Pcbr MB9; 8, Pcbr MB11; 9, Pcbr MB12.
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4.2. Analise in silico
4.2.1. Edicao, alinhamento e anélise das sequiéncias
Os resultados do sequenciamento, apds edicdo e alinhamento multiplo,
permitiram a verificagado de similaridades e diferengas entre as regides sequienciadas
dos genes rdg e pnl dentre as estirpes brasileiras e com as de Pcc e Pa (Figuras 3 e
4). Os alinhamentos relativos ao gene pnl e ao gene rdg mostraram que as estirpes
de Pcbr possuem, além de sequéncias de nucleotideos conservadas, diferencas
nucleotidicas conservadas com relagéo as estirpes de Pa e Pcc. Nas figuras 3 e 4
estdo selecionadas as regides que indicam estas caracteristicas.
As similaridades constatadas entre as estirpes de Pcbr, bem como, as
diferencas, quando comparadas com as estirpes de Pcc e Pa, foram verificadas
tanto, nas sequéncias referentes ao gene rdg quanto, nas sequéncias do gene pnl.

Estas semelhancas e diferengas correspondem a mutacoes.

4.2.2. Analise protéica das sequéncias nucleotidicas

As sequéncias das estirpes de Pcbr, portadoras de mutagdo submetidas
ao Expasy, plataforma Translate, tiveram suas sequéncias traduzidas em seis
possiveis fases de leitura e se verificou a veracidade da funcionalidade das proteinas
geradas in silico, sinalizando a existéncia de dois tipos de mutagdo, uma,
considerada silenciosa, que nao altera a fungao proteica. E a outra mutagdo causada
por insergcdes ou delegbes de nucleotideos distribuidos aleatoriamente, que
alteraram a fase de leitura causando a insergdo de cddons, de terminagdo que gera

uma proteina ndo funcional. Através do programa Expasy, plataforma Prosite, a
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presenca de dominios pectoliticos e de glicosilagdo (necessario para proteinas que
sdo exportadas para a membrana), foi confirmada.

Uma hipotese a ser considerada para ocorréncia de mutagdes pontuais
geradoras de proteina nao-funcional foi o extensivo tempo em que as estirpes de
Pcbr foram manipuladas em laboratério. Neste sentido, pesquisas relatam a
ocorréncia de mutacodes e variabilidade em estirpes preservadas in vitro refletindo na
patogenicidade, viruléncia ou caracteristicas basicas da cultura original (Leben, 1981;
Gerardt, 1981). Portanto, considerando que a taxa de mutagdes expontaneas entre
bactérias € sempre elevada (Stanier et al, 1986), o uso de qualquer método que
permita a multiplicacdo do isolamento, invariavelmente, envolve o risco da ocorréncia
de mutacbes e o aumento da probabilidade de alteracbes na sua estabilidade
genética. Porém, a confirmagéo da producéo de uma enzima nao-funcional depende
do isolamento e sequenciamento de novas estirpes, para alinhamento destas, com
as sequéncias das estirpes do banco do laboratério, bem como, o uso de
ferramentas para verificagcdo da expressao destes genes por RT-PCR. Contudo, nao
se pode deixar de considerar que estas mutagdes também possam ocorrer em novos
isolados de Pcbr.

Por outro lado, as mutagdes consideradas silenciosas, foram confirmadas
e detectadas em novas estirpes por PCR com o auxilio dos primers PcbrRdg e
PcbrPnl, projetados a partir das regides que apresentaram apenas estas mutacgoes.
A ocorréncia de mutagdes silenciosas que nao geram alteragao na funcionalidade da
proteina, tem sido relatada em trabalhos de taxonomia e analise filogenética
envolvendo o sequenciamento de genes especificos (De Vos et al, 1998).

Constatou-se nesta pesquisa, que a presenca destas mutacdes nao ocorre somente
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nas estirpes do banco do laboratério, mas também nas estirpes isoladas de plantas
sintomaticas de canela-preta, indicando a conservagao desta mutagcdo em todas as
estirpes de Pcbr, podendo ser considerada uma assinatura indicadora da prépria

subespécie.
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FIGURA 3.

1 10 20 30 a0 50 60 0 80 90 100 110 120 130
|
TAACTCTCTGGCCARTTTTAR-TCTGCTGTGARCGRTT
ATGGCTTATCCARCARCARATCTTACTGGGATTATTGETTTTGCARARGCGECARATGTARCTGGAGGCACGGGAGGTARAGTCOTTACGRTARATTCTTTRGCCGATT TTAARTCAGCAGTGAGCGETT
ATGGCTTACCCARCARCARATCTTACTGGGATTATCGRTTTTRCARARGCAGCGARTGTTACCGGAGGGTCAGGCGRTARAGT TRTTACGGTARATTCTCTRGCCGATTTTAAGTCCGCCATGAGCGRTT
ATARCTCTCTGRCCGATTTTAR-TCTGCTGTGAGCGETT
TRACTCCTCTGECCGATTTTARRTCTGCTGTGAGCGETT
TAACCTCTCTGRCCGATTTTAR-TCTRCTGTGACCRETT
P s e b e b r e es s erseses e s esesersesesenn s oLAACCLCTCTGRCCEATTTTAR, TCEGCLGTGRECGETT

131 1do 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
CAGCARRARRCATTGTCGTGCTGGGTRCATCRCTGARAGCATCA-CACTGACCARARTGGTGT T TRRCAGCARTARARCCATCGTTRGTTCTTTCRETGG-——CGCTARTGTACTERCCARTATCCACCT
CCGCARRARCTATTGTGGTGCTGGGATTATCGCTGARAGCCTCGGCATTGACCARGRTGGTAT T TRRCAGCARTARARCCATCGTTGGTTCTTTCAETGRRTACGCTARTGTACTGRCCAATATTCACCT
CCACAARAACCATCGTGGTGCTRGGAGCATCRCTARRAGCATCAGCCTTGACTARGRTCGTAT T TRRCAGCARTARARCCATTGTCRGTTCTTTCAECGGE———GCTARTGTACTGRCTARTATCCACCT
CAGCARRAACCATTGTCGTGCTRGGTRCATCRCTGARAGCATCAGCACTGACCARAGTGGTGT T TRRCAGCARTARARCCATCGTTRGCTCTTTCAETGG-—~TGCTARTGTACTGRCCARTATCCACCT
CAGCARRAACCATTGTCGTGCTRGGTRCATCRCTGARAGCATCAGCACTGACCARAGTGGTGT T TRRCAGCARTARARCCATCGTTRGTTCTTTCAETGG-—-COCTARTGTACTGRCCARTATCCACCT
CAGCARRAACCATTGTCGTGCTRGGTRCATCRCTGARAGCATCA-CACTGACCARAGTGGTGT T TRRCAGCARTARARCCATCGTTRGTTCTTTCAETGG-—-COCTARTGTACTGRCCARTATCCACCT
CabCARRAACCATTGTCGTGCTRGGLGCATCRCTGARAGCATCALCACTGACCARAGTGGTE TTTRECAGCARTARARCCATCGTTGGL TCTTTCAETRG,  cGLTARTGTACTGRCCARTATCCACCT

1 20 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
GLGTGCTGATAGCAATTCATCCARCGTCATTTTCCA-AATCTGGT TTTTARRCATGATGTTGGETATCAARGATARTGACGATATCCA-CTGTATTTGRACTTCGGTRAGGGATATTGGGTGEATCACTRT
GLGCGCTGAGAGCAATTCATCTRACGTCATTTTCCAGRATCTGGT TTTTARRCATGATGTTGCCATCAARGATARTGACGATATCCAGCTRTATT TGRAAC TACGGCARGGGATATTGGGTGEATCACTRT
GCGCGCTGAGAGCAATTCAGCTRACGTCATTTTCCAGRATCTGGT TTTTARRCATGATGTCTCARTCAAGGACARTGACGATATCCARTTATATCTGRAC TACGGTRAGGGATATTGGGTGEACCACTGRT
GCGTGCTGATAGCAATTCATCCARCGTCATTTTCCAGRATCTGGT TTTTARRCATGATGTTGGTATCAARGATAATGACGATATCCAGCTGTATT TGRAACTACGGTARAGGATATTGGGTGGATCACTGT
GCGTGCTGATAGCAATTCATCCARCGTCATTTTCCAGRAATCTGGTTTTTARRCATGATGTTGGTATCAARGATAATGAC-ATATCCA-CTGTATTTGRAACTACG-TAAGGGATATTGGGTGGATCACTGT
GLGTGCTGATAGCAATTCATCCARCGTCATTTTCCAGRATCTGGT TTTTARRCATGATGTTGETATCAARGATAATGAC-ATATCCAGCTRTATT TGAAC TACG-TRAAGGGATATTGGG-GGATCACTGT
GLGLGCTGALAGCAATTCATCCARCGTCATTTTCCAZARTCTGGTTTTTARRCATGATGTTG2LATCARRGATAATGAC, ATRTCCAZCTRTATTTGAACTACG, TRALGGATATTGGGLGEATCACTGT

/L 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 Lrd]
| |
TCATGRCCTGGGCATACGTGGAGTGATAACGATGRTAGCCTCGATARACTGATTTATATCGGTGAGAAGGCGGATTACATCACGATCAGTARCTGCTTATTCTCARACCATARRTATGGTTGCATCTTCG
TCATGRCCTGGGCATACGTGGAGCGATAACGATGRTAGCCTCGATARACTGATTTATATCGGCGAGAAGGCGGATTACATCACGATCAGTARCTGCTTATTCTCARACCATARRTATGGTTGCATCTTCG
TCATGRCCGGEGCATACGTGGAGTGATAGCGACGRCAGCC TCGATARACTGATTTATATCGGTGARRARGCGGATTACGTCACGATCAGTAACTGCTTATTCTCARACCATARRTATGGCTGTATTTTCG
TCATGGCCTGGGCATACGTGGAGTGATAATGATGETAGCCTC-ATARACTGATTTATATCGGTGAGAR=-GCGGATTACATCAC-ATCA=-TAACTGCTTATTCTCAR-CCATARRTATGGTTGCATCTTCG
=CATGGCT=-=GGCATACTGGATGATATGACGEA===== CCTC-ARAA=CTGATTTAT--CGGTAAR

TCATGGCT--GGGCT-CTREA-GARATGAGEAR-~=--- CCCC-ARRRACTGA

LCATGGCE., ,GGcaTaCtgla,Ga,ATgAcaa, ... LOLL, AGAAECTERAELLAE s s L2t s 8 s seersrsersesssnsssssssrsorssssrsorsrsesrosssrssnsnsssssressnres

521 510 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
| |
GLCATCCGGCAGATGATRRTARCAGCGCTTACARTGRCTATCCGCGTTTGACTATCTGCCATARCTATTACGARRACAT TCAGGTGCGTGCACCCAECCTGATGCGTTATGETTATTTCCA----- CGTA
GLCATCCGGCAGATGACARTARCAGCGCTTACAATGRCTATCCGCGTCTGACTATTTGTCATAACTATTACGRAARRTAT TCAGGTGCGTGCGCCCRECC TRATGUGLTATGRT TATTTCCARTAGGCECC
GTCATCCGGCAGATGACARTARTAGCGCATACARTGECTACCCACGTTTGACCATCTGCCACARCTATTACGARRATATTCARGTTCATGCGCCAGRCCTGATRCGTTATGGTTATTTCCACGTA
GCATCCGGGGAGAA

T T Ll L R L L I L s L NI T T

651 660 670 680 690 700 "o 20 730 740 750 760 7 780
| |
TTCAATARCTACGTCARTAAATTCARTCTGGCCTTTACGGT TGCGCAGRATGCCARTGTACTTTCCGA-GCGTAACTTA

GGCARTATCACCGGATTTATARGCATAGATGC--TTTCCATTRCCTRGTGTTGGTCTGCATCATCCAGCATRTAGCARTCARTATTATCGGTARTCAGGTTRTCCTGATARATTCTCGCTTTGACCGTCG

T L LTy LTy T PP PP

8 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 830 B35
| |

CTRTCGTCGCTARTAGGCCGACGCGTGTGRTRTTGGCATGCTTARTCGCCTGACAGGTCACATCARTAATGCTGATCATTTCCGCACGGCACTGCTGTTTTARGTCATTARACCA
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Alinhamento multiplo das sequéncias parciais correspondentes ao gene
pnl, obtidas com os primers PnlF/PnIR de Pectobacterium carotovorum
subsp. brasiliensis 8, 212, 371, MB11, e as sequéncias de P.
carotovorum subsp. carotovorum e P. atrosepticum selecionadas do

GenBank, com as mutacdes silenciosas evidenciadas pelos retangulos.
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1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130

Pchr212_rdg

Pchrib12_rdg
Ecc.rdg RTGARARCGACACTTGCAGAACGATTAARGRCCGCCAGAACTGCCCARGGGCTTAGTCARRARGCACTTGGCGACATGATTGGCGTATC TCAGGCCECCATACAGAAGATCGAGGTGGGGARAGCATCGE
Eca_rdg RTGARARCGACACTTGCAGAACGATTAARGRCCGCCAGGACTGCACARGGGCTTAGCCARRRAGCACTTGGCGACATGATTGGTGTATCTCAGGCCECCATACAGAAGATTGAGGTGGGGARAGCGTCGE

COMSBMSUS  4sasusnssrssass ssnsssossossnssss ssssssrssssssstssbsssss s isssssisbsstisbssisssssisbssisbssrsstssrssisbssbssbssessrssesssstistss

131 10 150 160 170 180 150 200 210 220 230 240 250 260
| + + + + + + + + + + + + |
Pebr212_rdg CGGCGARGGCCCARTGCRTAGCAGCGRRGTCACTCGCTCACTCCAGGARCCCAGCATTCCGCCARRATC
Pebribl2_rdg CGGCG=AGGCCCA=TGCGTARGAGCGRAGTCACTCGCTCACTCCAGEARCCCAGCATTCCGCCAARATC
Ecc_rdg RAGACAACCARARTTGTTGAGCTTTCCRATRACCTACGTGTTCGCCCTGARTGRT TGGCARRCGECGRAGGCCCARTGCGTAGCAGTGARGTCACTCGCTCGCTCCAGGARCCCAGCATTCCGCCARRATE
Eca_rdg RRRCAACCARARTTGTTGAGCTTTCTRATGCACTGCATATTCGCCCTGARTGGT TGGCARRTGRCAGAGGACCARTGCATAGCGACAGRGTGGT TCGATCACTCCAGGARTCARGCATTCCGCCARCATC
CONSENSUS 1vvvvrerrersssssrsrsrsnrrenserssssarsnssrnssssssrersnsesnsersCO0C0AAGGCCCARTECgTAgcagegaabiTcacTCGeTCaCTCCAGGARCCCAGCATTCCGCCARGATC

261 2N 280 290 300 310 320 30 0 350 360 370 390 3590

| + + + + + + : : + : + + |

Pcbr212_rdg CGRAATGGGGCACCGTATCAGCTTGGGACAGCACAACAGAACTATCAGAGGACGAGGTGGARGTGCCTTTTTTARAGGATATTGAGTTTGCTTRCGGCGACGGACGCATTCARAGTGAGGAT TACAACGGC
Pecbribl2_rdg CGAATGGGGCACCGTATCAGCT TGEGACAGCACARCAGAAC TATCAGAGGACGAGGTGGARGTGCCTTTTTTARAGGATATTGAGTTTGCTTGCGRCGACGGACGCAT TCARAGTGAGGATTACARCGGE
Ece_rdg  CGAATGGGGCACCGTATCAGCTTGEGACAGCACGACAGAACTATCAGAGGACGAGGTGGARGTGCCTTTCTTARAGRATATTGAGT TTGCCTGCGRCGACGGACGCATTCARRGTGAGGATTACARCGGE
Eca_rdg RRAAATGGGGCACCGTATCAGCTTGEGACARCACGACAARACTATCAGAGGACGAGGTGGARGTGCCTTTTTTARAGGATATTGAGTTTGCCTGCGRCGACGGGCGCAT TCARRGTGAGGATTACARCGGE
Consensus  cgAATGGGGCACCGTATCAGCTTGGGACRgCACARCAZARCTATCAGRGGACGRAGGTGERAAGTGCCTTTLTTAAAGGRTATTGAGT TTGCE TGCARCGACGGACGCATTCARAGTGAGGAT TACARCGGE

391 400 410 420 a0 4d0 450 460 410 480 490 500 510 520

| I

Pcbr212_rdg  TTTARGCTCCGTTTCTCCARAGCGACGCTGCGTARGGTGGETGCARATACGGACGGT TCAGGCGT TCTTTGTTTCCCGRCARCGGRLGACAGTATGGARCCCATCATTCCCGATGRARCCACCRTTTGCG
Pebribl2_rdg  TTTARGCTCCGTTTCTCCARAGCGACGCTRCGTARGGTGGGTGCARATACGGACGGT TCAGRCGTTCTTTGTTTCCCAECAGCGRGCGACARTATGEARCCCATCAT TCCCGATRGARCCACCRTT-GCG
Eccrdg TTTRAGCTCCGTTTCTCTARAGCTACACTGCGTRAGGTTGGTGCAARTACGGACGGT TCAGGCGTTCTTTGCTTCCCGRCAGCGGETGACAGTATGEAGCCCATCAT TCCTGATGGARCGACCRTC-GCG
Ecardg TTTRAGCTCCGTTTTTCCARAGCCACGCTGCGCAAGGTCGGTGCAARTACTGACGGT TCAGGCGTTCTTTGTTTCCCGRCAGCGRETGACAGTATGERARCCCATCATCCCGGATGGCACCACCRTC-GCA
Consensus  TTTARGCTCCGTTTeTCcARAGCACECTGOGLARGGT¢GGTGCARATACLGACGGT TCAGGCGTTCTTTGE TTCCCGRCAGCRGoCGACAGTATGGACCCATCATE CLeGATAGAACEACCATE Gy

L Y ] 540 550 560 570 580 590 B0 610 620 B30 640 650
| + + + + + + + + + + + + |

Pecbr212_rdg  GTTGATACTAACARCARGCGCATCTTGATGGRAARAAATTCTACCCCATCGCTRAGGARGGCGRGGGAAA
Pebribl2_rdg  GTTGATACTRACARCAAGCGCATCATTGATGGRARAC TCTACGCCATCGL TCAGGAAGGCGGCGGCAACGACAART TARARCGCATCARRCARC TTTACCGCARGCCGRGCGETCTTCTCGTCATCCATA
Ece_rdg GTTGATACCAACAACRARCGCATCATTGATGGRAARGCTCTACGCCATTAC TCAGGAAGGCEGCRGTRACGATAAGC TARARCGRATCARACAGC TTTACCGCARGCCAGGCGGTCTTCTCACCATTCATA
Eca_rdg GTTGATACCARCARCARGCGCATCATCGATGRGARGCTCTACGC TATTAC TCARGAGGGCAGCRGCAATGATAAGC TCARGCGRATCARACARCTTTACCGCARGCCTRGECLGCCTACTCGTCATCCATA
Consensus  GTTGATACLAACARCARgCGCATCAT, gat GeaRac TCTACeCeATCG TeAgGAaGECgGe6E, AR, ga, aa, b , 8,08, at caaaca, ettt accgeaagee, pecpe, ot cbe, , cat, cata

651 6B 670 680 690 700 0 720 730 140 750 760 170 780
| + + + + + + : : + : + + |

Pcbr2l2_rdg
Pecbribl2_rdg GCTTCARTCGCGAGACTGACGARRRGGCCTRC-ARTCC-ACETC-AGATCATTGECCG-GTRTTCTG-TATTCGGTGCTGCTATA-CCCGARTCTRECGGTATC-CGCGLC-TACCG-TCTCTTT--CTG
Ecc_rdg GCTTCAATCGCGAGACTGACGAAGAGGCCTRCGRAATCCGACRTCGAGRTCATTGGCCGCRTRTTCTGGTATTCCGTRCTGCTATAGCCCGATACTRGTGGAATCTCGCGCCATRACGCTCTATTTTCCTC
Eca_rdg GCTTTARCCGCGATGC TGACGARGRAAGCCTRCGARTCAGAGGTCGARRTCATCGECCGTRTGTTCTGGTATTCGGTACTGTTATAG
Consensus gctt,aa,cecpa, cheacgaa, a,pectac, aate, ,a,0be,a,abcak, occe, Bhothob e, Labbe, 00 ChE, baba, vy v sssrsrsrsrsrsssssssnrsrsrsrsrsssssnrsres

FL R 800 810 820 830 840 450 860 870 880 890 900 910
| I

Pchr212_rdg

Pebrib12_rdg  CCATCAR-GCCGG-GGATCGATCCG-ACACCGGRTTGGTTTATARCCARATTTG-~-== GLTGGARAGGGTGTAARACCGCTTATCARAAGET
Ecc_rdg TCATCAAAGCCGATGGACCGATACGGACATCGGCTTGTTTTATCARTARRTGTTTCAGCGC TRARARGCGTTTRCCCCCGCACARRTARCCTTACCTRCGCGCARCAGTTTTATACARTCCCCRTGCTAT
Eca_rdg

COMSBMSUS  4uaausnsssnsssssssnssnssossnsssssssssssssssosssosssssstssssssssisbssssstssssssssssbsstistsstsssssssbosbsstsstsstsssssssssstsstss

FIGURA 4. Alinhamento multiplo das sequéncias parciais correspondentes ao gene
rdg, obtidas com os primers RdgF/RdgR de Pectobacterium
carotovorum subsp. brasiliensis 212, MB12, e as sequéncias de P.
carotovorum subsp. carotovorum e P. atrosepticum selecionadas do
GenBank, com as mutagdes silenciosas evidenciadas pelos retangulos.
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4.2.3. Primers para Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis

Os dados do alinhamento revelaram diferencas claras entre as linhagens
sequenciadas (Figuras 3 e 4), confirmando a hip6tese que os genes pnl e rdg podem
ser utilizados para a projegao de primers para Pcbr.

O primer forward especifico para o gene pnl foi denominado PcbrPnIF (5°
ACT GAC CAA AGT GGT G 3’) com temperatura de anelamento de 43 °C. O reverse
foi denominado PcbrPnIR (6 TCG TCA TTA TCT TTG ATA CCA 3’) com temperatura
de anelamento de 47 °C (Figura 5). O primer forward especifico para a Pcbr MB12 do
gene rdg foi denominado PcbrRdgF (5’ GCG AAG TCA CTC GCT CAC TCC 3’), com
temperatura de anelamento de 58 °C (Figura 5). O reverse foi denominado PcbrRdgR
(5" CACCTTACGCAGCGTCGCTTTG 3’) com temperatura de anelamento de 59 °C
(Figura 6).

Apos testes com diferentes temperatura de anelamento, os pares para
PcbrPnIF/ PcbrPnIR e PcbrRdgF/ PcbrRdgR foram escolhidas as temperaturas de
50-55 °C e 55-60 °C respectivamente para anelamento. De maneira a variar as
temperaturas de anelamento durante a PCR, foi escolhida a opg¢ao “Touchdown”,
onde os primeiros ciclos sdo executados com a temperatura mais alta e os ultimos
com a mais baixa. Foram programados 20 ciclos para cada temperatura. As
concentragbes dos reagentes também variaram conforme o par de primer testado

(Tabela 4).



prinerF
prinerk
Eca_pnl
Ecc_PHL
371_pnl
Consensus

prinerF
prinerR
Eca_pnl
Ecc_PHL
31 pnl
Consensus

prinerf
prinerk
Eca_pnl
Ecc_PHL
31 pnl
Consensus

prinerf
prinerk
Eca_pnl
Ecc_PHL
371_pnl
Consensus

prinerF
prinerR
Eca_pnl
Ecc_PHL
371_pnl
Consensus

prinerF
prinerR
Eca_pnl
Ecc_PHL
31 pnl
Consensus

651 660 670 680 690 200 Ho 120 130 140 750 760) 7 780
| + + + 4 4 : : + + + + 4 |
ACTG

TARATTCTCTGECCGATTTTARGTCCGCCGTGAGCGGTTCCACARARACCATCGTGRTGCTGOEAGCATCGCTARRRGCATCAGCCTTG
GGCARATGTAACTGGAGECACGGGAGGTARRGTCGTTACGGTAART TCTTTGGCCGATTTTRARTCAGCAGTGAGCGGT TCCGCARRAACTATTGTGGTGCTGGGATTATCGC TGARAGCCTCGGCATTG
TRRCTCTCTGGCCAATTTTRA-TCTGCTGTGARCGGT TCAGCARRARACATTGTCGTGCTGGERTGCATCGCTGARAGCATCA-CACTG

8L 90 b 1] 810 820 830 840 850 860 8 880 890 900 910
| + + + + + t t + + + + + |
ACCARAGTGGTG

RACTARGGTCGTATTTGGCAGCAATARARCCATTGTCGGTTCTTTCRGCAGG---GCTRATRTACTGACTARTATCCACCTGCGCGCTGAGRGCART TCAGCTARCGTCATTTTCCAGARTCTGGTTTTTA
RCCARGGTGGTATTTGRCAGCARTARARCCATCGTTGGTTCTTTCGGTGGATACGCTARTGTACTGACCARTATTCACCTGCGCGCTGAGRGCARTTCATCTARCGTCATTTTCCAGRATCTGETTTTTA
RCCARAGT GGTGTTTGGCAGCAATARARCCATCGTTGGTTCTTTCRGTGRG---CACTRATRTACTGACCARTATCCACCTGCGTECTGATAGCART TCATCCARCGTCATTTTCCA-ARTCTGGTTTTTA

1 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
| + + + + + + + + + + + + |

TGGTATCARRGATAATGACGA
RACATGATGTCTCAATCARGGACAATGACGATATCCARTTATATCTGARCTACGRTARGGGATATTGRGTGEACCACTGTTCATGGCCGGEGCATACGTGGAGTGATAGCGACGGCAGCCTCGATARACT
RACATGATGT TGCCATCARRGATAATGACGATATCCAGCTGTATTTGARCTACGGCARGGGATATTGRGTGEATCACTGTTCATGGCCTGEGCATACGTGGAGCGATAACGATRGTAGCCTCGATARACT
RACATGATGT TGRTATCARRGATAATGACGATATCCA-CTGTATTTGARCT TCGRTARGGGATATTGEGTGEATCACTGTTCATGGCCTGEGCATACGTGGAGTGATRACGATGGTAGCCTCGATARACT

||||o||||otg|oatcaaagataatgacgaoo||||o||||o|||o||||o||||o|||oootoo||||o||||ootoo||||o||||ootooo|||o||||o||||o|||o||||o||||o|||oo||

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 10
| + + + + + + + + + + + + |

GATTTATATCGGTGARRARGCGGAT TACGTCACGATCAGTAACTGCTTATTCTCARRCCATAARTATGGCTGTATTTTCRGTCATCCGACAGATGACARTARTAGCGCATACARTGGCTACCCACGTTTG
GATTTATATCGGCGAGRAGGCGGATTACATCACGATCAGTAAC TGCTTATTCTCAARCCATAARTATGGT TGCATCTTCRGCCATCCGRCAGATGACAATARCAGCC TTACARTRGCTATCCGCGTCTG
GATTTATATCGGTGAGAAGGCGGATTACATCACGATCAGTRACTGC TTATTCTCAARCCATAARTATGGT TGCATCTTCRGCCATCCGACAGATGATARTARCAGCC TTRCARTRGCTATCCECRTTTG

B N E Y P Y'Y

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
| + + + 4 4 : : + + + + 4 |

RACCATCTGCCACARCTATTRCGARARTATTCARGTTCGTGCGCCAGGCCTGATGCGTTATRETTATTTCCACGTATTCAACAR--CTACGTCARTARATTCAACCTGECCTTTACGGTTGCGCAG-AATG
RCTATTTGTCATARCTATTACGARART ATTCAGGTGCGTGCGCCCRGCCTGATGCGCTATRETTATTTCCACGTCTTCARCCAACCTACGTCARTARATTCAACCTGECCTTTACAGTTRCGCAGGAATG
RCTATCTGCCATARCTATTRCGARARCAT TCAGGTGCGTGCACCCRGCCTGATGCGTTATRGTTATTTCCACGTATTCAATAR-~CTACGTCARTARATTCAATCTGECCTTTACGGTTGCGCAG-AATG

B L ey  E E Y Y P Y

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410) 1420 1430
| + + + + + + + + + + + + |

CCAATGTGCTTTCTGRACGTARCGTAT TTRGCACCGGCGCTGAARAGARAGGCATGGT TGATGATARRGGTAATGGT TCARCCTTTACGGATAATGRCAGTTCACCGGCERLTRTAGCGAGCARRTCARC
CCRATCTAATTTCTGAGCGTAACGTAT TTGGTACCAGCGCGGARARTAARGRGATGET TGATCATAAGGGCARTGGT TCARCCT T-ACGGATAATGGCAGT TCACCAGCTRCGATRGCGAGCARATCGLC
CCAATGTACTTTCCGRAGCGTARCTTA

B N E E Y P Y'Y

Aana A ddn Aara A ann A amn A anan A ann Aran Aran Araa Araa Aran arra Aron
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FIGURA 5. Alinhamento das sequéncias parciais do gene pnl de Pectobacterium
carotovorum subsp. brasiliensis 371, P. atrosepticum, P. carotovorum
subsp. carotovorum e a posicdo dos primers evidenciada pelos

retangulos, PcbrPnlF e PcbrPnIR. Porto Alegre, RS. 2007.
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Yy Ry Ry Yy Y Ry T E N Sy E PR T Y

521 530 hdo 550 560 520 580 590 b0 b10 620 630 b0 ba0
| + + : : + + : : + + : : |
(66CG-AGECCCA=TGCATARGRGCGRAAGTCACTCGCTCACTCCAGGARCCCAGCATTCCGCCARART CCGAATGRGGCACE
TRTTRAGCTTTCCARTARCCTACATRTTCRCCCTORATGRT TRGCARRCGGCGARGGCCCARTGATARCAGTGAAGTCACTCRCTCACTCCARGRACCCAGCATTCCGCCARARTCCRARTRGEGCACE
TRTTRAGCTTTCTARTGCACTRCATATTCRCCC TORRTGRTTRGCARRTRGCGGARGACCARTGCATARC GACARGGTGGTTCEATCACTCCARGRATCARGCATTCCGCCAACATCARARTGGRCACE
GCGRAAGTCACTCGCTCACTCL

ChsabsbesbanerbtanesrastrsrsaesbenranssesessessoBECEBE8,C0A, LEC, LA, , £opaagteactopctcactcoaggaa, . agcatiocgreaa, ate,  aatgpggcace

Bil 660 E70 £80 630 700 pill] 0 0 40 740 760 m 780
I ; ; } } ; ; } } ; ; } : |
GTATCAGCTTRGGACAGCACARCAGARC TATCAGAGGAC GAGRTGEARGTGCC TT TTTTRARGGRATATTGAGT TTRL TTRCGGCGACGGACGCAT TCARRGT GAGGAT TACAACGGCTTTARGCTCCGTT
GTATCAGCTTRGGACAGCACGACAGARCTATCAGAGGACGAGRTGEARGTGCCTT TCTTAARGGRTATTGAGT TTRCCTECGGCGACGGACGCATTCARRGT GAGGAT TACRAACGGCTTTARGCTCCGTT
GTATCAGCTTRGGACARCACGACARARC TATCAGAGGACGAGRTGEARGTGCCTT TTTTRARGGRTATTGAGT TTRCCTGCGGCGACGGECGCATTCARRGT GAGGAT TACAACGRCTTTARGCTCCGTT

gtatcagetbggpaca,cac,aca, aact abcagagpacgapet epaaptgectbl  bhaaappatatt pagtttec, becppcgacyp, cocatt cagagt pagpatt acaacpgct bt aagetocgtt

| 790 800 B10 820 830 840 g50 860 870 880 890 900 910
I + + i i + + } } ' ' i i |
TCTCCARRAGCGACAC TRCGTAAGATEGGTRCARATACGGACERT TCAGRCGTTCTTTRTTTCCCRGLAGC GLGLEACAGTATGEAACCCATCATTCCCGATRRARCCACCGTTRCRGTTGATACTARCAA
TCTCTARAGC TACACTGCGTAAGATTGGTRCARATACGGACGRTTCAGRCGTTCTTTGCTTCCCRGLAGCGLGTRACAGTATGEAGCCCATCATTCCTGATRRARCGACCGTCGCRGTTGATACCARCAA
TTTCCARRGCCACGCTGCGCAAGRTCRGTECARATACTGACGT TCAGGCGTTCT TTGTTTCCCRGLAGCGGGTEACAGTATGEAACCCATCATCCCGGATRECACCACCRTCRCAGTTGATACCARCAA

CAARGCGACGCTGCATARGGTG
t.tecaaage, acgetgoptaapet ppt peaaatac, pacpgtbeagpeptobiby, bhecopecageppy, pacagtat gpa, cocat cat . oo, patgp, ac, accgt . gc, pthgatac, aacaa

1 90 930 940 950 960 ] 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
| + + : : + + : : + + : : |
CARGCGCATCATTGATGGARAACTCTACGCCATCGC TCAGGRAGGCAGCGGCARCGACARRT TRRARCGCATCARACARCTTTACCGCARGCCRGECGGTCTTCTCRTCATCCATAGCT TCAATCGCGAG
CARRCGCATCATTGATGGARAGCTCTACGCCATTGC TCARGRAGGCAGCGGTARCGATARGCTARAACGARTCARACAGC T TTACCGCARGCCAGECGGTCTTCTCACCATTCATAGCT TCAATCGCGAG
CARGCGCATCATCGATGRGARGCTCTACGE TATTGC TCAAGRGGGCAGCRGCAATGATARGCTCARGCGARTCARACARCTTTACCGCARGCCTRECGGLCTACTCRTCATCCATAGCTTTAACCRCGAT

caa,cycateat, gatep,aa, chebacge,at, petea, ga,poc. 000,84, 00, 34, b 83, g, atcaaaca, cttb accgeaagee, gpcpe, ob L cte, oot catagett , aa, cocga,

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
I ; ; } } ; ; } } ; ; } : |
ACTGACGARARGGCCTAC-ARTCC-ACGTC-AGATCATTGGCCG=GTGTTCTG=TATTCGRTGCTGCTATA-CCCGRATC TGGCGGTATC-CGCGLC-TACCE=TCTCTTT==CTGCCATCAA=GCCGE=
ACTGACGARGAGGCCTACGARTCCGACGTCAAGATCATTGGCCGCGTGTTCTGGTATTCCRTGCTGLTATAGCCCGATACTGGTGGARTCTCGCGLCATAACECTCTATTTTCCTCTCATCAARGCCGAT
GCTGACGAAGRAGCCTACGRATCAGAGGTCGARATCATCRGLCGTGTGTTCTGGTATTCGETACTGTTATAG

.Ctgacgaa,a,goctac, aatc, ,a,pbe,a,abcat, ggoog, ghotbobg babbe, g, cbg, baba, v rsvrvsrsrirrrsrmrirssnrsrrr i s b s st b e

FIGURA 6. Alinhamento das sequéncias parciais do gene rdg de Pectobacterium

carotovorum subsp. brasiliensis MB12, P. atrosepticum e P.
carotovorum subsp. carotovorum, e a posi¢cao dos primers evidenciadas
pelos retangulos, PcbrRdglF e PcbrRdgIR. Porto Alegre, RS. 2007.
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TABELA 4. Concentracbes e condicbes da PCR para cada par de primers
especificos para Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis. Porto
Alegre, RS. 2007.

Primers Primers Tampao dNTP MgClI2 Taq DNA
(uM) (X) (mM) (mM) polimerase Condigdes das reagdes
()

PcbrPnlF PcbrPnlF :1,0 1,0 0,2 2,0 1,0 94 °C/ 2’; (94 °C/ 30", 55 °C/

PcbrPnIR PcbrPnIR :1,0 307, 72 °C/ 30”) 20X; (94 °C/
307, 50 °C/ 307, 72 °C/ 30”)
72°C/ 10

PcbrRdgF PcbrRdgF: 1,0 1,0 0,2 2,0 1,0 94 °C/ 2’; (94 °C/ 30", 60 °C/

PcbrRdgR PcbrRdgR: 1,0 307, 72 °C/ 30”) 20X; (94 °C/

307, 65 °C/ 30", 72 °C/ 30”)
72°C/10

A PCR, com os primers do gene pnl, produziu um fragmento de 130 pb,

conforme o esperado para as estirpes de Pcbr 8, Pcbr 212, Pcbr 371, Pcbr MB9,

Pcbr Mb11, Pcbr MB12. Com as estirpes de Pcc e Pa ndo se obteve fragmento de

amplificagdo (Figura 7). A amplificagdo, com o par de primers do gene rdg resultou

no fragmento de 180 pb para todas as estirpes de Pcbr testadas, com excegao das

estirpes de Pcc e Pa (Eca 31) (Figura 8). A auséncia de produto de amplificagdo das

estirpes de Pcc e Pa (Eca 31) confirma a especificidade destes dois pares de

primers.
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FIGURA 7. Perfil eletroforético dos produtos a PCR utilizando os primers
PcbrPnIF/PcbrPnIR do gene pnl. M, marcador 1K; 1, agua; 2,
Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis (Pcbr) 8; 3,
Pcbr 212; 4, Pcbr 371; 5, Pcbr MB9; 6, Pcbr MB11; 7, Pcbr
MB12; 8, P. atrosepticum (Eca 31); 9, P. carotovorum subsp.
carotovorum (Pcc) 1442; 10, Pcc Ag8.

FIGURA 8. Perfil eletroforético dos produtos da PCR utilizando os primers
especificos PcbrRdgF/PcbrRdgF para o gene rdg. M, marcador
100 pb ladder; 1, agua; 2, Pectobacterium atrosepticum (Eca 31);
3, P. carotovorum subsp. brasiliensis (Pcbr) 8; 4, Pcbr 212; 5,
Pcbr 371; 6, Pcbr MB9; 7, Pcbr MB11; 8, Pcbr MB12; 9, P.
carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) 1442; 10, Pcc Ag8.
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4.3. Deteccéo de Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis

Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis foi detectada em hastes
de plantas de batata através de PCR com os primers PcbrRdgF/PcbrRdgR e
PcbrPnlF/PcbrPnIR que geraram os produtos esperados de 180 e 130pb
respectivamente (Figura 9 A e B, C e D). Algumas areas apresentaram até 70% das
amostras testadas com esta bactéria. Porém, esperava-se detectar Pcbr em 100%
das amostras coletadas.

A auséncia de Pcbr em 30% das amostras pode ser explicada pelo
adiantado estado de necrose destas amostras, que apesar de apresentarem os
sintomas de canela-preta ndo possuiam tecido semi-macerado, ideal para extragao
do DNA. Perante estas condi¢gdes, Pcbr pode nao ter sido detectada, ou ndo estar
presente. Além disso, outros fitopatogenos podem provocar sintomas similares a
canela-preta em plantas de batata, e se presentes nestas plantas, ndo foram
detectados pelos pares de primers especificos para Pcbr. A possibilidade de Pa,
Pcc e Dc, estarem causando canela-preta também foi considerada.

Para deteccdo de Pa, as 40 amostras coletadas também foram
submetidas a PCR, com os primers ECA1/ECA2, especificos para Pa, mas
nenhuma amostra apresentou produto de amplificacdo, indicando a auséncia desta
subespécie nas plantas sintomaticas de canela-preta no Rio Grande do Sul (Figura
10) e confirmando as observagdes de Oliveira (2001); Oliveira et al., (2003) e El
Tassa & Duarte (2004). A identificacdo e detecgdo de Pcc é dificultada pela grande
variabilidade demonstrada dentro desta subespécie (Hinton et al., 1989; ValKama &

Karjalainen, 1994; El Tassa & Duarte, 2003; Yap et al., 2004; El Tassa & Duarte,
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2006). Porém, pesquisas relacionados a epidemiologia da canela-preta devem ser

direcionadas também a Pcc e Dc.

FIGURA 9.

Perfil eletroforético dos produtos da PCR com os primers
especificos para Pcbr utilizando DNA extraido pelos métodos
de fervura e FTACard de tecidos internos sintomaticos de
canela-preta de plantas de batata. PcbrPnl: A, fervura; B,
FTACard PcbrRdg: C, fervura; D, FTACard. Porto Alegre,
RS. 2007.
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FIGURA 10. Perfil eletroforético dos produtos da PCR com os primers
especificos para Pectobacterium atrosepticum utilizando DNA
extraido por FTACard de tecidos internos de hastes de
plantas de batata com canela-preta. Porto Alegre, RS. 2007.

Os resultados referentes as amplificagdes com os dois pares de primers

indicaram que PcbrRdgF/PcbrRdgR foi mais eficiente que PcbrPnlF/PcbrPnIR nas
duas formas de extracao de DNA, 22% com FTACard e 108% por fervura.

A deteccdo de Pcbr por PCR, utilizando DNA extraido por FTACard com

os primers PcbrRdgF/PcbrRdgR e PcbrPnlF/PcbrPnIR resultaram em 55 e 45%
respectivamente, do total de amostras coletadas do campo (Tabela 5). Este método,
quando comparado com a fervura mostrou os melhores resultados, apesar de estar
em padronizagcdo para a reutilizacdo dos cartdes submetidos a PCR. Além da
extracdo, o FTACard pode ser utilizado em trabalhos a campo para coleta de DNA

in situ. Esta técnica de amostragem de material para detec¢cdo de Pcbr podera

minimizar o tempo de coleta, aumentar o numero de amostras e precisdo na
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identificacdo. O FtaCard também pode ser utilizado como arquivo, a matriz do
cartdo conserva o DNA de forma estavel a temperatura ambiente (Rajendram et al.,
2006). Os cartbes recebem tratamento com uma mistura de reagentes contendo
tampdes e proteinas desnaturantes que rompem a membrana celular, estabilizando
e protegendo o DNA da acado de nucleases, de oxidagdo, UV, e degradagao por
fungos e bactérias (Smith & Burgoyne, 2004). Este método esta sendo aplicado
para os mais diversos fins, obtendo bons resultados na extracdo de DNA em analise
de sangue (Kubo & Fuijita, 2006), analises forenses e insetos (Harvey, 2004),
Rickettsia (Blair et al., 2004), plantas (Drescher, 2001), parasitas (Becker et al.,
2004), na coleta de DNA de corais localizados em regides remotas (Crable, 2003),
além de virus (Li et al., 2004) e outras bactérias (Lampel et al., 2004).

Os resultados da PCR, com o DNA extraido por fervura com os primers
PcbrRdg e PcbrPnl, indicaram 12 e 25% de deteccdo de Pcbr do total de amostras
analisadas (Tabela 5). Este método de extragcdo apresentou problemas na
amplificacdo de produtos de DNA, provavelmente pela presenga de inibidores de
reacdo ou manutencdo de nucleases termo-estaveis (Nogueira et al., 2004). A
preservacdo do material fervido a -4 °C para posterior utilizacdo, ndo € indicada,
pois acarreta em degradagao do DNA. Outros trabalhos indicam a problematica da
preservacdao do DNA extraido por fervura (GiBson & McKee, 1993; Fresch et al.,
2005). Porém, este método possui variagoes e esta sendo utilizado, gerando bons
resultados na extracdo de DNA de culturas bacterianas puras, possuindo vantagens
consideraveis, quando comparado com outros métodos, por ser rapido e barato (De

Toni et al., 2004; Barea & Pardini, 2004).
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TABELA 5. Incidéncia de Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis (Pcbr) em
tecidos internos sintomaticos de canela-preta de plantas de batata
através de PCR com os primers PcbrPnl e PcbrRdg utilizando DNA
extraido por fervura' e FTACard?. Porto Alegre, RS. 2007.

Presenca de Pcbr / Numero de amostras

Pcbr-Rdg Pcbr-Pnl

Data de plantio  Area (ha)®  Variedade FTACard® Fervura' FTACard® Fervura'
08.11.2006 1,0 Agata 4/10 0/10 3/10 0/10
10.11.2006 1,5 Asterix 6/10 0/10 4/10 0/10
14.11.2006 7,0 Agata 7/10 6/10 7/10 2/10
12.12.2006 30,0 Agata 5/10 4/10 4/10 3/10
Proporcéao 22/40 10/40 18/40 5/40
% Pcbr 55 25 45 12

' Tecido semi-macerado em 800 pl de 4gua destilada fervida por 5 min.

2 Flinders Technology Associates, Classic Card, Whatman (cartdo de papel desenvolvido
pela para coleta, extracao e preservacao de DNA total).

3 S30 Francisco de Paula, RS, Agricultor Tarcisio Schuck.

A incidéncia de canela-preta em plantas de batata esta diretamente
relacionada a batata-semente. Diante desta problematica, os niveis de tolerancia no
Brasil aplicados as inspecdes da batata-semente certificada estdo sendo discutidos
(ABBA, 2007). Estes niveis limitam-se a 1%, enquanto que nos Paises Baixos,
considerados grandes produtores, o nivel de tolerancia é de 0,03% (NIVAK,
Holanda). A existéncia de uma diferenca significativa (Holanda 3/3.000 e Brasil,
1/100 batatas) entre os niveis revela a necessidade de um maior rigor nas
inspecdes brasileiras, visto que, a utilizagdo de tubérculos contaminados pelos
agricultores para plantio compromete a producédo de forma prematura, antes de se

verificar os prejuizos.



45

Os programas de certificacao, baseados principalmente em observacoes
visuais de campo, podem apresentar limitagdes, principalmente se o patdégeno
sobreviver na planta sem que esta apresente sintomas (ABBA, 2007). Estas
inspe¢des nao detectam a doenga sob certas condigdes ambientais ou quando as
plantas estao infectadas com baixa densidade de inéculo. Além disso, quando as
vistorias sao realizadas a campo, 40 dias apés a emergéncia das plantas, e antes
do inicio da senescéncia, o patdégeno ja encontra-se estabelecido. Portanto, ocorre
a necessidade de indexagao dos tubérculos semente, a fim de se determinar a
auséncia do patégeno antes do plantio (El Tassa & Duarte, 2004).

No entanto, o perfil das pectobactérias ocorrentes em batata no Rio
Grande do Sul, mostra diferengas bioquimicas, fisiolégicas e genéticas em relagéao
as ocorrentes em outros paises, tornando a utilizagdo da PCR, sondas de DNA,
antissoros mono e policlonais e outros testes de identificacdo inadequados para
estudos epidemioldgicos da doenga nas condigbes brasileiras (Duarte et al., 2004).
Além disso, a realizagdo dos testes em conjunto torna qualquer levantamento
epidemioldgico laborioso, refletindo no numero amostras analisadas e,
consequentemente, diminuindo a consisténcia das informagdes (Duarte et al., 2004;
El Tassa & Duarte, 2004).

Com a tecnologia do DNA, através de primers especificos, a detecgao do
patdgeno pode ser realizada sem haver a necessidade de isolamento do patégeno
(Ward & De Boer, 1994). A perspectiva da utilizagao de biochips tem aumentado em
todas as areas da medicina, dando indicios de que esta tecnologia podera ser
usada também na agricultura, particularmente nos testes de detecgdo de

fitopatdgenos em 6rgaos de propagacao (Martin et al., 2000; Léveske, 2001).
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A projecao de primers especificos € de extrema importancia para
deteccao de fitopatdgenos. P. atrosepticum teve seu genoma completo seqiienciado
(Bell et al., 2004) e elevada a nivel de espécie (Gardan et al., 2003) e em recente
trabalho, semelhante a esta pesquisa, os primers PEAF e PEAR, da familia génica
Rhs (cujos produtos atuam na sintese da membrana celular externa), foram
projetados para deteccao de Pa em plantas com sintomas de canela-preta (Park et
al., 2006).

Diante as condicbes existentes, novas pesquisas deveriam ser
conduzidas com os primers PcbrRdgF/PcbrRdgR e método de extracdo com
FTACards, para confirmacdo do seu potencial na deteccdo de Pcbr em hastes de

plantas e principalmente em batatas-semente.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, nas condi¢gdes em que fora

realizado chegou-se as seguintes conclusoes:

1)

2)

3)

4)

5)

Os primers PcbrPnlF/PcbrR e PcbrRdgF/PcbrRdgR permitem a detecgéo
seletiva de estirpes de Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis (Pcbr)
através de PCR,;

A eficiéncia da PCR na deteccgéo de estirpes de Pcbr € maior com os primers
PcbrRdgF/PcbrRdgR do que com os primers PcbrPnlF/PcbrR, independente
da forma de extracdo de DNA,;

A eficiéncia da PCR na deteccao de estirpes de Pcbr € maior quando o DNA é
extraido através do uso do FTACard;

As sequéncias dos genes pnl e rdg, relativos a pectina liase, das estirpes de
Pcbr, apresentam nucleotideos conservados correspondentes a mutacgdes
silenciosas somente encontradas nesta subespécie;

Apesar do sucesso na detecgao de Pcbr, através da PCR com os primers
projetados nos tecidos de plantas com canela-preta, novos levantamentos sédo
necessarios para aumentar a eficiéncia do processo e permitir sua utilizacao

na obtencéo de dados epidemiolégicos mais consistentes.
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