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RESUMO

Ralstonia solanacearum é uma bactéria transmitida por tubérculos-semente. As biovares 1
(raca 1) e 2 (raca 3) estdo associadas a batata (Solanum tuberosum) e apresentam caracteristicas
epidemiologicas diferentes. A certificacdo de tubérculos-semente constitui-se num processo
essencial para 0 manejo da murcha bacteriana, mas depende de métodos especificos e sensiveis
de deteccdo deste patogeno. Este trabalho objetivou (i) projetar oligonucleotideos iniciadores
para diferenciacdo das biovares de R. solanacearum e (ii) estabelecer método de extracdo de
DNA total de tubérculos de batata para deteccdo de R. solanacearum através de PCR qualitativa e
guantitativa. Os oligos projetados para a biovar 1, baseados no gene pehS, ndo geraram o
fragmento esperado de 500 pb, mas produtos inespecificos. A PCR com os oligos projetados para
a biovar 2, a partir do gene UDP-N-acetilglucosamina 4,6-dehidratase, amplificaram o DNA de
ambas as biovares (354 pb). O método FTA foi mais sensivel (um infectado/ 100 tubérculos) na
obtencdo de DNA de tecidos de batata, coletados com auxilio de seringas descartaveis, do que
por lise celular por aquecimento ou bio-PCR. A presenca de R. solanacearum em tubérculos
coletados em S&o Francisco de Paula e Ibiraiaras, RS, ndo foi detectada através de PCR
(OLI1/Y2), em amostras retiradas com seringas e submetidas & extracdo do DNA através do
método FTA, lise celular por aguecimento, bio-PCR e lise celular por aquecimento, e Kit
GenSpin™ Plant DNA Purification. Entretanto, a deteccdo nos cartdes FTA foi possivel quando
se utilizou os oligos RS-1/RS-11; a sensibilidade da PCR aumentou de 10° para 1 UFC.mL™. Os
resultados da PCR com o DNA eluido dos cartdes FTA ndo se alteraram, viabilizando o uso do
DNA do cartdo FTA em PCR quantitativa. A PCR quantitativa, usando SYBR Green e 0s oligos
RS-I/RS-11, confirmou a presenga de R. solanacearum nas 13 amostras coletadas nos dois
municipios.
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ABSTRACT

Ralstonia solanacearum is a seedborne potato tuber bacterium. Biovars 1 (race 1)
and 2 (race 3) are associated to potato (Solanum tuberosum) and present different
epidemiological features. Certification of seed potato tubers is the essencial step toward the
bacterial wilt management, but depends on specific and sensitive methods of detection of
this pathogen. This research aimed (i) to design primers to differentiate these biovars of R.
solanacearum and (ii) to establish a method of total DNA extraction of potato tubers to
detect R. solanacearum through qualitative and real-time PCR. Designed primers to biovar
1, based on the gene pehS, did not produce the expected fragment (500 bp), but unespecific
bands. PCR with primers designed to biovar 2, based in the gene UDP-N-acetilglucosamina
4,6-dehydratase, amplified DNA from both biovars (354 bp). The FTA card method was
more sensitive (one infected/ 100 tubers) to obtain DNA from potato tissue, collected using
a dischargeable syringe, than by heating cellular lyse or bio-PCR plus heating cellular lyse.
The presence of R. solanacearum in tubers collected in Sdo Francisco de Paula and
Ibiraiaras, RS, was not detected by PCR (OLI1/Y?2), on samples extracted using syringes
and submitted to DNA extraction through FTA card method, heating cellular lyse, bio-PCR
plus heating cellular lyse, and GenSpin™ Plant DNA Purification kit. However, the
detection in the FTA cards was possible when RS-I/RS-11 was used; the PCR sensititivity
increased from 10° to 1 CFU.mL™. The PCR results with DNA eluted from FTA cards were
the same, allowing the use of the DNA from the FTA card in real-time PCR. Real-time
PCR, using SYBR Green and RS-I/RS-1l primers, confirmed the presence of R.
solanacearum in the 13 symptomless potato tuber samples collected in the two counties.

"Master of Science Dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil (72 p.) March, 2008.
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1 INTRODUCAO

A batata (Solanum tuberosum L.), espécie pertencente a familia Solanaceae, ¢
considerada a quarta cultura em ordem de importancia no mundo, sendo cultivada em
mais de 125 paises. Esta cultura ocupa no Brasil uma area de 182 mil ha, com uma
produgio de 2,7 milhdes de toneladas e rendimento médio de 15 t.ha™. A produtividade
média varia entre regides e estados, chegando a 22 t.ha” em Minas Gerais, 20 t.ha em
S3o Paulo, 14 tha” no Parana, 10 t.ha” em Santa Catarina ¢ 8 t.ha” no Rio grande do
Sul.

Cerca de 15% da producao mundial de batata é destinada a producdo de batata-
semente, sendo este percentual menor em paises com alta produtividade. No Brasil,
aproximadamente 13% da producdo destina-se a batata-semente, mas apenas 20 a 30%
deste total representam sementes com a qualidade certificada. A producdo de batata-
semente no Brasil tem-se mantido entre 60 e 90 mil toneladas/ano. Esta quantidade,
somada as importagdes de 4 a 6 mil toneladas, mostra que o consumo anual de semente
melhorada varia entre 64 ¢ 96 mil toneladas, para uma demanda potencial de 42 a 460
mil toneladas ao ano.

Ralstonia solanacearum (Smith) (Yabuuchi et al., 1995) é uma B-proteobactéria,
Gram-negativa, cosmopolita, responsavel pela murcha bacteriana (MB) em mais de 450
espécies de plantas. A doenca ¢ considerada como uma das maiores limitagdes em
muitas culturas importantes, além da batata, em regides de clima tropical, subtropical e

zonas mais quentes de regides de clima temperado no mundo. R. solanacearum possui a



capacidade de sobreviver por longos periodos em solo, agua e rizosfera de plantas nao
suscetiveis. A infeccdo ocorre pela entrada da bactéria nos tecidos da planta via
ferimentos ou aberturas naturais nas raizes secundarias. Apos a invasdo, as células
bacterianas primeiramente se proliferam e colonizam os espagos intercelulares e
posteriormente invadem os vasos do xilema, estabelecendo uma relagdo parasitica
estavel. Evidéncias sugerem que ocorra uma fase epifitica no ciclo de vida da bactéria,
contribuindo para a sua sobrevivéncia e provendo uma fonte de indculo para o
incremento da populagdo no solo.

Ralstonia solanacearum é uma espécie heterogénea classificada em cinco ragas
de acordo com a espécie hospedeira, e em seis biovares com base na versatilidade em
oxidar determinados tipos de agucares e alcoois. Dois grupos de estirpes sdo capazes de
infectar culturas de batata, o pertencente a biovar 1, que corresponde a raga 1 e o grupo
pertencente a biovar 2, que corresponde a raga 3. Biovar 1 (ra¢a 1) possui um grande
numero de espécies hospedeiras e maior capacidade de persistir no solo, predominando
em regides de clima quente. Ja a biovar 2 (raca 3) € composta por estirpes que infectam
basicamente cultivos de batata em regides de clima temperado e apresentam maior
capacidade de produzir infec¢des latentes. Outra diferenca importante € a capacidade da
biovar 2 em metabolizar os aglcares celobiose, lactose, e maltose, assim como os
alcoois dulcitol, manitol e sorbitol, o que ndo se verifica na biovar 1.

No Brasil, R. solanacearum ¢ considerada endémica. A presenga das biovares 1
e 2 tem sido registrada nas Regides Sul e Sudeste do pais. No entanto, por influéncia
das condi¢des climaticas ha uma predominancia de estirpes da biovar 2, apesar das
estirpes desta biovar serem mais factiveis de erradicagdo que as estirpes da biovar 1,
elas sdo mais facilmente disseminadas, devido a sua maior capacidade de estabelecer

infecgoes latentes em tubérculos.



Infecgdes latentes sdo de particular importancia na cultura de batata, ja que
permitem a colonizacdo de tecidos vasculares sem manifestacdo dos sintomas da
doenca. Tubérculos-semente infectados constituem uma fonte relevante de
disseminagdo do patdogeno e a principal forma de disseminagdo do biovar 2 de R.
solanacearum para diferentes regides do mundo, o que facilita sua introdu¢do em
regides livre do patdgeno.

As medidas mais eficientes no controle da MB s3o acgdes preventivas, como o
uso de tubérculos-semente livres do patdégeno e o plantio em areas ndo infestadas. O
manejo integrado da doenca abrange o uso de cultivares resistentes e de modelos
apropriados de praticas culturais que levam em considerag@o a biovar que estd presente
no local infectado. Desta forma torna-se essencial o conhecimento das populagdes locais
de R. solanacearum, afim de proporcionar uma melhor compreenséo a respeito do seu
mecanismo de resisténcia.

Técnicas moleculares sdo sensiveis e altamente especificas, capazes de detectar
pequenas quantidades de bactérias tornando mais facil e agil o estudo de doengas em
plantas. A técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR qualitativa) possibilita uma
amplificacdo seletiva e especifica de seqiiéncias de acidos nucléicos propiciando a
identificacdo qualitativa de bactérias fitopatogénicas. Ja, a técnica de reagdo em cadeia
da polimerase em tempo real (PCR quantitativa) pode ser utilizada quando se visa uma
determinagdo quantitativa. Dentro deste contexto, a projecdo de oligonucleotideos
iniciadores (oligos) especificos que permitam a detec¢do e diferenciagdo das biovares 1
e 2 ¢é de suma importancia, para que medidas especificas sejam tomadas para um
controle mais eficiente da MB.

Este trabalho teve como objetivo projetar oligonucleotideos iniciadores capazes

de detectarem especificamente as biovares 1 e 2 e estabelecer método de extracdo de



DNA total a partir de tubérculos de batata para detecgdo de R. solanacearum através de

PCR qualitativa e quantitativa.



CAPITULO |

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Variabilidade genética

Ralstonia solanacearum ¢ considerada uma das mais importantes bactérias
fitopatogénicas, causando grandes perdas na producdo em todo o mundo (Hayward,
1991). As perdas resultam ndo somente de sua ampla distribuicdo geografica e gama de
hospedeiros, mas também da falta de medidas apropriadas de protecdo (Genin &
Boucher, 2002). Devido tanto a sua complexidade fenotipica como genotipica, R.
solanacearum pode ser encontrada associada a mais de 450 espécies de plantas,
pertencentes a pelo menos 50 familias de plantas cultivadas e silvestres (Hayward,
1991; Kelman, 1998). Estirpes de R. solanacearum diferem quanto as espécies
hospedeiras, distribui¢do geografica, patogenicidade, relacionamento epidemiologico e
propriedades fisiologicas (Buddenhagem & Kelman, 1964; Hayward, 1991; Gillings et
al., 1993; Silveira et al., 2002). No entanto, as biovares 1 ¢ 2 que infectam batata, sdo
bastante distintas das demais biovares em todos os aspectos citados (Hayward, 1995;
Silveira, 2002).

Ralstonia solanacearum ¢é considerada uma espécie complexa, um grupo
heterogéneo relacionado, mas de estirpes geneticamente distintas. Entretanto, a base

desta variabilidade genética é desconhecida (Fegan & Prior, 2005; Gabriel et al., 2006).



Tradicionalmente, R. solanacearum vem sendo classificada em ragas com base
na espécie hospedeira e em biovares de acordo com a capacidade de metabolizar
dissacarideos (celobiose, lactose e maltose) e alcoois hexose (manitol, sorbitol e
dulcitol) (Hayward, 1964; Hayward, 1994). Entretanto, esta classificacao nao faz parte
dos critérios do Cddigo Internacional de Nomenclatura de Bactérias e carece de exata
concordancia com a ampla variabilidade genética das estirpes da bactéria (Hayward,
1991; Silveira, 2002).

O conhecimento da estrutura genética populacional de R. solanacearum ¢
fundamental para estudos epidemioldgicos e o controle efetivo da doenga,
principalmente para o desenvolvimento de gendtipos resistentes (Van Der Wolf et al.,
1998). A ampla diversidade genética encontrada em bactérias de solo e a diferenciagdo
genética destas populagdes podem chegar ao nivel microgeografico, dependendo do tipo
de solo e propriedades da rizosfera do hospedeiro (McArthur et al., 1988; Dii Cello et
al., 1997; Silveira, 2002).

Técnicas moleculares tém permitido o estudo do relacionamento filogenético e
evolutivo de R. solanacearum, bem como o de variabilidade genémica em nivel intra-
especifico (Silveira et al., 2005). A utilizagdo de técnicas de analise de DNA como
RFLP, AFLP, RAPD ¢ rep-PCR tem se mostrado relevante na caracterizacdo da
variabilidade de R. solanacearum (Van Der Wolf et al., 1998; Seal et al., 1999).
Analises de RFLP baseadas em genes de viruléncia e hipersensibilidade tém separado R.
solanacearum em duas divisdes importantes, uma origindria da Asia e outra da
América, sugerindo uma distante dicotomia evolutiva (Cook et al., 1989). A divisdo I
com 78% de similaridade, contém as estirpes da raga 1, relacionadas as biovares 3, 4 e
5, j& a divisdo II com 62% de similaridade, contém as estirpes das ragas 1 e 2

relacionadas as biovares 1 ¢ da raca 3 relacionada a biovar 2. Estes resultados



corroboram com a conclusao de que as biovares 1 e 2 sdo membros de um grupo
homogéneo relacionado (Cook et al., 1989). Posteriormente, estudos confirmaram as
duas divisdes, com inclusdo das estirpes da biovar 2T (N2) relacionadas a raga 1
(Gillings & Fahy, 1993). Recentemente, um terceiro grupo de estirpes originarias da
Africa também foi identificado (Poussier et al., 2000). Sendo que a caracteristica mais
fortemente correlacionada aos grupos RFLP foi a origem geografica das estirpes, visto
que as estirpes da divisdo I sdo originarias da Asia e Australia e da divisdo II originarias
das Américas (Gillings & Fahy, 1993).

As estirpes da biovar 2 compdem apenas dois grupos de RFLP bastante
homogéneos e proéximos, com origem na regido Andina Ocidental (Silveira, 2002). No
Brasil, a biovar 2 ¢ limitada as regides de clima ameno do Centro ¢ Sul do pais
(Takatsu, 1997). Esta biovar vem sendo amplamente distribuida devido a entrada de
tubérculos de batata com infec¢des latentes em regides livres do patogeno (Gillings &
Fahy, 1993). No entanto, a biovar 2T é composta por grupos de RFLP geneticamente
bastante heterogéneos, com origem na regido Amazonica. Esta biovar esta relacionada a
regides de clima tropical de baixa altitude, sendo que no Brasil, além da regido
Amazodnica é encontrada no Distrito Federal, Minas Gerais e Sao Paulo. Em paises de
outros continentes esta biovar nao foi encontrada (French, 1993).

As estirpes da raga 1 sobrepdem as classificacdes de divisdo e biovar e nao
apresentam relagdo filogenética ou evolutiva (Gillings & Fahy, 1993). Além disso, as
estirpes da biovar 1, raga 1 apresentam grande variabilidade genética e no Brasil,
predominam na regido Central, mas também sdo encontradas desde o Rio Grande do Sul
até o Amazonas (Takatsu, 1997).

A amplificacdo do DNA de 112 estirpes de R. solanacearum com os oligos

consenso T3A e T5A, projetados a partir de seqiiéncias de tRNA, agruparam as estirpes



desta bactéria em trés diferentes perfis de amplificagdo. Esta divisao foi derivada da
visualizacao de uma banda de 100 pb para todas as estirpes, enquanto as estirpes do tipo
I apresentam somente esta banda, estirpes do tipo II apresentam uma banda adicional de
200 pb, e as estirpes do tipo III apresentam uma banda adicional de 450 pb (Seal et al.,
1992). Sendo que as estirpes do tipo III representam as biovares 3, 4 € 5 e correspondem
a divisdo I (Cook et al., 1989; Cook et al., 1991). As estirpes dos tipos I e II
correspondem a divisao II e representam as biovares 2 ¢ 1, respectivamente (Cook et al.,
1989; Cook et al., 1991).

Isolados da biovar 2 de R. solanacearum obtidos de plantas de batata do Rio
Grande do Sul, avaliados com os oligos T3A e T5A (Silveira, 2002), revelaram uma
banda de 100 pb, esperada para estirpes desta biovar (Seal et al., 1992). No entanto,
isolados da biovar 1, obtidos de plantas de tomate, berinjela ¢ fumo na mesma regido,
ndo apresentaram o perfil correspondente descrito para este patdgeno, apresentando uma
banda adicional de 650 pb. Estes resultados demonstram uma maior variabilidade para
as estirpes da biovar 1 de R. solanacearum, corroborando com a afirmativa de que as
estirpes deste grupo possuem maior variabilidade genética do que as estirpes da biovar 2
(Silveira et al., 2006).

Estirpes de R. solanacearum de diferentes areas produtoras do Rio Grande do
Sul, quando analisadas utilizando oligos para as seqiiéncias ERIC e BOX, geraram
multiplos produtos de tamanhos variados 200 pb a 3 Kb. Através destas analises foi
possivel diferenciar as biovares 1 e 2. Porém, estirpes da biovar 2 mostraram menor
variagdo devido ao menor nimero de fragmentos gerados (Silveira, 2002). A presenga
de um padrao de amplificagdo caracteristico através de andlise de RAPD foi verificado,
relacionado com a regido da qual os isolados foram obtidos, mostrando a existéncia de

pouca variabilidade local (Silveira, 2002).



Resultados semelhantes foram obtidos utilizando o conjunto de oligos ERIC e
BOX (Van Der Wolf et al., 1998), ja que foi possivel diferenciar isolados de diferentes
biovares, porém ndo houve varia¢ao entre os isolados de biovar 2. A variabilidade entre
isolados de biovar 2 tem sido melhor determinada utilizando a técnica Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE), pois foram encontradas 10 distintas linhagens clonais entre 45
isolados de biovar 2, obtidos em areas produtoras de batata no Quénia (Smith et al.,
1995).

Através da andlise de seqiiéncias do rRNA 16S, assim como, dos genes muts,
hrpB e egl e regides ITS, por RFLP, estabeleceu-se uma nova classificacdo de R.
solanacearum, baseada em quatro filotipos, ou grupos genéticos, cada qual subdividido
em pequenos grupos denominados sequevar (Fegan & Prior, 2005). Cada filotipo reflete
a origem geografica da estirpe: filotipo I e II sio compostos pelas estirpes da Asia e
América, respectivamente, enquanto que os membros da Africa pertencem ao filotipo
III; ja o filotipo IV agrupa isolados de Ralstonia syzygii e BDB (Blood Disease
Bacterium), da Indonésia, Japdo e Australia (Fegan & Prior, 2005; Prior & Fegan,
2005).

Estirpes de cada filotipo parecem ter evoluido separadamente devido ao
isolamento geografico. Entretanto, quase independente de sua origem geografica,
estirpes de R. solanacearum sio adaptadas a viver e causar doengas tanto em ambientes
de clima tropical, como de clima temperado (Gabriel et al., 2006).

Estudos comparativos com base em caracteristicas fenotipicas mostraram as
diferencas existentes entre estirpes da biovar 2T da Asia e do Sul da América, além das
diferencas entre as estirpes da biovar 2T (Asia) e estirpes da biovar 2, sugerindo uma
divisdo das estirpes da biovar 2T em sub-fendtipos. Além disso, com base em andlise de

rep-PCR foi possivel dividir as estirpes da biovar 2T em trés grupos. As estirpes
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asiaticas foram divididas em dois distintos grupos, onde o grupo I abrange estirpes do
Japdo e o grupo II contém estirpes da Indonésia e Filipinas (Horita et al., 2005).
Anadlises dos genes TRNA 16S de estirpes da biovar 2T de batata do Japao e Filipinas
mostraram que estas estirpes estdo estritamente relacionadas a biovar 2T da Indonésia,
sugerindo que as estirpes originadas na Indonésia se disseminaram para o Japao e
Filipinas através de tubérculos-semente de batata (Horita & Tsuchiya, 2000; Villa et al.,
2005). Entretanto, a suposi¢do da origem da biovar 2T da Asia na Indonésia ainda é
incerta (Horita et al., 2005).

As analises fenotipica e genotipica de isolados de R. solanacearum de diferentes
regides geograficas também evidenciam a consideravel heterogeneidade da bactéria
(Timms-Wilson et al., 2001). Estes estudos também confirmam a maior homogeneidade
existente entre isolados pertencentes a biovar 2 (raca 3) (Cook et al., 1989; Smith et al.,
1995). Além disso, isolados da Europa se mostraram essencialmente homogéneos,
provavelmente devido a recente invasdo e adaptagdo ao clima europeu, pressupondo sua
radiagdo de um simples foco original (Timms-Wilson et al., 2001).

O seqiienciamento da estirpe GMI1000 (ragal, biovar 3) revelou que o genoma
de R. solanacearum se encontra estruturado em dois replicons: o DNA cromossomal de
3,7 Mb e o megaplasmideo de 2,1 MB. O megaplasmideo contém numerosos genes
envolvidos na adaptagdo ambiental. Além disso, este replicon também possui
duplicacdes de alguns genes do DNA cromossomal de fungdes indispensaveis, como os
para rDNA, subunidade a da DNA polimerase, ¢ outros. Interessantemente, algumas
enzimas envolvidas no metabolismo de pequenas moléculas, também se encontram
neste replicon, mas nao no cromossomal. Estas observagdes sugerem que o
megaplasmideo sofre processos de aquisicdo de novas fungdes por duplicagdo ou

translocagdo de genes essenciais, presentes no DNA cromossomal (Genin & Boucher,
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2002; Salanoubat et al., 2002; Castillo & Greenberg, 2007). Sendo a instabilidade um
fendmeno bem conhecido para esta bactéria, tal flexibilidade pode ser responsavel pela
diversidade gendmica da espécie, exemplificada em termos de gama de hospedeiro ou
existéncia de biovares (Genin & Boucher, 2002).

Através da andlise da seqiiéncia codificadora (CDS) da estirpe UWS551 (raga 3,
biovar 2) em comparagdo com o genoma completo da estirpe GMI1000 (raga 1, biovar
3) foi possivel verificar que pelo menos parte do fenotipo que determina as biovares
resulta da transferéncia horizontal de genes que codificam enzimas responsaveis pela
oxidacdo de dlcoois, assim como o0s genes avrA, responsaveis pela reagdo de
hipersensibilidade em tabaco e que podem determinar a raga (Gabriel et al., 2006).
Além disso, foi possivel assumir que o tamanho do genoma da estirpe UW551 (5.9 Mb)
¢ similar ao da estirpe GMI1000 (5.8 Mb) e com um contetdo similar de G+C (cerca de
65%). No entanto, através de estatistica de Poisson (Lander & Waterman, 1988) foi
estimado que o genoma da estirpe UWS551 teria 1.9 kb a mais do que o encontrado
(Gabriel et al., 2006). O genoma da estirpe UW551 também mostrou um inesperado
nivel de sintenia (71%) se comparado a estirpe GMI1000. Todos os genes mais
importantes, envolvidos na viruléncia de R. solanacearum se mostraram altamente
conservados entre as estirpes. Porém, foram encontrados 402 genes presentes na estirpe
UWS551 que estao ausentes na GMI1000, sendo que alguns parecem estar envolvidos na
viruléncia, mas ndo a tolerancia a frio. Portanto, a variabilidade de viruléncia e a
adaptacdo ao frio pode ser determinada pela regulagdo de genes de fungdes
desconhecidas, ou pela variagdo genética encontrada entre genes conservados (Gabriel
et al., 2006).

Estes estudos mostraram que as populagdes bacterianas podem sofrer diferentes

processos seletivos, dando origem a diversos padroes de diversidade genética. Além
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disso, a distancia geografica também pode ser responsavel por influenciar a variagdo e a
estrutura genética da populacdo devido a diminui¢do do fluxo génico, induzindo a
divergéncia (Castillo & Greenberg, 2007). Desta forma, a forte correlagdo existente
entre a variabilidade genética de R. solanacearum e o nimero de espécies hospedeiras
gera problemas no manejo da doenca, assim como, dificuldades na produgdao de
linhagens de plantas que sejam universalmente resistentes (Smith et al., 1998; Genin &

Boucher, 2002).

2.2 Disseminacao

Ralstonia solanacearum possui a capacidade de sobreviver por longos periodos
em determinados tipos de solo, dgua e rizosfera de plantas ndo suscetiveis. A infec¢do
ocorre pela entrada da bactéria nos tecidos da planta via ferimentos ou aberturas
naturais nas raizes secundarias, embora a transmissdo aérea por insetos também tenha
sido relatada por certas estirpes que infectam banana (Genin & Boucher, 2002). Apds a
invasdo, as células bacterianas primeiramente se proliferam e colonizam os espagos
intercelulares e posteriormente invadem os vasos do xilema, estabelecendo uma relagdo
parasitica estavel (Shinohara et al., 2005; Gotz et al., 2006). Evidéncias sugerem que
ocorra uma fase epifitica no ciclo de vida da bactéria, contribuindo para a sua
sobrevivéncia e provendo uma fonte de indculo para o incremento da populagdo no solo
(Hayward, 1991).

Ralstonia solanacearum ¢ um patdgeno vascular que pode causar a MB em
plantas de batata e o apodrecimento de tubérculos, entretanto, também pode sobreviver
formando grandes populacdes bacterianas em tubérculos sem causar o aparecimento de
sintomas, na forma de infecgdes latentes (Ciampi et al., 1980). Infecgdes latentes
também podem ser relatadas em plantas cultivadas resistentes (Grimault et al., 1994),

plantas invasoras como Solanum dulcamara (Elphinstone, 1996; Elphinstone et al.,
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1998; Salanoubat et al., 2006), ¢ ornamentais, sobretudo em geranio (Pelargonium x
hortorum) (Swanson et al., 2007). Estudos mostram que cerca de 12 a 26% dos solos
inoculados com R. solanacearum, geram plantas de gerdnio com infecgdes latentes.
Sendo que a populagio de R. solanacearum em infeccdes latentes pode chegar a 10°
UFC.g" de tecido do hospedeiro, embora a bactéria nio se distribua uniformemente nos
tecidos da planta (Swanson et al., 2005).

Na maioria das regides de clima tropical e subtropical do mundo, incluindo o
Brasil, R. solanacearum ¢ uma espécie endémica. Estirpes da bactéria pertencentes a
biovar 2 (raga 3) tém se adaptado a regides de clima temperado, embora a biovar 1 (raga
1) também possa infectar batata, a biovar 2 ¢ mais destrutiva em areas que apresentam
este tipo de clima (Schaad et al., 2007).

Os mecanismos de patogenicidade e tolerancia ao frio de estirpes de R.
solanacearum da biovar 2 ainda ndo sdo bem conhecidos. Na falta de dados se torna
impossivel afirmar que a ampla distribuicao do genotipo de biovar 2 se deva a tolerancia
ao frio, ou a especifica adaptagdo dos mecanismos de patogenicidade a batata, ou até
mesmos a adaptacdo dos mecanismos de patogenicidade a plantas invasoras, ou a novos
mecanismos de patogenicidade ou efetores, ou ainda a combinagdo de todos estes
fatores (Gabriel et al., 2006).

Na Europa, Estados Unidos e Canada R. solanacearum ¢ considerado um
microrganismo quarentendrio de tolerancia zero. Apesar disso, na década de 90, estirpes
da biovar 2 adaptadas ao clima temperado foram introduzidas no Oeste da Europa
através de tubérculos de batata com infecgdes latentes (Janse, 1996). Esta bactéria tem
sido relatada também na Turquia, entretanto ndo tem sido observada em batatas do
continente Asiatico, onde ndo existem normas de regulacdo de batata. Além disso, R.

solanacearum vem sendo encontrada em plantas de geranio infectadas cultivadas em
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Wisconsin e na Pensilvania, podendo resultar no movimento para outras regides livres
da doenga (Williamson et al., 2002; Kim et al., 2003).

A disseminagdo da biovar 2 de R. solanacearum para regides livres do patégeno
pode ser atribuida a entrada de tubérculos-semente com infec¢des latentes, nas quais o
microrganismo apresenta-se viavel e patogénico, podendo causar a doenga quando em
condigdes favoraveis de plantio (Ciampi et al., 1980; Janse, 1988). Além disso, a
maioria dos surtos de R. solanacearum na Europa parecem estar relacionados a
irrigagdo de lavouras de batata com aguas contaminadas (Elphinstone, 1996; Caruso et
al., 2003). Devido aos diversos surtos de MB na cultura da batata detectados em
diferentes paises da Unido Européia (Elphinstone et al., 1998), métodos mais sensiveis
que sejam capazes de detectar o patdogeno em infecgdes latentes tém sido aprimorados

para que possam assegurar medidas quarentenarias eficientes (Martins, 2000).

2.3 Meétodos de extracdo de DNA

Uma eficiente extragdo de DNA pode aumentar o desempenho das técnicas
moleculares de deteccdo, como PCR e seqiienciamento. Dentro deste contexto, varios
métodos de extracio do DNA vém sendo publicados, incluindo os protocolos de
extragdo com CTAB, SDS (Rogers & Bendich, 1985; Edwards et al., 1991), fenol ¢
fenol cloroformio (Roe et al., 1996; Wolf, 2001), aplicacdo de kits comerciais, liberagdo
do DNA por NaOH (Wang et al., 1993) e lise celular por aquecimento (Thomson &
Henry, 1995). A maioria destes métodos se baseia na ruptura das células e/ou tecidos na
presenga de nitrogénio liquido e uma centrifugacdo para a separacdo dos debris
celulares do DNA, implicando muito tempo e equipamentos de laboratorio (Drescher &
Graner, 2002). Além disso, métodos de extragdo de DNA bacteriano que dependem de

aquecimento ou desnaturacdo sdo mais eficientes para a extragdo de DNA plasmideal,



15

mas nao para DNA genomico, sendo que para este fim, métodos mais apropriados sao
os que retém o DNA em uma superficie (Rogers & Burgoyne, 1997).

Um método alternativo para coleta de DNA e estocagem de material bioldgico
foi originalmente desenvolvido para amostras de sangue em diagnostico neonatal
(Guthrie & Susi, 1963) e posteriormente utilizado em PCR para andlise médica e
forense (Nelson et al., 1990; Carducci et al., 1992). Este método consiste em passar
uma pequena gota de sangue em um cartdo que posteriormente € tratado com reagentes
quimicos que induzem a lise celular, além de inibir o crescimento de microrganismos e
proteger os acidos nucléicos da degradacdo (Drescher & Graner, 2002). Existe uma
ampla gama deste tipo de cartdo disponivel, incluindo IsoCode Card (distribuido por
Schleicher and Schuell, Diagnostik, Alemanha), Generation Capture System (Biozym
Diagnostk GmbH, Heissisch-Oldendorf, Alemanha) ¢ FTA-cards (Flinders Technology
Associates) (Whatman, Kent, UK). Para a realizagdo da PCR, um pequeno disco
contendo a amostra a ser analisada ¢ cortado e os inibidores sao removidos através de
uma série de lavagens com reagentes. O disco com o DNA-alvo retido ¢ posto
diretamente na mix de reacdo. Esta tecnologia tem aumentado a sensibilidade de
deteccdo comparada a métodos de extracdo convencionais do DNA, além de propiciar a
coleta de um grande nimero de amostras (Orlandi & Lampel, 2000; Mbogori et al.,
2006).

Estes métodos adaptados, atualmente sdo utilizados para outros materiais
biologicos. Através das técnicas de RAPD e microssatélite o DNA de amostras de soja
foi amplificado com sucesso (Lange et al., 1998). Além de seqiiéncias de 16 espécies
diferentes de plantas, tais como, Arabidopsis thaliana, Oryza sativa e Nicotiana
tabacum (Lin et al., 2000). O método FTA também tem sido utilizado com sucesso

como meio de coleta, transporte e para analise genética de corais, localizados em
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ambientes distantes (Crabble, 2003). Também pode ser utilizado para identificacdo de
animais, fungos, virus e parasitas, biologia molecular (conservacao, genotipagem e
diversidade), transgénicos, diagnésticos, farmacogenomica e gendmica. Entretanto, sua
utilizagdo em bacteriologia tem sido restrita e cautelosa (Hsiao et al., 1999; Drescher &
Graner, 2002; Becker et al., 2004; Halbert et al., 2004; Fegan & Prior, 2005; Prior &
Fegan, 2005; Rajendram et al., 2006; Moscoso et al., 2007).

O cartdao FTA ¢ uma matriz fibrosa, a qual os acidos nucléicos ficam aderidos,
reduzindo os passos de coleta de DNA, transporte, purificagdo e estocagem e,
consequentemente, reduz o custo e tempo requerido para o processamento do DNA.
Esta matriz fibrosa esta impregnada com agentes quelantes e desnaturantes que retém e
lisam os microrganismos em contato (Belgrader et al., 1995). O DNA liberado ¢ retido e
preservado intacto na membrana por cerca de 14 anos a temperatura ambiente (Mbogori
et al., 2006). No entanto, DNA extraido através de outros métodos e estocado a
temperatura ambiente, ndo duram mais de seis meses (Mbogori et al., 2006).

Seguindo uma série de curtas lavagens para remover debris celulares e outros
contaminantes nao aderidos, o cartdo pode ser diretamente utilizado como molde de
PCR ou como um meio sélido para estocagem da amostra para posterior uso (Lampel et
al., 2000). Como as lavagens também removem os agentes estabilizadores de DNA
presentes no FTA, as amostras devem ser submetidas a PCR logo apds as lavagens.
Amostras purificadas e estocadas por quatro meses apresentam uma significativa baixa
na efetividade se comparadas com amostras recém tratadas (Drescher & Graner, 2002).

Quando o FTA foi utilizado para a amplificagdo de DNA de cevada, melhores
resultados foram obtidos para amostras retidas de regides verdes mais escuras, devido
ao maior numero de células aderida ao cartdo (Drescher & Graner, 2002). Entretanto,

quando utilizado mais de um disco do cartdo, de 1,2 mm de diametro, houve inibi¢do da
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PCR, provavelmente devido a um desajuste na concentragdo da mix de reagdo e
quantidade de DNA-alvo (Drescher & Graner, 2002).

Além do menor custo do FTA, por ndo necessitar da utilizagdo de equipamentos
sofisticados, como ultra freezer e centrifuga, este processo ¢ bastante rapido e eficiente.
Nao incluindo os ciclos da PCR, o processo geral nao leva mais de 2 h, sendo quase que
independente do niimero de amostras. O método FTA pode armazenar mais de 200
amostras e cada amostra pode ser usada como molde de no minimo 20 a 30 PCRs

(Tsukaya et al., 2005).

2.4 Métodos de deteccdo

Como para outras bactérias de solo fitopatogénicas os métodos de controle de R.
solanacearum sdo limitados e ndo sdo muito eficientes. Técnicas convencionais de
identificacdo e confirmacdo bacteriana sdo laboriosas e consomem muito tempo, em
geral, maiores que duas semanas, além de ndo serem suficientemente sensiveis e
especificas (Wullings et al., 1998; Poussier & Luisetti, 2000).

O controle efetivo da MB depende da confiabilidade de detec¢dao no estagio
latente do patégeno. Portanto, se faz necessaria a utilizacdo de métodos rapidos,
especificos e sensiveis que possam detectar baixos niveis que o patégeno pode ocorrer
em tubérculos infectados naturalmente (Seal & Elphinstone, 1994). Andlises
convencionais se baseiam na deteccao de extratos de amostras de tecido vascular de 200
tubérculos por lote de 25 toneladas de batata, através de testes de imunoflorescéncia (IF)
(Janse, 1988) e/ou isolamento seletivo (Elphinstone, 1996). Para confirmar a presenca
do patogeno, as coldnias isoladas em meio semi-seletivo sdo identificadas através de
testes bioquimicos e submetidas a teste de patogenicidade em tomate (Janse, 1988;

Waullings et al., 1998)
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A detecgao de populacdes baixas do patogeno ¢ extremamente dificil, € o erro
amostral aumenta com o aumento populacional do hospedeiro ou partes do mesmo. Na
pratica, protocolos adotados pela Unido Européia (EU) para R. solanacearum assumem
95% de probabilidade de boa protecdo ( COUNCIL directive 98/57/EC of 20 july 1998
on the control of Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., 1998).

Neste contexto, a especificidade ¢ definida como a capacidade de detectar o
organismo de interesse na auséncia de falsos positivos e negativos. No entanto,
sensibilidade relaciona-se ao baixo nimero confidvel do patdégeno detectado por analise
ou amostra. No caso de bactérias, o nivel de sensibilidade de diferentes técnicas para
detecgdo em tecido vegetal é dado em unidades formadoras de coldnias (UFC).mL™". A
Tabela 1 mostra a sensibilidade de alguns métodos de detec¢do, dada em UFC.mL™

(Lépez et al., 2003).

TABELA 1. Sensibilidade de métodos de detec¢io bacteriana’. Porto Alegre, RS, 2008.

Método de detecgdo Sensibilidade (UFC.mL™)
Isolamento em meio de cultivo 10-10°

IF 10°

PCR 10°-10°*

ELISA 10°-10°

“Fonte: Lopez et al., 2003.

Técnicas sorologicas oferecem uma alternativa sensivel para detec¢do de R.
solanacearum e envolvem métodos como DAS-ELISA, NCM-ELISA e microscopia de
IF (Robinson-Smith et al., 1995). ELISA permite o processamento de um grande
nimero de amostras de forma rapida e econémica. Entretanto, estas técnicas possuem
sensibilidade e especificidade limitadas, podendo ocasionar reagdes cruzadas com
outras bactérias quando anticorpos policlonais sdo utilizados (Janse, 1988; Elphinstone

et al., 1998). Entretanto, o problema de especificidade pode ser diminuido com o uso de
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anticorpos monoclonais (Griep et al., 1998; Lopez et al., 2003). Além disso, a
sensibilidade pode ser aumentada com o uso de enriquecimento prévio a analise,
podendo chegar a 10° UFC.mL™" (Lopez et al., 2001).

Anticorpos monoclonais foram desenvolvidos com sucesso para deteccao de R.
solanacearum tanto quando foram analisados tubérculos inoculados com sintoma de
MB, como com tubérculos assintomaticos. A sensibilidade obtida através de ELISA foi
de 10° UFC.mL™" e através de IF foi de 10° UFC.mL™". Entretanto, quando as mesmas
amostras foram submetidas a PCR houve uma maior sensibilidade de deteccdo, ja que
foi possivel obter resultado positivo para R. solanacearum em um maior nimero de
amostras infectadas (Singh & Trevors, 2001).

Com o advento da biologia molecular, nova abordagem no diagnéstico de
doengas bacterianas tornou-se possivel (Martins, 2000). A PCR surge entdo como uma
alternativa para a deteccdo de bactérias fitopatogé€nicas devido sua alta sensibilidade e
especificidade (Seal et al., 1993; Pastrik & Maiss, 2000). Porém, a sensibilidade da PCR
pode ser limitada pela sensibilidade e especificidade dos oligonucleotideos iniciadores
utilizados, os quais devem reconhecer a seqii€ncia-alvo em questdo. Além disso, a Tag
DNA polimerase ¢ sensivel a inibidores, fatores presentes nas amostras ¢ a algumas
substancias quimicas utilizadas na extracgdo do DNA que podem interferir na
amplificacdo do DNA-alvo (Pastrik & Maiss, 2000).

A confiabilidade dos métodos de detec¢dao por PCR depende, em certo grau, da
pureza ¢ do numero de seqiiéncias-alvo. Freqiientemente ¢ requerido um
enriquecimento para aumentar a sensibilidade da PCR e superar os problemas do baixo
numero de patdgenos nas amostras a serem analisadas (Lampel et al., 2000). Entretanto,

bactérias, e o meio de cultivo onde sdo postas a crescer, contém muitas substancias que
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podem interferir na PCR. Além disso, bactérias intactas podem sofrer autdlise e destruir
seu proprio DNA (Rogers & Burgoyne, 1997).

Além do enriquecimento, outros métodos podem ser empregados, como
separacao imunomagnética e filtros, como o FTA® Cards Whatman, onde ambos os
métodos visam o aumento da concentracdo do microrganismo € a remogao de potenciais
inibidores da PCR (Lampel et al., 2000). Conseqilientemente, protocolos eficientes de
extracdo de DNA, enriquecimento, nested-PCR e PCR quantitativo sdo aconselhaveis
(Lopez et al., 2001)

Mais recentemente, alguns protocolos de detec¢do de bactérias fitopatogénicas
através de PCR quantitativa t€ém sido desenvolvidos (Schaad et al., 2007). Com este
novo método, a quantificagdo da fluorescéncia durante toda a reagdo, prove uma analise
em “tempo-real” da reagdo cinética, permitindo a quantificagdo do DNA-alvo. A
medi¢do da fluorescéncia durante toda a PCR, elimina os processos necessarios apds a
reacdo, tal como, eletroforese em gel e o uso de brometo de etideo para corar o DNA-
alvo, reduzindo provaveis contaminacdes. Esta automatiza¢do da técnica permite o
processamento de amostras em larga escala e a interpretagdo dos dados pode ser
apresentada como uma conclusdo qualitativa, como presenga ou auséncia do DNA
amplificado. Alternativamente, a analise em tempo real pode quantificar o DNA
presente na amostra. Além disso, quatro diferentes corantes fluorescentes podem ser
adicionados a uma simples reacdo, permitindo multiplas reagdes, usando diferentes
sondas para o mesmo patdgeno ou para patdogenos diferentes (Weller et al., 2000;
Weller et al., 2001).

Através de PCR quantitativa baseada no método de Molecular Beacons foi

possivel a detecgdo de 10°-10° UFC.mL™ em extrato de tubérculos batata (Van Der
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Wolf et al., 2001). Também foram testados isolados de outras bactérias fitopatogénicas
para verificar a presenc¢a de falso-positivos, comprovando a efetividade do método.

A sensibilidade de varios métodos de detec¢do de R. solanacearum em
tubérculos de batata foi testada por Elphinstone, (1996), sendo possivel detectar o
patogeno através de todos os métodos, incluindo o cultivo em meio semi-seletivo,
ELISA, IFI, PCR com os oligos OLII1 e Y2, e ensaio com sementes de tomateiro. Com
este trabalho através de nested-PCR foi possivel detectar 10 células.mL™” em plantas
homogeneizadas, enquanto que com os outros métodos foi possivel detectar 10°
células.mL ™.

Muitas vezes, para que haja um aumento na sensibilidade das técnicas de
detecgdo bacteriana, um enriquecimento prévio em meio liquido ou solido, ¢
aconselhavel (Lopez, 2003). A combinacgdo de crescimento bacteriano em meio semi-
seletivo unido a detec¢do por PCR, vem sendo denominada de bio-PCR (Schaad et al.,
1995). Com este método ha a minimizacao de possiveis substancias inibidoras da PCR,
além de reduzir o numero de falso-positivos e aumentar significativamente a
sensibilidade de detecgdo. A sensibilidade da bio-PCR quando suspensdes ou
homogeneizados de tomate contendo R. solanacearum foram crescidos em meio semi-
seletivo SMSA foi de 10° UFC.mL™" e de 10° UFC.mL™" para homogeneizados de batata
(Seal et al., 1993; Martins, 2000), demonstrando que a sensibilidade da PCR pode ser
aumentada 10 vezes quando hd um enriquecimento em meio SMSA. A sensibilidade do
método de lise celular por aquecimento também foi aumentada quando tubérculos de
batata foram homogeneizados com 0,05 M NaOH antes da PCR.

Através da técnica de bio-PCR, utilizando o meio de enriquecimento PCCG para
amostras de solos infectados artificialmente com R. solanacearum, foi obtida uma

sensibilidade de 10” células.g™ de solo seco. Com este enriquecimento prévio, o DNA
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fica livre de particulas de solo que poderiam inibir a efetividade da Tag DNA
polimerase, tornando possivel a detec¢ao de células bacterianas vidveis presente no solo
(Ito et al., 1998). Ja, através da técnica de imunocaptura, que consiste em aplicar
anticorpos policlonais contra a bactéria-alvo para separa-la do meio, quando aliada a
PCR foi possivel detectar aproximadamente 10° UFC.mL™" de R. solanacearum em
plantas de tomate inoculadas artificialmente (Dittapongpitch & Surat, 2003).

Analises por PCR convencional podem ser realizadas em menos de 12 h,
entretanto sua sensibilidade pode ser consideravelmente inferior a obtida através de bio-
PCR. O uso de meio modificado SMSA ¢ altamente confiavel. No entanto, sdo
necessarios de trés a quatro dias para o isolamento do patdégeno. Através de
enriquecimento prévio ao PCR quantitativo foi possivel detectar cerca de 20 células.
mL" da bactéria em extratos de batata diluidos (Schaad et al., 2007).

Protocolos de TagMan™ PCR tém sido desenvolvidos para detecio de algumas
bactérias fitopatogénicas, como R. solanacearum, Agrobacterium spp. e Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus. Estes protocolos tém sido equivalentes ou até
mesmo melhores que os obtidos com PCR convencional. Entretanto, analises diretas de
tubérculos de batata tanto de R. solanacearum, como de C. michiganensis subsp.
sepedonicus sdo variaveis, devido ao baixo numero populacional da bactéria nos
tubérculos e a presenga de inibidores de PCR nas amostras. O enriquecimento celular
prévio, usando caldo SMSA durante 96 h, assim como de outros meios de cultivo antes
do TagMan™ PCR tem se mostrado promissor, sendo possivel a deteccio de 10'

células.mL™" de R. solanacearum (Weller et al., 2001).

2.5 Projecédo de oligonucleotideos iniciadores

Um dos objetivos basicos da busca de estratégias para proje¢do de oligos

especificos ¢ a definicdo e separacdo de grupos taxondmicos com base nestas
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seqiiéncias, como espécie e biovar (Arahal et al., 2004). Como a proje¢ao de oligos se
baseia na especificidade de algumas seqiiéncias de DNA que diferenciam as categorias-
alvo, torna-se possivel a projecao de quaisquer oligos desde que sejam constatadas
diferencas entre tais seqiiéncias (Rosato et al., 2002). Entretanto, a proje¢do pode ser
dificultada devido a anotagdo de seqiiéncias ndo estar completa ou possuir alguns erros
(Arahal et al., 2004). Varios programas de computador, muitos deles disponiveis on-line
com o BLAST (Basic Local Alignament Search Tool), podem ser usados para testar a
especificidade in silico de uma determinada seqiiéncia.

Diferentes estratégias podem ser utilizadas para a projecao de oligos especificos,
como utilizagdo de genes ribossomais, de patogenicidade, proteinas, seqii€ncias
plasmideais, além do uso de técnicas como RAPD e de hibridizag¢ao subtrativa (Rosato
et al.,, 2002). Um grande numero de métodos baseados em diagnostico molecular
usando seqiliéncias de DNA especificas tem sido desenvolvido para a detec¢do de R.
solanacearum. Entretanto, analises in silico t€ém mostrado que nem todos estes oligos ¢
sondas disponiveis s3o especificos. Varias razdes para estas discrepancias sio
apontadas, como erros nas seqiiéncias publicadas, na suposta especificidade e até
mesmo de digitagdo dos oligos (Arahal et al., 2004).

Tanto para R. solanacearum, como para outros patogenos, o DNA ribossomal, e
especialmente o rDNA 168, ¢ a seqiiéncia-alvo mais comumente usada para a busca de
seqiiéncias especificas de DNA. Nao é em vao que esta seqiiéncia génica tem sido
obtida mais freqiientemente e de um grande numero de estirpes, descrevendo com maior
aceracea o grupo consenso ¢ a variabilidade intra-especifica (Arahal et al., 2004). A alta
variabilidade de seqiiéncias entre locos ribossomais repetidos tem sido identificada
como fonte de variagdo com um grau apropriado de instabilidade genética (Rogers &

Burgoyne, 1997). Entretanto, as diferencas em um grupo de seqiiéncias ndo
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necessariamente refletem a variabilidade veridica, ja que estas diferencas podem ser
erros previstos, gerados durante as reacdes de amplificagcdo e seqiienciamento (Arahal et
al., 2004).

Algumas regides do rDNA 16S tém sido utilizadas como molde para a projecao
de oligos especificos para R. solanacearum (Martins, 2000), como o oligo especifico
OLII, junto com o oligo ndo especifico Y2, que detectam R. solanacearum, R. syzygii e
BDB (Seal et al., 1993), gerando um fragmento de 288 pb. Também foram identificados
isolados europeus de R. solanacearum através de oligos projetados com base na
seqiiéncia rDNA 16S (Boudazin et al., 1999). Os resultados de PCR nido mostraram
uma divisdo clara dos isolados usando os oligos D1-B, projetados para detectar a
divisdo I e D2-B ou OLI1-Z, projetados para a divisao II. Dois dos isolados de biovar 1
testados ndo geraram produtos de amplificagdo com os oligos projetados para detectar a
divisdo 2, indicando que nao ha uma correspondéncia estrita entre biovar e divisdo de
isolados com base em analise de seqiiéncias de rDNA 168S.

Além do rDNA 168, outras seqiiéncias t€ém sido utilizadas para a projecao de
oligos para a deteccdo de R. solanacearum, como as regidoes ITS e rDNA 23S. As
seqiiéncias ITS, conhecidas por sua alta variabilidade por serem elementos ndo
funcionais, podem ser utilizadas para a caracterizagdo intra-especifica, além de
identificagdo e caracterizagdo em nivel especifico (Jensen et al., 1993). Estudos
mostram que os oligos RsolT2 e RsolT3, projetados a partir de seqiiéncias de rDNA
23S, sao especificos a estirpes ndo européias e européias, respectivamente (Timms-
Wilson et al., 2001). Entretanto, é incerto que estirpes de diferentes regides geograficas
possuam diferengas dentro da seqiiéncia rDNA 23S (Arahal et al., 2004).

Oligos também podem ser projetados a partir de seqii€ncias de DNA que

codificam proteinas que podem ser especificas para o microrganismo de interesse. Este
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¢ o caso do gene pehA (poligalactorunase) (Huang & Schell, 1990), utilizado para a
amplificagdo a partir do DNA de 57 isolados de todas as biovares de R. solanacearum
(Gillings et al., 1993).

Uma desvantagem do uso de genes que codificam um produto especifico para a
projecao de oligos ¢ que normalmente estdo presentes na forma de copia simples na
célula, o que pode acarretar numa diminuicdo consideravel da sensibilidade se
comparada com genes que possuem multiplas copias, tais como rDNA 16S (Pastrik &
Maiss, 2000). Embora, a presenca de multiplas copias de rDNA 16S em células
bacterianas aumentarem a sensibilidade, os oligos projetados a partir destas seqiiéncias
ndo tém sido muito especificos (Seal et al., 1993; Weller et al., 2000).

Plasmideos multiplas-copia também tém sido utilizados na projecdo de oligos
para detec¢do de bactérias fitopatogénicas (Dreier et al., 1995; McManus et al., 1995).
Em geral, o uso de tal DNA extracromossomal ndo ¢ indicado, pois s3o potencialmente
transferidos para outras bactérias. Uma excec¢do pode ser o uso de genes presentes em
megaplasmideos, os quais possuem baixas chances de serem transferidos
horizontalmente (Schaad & Frederick, 2002).

Varios sdo os oligos projetados a partir de RAPD. Os produtos de PCR gerados
por RAPD do organismo-alvo e de outras bactérias sdo comparados, € uma unica banda
¢ removida do gel, clonada e posteriormente seqiienciada. Usando a seqiiéncia de um
unico fragmento de DNA, novos oligos podem ser gerados (Schaad & Frederick, 2002).

Através de hibridizacdo subtrativa foram projetados oligos especificos para
biovar 2 (raca 3) de R. solanacearum (Fegan et al., 1998). A proje¢do de oligos
utilizando esta técnica, também possibilitou distinguir ragas estritamente relacionadas

de R. solanacearum (Cook & Sequeira, 1991).
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Com a analise de seqiiéncias de inser¢ao foi possivel estudar a diversidade
genética de estirpes da raga 1 de R. solanacearum, além de projetar oligos especificos
para sua deteccdo. O nimero de fragmentos gerados variou de quatro a quatorze, o que
torna possivel sua utilizagdo na caracterizagdo de estirpes da raca 2 de R. solanacearum
(Lee et al., 2001).

Desta forma, a projecao de oligos especificos permite seguranga na deteccao de
fitopatogenos, obtendo-se melhor entendimento de um patossistema e,
conseqlientemente, a obtencdo de uma maior eficiéncia no controle de doengas

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



CAPITULO I

3 OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES PARA DETECCAO DE BIOVARES

1 E 2 DE Ralstonia solanacerum EM BATATA

3.1 INTRODUCAO

Ralstonia solanacearum vem sendo classificada em racas em relagdo a espécie
hospedeira, ¢ em biovares com base na versatilidade de metabolizar dissacarideos
(celobiose, lactose e maltose) e alcoois hexose (manitol, sorbitol e dulcitol) (Hayward,
1994). Dois grupos de estirpes sdo capazes de infectar a cultura da batata: as estirpes da
biovar 1, que correspondem a raca 1, com grande nimero de hospedeiros, maior
capacidade de persistir no solo e predominar em regides de clima quente; e as estirpes
da biovar 2, correspondentes a raga 3, que infectam basicamente a batata em regides de
clima temperado e apresentam maior capacidade de produzir infec¢des latentes. Nas
Regides Sul e Sudeste do Brasil ha uma predominancia da biovar 2 em batata, embora a
biovar 1 também possa ser encontrada (Hayward, 1991; Silveira et al., 2002).

Medidas mais eficientes no controle da murcha bacteriana sdo agdes preventivas,
como o uso de tubérculos-semente livres do patdégeno e o plantio em areas ndo
infestadas. O manejo integrado da doenga abrange o uso de cultivares resistentes e de
praticas culturais que levam em consideracdo a biovar que estd presente no local

infectado. Desta forma, torna-se essencial o conhecimento das populagdes locais de R.
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solanacearum afim de proporcionar uma melhor compreensdo a respeito do seu
mecanismo de resisténcia.

Visando o conhecimento das populagdes do patdgenos, varias estratégias podem
ser utilizadas para a projecdo de oligos especificos, como utilizagdo de genes
ribossomais, de patogenicidade, proteinas, seqiiéncias plasmideais, além do uso de
técnicas como RAPD e de hibridizagdo subtrativa. Tanto para R. solanacearum, como
para outros patéogenos, o DNA ribossomal, e especialmente o rDNA 16 S, tem sido a
seqiiéncia-alvo mais utilizada para a busca de seqiliéncias especificas de DNA,
descrevendo com maior aceracea o grupo consenso ¢ a variabilidade intra-especifica
(Arahal et al., 2004).

Considerando a caréncia de oligonucleotideos especificos para a deteccdo e
diferenciag¢do das biovares 1 ¢ 2 de R. solanacearum, este trabalho objetivou projetar
oligos para a biovar 1 baseados no gene pehS e para a biovar 2 a partir do gene UDP-N-
acetilglucosamina 4,6-dehidratase. Os produtos destes genes regulam a producdo de
poligalacturonase (PG), envolvida na viruléncia deste patdgeno e, controle da sintese de

dissacarideos, respectivamente.



3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Estirpes de Ralstonia solanacearum e extragdo do DNA

Estirpes das biovares 1 e 2 de R. solanacearum armazenadas em agua destilada
esterilizada (ADE) a 4 °C e glicerol 20% (glicerol-agua) a -20 °C, fazem parte do banco
de bactérias fitopatogénicas do Laboratorio de Fitobacteriologia da Faculdade de
Agronomia da UFRGS (Tabela 2) e foram utilizadas para a padronizagdo da PCR com

os oligos PehS F/ PehS R e UDP1 F/ UDP R.

TABELA 2. DNA das estirpes de Ralstonia solanacearum utilizadas para a padronizacdo dos
oligonucleotideos iniciadores PehS F/ PehS R e UDP1 F/ UDP R. Porto Alegre, RS, 2007.

Identificacdo Hospedeiro Origem Fonte Biovar
1, 3-15 Lycopersicon esculentum  Rio Grande do Sul Silveira, JR.P.” 1
45-54 Nicotiana tabacum Rio Grande do Sul Silveira, JRP." 2
R56, R530 Solanum tuberosum Rio Grande do Sul Silveira, JRP." 2

“Fundagio Estadual de Pesquisa Agropecuéria, Rio Grande do Sul, BR.

Para recuperagdo de células viaveis de R. solanacearum, 10 pL das células
bacterianas preservadas foram adicionadas a 1.000 pL de caldo nutriente (extrato de
carne, 3 g.L"' e peptona bacterioldgica, 5 g.L") e submetidos a agitagio durante 24-48 h
a 28 °C. A seguir, 5 pL destas suspensdes foram transferidos para o meio SPA
(sacarose, 20 g.L'l; peptona, 5 g.L'l; KoHPO,, 0,5 g.L'l; MgS04.7H,0, 0,5 g.L'l; agar,
15 g.L'l), acrescido de 0,5% de 2,3,5 cloreto de trifenil tetrazdlio (Hayward, 1960) e

incubadas a 28 °C por 24 h. A extracdo do DNA de R. solanacearum foi realizada



30

através de lise alcalina, utilizando o protocolo adaptado por Duarte et al. (2004) de De

Boer & Wattiez, (1995).

3.2.2 Andlise in silico e projecéo de oligonucleotideos iniciadores

Para a projecao dos oligos as seqiiéncias foram rastreadas a partir do Banco de
genes ENTREZ do NCBI (2006) para os genomas das linhagens K60 (biovar 1) e
UWS551 (biovar 2). As seqiiéncias foram editadas para o modo FASTA e submetidas a
Plataforma BLAST (GenBank, 2006) para andlise de similaridade das seqiiéncias com
outras seqiliéncias gendmicas depositas no GenBank. Posteriormente, as linhagens foram
submetidas a plataforma Multalin/INRA (Expasy, 2006) para o alinhamento multiplo.
Devido a falta do genoma completo seqlienciado da biovar 1, o alinhamento de
seqiiéncias para a projecao de oligos para a deteccdo da biovar 2 foi realizado com base
na linhagem GM1000 (biovar 3) de R. solanacearum, cuja seqiiéncia foi rastreada a
partir do banco de dados do genoma desta estirpe (Salanoubat et al., 2006). Apds o
alinhamento entre as seqiiéncias, as diferengas gendmicas foram utilizadas como molde
para a projecdo dos oligos especificos através do programa Oligo Perfect (Invitrogen,
2006). As temperaturas escolhidas foram em média de 57 °C para ambos pares de
oligos. O contetdo de GC ficou em torno de 50 %. Os oligos também foram submetidos
a plataforma BLAST (GenBank, 2006) para verificar a especificidade.

Para a detecgdo da biovar 1, oligos foram projetados a partir do gene pehS,
gerando um fragmento de 500 pb (PehS F: 5> GGCTGTATGGCTTGGTCTAC 3’/
PehS R: 5 GACCAGGCTGTCCAGATAGA 3’). Para a biovar 2, oligos baseados no
gene de UDP-N-acetilglucosamina 4,6-dehidratase foram utilizados, gerando fragmento
de 354 pb (UDP1 F: 5° CACGTATTTCGTCTCCCTCT 3’/ UDPl R: 5’

ACGATCTCATTGATGCTCAG 3°).
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3.2.3 PCR com os oligonucleotideos iniciadores projetados para deteccao

das biovares 1 ou 2

Diferentes temperaturas de pareamento e concentragdes dos reagentes foram
testadas para a otimizagdo das reagdes. A PCR foi realizada em termociclador PTC-
100™ (MJ Research, Inc.). Apos o ajuste da reagdo, a PCR foi executada com um
volume final de 10 pL, para ambos pares de oligos, composta por 1,0 uM de oligos; 1 x
tampao de reacdo (20 mM Tris pH 8.4; 50 mM KCl); 2,0 uM MgCly; 0,2 uM dNTP
(Invitrogen); 1 U/R Taq DNA polimerase (Invitrogen) e aproximadamente 100 ng de
DNA-molde. As seguintes condigdes de PCR foram utilizadas, onde foram realizados
20 ciclos com cada temperatura de pareamento: desnaturag@o inicial de 94 °C por 2
min; 20 ciclos de desnaturagdo (94 °C por 30 s), pareamento (65 °C por 30 s), extensdo
(72 °C por 30 s); acrescido de 20 ciclos de desnaturacdo (94 °C por 30 s), pareamento
(55 °C por 30 s), extensdo (72 °C por 30 s); com uma extensdo final de 72 °C durante
10 min. A especificidade dos oligos projetados foi testada com as estirpes de referéncia,
listadas na Tabela 2, usando agua Mili-Q como controle negativo. Os produtos obtidos
foram visualizados em gel de agarose 1,5 % (Invitrogen), marcados com brometo de

etidio e documentados através de camera fotografica (Sony Cyber-Shot).



3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Andlise in silico e projecdo de oligonucleotideos iniciadores

O genoma da linhagem UWS551 (biovar 2) encontra-se completamente
seqiienciado e disponivel no Banco de genes ENTREZ do NCBI (2006). Entretanto, ha
poucas seqiiéncias disponiveis para a linhagem K60 (biovar 1), dentre elas, a que
apresentou maior possibilidade de projecdo de oligos especificos para deteccdo da
biovar 1 foi a seqiiéncia do gene pehS, cujo produto esta envolvido na produgdo de PG,
proteina envolvida na viruléncia de R. solanacearum. Nio foi encontrada similaridade
representativa entre as seqiiéncias dos genes pehS para os genomas das linhagens K60
(biovar 1) e UWS551 (biovar 2), assim como para outras bactérias, quando submetidas a
plataforma BLAST (GenBank, 2006), tornando possivel a projecdo de oligos
especificos para a detecgdo de biovar 1 de R. solanacearum.

A projegao de oligos para a detecgdo de biovar 2 baseou-se no gene UDP-N-
acetilglucosamina 4,6-dehidratase, envolvido no controle da sintese de dissacarideos
produzidos por R. solanacearum. A escolha deste gene se deve a sua provavel auséncia
no genoma de estirpes de biovar 1, ja que estirpes desta biovar ndo metabolizam os
dissacarideos celobiose, lactose e maltose. Esta idéia teve como base estudos
comparativos das ORFs da estirpe UWS551 (raca 3, biovar 2) com o genoma completo
da estirpe GMI1000 (raga 1, biovar 3) onde foi possivel verificar que pelo menos parte

do fendtipo que determina as biovares resulta da transferéncia horizontal de genes
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(Gabriel et al., 2006). Portanto, devido a auséncia desta seqiiéncia em bancos de dados
para a linhagem K60 e a necessidade de projecao de oligos especificos que detectem
somente estirpes da biovar 2 de R. solanacearum, este gene foi submetido a comparagio
de seqiiéncias disponiveis no GenBank por meio da Plataforma BLAST (GenBank,
2006), para as linhagens UWS551 (biovar 2) e GM1000 (biovar 3), assim como para
outras bactérias. Estas seqiiéncias apresentaram regioes heterdlogas o que possibilitou a
projecdo de oligos para deteccdo de biovar 2. O alinhamento das seqii€éncias do gene
UDP-N-acetilglucosamina 4,6-dehidratase para as linhagens UWS551 (biovar 2) e
GM1000 (biovar 3), com os oligos especificos projetados para a deteccdo de biovar 2 de

R. solanacearum, sdo apresentados (Figura 1).

1 10 20 30 4an 50 1] 70 80 q0 100 110 120 130

| I

RsB2_UDP ATGACCTCCACGCTCATCCGCCGCTTGCTGGTATTGCCACGCCGARGCARAGTCCTGLTGATGGTGRCGACCGATGTGA

RsB3_UDP CACGCCTGCCGATGACTTGATGATGCCGCTATTGGARATGGGGCATARARARTGACCTCCACACTCATTCGCCGCTTGCTGGTATTGCCACGLCGGAGCARAGTGCTTCTGATGGTGRCGACCGACGTGA
PrinerUDPFor
PrinerUDPRev

DOMSEMEUS e iarrarassasssrrserasaasertesesseessstesesssstesessstssstessesssesssssseassstestnsestssteesessstessrsssassestesensortssssssasness

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| 1

RsB2_UDP TCGTCCTGCCTTTATGCTTTTCGCTGGCGCTGCTTCTGCGACGGGGCGACGCGGARCTGCTGATCCAGTACGGCGCGL TGCCGCCGRTCACCAT TRCCGCACTGACCATTCCGGTGCTGTACCTGAGLGG

RsB3_UDP TCGTCCTGCCGCTGTGCTTTTCGCTGGCGCTGCTGCTGCGACGAGGCGACGCGGARCTGCTGATCCAGTACGGCGCGT TGCCGCCGCTCACCATCGCCGCGCTGACCATTCCGETGCTGTATCTGAGCGE
PrinerUDPFor
PrinerUDPRev

COMSENSUS e iiarrarassasssrsserasaassrtesesseessstesesssstessssstssstessesssesssrsseassstessnsestssteesessstessrssrassetesensorstssssssassnees

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 37 380 390

1 1

RsB2_UDP CCTTTATCGCACCGTGGTGCGCTATATCGACATCARGGTCCTGTGGTTGTCCGGCATCAGCCTGGCCACCCTGATCGGACTCACGTATTTCGTCTCCCTCTTGATCCAGCAGGAGTACCTGCCTCGUACG

RsB3_UDP CCTCTATCGCACCGTGGTGCGCTACATCGATATCARGGTTCTGTGGCTGTCCGGCATCAGCCTGGCCACCCTGATCGCGCTCACCTATTTCGTTTCCCTTTCCATCCAGCAGGARTACCTGCCCCGAACG
PrinerUDPFor CACGTATTTCGTCTCCCTCT
PrinerUDPRev
CONSENSUS  4oiiuieassssssssssasssssssosssssssostssssssssnssssssssntssssssostssssssssnnssssss cac.batbbogb boocb bes iarniiaiisinssnissnnsnsas
391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
1 1
RsB2_UDP  GGGCTGCTGATCTACTGGTTCATTGLGTTCTCGTATGTGRTGATTTCGCGCTTTCTGECGCGCACGLTGCTGCGCACGTCGCTCTACCACARGARCCGGCGCARCCTGACGCGCCTCGCGATCCTCGGLG
RsB3_UDP GGGCTGCTGATCTACTGGTTCATCGCGTTCTCGTACGTGRTGATTTCGCGCTTCCTGECGCGCACGCTGCTGCGCACGTCGCTGTACCACARGARCCGGGGCARCCTGACGCGCCTGGCCATCCTCGGLG
PrinerUDPFor
PrinerUDPRev
COMSENSUS 4 auiasassssssssssrssesssssssssssssesssssssessessssststisessessesssstssstsrstestsssssessetsissttisstestessssisrtsisatssrssssrssssnsss
521 530 54 550 560 570 580 590 B00 B10 B20 630 Bd0 B50
1 1
RsB2_UDP CCGGCGAGGECGEGCGCCCAGCTGGCGCAGGCGATGCACGCGAGTGCGGGCCACCAGGTGCTCTGCTTCTTCGATCACGACGCCACGCTCAATARCACCACCGTCGCCGGCCTGCCGRTCTATAGCGGEA
RsB3_UDP CCGGTGARGCGEGCGCCCAGCTGGCGCAGGCGATGCACGCGAGTGCGGGCCACARGGTGCTTTGCTTCTTCGATCACGACGGCACGCTCARCARCACCACCGTCGETGGCCTRCCGGTCTATGECGTGEA
PrinerUDPFor
PrinerUDPRev
COMSENSUS 4 auiasassssssssssrssesssssssssssssesssssssessessssststisessessesssstssstsrstestsssssessetsissttisstestessssisrtsisatssrssssrssssnsss
651 :1:11] B70 680 690 700 710 7200 730 Fdi 750 760 770 780
1 1
RsB2_UDP CAGGATCACCGAGCAGATCGGGAAGCTGAGCATCARTGAGATCGTGCTGGCCATTCCTTCGGCATCGCCGGARARCCGCCGCCAGETGCTGGARAACCTGCGCAGGCTCCCGGTCARAGTGCGTACGCTG
RsB3_UDP CAGGATCACCGAGCAGATCAGCARGCTGTGCCTCGATGAGATCGTGCTGECCATTCCGTCCGCCTCACCGGAGAGECGCCGCARGGTGCTCGAGAGCCTGLGCCGETTTCCGGTCARGGTGCGTACGCTG
PrinerUDPFor
PrinerUDPRev CTGAGCATCARTGAGATCGT
CONSENSUS  +.veerererrerrrrssrsnrnns CLgageal CAabgagabogl . . v s s errrasrrrssrsrssrssrsrrsrssressrsrrrssrrssrrssnsrrersrrarssresrrresrrrrenseres
FIGURA 1. Alinhamento multiplo das seqiiéncias parciais correspondentes ao gene UDP-N-

acetilglucosamina 4,6-dehidratase para as linhagens UW551 (RSB2 _UDP) ¢ GM1000
(RSB2_UDP), com os oligos UDP1 F (PrimerUDPFor) ¢ UDP1 R (PrimerUDPRev).
Porto Alegre, RS, 2006.
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3.3.2 PCR com os oligonucleotideos iniciadores projetados para detec¢ao

das biovares 1 ou 2

Amostras de DNA das biovares 1 ¢ 2 de R. solanacearum, foram testadas com
os oligos projetados para detectar as biovares 1 (PehS F/PehS R) ou 2 (UDP1 F/UDPI
R), em diferentes condigdes de reacdo. Os oligos projetados para detectar a biovar 1
amplificaram produtos inespecificos e ndo o fragmento de DNA do tamanho esperado
de 500 pb (Figura 2). Nas mesmas condi¢des de reagdo, o DNA de todas amostras
testadas amplificaram com os oligos projetados para a detec¢do de biovar 2, a partir da
seqliéncia do genoma da estirpe UWS551 (biovar 2) de R. solanacearum (Figura 3),

gerando um fragmento de 354 pb, conforme o esperado.

M1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

500 pb

FIGURA 2. Amplificagdo de fragmentos de DNA com os oligonucleotideos iniciadores PehS F/PehS R
para o gene peh, regulador da producdo de poligalactorulase. M, marcador de peso
molecular 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen); 1-14, DNA gendémico de Ralstonia
solanacearum; 1, estirpe 1 (biovar 1); 2, estirpe 3 (biovar 1); 3, estirpe 4 (biovar 1); 4,
estirpe 5 (biovar 1); 5, estirpe 6 (biovar 1); 6, estirpe 7 (biovar 1); 7 estirpe 8 (biovar 1); 8,
estirpe 9 (biovar 1); 9, estirpe 11 (biovar 1); 10, estirpe 13 (biovar 1); 11, estirpe 45 (biovar
2); 12, estirpe 47 (biovar 2); 13, estirpe R56 (biovar 2); 14, estirpe R530 (biovar 2); 15,
agua (controle negativo). Porto Alegre, RS, 2007.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

FIGURA 3. Amplifica¢do de fragmentos de DNA com os oligonucleotideos iniciadores UDP1F/UDPIR
baseados no gene de UDP-N-acetilglucosamina 4,6-dehidratase, cujo produto esta envolvido
no controle da sintese de dissacarideos. M, marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA
ladder (Invitrogen); 1-14, DNA gendmico de Ralstonia solanacearum; 1, estirpe 1 (biovar
1); 2, estirpe 3 (biovar 1); 3, estirpe 4 (biovar 1); 4, estirpe 5 (biovar 1); 5, estirpe 6 (biovar
1); 6, estirpe 7 (biovar 1); 7 estirpe 8 (biovar 1); 8, estirpe 9 (biovar 1); 9, estirpe 11 (biovar
1); 10, estirpe 13 (biovar 1); 11, estirpe 47 (biovar 2); 12, estirpe R56 (biovar 2); 13, estirpe
R530 (biovar 2); 14, agua (controle negativo). Porto Alegre, RS, 2007.
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Estes resultados ndo foram os esperados, ja que os oligos foram projetados a
partir de seqiiéncias especificas depositadas no Banco de Genes ENTREZ do NCBI
(2006). Entretanto, mostraram a dificuldade de projecdao de oligos para diferenciar as
biovares 1 e 2 de R. solanacearum. Além disso, a falta de sensibilidade dos oligos
também pode ser devido a anotagdo da seqii€éncia ndo estar completa ou possuir algum
tipo de erro, como foi encontrado para varios outros oligos usados para detecg¢do de R.
solanacearum (Arahal et al., 2004).

Outro problema, que pode estar relacionado com a falta de especificidade dos
oligos projetados para a detecg¢@o da biovar, 1 foi a utilizagdo de um gene que codifica
produto especifico, presente na forma de cépia simples na célula. O que pode acarretar
uma diminui¢do na eficiéncia de detec¢do se comparada com genes com multiplas

copias (Pastrik & Maiss, 2000).



CAPITULO Il

4 METODOS DE DETECCAO

4.1 INTRODUCAO

Ralstonia solanacearum ¢ um patdgeno vascular que pode causar a MB em
plantas de batata e o apodrecimento de tubérculos. Entretanto, também pode sobreviver
formando grandes populacdes bacterianas em tubérculos sem causar o aparecimento de
sintomas, na forma de infec¢des latentes (Ciampi et al., 1980). A disseminagdo da
biovar 2 de R. solanacearum para regides livres do patdgeno pode ser atribuida a
entrada de tubérculos-semente com infec¢des latentes, nas quais o microrganismo
apresenta-se viavel e patogénico, podendo causar a doenca quando em condic¢des
favoraveis durante o cultivo (Janse, 1988; Ciampi et al., 1980).

Estudos epidemioldgicos e ecoldgicos da distribui¢do do patdgeno no ambiente
sdo seriamente dificultados pela baixa eficiéncia dos métodos de detecgdo,
especialmente quando a concentracdo do patdgeno ¢ baixa ou se apresenta na forma de
infecgoes latentes. Devido aos diversos surtos de MB na cultura da batata detectados em
diferentes paises da Unido Européia, métodos mais sensiveis, que sejam capazes de
detectar o patdogeno em infecgdes latentes, t€ém sido aprimorados para que possam
assegurar medidas quarentendrias eficientes. Portanto, um grande numero de tubérculos
deve ser amostrado, de forma rapida e eficaz. Dentro deste contexto, o cartdo FTA surge

como uma alternativa, j4 que reduz os passos de obtencdo do DNA, transporte,
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purificacdo e estocagem e, conseqiientemente, o custo e tempo requerido para o
processamento do DNA. Esta tecnologia aliada tanto a PCR qualitativa, como a PCR
quantitativa surge, entdo, como uma alternativa para a deteccdo de bactérias
fitopatogénicas devido sua alta sensibilidade e especificidade.

Este trabalho teve como objetivo aperfeicoar o método de deteccao de R.
solanacearum visando estudos epidemiologicos da MB. Tal método necessita ser
rapido, reproduzivel e aplicavel a um grande ntimero de amostras. Neste trabalho, a
eficiéncia do método FTA foi avaliada em comparagdo com outros métodos de obtengao

do DNA e posterior utilizagdo em PCR qualitativa e quantitativa.



4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Estirpes de Ralstonia solanacearum

Estirpes das biovares 1, 2 e 3 de R. solanacearum armazenadas em agua
destilada esterilizada (ADE) a 4 °C e glicerol 20% (glicerol-agua) a -20 °C, fazem parte
do banco de bactérias fitopatogénicas do Laboratdrio de Fitobacteriologia da Faculdade
de Agronomia da UFRGS e foram utilizadas para a padronizagdo dos métodos de

extragdo de DNA bacteriano e como controle positivo de PCR (Tabela 3).

TABELA 3. Estirpes de Ralstonia solanacearum utilizadas para a padronizag¢do dos métodos de extrag¢do
de DNA bacteriano. Porto Alegre, RS, 2007.

Identificacéo Hospedeiro Origem Fonte Biovar
g;g 221, 256, so1anum tuberosum Distrito Federal Lopes, C.A' 1
213,245, 253 S. tuberosum Distrito Federal Lopes, C.A.' 2
93 S. tuberosum Sao Paulo Rodrigues, IN.? 1
126 S. tuberosum Séo Paulo Rodrigues, N> 2
66 Lycopersicon esculentum  Sdo Paulo Takatsu, A.2 3
1,3-15 L. esculentum Rio Grande do Sul Silveira, J.R.P.? 1
45-54 Nicotiana tabacum Rio Grande do Sul Silveira, JRP.? 2
R56, R530 S. tuberosum Rio Grande do Sul Silveira, JR.P.> 2

1Embrapa Hortaligas, Distrito Federal, BR.
’Instituto Bioldgico, Sao Paulo, BR.
*Fundagio Estadual de Pesquisa Agropecuria, Rio Grande do Sul, BR.

Para recuperagdo de células viaveis de R. solanacearum, 10 pL das células
bacterianas preservadas foram adicionadas a 1.000 pL. de caldo nutriente (extrato de
carne, 3 g.L"! e peptona bacterioldgica, 5 g.L™') e submetidos a agitacio durante 24-48 h

a 28 °C. A seguir, 5 puL destas suspensdes foram transferidos para o meio SPA
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(sacarose, 20 g.L'l; peptona, 5 g.L'l; K,HPO,, 0,5 g.L'l; MgS04.7H,0, 0,5 g.L'l; agar,
15 g.L'"), acrescido de 0,5% de 2,3,5 cloreto de trifenil tetrazélio (Hayward, 1960) e

incubadas a 28 °C por 24 h.

4.2.2 Obtencéao das amostras de tubérculos de batata

Amostras de tubérculos-semente e consumo de batata foram coletadas nos
municipios de Sdo Francisco de Paula (SFP) e Ibiraiaras (IB), RS, em dezembro de
2007. Com o auxilio de seringas descartaveis de 1 mL/cc insulina U-100, sem agulha,
amostras aleatorias de 100 tubérculos de cada variedade de batata foram coletadas por
lavoura. Seringas foram fixadas na regido do estoldo, de cada tubérculo a ser amostrado,
a cerca de 0,5 cm de profundidade e com auxilio do embolo as amostras foram
succionadas e posteriormente, adicionadas a tubos de 15 mL (Falcon). O material
coletado foi acrescido de ADE, na proporcao 1:1, macerado e homogeneizado com um
bastao de vidro. Este material foi utilizado na obtencdo do DNA por FTA® Cards
Whatman, bio-PCR, lise celular por aquecimento, e kit GenSpin™ Plant DNA

Purification- Whatman®, para a detecgio de R. solanacearum por PCR.

4.2.3 Amostras compostas

Trés amostras compostas, obtidas conforme descrito no item 4.2.2., de 90, 99 ¢
100 tubérculos cv. Asterix, livres de R. solanacearum, acrescidas de 10, 1 e zero
tubérculos infectados, respectivamente, foram homogeneizadas em ADE na propor¢ao
1:1 e em solugdo tampao KH,PO4 3 mM. Estas amostras, com zero, 1 ¢ 10% de tecido
infectado, foram submetidas ao método FTA® Cards Whatman (10 uL e 100 uL), bio-
PCR (10 pL) e lise celular por aquecimento (100 uL). Este experimento foi conduzido

por duas vezes.
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4.2.4 Extracdo do DNA

A extragdo de DNA a partir de suspensdes de células bacterianas de R.
solanacearum e/ou tecido de tubérculos-semente e consumo de batata coletados nos

municipios de SFP e IB, RS, em dezembro de 2007, foi feita pelos seguintes métodos:

4.2.4.1 Lise alcalina

Células bacterianas das estirpes (Tabela 3), cultivadas em caldo nutriente, sob
agitacdo, durante 24-48 h a 28 °C, foram suspensas em 250 pL de tampao de extragdo
de DNA (100 mM tris-HC1 pH 8,0; 25 mM EDTA; 1% SDS e 50 pg.mL" de proteinase
K) e incubadas por 3 h a 56 °C. As amostras foram acrescidas de 250 puL de acetato de
amonio 7,5 M e centrifugadas (12.500 rpm, 15 min, 4 °C). O sobrenadante aquoso,
contendo o DNA, foi coletado e precipitado com isopropanol (v/v). As amostras foram
incubadas a -20 °C overnight e, entdo, centrifugadas (12.500 rpm, 25 min, 4 °C) ¢
lavadas com etanol 70% (v/v). Posteriormente, as amostras foram secas, re-suspensas
em 50 pL de agua Mili-Q e 5 pL de RNAse e armazenadas a -20 °C até o uso. A
concentragdo de DNA foi estimada por visualizagdo em eletroforese em gel de agarose

0,8% (Invitrogen).

4.2.4.2 Lise celular por aquecimento

Tecidos macerados de tubérculos-semente e consumo (100 pL) foram
adicionados a tubos de 200 puL e colocados em bloco de aquecimento durante 4 min a
96 °C (Seal et al., 1993). Apos este periodo, as amostras foram submersas em gelo ou

estocadas a -20 °C até a realizagdao da PCR.

4.2.4.3 Bio-PCR e lise celular por aquecimento

Para realizac¢do da bio-PCR (Schaad et al., 1995), tubérculos macerados (10 uL)

foram adicionados a tubos de 1,5 mL, contendo 1 mL de meio semi-seletivo SMSA
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(peptona, 10 g.L™'; glicerol, 10 g.L™'; casamino 4cido, 1 g.L™"), acrescido de bacitracina,
25 mg.L"'; sulfato de polimixina B, 100 mg.L"; cloranfenicol, 5 mg.L"'; penicilina-G,
0,5 mg.L™"; cristal violeta, 5 mg.L™ e 2,3,5 cloreto de trifenil tetrazolio, 50 mg.L™
(Englebrecht, 1994; Elphinstone, 1996), submetidos a agitagao por 24-48 h a 28 °C.
Posteriormente, 100 pL foram transferidos para tubos de 200 uL e colocados em bloco
de aquecimento durante 4 min a 96 °C. Apds, as amostras foram submersas em gelo

para a realizacdo da PCR ou estocadas a -20 °C até o uso.

4.2.4.4 FTA® Cards Whatman

Cones da regido do estoldo do tubérculo, macerados com auxilio de um bisturi,
assim como, 100 pL das amostras maceradas e homogeneizadas de tubérculos-semente
e consumo de batata, foram aplicados sobre quadrados (2 X 2 cm), devidamente
identificados, em cartdo FTA. Depois de secar durante 3 h a temperatura ambiente (ou 1
h a 37 °C), discos de 1,2 mm de didmetro foram retirados utilizando um cortador
(Harris) e transferidos para microtubos de 200 pL. Entre as amostragens, o cortador foi
desinfestado com alcool 70% (v/v). Os discos de papel foram lavados duas vezes,
durante 5 min, com 200 pL do reagente FTA (FTA Purification Reagent), e, apds, duas
vezes, por 5 min, com 200 pL de tampao TE (10 mM Tris-HCI; 0,1 mM, EDTA, pH
8,0). Posteriormente, as amostras foram secas durante 1 h a temperatura ambiente (ou
10 min a 56 °C), antes de proceder a PCR. O restante do cartdo ndo utilizado foi
armazenado dentro de sacos plésticos a temperatura ambiente. Tubérculos de batata
infectados com R. solanacearum, oriundos de Cricitima, SC, foram utilizadas como

controle positivo do método.
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4.2.4.5 Eluigdo do DNA retido no FTA® Cards Whatman

Para eluicdo do DNA retido no cartdo FTA, as amostras foram submetidas ao
mesmo procedimento citado no item 4.2.4.4. Discos de FTA foram colocados em tubos
de 1,5 mL, aos quais foram adicionados 34 pL de solugdo alcalina (0,1 N NaOH; 0,3 M
EDTA, pH 13,0) e mantidos a temperatura ambiente durante 5 min. Posteriormente,
foram adicionados 66 puL de tampao Tris saturado com Cl (0,1 M, pH 7,0), durante 10
min. Ap6s a adi¢do do tampao Tris-Cl, o material foi vortexado durante 5 s, a cada 5
min até¢ o término dos 10 min da reagdo. Posteriormente, os discos de 1,2 mm foram
pressionados nos seus respectivos tubos e descartados. Para a realizagdo da PCR
qualitativa e PCR quantitativa, 1 pL da elui¢do foi adicionado a rea¢do. Amostras de
batata com presenga de pus bacteriano, causado por R. solanacearum oriundas de
Cricitima, SC, assim como as amostras de campo, foram utilizadas como controle
positivo do FTA para verificar a efetividade do método e para determinacdo do limite de

detecgdo do método FTA® Cards Whatman.

4.2.4.6 Kit para isolamento de DNA gendmico

A extracdo de DNA gendmico de R. solanacearum foi feita através do kit
GenSpin™ Plant DNA Purificationt (Whatman), de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Tecido de tubérculos-semente e consumo de batata (20 mg) coletados nos
municipios de SFP e IB, RS, foi macerado em 200 pL de tampao de homogeneizagao
durante 1 min. Posteriormente, 25 pL do homogeneizado foram aplicados nos filtros
GenSpin Filter Basket ¢ centrifugados (14.000 rpm, 15 s). Para remover a agua residual,
as amostras foram incubadas em temperatura ambiente nos tubos com as tampas abertas
overnight. As amostras foram lavadas por duas vezes com 500 uL. do Wash Reagent ¢
centrifugadas (14.000 rpm, 1 min). O mesmo procedimento foi realizado com o Rinse

Reagent. Apds, o GenSpin Filter Basket foi colocado em um novo tubo, no qual foram



43

aplicados 150 pL de tampao TE para eluicdo do DNA (10 mM Tris, 0,5 mM EDTA, pH
8,0). As amostras foram incubadas durante 15 min a 70 °C, centrifugadas (14.000 rpm,
2 min). O material eluido foi armazenado a -20 °C até o uso e a concentragao de DNA

estimada por visualiza¢do em eletroforese em gel de agarose 0,8% (Invitrogen).

4.2.5 Determinacao do limite de deteccdo do método FTA® Cards Whatman

Estirpes de R. solanacearum foram cultivadas em caldo nutritivo por 24 h a 28
°C. As concentracoes de células no meio de cultura, de 1,00, 0,50, 0,25 ¢ 0,10, foram
determinada através de espectrofotometria (DOgg). Diluigdes sucessivas foram obtidas
até 107, a partir de DO=0,1. Dez microlitros de cada suspensdo foram transferidos
para placas contendo meio SPA, para contagem das células, ou cartdes de FTA, além
de serem submetidos a lise celular por aquecimento. Discos de 1,2 mm do FTA e 1 pL
o DNA extraido por aquecimento foram utilizados em PCR qualitativa com os oligos
OLII e Y2. As mesmas suspensdes foram posteriormente testadas com os oligos RS-I

e RS-II através de PCR qualitativa e quantitativa.

4.2.6 Eletroforese do DNA

A concentracdo dos géis de agarose (Invitrogen), relativa a separagdo e
visualizacdo dos fragmentos, foi de 0,8% (p/v) para DNA total, 1,5% (p/v) para os
produtos de amplificacdo com os oligos OLI1 e Y2 ¢ 2,0% (p/v) para os oligos RS-I e
RS-II. As condicoes de eletroforese foram de 2 h e 30 min a 6 h, utilizando 30 a 50 V,
dependendo das concentragdes dos géis. O marcador de peso molecular 1 kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen) foi usado como referéncia. Para posterior visualizagdo, os géis
foram marcados com brometo de etideo (0,5 pug.mL™), exposto a luz ultravioleta e

documentado através de camera fotografica (Sony Cyber-Shot).
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4.2.7 Métodos moleculares

4.2.7.1 PCR qualitativa

Os oligos OLI1 e Y2 (Seal et al., 1993), projetados a partir da regido do rDNA
16S, gerando um fragmento de amplificagdo de 288 pb, foram utilizados para todas as
amostras testadas em PCR qualitativa. Além disso, foram utilizados os oligos RS-I e
RS-II, que geram um fragmento de 93 pb, projetados a partir das regides que flanqueiam
a regido do rDNA 16S para a seqiiéncia do oligo OLI1 (Seal et al., 1993; Weller et al.,
2000). Os oligos RS-I e RS-II foram utilizados para amostras obtidas por FTA e estirpes
utilizadas como referéncia, extraidas pelo método de lise alcalina (Duarte et al., 2004).
Ambos os oligos foram submetidos ao programa Oligo Analyser para verificar possiveis
problemas envolvendo pareamento erroneo. A PCR foi realizada em termociclador
PTC-100™ (MIJ Research, Inc.), onde diferentes temperaturas de pareamento e
concentragdes de reagentes foram testadas para a padroniza¢do das reagdes, tomando
como base a temperatura de fusdo (TM) dos oligos usados. Apos o ajuste da reagdo,
para ambos pares de oligos, a PCR foi executada com um volume final de 10 ou 20 pL,
composta por 1,0 uM de oligos; 1 x tampao de reacdo (20 mM Tris pH 8,4; 50 mM
KCI); 2,0 uM MgCly; 0,2 uM dNTP (Invitrogen); 1 U/R Tag DNA polimerase ou
Platinum® Tagq DNA polimerase (Invitrogen). Os fragmentos gerados para estirpes-
padrdo das biovares 1 e 2 de R. solanacearum com oligos OLI1 e Y2 também foram
submetidos & uma re-amplificacdo para aumentar a concentracdo de produtos para
posterior seqlienciamento. Um microlitro do produto de amplifica¢do destas reagdes foi
utilizado em nova PCR com volume de 50 pL. Para esta reacdo, todos os reagentes
foram utilizados na mesma concentragdo, exceto a concentragdo de Tag DNA

polimerase (Invitrogen) que passou para 2 U/R.
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As seguintes condigdes de PCR foram utilizadas para os oligos OLIl1 e Y2:
desnaturagdo inicial de 94 °C por 2 min, seguido por 30 ciclos de desnaturacdo (94 °C
por 45 s), pareamento (68 °C por 20 s), extensao (72 °C por 20 s), com uma extensao
final de 72 °C durante 10 min. Para os oligos RS-I e RS-II foram utilizadas as seguintes
condigdes: desnaturacdo inicial de 94 °C por 5 min, seguido por 40 ciclos de
desnaturagdo (94 °C por 15 s), pareamento (63 °C por 10 s) e extensdo (72 °C por 15 s).

Em todas as reagdes foi utilizada agua Mili-Q como controle negativo.

4.2.7.2 PCR quantitativa

Os oligos RS-I e RS-II, apdés a padronizagdo da PCR qualitativa, foram
utilizados em PCR quantitativa, utilizando SYBR® Green como corante e ROX
Reference Dye como normalizador da reagdo. A PCR quantitativa foi ajustada e
executada com um volume final de 20 pL, composta por 1,0 uM de oligos; 1 x tampao
de reacdo (20 mM Tris pH 8.,4; 50 mM KCI); 2,0 uM MgCly; 0,2 uM dNTP
(Invitrogen); 1 U/R Platinum® Taq DNA polimerase (Invitrogen), 0,1x de SYBR® Green
e 0,0005x de ROX Reference Dye. Esta mix foi adicionada a microplacas PCR-96-HS-C
(Axygen), usando 1 pL da suspensdo do DNA eluido do cartdo FTA como molde ou de
estirpes utilizadas como referéncia, extraidas pelo método de lise alcalina.

As reagdes foram realizadas no Centro de Biotecnologia da UFRGS (Porto
Alegre, RS) e no laboratorio de Biologia Molecular do Departamento de Plantas de
Lavoura da Faculdade de Agronomia (UFRGS, Porto Alegre, RS), utilizando os
equipamentos Applied Biosystems, modelo 7500 e 7300, respectivamente, para a
quantificacdo absoluta das amostras. As seguintes condigdes de PCR foram utilizadas:
desnaturacdo inicial de 94 °C por 5 min, seguido por 40 ciclos de desnaturagdo (94 °C

por 15 s), pareamento (63 °C por 10 s) e extensdo (72 °C por 15 s). A leitura da
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fluorescéncia foi realizada a 60 °C por 35 s. Em todas as reagdes foi utilizada agua Mili-

Q como controle negativo.

4.2.8 Purificagdo dos produtos de amplificacdo para o sequenciamento

Apds a PCR com os oligos OLI1 e Y2 de volume final 50 pL, os produtos de
DNA amplificados foram purificados em coluna QIAquik PCR (Quiagen). Seguindo as
recomendacdes do fabricante do kit, o volume total dos produtos de amplificacdo de
PCR foram aplicados no interior da coluna, acrescidos de 5 volumes de Buffer PB. As
amostras foram centrifugadas (13.000 rpm, 60 s). A solugdo aquosa foi descartada do
tubo coletor ao qual a coluna ¢ fixada. A coluna foi entdo deslocada para remog¢do do
volume a ser descartado e recolocada no tubo coletor, onde foram adicionados 0,75 ml
de Buffer PE, e centrifugada (13.000 rpm, 60 s). O sobrenadante foi descartado e a
coluna re-inserida no mesmo tubo e centrifugada (14.000 rpm, 60 s). Posteriormente, a
coluna foi transferida para um tubo de 1,5 ml novo, acrescida de 30 pL do Buffer EB
(10 mM Tris-Cl, pH 8,5), incubada durante 1 min a temperatura ambiente e centrifugada
(13.000 rpm, 60 s). A coluna foi entdo descartada, permanecendo no tudo de 1,5 mL o
DNA purificado. As amostras de DNA purificado foram, entdo, quantificadas em gel de

agarose (Invitrogen).

4.2.9 Seqlienciamento e andlise in silico dos produtos amplificados

Os fragmentos de DNA gerados pela amplificacdo das estirpes 216, 221 e 256 da
biovar 1 ¢ 213, 245 ¢ 253 da biovar 2 de R. solanacearum, com os oligos OLI1 e Y2,
apods a purificagdo, foram enviados para seqiienciamento no Laboratério de Biologia
Gendmica e Molecular, PUCRS, Porto Alegre, RS. A reagdo foi realizada em um
volume final de 6 pL, utilizando 30 a 50 ng de DNA molde e 2,5 pmol dos oligos OLI1

e Y2, em um seqiienciador automatico MegaBACE 1000 (GE Healthcare).
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AS amostras foram editadas e submetidas a plataforma Multalin/INRA (Expasy,
2008), para o alinhamento multiplo e verificar provaveis diferencas que possam servir
para a proje¢do de oligos que diferenciem as biovares 1 e 2 de R. solanacearum e sejam
usados em PCR quantitativa. As seqiiéncias também foram comparadas as depositadas

no GenBank através da plataforma BLAST (GenBank, 2008).



4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Sensibilidade da PCR na deteccdo de Ralstonia solanacearum com

diferentes métodos de extracdo de DNA de tecidos com diferentes niveis de

infeccéo

Os resultados obtidos (Tabela 4) mostraram que é possivel detectar um tubérculo
infectado numa amostra composta de 100 tubérculos. Também ficou comprovado que a
retirada de uma pequena porcao de tecido da regido do estolao do tubérculo € suficiente
para detectar R. solanacearum nestas condigdes. No entanto, a eficiéncia de detec¢do da
presenca de R. solanacearum por PCR variou com o método de extragdo de DNA e com
a incidéncia nos tubérculos testados. O protocolo do FTA preconiza a utilizagdo de 10
uL da amostra. Entretanto, este volume ndo foi suficiente para a detec¢do de R.
solanacearum, através de PCR qualitativa, nas amostras com 1% de infecgdo (Tabela
4). Neste experimento também foi testada a homogeneizagdo e maceragao das amostras
na propor¢ao de 1:1 de tubérculos em ADE ou em tampao KH,PO4 3 mM, ndo havendo
diferenca quando o método de obtencdo do DNA foi o FTA. O método de bio-PCR se
mostrou mais eficiente quando o macerado foi feito na solu¢do tampao, pois R.
solanacearum nao foi detectada quando se utilizou agua, independente da concentragdo

da amostra (Tabela 4).
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TABELA 4. Detecgdo de Ralstonia solanacearum por PCR, com os oligos OLI1/Y2, utilizando diferentes
métodos de extracdo do DNA em amostras coletadas com auxilio de seringa, de tubérculos
de batata com trés niveis de infecgdo. Porto Alegre, RS, 2008.

Método de extragdo do DNA Amostras*

1 2 3

dgua KH,PO, 4gua KH,PO, agua KH,PO,

FTA (10 uL) ek ] ] + .
FTA (100 uL) ; ; + + + N
Bio-PCR (100 L) - ; ] + ] L

Lise celular por aquecimento (100

- - + +
uL)

* Amostras compostas de tubérculos de batata com zero (1), 1 (2) e 10% (3) de tubérculos infectados.
**Experimento conduzido duas vezes.

A pesar do método de bio-PCR ter-se mostrado eficiente quando as amostras
foram maceradas em tampao, este consumiu muito tempo e trabalho intensivo. Métodos
de pré-purificagdo, tais como métodos de enriquecimento, t€ém sido amplamente
utilizados para purificar as células bacterianas antes da PCR (Schaad et al., 1995;
Elphinstone, 1996). Entretanto, quando se deseja uma deteccdo rapida, o
enriquecimento prévio nao ¢ aconselhavel (Pastrik, 2000).

A detecgdo de patdégenos em sementes ou material propagativo, como tubérculos
de batata, podem ser extremamente dificeis quando a populacdo do patogeno ¢ baixa.
Portanto, técnicas sensiveis, capazes de detectar a pequena populagao do patégeno sao
necessarias (Schaad & Frederick, 2002).

O sucesso da detec¢ao por PCR depende da natureza da amostra, sugerindo que
uma grande quantidade de substancias pode inibir a reacdo de amplificacdo do DNA
alvo. Isto foi observado quando diferentes amostras foram analisadas (sementes,
plantas, dgua e solo) (Poussier, 2002). Entretanto, o kit QIAamp”® se mostrou muito

eficiente e confidvel na separacdo do DNA de possiveis substancias inibidoras, sendo
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possivel a detec¢do de R. solanacearum em todas as de amostras estudadas (Poussier,
2002).

Tubérculos de batata homogeneizados sdo considerados um meio dificil de
extragdo do DNA de R. solanacearum (Rogers et al., 1996). Diversos métodos de
extracdo em extratos de tubérculos, baseados na lise celular por aquecimento, sem
posterior purificagdo, extragdo convencional com cloroférmio ou fenol/cloroférmio e
subseqliente precipitacio do DNA por etanol ou isopropanol, além de métodos que
unem o DNA a resinas ou a colunas de purificacdo foram testados (Pastrik, 2000). Estes
resultados mostraram que muitos destes métodos, inclusive a lise celular por
aquecimento, requerem uma dilui¢do do DNA antes da PCR, para reduzir o efeito de
inibidores que diminuem a sensibilidade da reagdo (Pastrik, 2000). Entretanto, tal
dilui¢do pode acarretar a diminui¢do da sensibilidade de detec¢do do patdégeno (Pastrik
& Maiss, 2000).

O limite de deteccdo de R. solanacearum por PCR em amostras de batata ¢
afetado pela presenga de substancias que inibem ou reduzem a amplificacdo. O limite de
detecg¢do obtido para tubérculos de batata foi menos sensivel do que para plantas de
tomate, provavelmente devido a presen¢a de maior quantidade de inibidores, como
compostos fendlicos, nos tubérculos (Martins, 2000).

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a coleta de tubérculos de
batata com auxilio de seringa ¢ possivel e, aliada ao método FTA, possibilita a coleta de
um grande niumero de amostras. Portanto, a utilizacdo deste método, aliado a PCR
qualitativa, no estudo da epidemiologia da MB, tem potencial. Outros trabalhos também
mostraram que a sensibilidade de deteccdo através do método FTA tém aumentado em

relacdo a sensibilidade obtida através de métodos convencionais de extragdo do DNA
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(Orlandi & Lampel, 2000). Uma baixa concentracdo de DNA-alvo pode ser extraido

com menos trabalho (Lampel et al., 2000).

4.3.2 Métodos de extracdo de DNA e PCR qualitativa

A presenga de R. solanacearum em tubérculos, coletados nos municipios de SFP
e IB, RS, nao foi detectada através de PCR qualitativa com os oligos OLI1 e Y2, em
amostras retiradas com seringas e submetidas a extracdo do DNA através do método
FTA, lise celular por aquecimento, bio-PCR e lise celular por aquecimento, e kit
GenSpin™ Plant DNA Purification. Entretanto, a deteccdo através do método FTA foi

possivel quando se utilizou os oligos RS-I e RS-II (Tabela 3).

TABELA 5. Detecgdo de Ralstonia solanacearum em tubérculos de batata através de PCR qualitativa
com os oligonucleotideos iniciadores OLI1/Y2, utilizando diferentes métodos de extragdo
do DNA e FTA para os oligonucleotideos RS-I/RS-II. Porto Alegre, RS, 2008.

Local Cultivar

Agata Asterix Viavaldi

OLI1/Y2 RS-I/RS-II  OLI1/Y2 RS-I/RS-II  OLI1/Y2 RS-I/RS-II
Sao Francisco de Paula, RS  0/1* 1/1 0/1 1/1 0/2 2/2

Ibiraiaras, RS 0/3 3/3 0/6 6/6 - -

* Amostras positivas/ Total de amostras

Diferentes condigdes da PCR com os oligos OLIl e Y2 foram testadas,
evidenciando que ndo se tratou de um problema da rea¢do. Um possivel pareamento dos
oligos OLI1 e Y2 nas extremidades 5’ foi evidenciado, quando submetidos ao programa
Oligo Analyser (Figura 4), o que pode acarretar a formagdo de dimeros de oligos,
justificando sua menor sensibilidade. Nas baixas concentragdes que R. solanacearum
pode ocorrer em infecgdes latentes, € mais provavel que os oligos se pareiem entre si do

que encontrem uma seqiiéncia alvo de DNA para se parear.
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5-GGGGGTAGCTTGCATCCTGCC-3'

l
3-TGAGGATGCCCTCCGTCGTCACCC-5'

dG: -3,48 kcal/mol

5'-GGGGGTAGCTTGCATCCTGCC-3'

l
3-TGAGGATGCCCTCCGTCGTCACCC-5'

dG: -3,48 kcal/mol

FIGURA 4. Representagdo indicando o pareamento dos oligos OLI1 e Y2, obtida com o programa Oligo
Analyser. Porto Alegre, RS, 2008.

Teoricamente, através de PCR, pode-se detectar uma copia do DNA-alvo
(Pastrik, 2000). Diferentes métodos tém sido utilizados para detec¢do de R.
solanacearum em plantas naturalmente infectadas (Pradhanang et al., 2000). Entretanto,
varios fatores podem restringir a habilidade de detectar um baixo ntimero de células da
bactéria (Elphinstone & Stanford, 1998).

Os oligos usados neste trabalho OLI1 e Y2, assim como, RS-I e RS-II, detectam,
além de R. solanacearum, outras bactérias com homologia conhecida para o rDNA 168,
regido utilizada para a projeg¢ao dos oligos (Seal et al., 1993; Taghavi et al., 1996). Isto
inclui todas as biovares de R. solanacearum, BDB ¢ R. syzygii. Entretanto, estas
espécies sdo facilmente diferenciadas pela gama de hospedeiros e propriedades
fisiologicas (Eden-Green & Sastraatmadja, 1990).

A auséncia de qualquer sintoma ou sinal (exsuda¢dao) da MB nos tubérculos
amostrados evidencia que o método FTA tem potencial na deteccdo de infeccdes
latentes em tubérculos-semente de batata, quando aliado a PCR qualitativa com os
oligos RS-I e RS-II. Com a padronizacdo do método FTA, o processo de detecgdo se
torna mais agil, ja que ndo se faz necessaria a extragdo do DNA, e o material pode ser

transferido para o cartdo diretamente no campo.
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4.3.3 Determinacao do limite de deteccdo do método FTA® Cards Whatman

O método FTA, assim como a lise celular por aquecimento, se mostrou eficaz na
extracdo de DNA para a deteccdo de R. solanacearum em meio de cultura liquido.
Contudo, somente foi possivel detectar 10° UFC.mL" (dilui¢do 10™") com ambos os

métodos, através de PCR qualitativa com os oligos OLI1 e Y2 (Figura 5).

8 9 10 11 12 13 14 15

288 pb

M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

288 pb

FIGURA 5. Amplificacdo do DNA, em suspensdes de células de Ralstonia solanacearum (ODgq), por
PCR com os oligos OLII e Y2: Método (1-14) FTA® Cards Whatman; (15-28) Lise celular
por aquecimento; M, marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen); C,
controle positivo de FTA; absorbancias (1 e 15) 1,00; (2 e 16) 0,50; (3 ¢ 17) 0,25 ¢ (4 e 18)
0,10; Diluigdes (5 ¢ 19) 107; (6 € 20) 107%; (7 e 21) 107; (8 € 22) 10™; (9 ¢ 23) 107; (10 ¢ 24)
10 (11 ¢25) 107; (12 ¢ 26) 10%; (13 ¢ 27) 107 e (14 ¢ 28) 107'°; (29 ¢ 30) controle negativo
(agua). Porto Alegre, RS, 2007.

Entretanto, quando as mesmas suspensoes, transferidas para cartdes FTA foram
submetidas a PCR qualitativa com os oligos RS-I e RS-II, foi possivel detectar 1
UFC.mL", que corresponde a diluigio 10 (Figura 6). Estes resultados corroboram
com os obtidos nas coletas de campo, mostrando que os oligos RS-I e RS-II se pareiam

mais facilmente a seqiiéncia-alvo, resultando em uma maior sensibilidade de reagao.
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9 10 11 12 13 14

93 pb

FIGURA 6. Amplificagdo do DNA, em suspensdes de células de Ralstonia solanacearum (ODyg), por
PCR com os oligos RS-I e RS-II através do método FTA® Cards Whatman; M, marcador de
peso molecular 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen); C, controle positivo de FTA,
Absorbancias (1) 1,00; (2) 0,50; (3) 0,25 ¢ (4) 0,10; Dilui¢des (5) 10°™"; (6) 107%; (7) 107; (8)
10 (9) 107; (10) 10 (11) 107; (12) 10%; (13) 107 e (14) 10™'°. Porto Alegre, RS, 2008.

No entanto, a sensibilidade de detec¢do de coldnias puras de R. solanacearum
suspensa em PBS pode chegar a 10° UFC.mL", através do método de lise por
aquecimento, utilizando os oligos OLI1 e Y2 (Caruso et al., 2003). Porém, o método de
lise celular por aquecimento tem se mostrado de baixa confiabilidade, muitas vezes ndo
reproduzivel (Pastrik, 2000).

A analise do limite de detec¢dao de suspensdes de R. solanacearum em agua,
através de PCR qualitativa com a utilizagio dos oligos OLI1 e Y2 foi de 10° UFC.mL".
No entanto, quando extratos de batata foram analisados o limite de detecgdo foi de 10
UFC.mL™" (Weller et al., 2000; Weller et al., 2001).

A detecgdo de R. solanacearum em tubérculos de batata se mostrou adequada
através dos oligos OLI1 e Y2, projetados a partir do rDNA 16S (Seal et al., 1993).
Entretanto, alguns produtos inespecificos de tamanho similar ao esperado para R.
solanacearum, foram observados quando estes oligos foram utilizados, resultando numa
dificil interpretacao dos dados (Pastrik & Maiss, 2000).

Em estudos com os oligos RS30 ¢ RS31, projetados a partir da seqiiéncia dos
genes hrpO e hrpN da estirpe GMI1000 de R. solanacearum, obteve-se uma
sensibilidade de 10° UFC.mL™" para suspensdes bacterianas analisadas através de PCR
qualitativa. A sensibilidade foi aumentada para 10° UFC.mL" com o método nested-

PCR usando os oligos RS30a/RS31a e RS30b/RS31b. Também foi testado o uso de



55

diferentes tampoes para diminuir a possivel inibi¢ao da PCR. Entretanto, o incremento
da eficiéncia depende da planta estudada e, em extratos de tubérculos de batata e planta,
nao houve um aumento significativo da sensibilidade (Poussier & Luisetti, 2000).

O método FTA ¢ uma matriz fibrosa que tem possibilitado a rapida coleta,
purificacao e analise do material genético de uma ampla gama de fontes biologicas, tais
como, sangue, saliva, tecidos, plasmideos, plantas e microrganismos (Lampel et al.,
2000). O cartdo, que contém agentes quimicos, protege o DNA da agdo de nucleases,
oxidacdo, danos causados por UV e microrganismos. A sensibilidade de detec¢dao de
dilui¢des de suspensodes bacterianas em FTA e subseqiiente amplificagio em PCR vém
mostrando uma alta sensibilidade de detecgdo (10 UFC.mL™). Isto sugere a utilidade do
FTA como meio ideal para rapida estocagem e recuperagdo de acidos nucléicos para
analise molecular. Entretanto, a detec¢ao de algumas bactérias, como bacilos foi menos

sensivel (10°-10* UFC.mL™") (Rajendram et al., 2006).

4.3.4 Eluicdo do DNA retido no FTA® Cards Whatman

Os resultados da PCR com o DNA eluido dos cartdes FTA ndo se alteraram
(Figuras 7 ¢ 8). Assim como os resultados obtidos por (Rajendram et al., 2006), o DNA
eluido do FTA teve qualidade comparavel ao do DNA imobilizado no cartdo (Figura 9),
viabilizando o uso do DNA extraido pelo método FTA em PCR quantitativa, que requer

0 DNA em solucao.
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FIGURA 7. Amplificagdo do DNA, em suspensdes de células de Ralstonia solanacearum (ODgy), por
PCR com os oligos OLI1 e Y2, através do método de eluigdo do DNA retido no cartio FTA®
Cards Whatman; M, marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen); C,
controle positivo de FTA; Absorbancias (1) 1,00; (2) 0,50; (3) 0,25 e (4) 0,10; Diluigdes (5)
1075 (6) 107%; (7) 107%; (8) 10™; (9) 1075; (10) 10°%; (11) 107; (12) 10%; (13) 107 e (14) 107",
Porto Alegre, RS, 2008.

FIGURA 8. Amplificagdo do DNA, em suspensdes de células de Ralstonia solanacearum (ODgy), por
PCR com os oligos RS-I e RS-II através do método de elui¢do do DNA retido no cartdo
FTA® Cards Whatman; M, marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen);
C, controle positivo de FTA; Absorbancias (1) 1,00; (2) 0,50; (3) 0,25 e (4) 0,10; Dilui¢des
(5) 1075 (6) 107%; (7) 10°; (8) 10™; (9) 107%; (10) 10 (11) 107; (12) 10%; (13) 107 e (14) 10°
9. (15) controle negativo (4gua). Porto Alegre, RS, 2008.

FIGURA 9. Perfil eletroforético dos produtos de PCR com os oligonucleotideos iniciadores OLII e Y2,
utilizando os métodos FTA® Cards Whatman (1 a 3) e eluigdo do DNA retido no cartdo
FTA® Cards Whatman (4 a 6), em amostras de batata infectadas com Ralstonia
solanacearum oriundas de Cricitima, SC; M, marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA
ladder (Invitrogen); 1-4, amostra 1; 2-5, amostra 2; 3-6, amostra; 7, agua (controle negativo).
Porto Alegre, RS. 2007.
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4.3.5 PCR quantitativa

Através da quantificacdo absoluta por PCR, usando SYBR Green e os oligos RS-
I e RS-II foi confirmada a presenga de R. solanacearum nas 13 amostras coletadas nos
dois municipios (Figura 10). Assim como a PCR qualitativa (Figura 8), foi possivel a
detecgio de 1 UFC.mL’' através deste método (Figura 11). Entretanto, algumas
amostras apresentaram dois picos de fluorescéncia (Figura 10), provavelmente devido a
presenca de produtos inespecificos gerados durante a reacdo, com os oligos RS-I e RS-II
e que nao sdo visualizados em gel de agarose com a PCR qualitativa, ou até mesmo a
formacdo de dimeros de oligos. Estes problemas também podem ser resolvidos com o
uso de métodos de PCR quantitativa que se baseiem em sondas, como o método
TagMan. Porém, as amostras analisadas com o uso de SYBR Green, quando extraidas
por lise alcalina apresentaram somente um pico de amplificagdo (Figura 12).

Embora a tolerancia da presenga de R. solanacearum em tubérculos-semente de
batata seja zero, ¢ a PCR qualitativa seja suficiente para atender este requisito, a PCR
quantitativa indica a concentragdo estimada de células por tubérculo, sendo uma
ferramenta potencial para estudos epidemioldgicos e de certificacdo de batata. Além
disso, a PCR quantitativa agiliza o processo de deteccdo, j& que ndo se fazem

necessarios os processos para visualiza¢ao do produto da PCR.
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FIGURA 10. Detecgdo de Ralstonia solanacearum em tubérculos de batata através de PCR quantitativa
com os oligos RS-I/RS-II. Porto Alegre, RS, 2008.
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FIGURA 11. Curva padrio obtida através da andlise de suspensdes de células de Ralstonia solanacearum
extraidas pelo método FTA e analisadas por PCR qualitativa com os oligos RS-I/RS-II
usando o corante SYBR Green. Porto Alegre, RS, 2008.

Dissaociation Curve

1.200

1.000

0.800

0.600

Derivative

0.400

0.200

0.000

B0 95

Temperature (C)

FIGURA 12. Detecgao de Ralstonia solanacearum através de PCR quantitativa com os oligos RS-I/RS-II,
usando estirpes padrao de biovares 1 e 2. Porto Alegre, RS, 2008.

Véarios métodos baseados na emissdao de fluorescéncia para PCR quantitativa
vém sendo utilizados. Apesar dos métodos que se baseiam em sonda serem mais
especificos, como os métodos TagMan, Scorpions e Molecular Beacons, o método

SYBR Green tem sido amplamente utilizado por ser menos oneroso. Este baseia-se no
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aumento da fluorescéncia ao longo do numero de ciclos de PCR devido a intercalagao
do fluoroforo na dupla fita de DNA (Gibson, 2006).

Através da analise de suspensdes bacterianas de R. solanacearum utilizando o
método TagMan com o set de sonda e oligos (RS) para deteccao de todas as biovares de
R. solanacearum e o set de sonda e oligos (RS-B2), especifico para biovar 2A, foi
obtido um limite de detec¢do de 10* UFC.mL™" para ambos os oligos. Em extratos de
batata, a detecgdo de R. solanacearum foi de 10* UFC.mL" com ao uso do set geral
(RS) e diminuiu cerca de 10 vezes quando o set (RS-B2) foi utilizado (Weller et al.,

2000; Weller et al., 2001).

4.3.6 Andlise in silico das amostras seqiienciadas

Tanto para R. solanacearum, como para outros patogenos, o DNA ribossomal, e
especialmente 16S, ¢ a seqiliéncia-alvo mais comumente usada para a busca de
seqiiéncias especificas de DNA. Esta seqiiéncia génica vem sendo anotada mais
freqlientemente para um grande numero de estirpes, descrevendo com maior acurasse o
grupo consenso e a variabilidade intra-especifica (Arahal et al., 2004). A alta
variabilidade das regides ITS tem sido identificada como fonte de variag¢do de seqiiéncia
com um grau apropriado instabilidade genética (Rogers & Burgoyne, 1997).

Apos o seqiienciamento das estirpes 216, 221 e 256 (biovar 1) e 213, 245 e 253
(biovar 2) de R. solanacearum com os oligos OLI1 e Y2, projetados a partir de rDNA
16S, as amostras foram editadas e alinhadas através da ferramenta Multalin/INRA
(Expasy, 2008) (Figura 9). Apesar da seqiiéncia rDNA 16S ser considerada uma fonte
de variabilidade intra-especifica, através da andlise dos fragmentos de DNA gerados ndo
foi possivel projetar oligos que diferenciem estas biovares para que pudessem ser

utilizados em PCR quantitativa. Provavelmente, a caréncia de regides heterdlogas entre
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as sequiéncias geradas se deva ao pequeno fragmento obtido, e ndo a falta de

variabilidade entre as biovares 1 e 2.

1 itl] 20 30 a0 bl kU FA 1 o 1 11 120 130

I |

R5_B2 GATCGTCCTCTCAGACCAGCTACTGATCGTCGCCTTGGTGGGCCTTTACCCCACCARCTAGCTARTCAGACATCGGCCGLTC

R5_B1 TGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGATCGTCCTCTCAGACCAGCTACTGATCGTCGCCTTGGTAGGCCTTTACCCCACCARCTAGCTARTCAGACATCGGCCGCTC

CONSENEUS  +vevsrssrrsrsrarsrssssssssssasssrassrsssssrssnss GATCGTCCTCTCAGACCAGCTACTGATCGTCGCCTTGGTaGGCCTTTACCCCACCARCTAGCTARTCAGACATCGGCCGCTC
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 257

I |

R5_B2 CTATAGCATGAGGCCTTGCGGTCCCCCACTTTCACCCTCAGGTCGTATGCCGTATTAGCTAGTCTTTCGACTAGTTATCCCCCACTACAGGGCACGTTCCGATGTATTACTCACCCCGTTCGCCACT
RS_BL CTRATAGCATGAGGCCTTGCGGTCCCCCACTTTCACCCTCAGGTCGTATGCGGTATTAGCTAGTCTTTCGACTAGTTATCCCCCACTACAGGGCAC

Consensus CTATAGCATGAGGCCTTGCGGTCCCCCACTTTCACCCTCAGGTCGTATGCcGTATTAGCTAGTCTTTCGACTAGTTATCCCCCACTACHGGECAC . . s e ssvssssesesssssssssssnsnsas

FIGURA 13. Alinhamento multiplo resultante da edi¢ao das seqiiéncias parciais, geradas com os oligos
OLI1 e Y2 para as biovares 1 (RS B1) ¢ 2 (RS_B2) de Ralstonia solanacearum. Porto
Alegre, RS, 2008.

Devido a ampla variabilidade genética de R. solanacearum, tornam-se dificeis ¢
complexos o desenvolvimento de métodos de detec¢ao e medidas de controle eficientes.
Além disso, as baixas concentragdes em que R. solanacearum pode ser encontrada no
seu estagio latente, se faz necessaria a implementagdo de métodos de deteccdo de alta
sensibilidade, especificidade e confiabilidade e que, ao mesmo tempo, sejam de facil
utilizagdo e baixo custo. Dentro deste contexto, técnicas de detec¢do molecular sdo
vantajosas em relagdo a técnicas convencionais de detec¢dao de R. solanaceraum, pois
ndo requerem passos de purificacdo, além de serem mais sensiveis, especificas e
exigirem menor tempo para a execucao (Poussier et al., 2002). Técnicas convencionais
de extragdo do DNA sdo laboriosas e muitas vezes dependem da obtenc¢do de colonias
puras. O método FTA surge como uma alternativa, uma vez que dispensa técnicas
convencionais de extracdo do DNA, onde o DNA bacteriano retido no cartdo pode ser
diretamente utilizado como molde em PCR. Desta forma, um diagndstico rapido pode

resultar em uma apropriada medida de controle do patdgeno.



5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, nas condi¢des em que foi
realizado, chegou-se as seguintes conclusdes:

A proje¢do de oligonucleotideos iniciadores que diferenciem as biovares 1 e
2 de Ralstonia solanacearum, através de PCR, necessita ser feita com base em um
maior numero de seqiiéncias de DNA de maior niumero de estirpes;

A utilizagdo da seringa na coleta das amostras de tubérculos de batata para a
detec¢do de R. solanacearum é viavel,

Os oligonucleotideos iniciadores RS-I e RS-II devem ser utilizados na
detecgdo de R. solanacearum através de PCR com o método FTA de extragdo do
DNA;

O método FTA, pela sensibilidade na extragdo e conservacdo de DNA,
viabiliza a realizacdo de levantamentos representativos da incidéncia de R.
solanacearum em tubérculos de batata, particularmente em tubérculos-semente;

O nivel de contaminagdo com R. solanacearum dos tubérculos analisados,
tanto utilizando PCR qualitativa, como quantitativa, indica que um levantamento

representativo da incidéncia deste patdgeno em tubérculos-semente ¢ imperativo.
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