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RESUMO 
Ralstonia solanacearum é uma bactéria transmitida por tubérculos-semente. As biovares 1 

(raça 1) e 2 (raça 3) estão associadas à batata (Solanum tuberosum) e apresentam características 
epidemiológicas diferentes. A certificação de tubérculos-semente constitui-se num processo 
essencial para o manejo da murcha bacteriana, mas depende de métodos específicos e sensíveis 
de detecção deste patógeno. Este trabalho objetivou (i) projetar oligonucleotídeos iniciadores 
para diferenciação das biovares de R. solanacearum e (ii) estabelecer método de extração de 
DNA total de tubérculos de batata para detecção de R. solanacearum através de PCR qualitativa e 
quantitativa. Os oligos projetados para a biovar 1, baseados no gene pehS, não geraram o 
fragmento esperado de 500 pb, mas produtos inespecíficos. 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 sensível (um infectado/ 100 tubérculos) na 
obtenção de DNA de tecidos de batata, coletados com auxílio de seringas descartáveis, do que 
por lise celular por aquecimento ou bio-PCR. A presença de R. solanacearum em tubérculos 
coletados em São Francisco de Paula e Ibiraiaras, RS, não foi detectada através de PCR 
(OLI1/Y2), em amostras retiradas com seringas e submetidas à extração do DNA através do 
método FTA, lise celular por aquecimento, bio-PCR e lise celular por aquecimento, e kit 
GenSpinTM Plant DNA Purification. Entretanto, a detecção nos cartões FTA foi possível quando 
se utilizou os oligos RS-I/RS-II; a sensibilidade da PCR aumentou de 106 para 1 UFC.mL-1. Os 
resultados da PCR com o DNA eluído dos cartões FTA não se alteraram, viabilizando o uso do 
DNA do cartão FTA em PCR quantitativa. A PCR quantitativa, usando SYBR Green e os oligos 
RS-I/RS-II, confirmou a presença de R. solanacearum nas 13 amostras coletadas nos dois 
municípios. 

 
 
 
 
 
 
 

 

1Dissertação de Mestrado em Fitotecnia Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio 
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil (72 p.) Março, 2008. 
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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 São Francisco de Paula and 
Ibiraiaras, RS, was not detected by PCR (OLI1/Y2), on samples extracted using syringes 
and submitted to DNA extraction through FTA card method, heating cellular lyse, bio-PCR 
plus heating cellular lyse, and GenSpinTM Plant DNA Purification kit. However, the 
detection in the FTA cards was possible when RS-I/RS-II was used; the PCR sensititivity 
increased from 106 to 1 CFU.mL-1. 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-II primers, confirmed the presence of R. 
solanacearum in the 13 symptomless potato tuber samples collected in the two counties. 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

1Master 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 INTRODUÇÃO 

A batata (Solanum tuberosum L.), espécie pertencente à família Solanaceae, é 

considerada a quarta cultura em ordem de importância no mundo, sendo cultivada em 

mais de 125 países. Esta cultura ocupa no Brasil uma área de 182 mil ha, com uma 

produção de 2,7 milhões de toneladas e rendimento médio de 15 t.ha-1. A produtividade 

média varia entre regiões e estados, chegando a 22 t.ha-1 em Minas Gerais, 20 t.ha-1 em 

São Paulo, 14 t.ha-1 no Paraná, 10 t.ha-1 em Santa Catarina e 8 t.ha-1 no Rio grande do 

Sul. 

Cerca de 15% da produção mundial de batata é destinada à produção de batata-

semente, sendo este percentual menor em países com alta produtividade. No Brasil, 

aproximadamente 13% da produção destina-se à batata-semente, mas apenas 20 a 30% 

deste total representam sementes com a qualidade certificada. A produção de batata-

semente no Brasil tem-se mantido entre 60 e 90 mil toneladas/ano. Esta quantidade, 

somada às importações de 4 a 6 mil toneladas, mostra que o consumo anual de semente 

melhorada varia entre 64 e 96 mil toneladas, para uma demanda potencial de 42 a 460 

mil toneladas ao ano. 

Ralstonia solanacearum (Smith) (Yabuuchi et al., 1995) é uma β-proteobactéria, 

Gram-negativa, cosmopolita, responsável pela murcha bacteriana (MB) em mais de 450 

espécies de plantas. A doença é considerada como uma das maiores limitações em 

muitas culturas importantes, além da batata, em regiões de clima tropical, subtropical e 

zonas mais quentes de regiões de clima temperado no mundo. R. solanacearum possui a 
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capacidade de sobreviver por longos períodos em solo, água e rizosfera de plantas não 

suscetíveis. A infecção ocorre pela entrada da bactéria nos tecidos da planta via 

ferimentos ou aberturas naturais nas raízes secundárias. Após a invasão, as células 

bacterianas primeiramente se proliferam e colonizam os espaços intercelulares e 

posteriormente invadem os vasos do xilema, estabelecendo uma relação parasítica 

estável. Evidências sugerem que ocorra uma fase epifítica no ciclo de vida da bactéria, 

contribuindo para a sua sobrevivência e provendo uma fonte de inóculo para o 

incremento da população no solo. 

Ralstonia solanacearum é uma espécie heterogênea classificada em cinco raças 

de acordo com a espécie hospedeira, e em seis biovares com base na versatilidade em 

oxidar determinados tipos de açúcares e álcoois. Dois grupos de estirpes são capazes de 

infectar culturas de batata, o pertencente à biovar 1, que corresponde à raça 1 e o grupo 

pertencente à biovar 2, que corresponde à raça 3. Biovar 1 (raça 1) possui um grande 

número de espécies hospedeiras e maior capacidade de persistir no solo, predominando 

em regiões de clima quente. Já a biovar 2 (raça 3) é composta por estirpes que infectam 

basicamente cultivos de batata em regiões de clima temperado e apresentam maior 

capacidade de produzir infecções latentes. Outra diferença importante é a capacidade da 

biovar 2 em metabolizar os açúcares celobiose, lactose, e maltose, assim como os 

álcoois dulcitol, manitol e sorbitol, o que não se verifica na biovar 1.  

No Brasil, R. solanacearum é considerada endêmica. A presença das biovares 1 

e 2 tem sido registrada nas Regiões Sul e Sudeste do país. No entanto, por influência 

das condições climáticas há uma predominância de estirpes da biovar 2, apesar das 

estirpes desta biovar serem mais factíveis de erradicação que as estirpes da biovar 1, 

elas são mais facilmente disseminadas, devido a sua maior capacidade de estabelecer 

infecções latentes em tubérculos. 
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Infecções latentes são de particular importância na cultura de batata, já que 

permitem a colonização de tecidos vasculares sem manifestação dos sintomas da 

doença. Tubérculos-semente infectados constituem uma fonte relevante de 

disseminação do patógeno e a principal forma de disseminação do biovar 2 de R. 

solanacearum para diferentes regiões do mundo, o que facilita sua introdução em 

regiões livre do patógeno. 

As medidas mais eficientes no controle da MB são ações preventivas, como o 

uso de tubérculos-semente livres do patógeno e o plantio em áreas não infestadas. O 

manejo integrado da doença abrange o uso de cultivares resistentes e de modelos 

apropriados de práticas culturais que levam em consideração a biovar que está presente 

no local infectado. Desta forma torna-se essencial o conhecimento das populações locais 

de R. solanacearum, afim de proporcionar uma melhor compreensão a respeito do seu 

mecanismo de resistência. 

Técnicas moleculares são sensíveis e altamente específicas, capazes de detectar 

pequenas quantidades de bactérias tornando mais fácil e ágil o estudo de doenças em 

plantas. A técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR qualitativa) possibilita uma 

amplificação seletiva e específica de seqüências de ácidos nucléicos propiciando a 

identificação qualitativa de bactérias fitopatogênicas. Já, a técnica de reação em cadeia 

da polimerase em tempo real (PCR quantitativa) pode ser utilizada quando se visa uma 

determinação quantitativa. Dentro deste contexto, a projeção de oligonucleotídeos 

iniciadores (oligos) específicos que permitam a detecção e diferenciação das biovares 1 

e 2 é de suma importância, para que medidas específicas sejam tomadas para um 

controle mais eficiente da MB. 

Este trabalho teve como objetivo projetar oligonucleotídeos iniciadores capazes 

de detectarem especificamente as biovares 1 e 2 e estabelecer método de extração de 
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DNA total a partir de tubérculos de batata para detecção de R. solanacearum através de 

PCR qualitativa e quantitativa. 
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CAPÍTULO I 

 
 
 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 2.1 Variabilidade genética 

Ralstonia solanacearum é considerada uma das mais importantes bactérias 

fitopatogênicas, causando grandes perdas na produção em todo o mundo (Hayward, 

1991). As perdas resultam não somente de sua ampla distribuição geográfica e gama de 

hospedeiros, mas também da falta de medidas apropriadas de proteção (Genin & 

Boucher, 2002). Devido tanto a sua complexidade fenotípica como genotípica, R. 

solanacearum pode ser encontrada associada a mais de 450 espécies de plantas, 

pertencentes a pelo menos 50 famílias de plantas cultivadas e silvestres (Hayward, 

1991; Kelman, 1998). Estirpes de R. solanacearum diferem quanto as espécies 

hospedeiras, distribuição geográfica, patogenicidade, relacionamento epidemiológico e 

propriedades fisiológicas (Buddenhagem & Kelman, 1964; Hayward, 1991; Gillings et 

al., 1993; Silveira et al., 2002). No entanto, as biovares 1 e 2 que infectam batata, são 

bastante distintas das demais biovares em todos os aspectos citados (Hayward, 1995; 

Silveira, 2002). 

Ralstonia solanacearum é considerada uma espécie complexa, um grupo 

heterogêneo relacionado, mas de estirpes geneticamente distintas. Entretanto, a base 

desta variabilidade genética é desconhecida (Fegan & Prior, 2005; Gabriel et al., 2006). 
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Tradicionalmente, R. solanacearum vem sendo classificada em raças com base 

na espécie hospedeira e em biovares de acordo com a capacidade de metabolizar 

dissacarídeos (celobiose, lactose e maltose) e álcoois hexose (manitol, sorbitol e 

dulcitol) (Hayward, 1964; Hayward, 1994). Entretanto, esta classificação não faz parte 

dos critérios do Código Internacional de Nomenclatura de Bactérias e carece de exata 

concordância com a ampla variabilidade genética das estirpes da bactéria (Hayward, 

1991; Silveira, 2002). 

O conhecimento da estrutura genética populacional de R. solanacearum é 

fundamental para estudos epidemiológicos e o controle efetivo da doença, 

principalmente para o desenvolvimento de genótipos resistentes (Van Der Wolf et al., 

1998). A ampla diversidade genética encontrada em bactérias de solo e a diferenciação 

genética destas populações podem chegar ao nível microgeográfico, dependendo do tipo 

de solo e propriedades da rizosfera do hospedeiro (McArthur et al., 1988; Dii Cello et 

al., 1997; Silveira, 2002). 

 Técnicas moleculares têm permitido o estudo do relacionamento filogenético e 

evolutivo de R. solanacearum, bem como o de variabilidade genômica em nível intra-

específico (Silveira et al., 2005). A utilização de técnicas de análise de DNA como 

RFLP, AFLP, RAPD e rep-PCR tem se mostrado relevante na caracterização da 

variabilidade de R. solanacearum (Van Der Wolf et al., 1998; Seal et al., 1999). 

Análises de RFLP baseadas em genes de virulência e hipersensibilidade têm separado R. 

solanacearum em duas divisões importantes, uma originária da Ásia e outra da 

América, sugerindo uma distante dicotomia evolutiva (Cook et al., 1989). A divisão I 

com 78% de similaridade, contém as estirpes da raça 1, relacionadas às biovares 3, 4 e 

5, já a divisão II com 62% de similaridade, contém as estirpes das raças 1 e 2 

relacionadas às biovares 1 e da raça 3 relacionada à biovar 2. Estes resultados 
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corroboram com a conclusão de que as biovares 1 e 2 são membros de um grupo 

homogêneo relacionado (Cook et al., 1989). Posteriormente, estudos confirmaram as 

duas divisões, com inclusão das estirpes da biovar 2T (N2) relacionadas à raça 1 

(Gillings & Fahy, 1993). Recentemente, um terceiro grupo de estirpes originárias da 

África também foi identificado (Poussier et al., 2000). Sendo que a característica mais 

fortemente correlacionada aos grupos RFLP foi a origem geográfica das estirpes, visto 

que as estirpes da divisão I são originárias da Ásia e Austrália e da divisão II originárias 

das Américas (Gillings & Fahy, 1993). 

As estirpes da biovar 2 compõem apenas dois grupos de RFLP bastante 

homogêneos e próximos, com origem na região Andina Ocidental (Silveira, 2002). No 

Brasil, a biovar 2 é limitada às regiões de clima ameno do Centro e Sul do país 

(Takatsu, 1997). Esta biovar vem sendo amplamente distribuída devido à entrada de 

tubérculos de batata com infecções latentes em regiões livres do patógeno (Gillings & 

Fahy, 1993). No entanto, a biovar 2T é composta por grupos de RFLP geneticamente 

bastante heterogêneos, com origem na região Amazônica. Esta biovar está relacionada a 

regiões de clima tropical de baixa altitude, sendo que no Brasil, além da região 

Amazônica é encontrada no Distrito Federal, Minas Gerais e São Paulo. Em países de 

outros continentes esta biovar não foi encontrada (French, 1993). 

As estirpes da raça 1 sobrepõem as classificações de divisão e biovar e não 

apresentam relação filogenética ou evolutiva (Gillings & Fahy, 1993). Além disso, as 

estirpes da biovar 1, raça 1 apresentam grande variabilidade genética e no Brasil, 

predominam na região Central, mas também são encontradas desde o Rio Grande do Sul 

até o Amazonas (Takatsu, 1997). 

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

consenso T3A e T5A, projetados a partir  de seqüências de tRNA, agruparam as estirpes 
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desta bactéria em três diferentes perfis de amplificação. Esta divisão foi derivada da 

visualização 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 e 5 e correspondem 

à divisão I (Cook et al., 1989; Cook et al., 1991). As estirpes dos tipos I e II 

correspondem a divisão II e representam as biovares 2 e 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 e fumo na mesma região, 

não apresentaram o perfil correspondente descrito para este patógeno, 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 áreas produtoras do Rio Grande do 

Sul, quando analisadas utilizando oligos para as seqüências ERIC e BOX, geraram 

múltiplos produtos de tamanhos variados 200 pb a 3 Kb. Através destas análises foi 

possível diferenciar as biovares 1 e 2. Porém, estirpes da biovar 2 mostraram menor 

variação devido ao menor número de fragmentos gerados (Silveira, 2002). A presença 

de um padrão de amplificação característico através de análise de RAPD foi verificado, 

relacionado com a região da qual os isolados foram obtidos, mostrando a existência de 

pouca variabilidade local (Silveira, 2002). 
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Resultados semelhantes foram obtidos utilizando o conjunto de oligos ERIC e 

BOX (Van Der Wolf et al., 1998), já que foi possível diferenciar isolados de diferentes 

biovares, porém não houve variação 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 áreas produtoras de batata no Quênia (Smith et al., 

1995). 

Através da análise de seqüências do rRNA 16S, assim como, dos genes mutS, 

hrpB e egl  e regiões ITS,  por RFLP, estabeleceu-se uma nova classificação 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 geográfica da estirpe: filotipo I e II são compostos pelas estirpes da Ásia e 

América, respectivamente, enquanto que os membros da África pertencem ao filotipo 

III; já o filotipo IV agrupa isolados de Ralstonia syzygii e BDB (Blood Disease 

Bacterium), da Indonésia, Japão e Austrália (Fegan & Prior, 2005; Prior & Fegan, 

2005). 

Estirpes de cada filotipo parecem ter evoluído separadamente devido ao 

isolamento geográfico. Entretanto, quase independente de sua origem geográfica, 

estirpes de R. solanacearum são adaptadas a viver e causar doenças tanto em ambientes 

de clima tropical, como de clima temperado (Gabriel et al., 2006). 

Estudos comparativos com base em características fenotípicas mostraram as 

diferenças existentes entre estirpes da biovar 2T da Ásia e do Sul da América, além das 

diferenças entre as estirpes da biovar 2T (Ásia) e estirpes da biovar 2, sugerindo uma 

divisão das estirpes da biovar 2T em sub-fenótipos. Além disso, com base em análise de 

rep-PCR foi possível dividir as estirpes da biovar 2T em três grupos. As estirpes 
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asiáticas foram divididas em dois distintos grupos, onde o grupo I abrange estirpes do 

Japão e o grupo II contém estirpes da Indonésia e Filipinas (Horita et al., 2005). 

Análises dos genes rRNA 16S de estirpes da biovar 2T de batata do Japão e Filipinas 

mostraram que estas estirpes estão estritamente relacionadas a biovar 2T da Indonésia, 

sugerindo que as estirpes originadas na Indonésia se disseminaram para o Japão e 

Filipinas através de tubérculos-semente de batata (Horita & Tsuchiya, 2000; Villa et al., 

2005). Entretanto, a suposição da origem da biovar 2T da Ásia na Indonésia ainda é 

incerta (Horita et al., 2005). 

As análises fenotípica e genotípica de isolados de R. solanacearum de diferentes 

regiões geográficas também evidenciam a considerável heterogeneidade da bactéria 

(Timms-Wilson et al., 2001). Estes estudos também confirmam a maior homogeneidade 

existente entre isolados pertencentes a biovar 2 (raça 3)  (Cook et al., 1989; Smith et al., 

1995). Além disso, isolados da Europa se mostraram essencialmente homogêneos, 

provavelmente devido a recente invasão e adaptação ao clima europeu, pressupondo sua 

radiação de um simples foco original (Timms-Wilson et al., 2001). 

O seqüenciamento da estirpe GMI1000 (raça1, biovar 3) revelou que o genoma 

de R. solanacearum se encontra estruturado em dois replicons: o DNA cromossomal de 

3,7 Mb e o megaplasmídeo de 2,1 MB. O megaplasmídeo contém numerosos genes 

envolvidos na adaptação ambiental. Além disso, este replicon também possui 

duplicações de alguns genes do DNA cromossomal de funções indispensáveis, como os 

para rDNA, subunidade α da DNA polimerase, e outros. Interessantemente, algumas 

enzimas envolvidas no metabolismo de pequenas moléculas, também se encontram 

neste replicon, mas não no cromossomal. Estas observações sugerem que o 

megaplasmídeo sofre processos de aquisição de novas funções por duplicação ou 

translocação 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 

fenômeno bem conhecido para esta bactéria, tal flexibilidade pode ser responsável pela 

diversidade genômica da espécie, exemplificada em termos de gama de hospedeiro ou 

existência de biovares (Genin & Boucher, 2002). 

Através da análise da seqüência codificadora (CDS) da estirpe UW551 (raça 3, 

biovar 2) em comparação com o genoma completo da estirpe GMI1000 (raça 1, biovar 

3) foi possível verificar que pelo menos parte do fenótipo que determina as biovares 

resulta da transferência horizontal de genes que codificam enzimas responsáveis pela 

oxidação de álcoois, assim como os genes avrA, responsáveis pela reação de 

hipersensibilidade em tabaco e que podem determinar a raça (Gabriel et al., 2006). 

Além disso, foi possível assumir que o tamanho do genoma da estirpe UW551 (5.9 Mb) 

é similar ao da estirpe GMI1000 (5.8 Mb) e com um conteúdo similar de G+C (cerca de 

65%). No entanto, através de estatística de Poisson (Lander & Waterman, 1988) foi 

estimado que o genoma da estirpe UW551 teria 1.9 kb a mais do que o encontrado 

(Gabriel et al., 2006). O genoma da estirpe UW551 também mostrou um inesperado 

nível de sintenia (71%) se comparado à estirpe GMI1000. Todos os genes mais 

importantes, envolvidos na virulência de R. solanacearum se mostraram altamente 

conservados entre as estirpes. Porém, foram encontrados 402 genes presentes na estirpe 

UW551 que estão ausentes na GMI1000, sendo que alguns parecem estar envolvidos na 

virulência, mas não à tolerância a frio. Portanto, a variabilidade de virulência e a 

adaptação ao frio pode ser determinada pela regulação de genes de funções 

desconhecidas, ou pela variação genética encontrada entre genes conservados (Gabriel 

et al., 2006).  

Estes estudos mostraram que as populações bacterianas podem sofrer diferentes 

processos seletivos, dando origem a diversos padrões de diversidade genética. Além 
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disso, a distância geográfica também pode ser responsável por influenciar a variação e a 

estrutura genética da população devido a diminuição do fluxo gênico, induzindo a 

divergência (Castillo & Greenberg, 2007). Desta forma, a forte correlação existente 

entre a variabilidade genética de R. solanacearum e o número de espécies hospedeiras 

gera problemas no manejo da doença, assim como, dificuldades na produção de 

linhagens de plantas que sejam universalmente resistentes (Smith et al., 1998; Genin & 

Boucher, 2002).  

2.2 Disseminação 

Ralstonia solanacearum possui a capacidade de sobreviver por longos períodos 

em determinados tipos de solo, água e rizosfera de plantas não suscetíveis. A infecção 

ocorre pela entrada da bactéria nos tecidos da planta via ferimentos ou aberturas 

naturais nas raízes secundárias, embora a transmissão aérea por insetos também tenha 

sido relatada por certas estirpes que infectam banana (Genin & Boucher, 2002). Após a 

invasão, as células bacterianas primeiramente se proliferam e colonizam os espaços 

intercelulares e posteriormente invadem os vasos do xilema, estabelecendo uma relação 

parasítica estável (Shinohara et al., 2005; Gotz et al., 2006). Evidências sugerem que 

ocorra uma fase epifítica no ciclo de vida da bactéria, contribuindo para a sua 

sobrevivência e provendo uma fonte de inóculo para o incremento da população no solo 

(Hayward, 1991). 

Ralstonia solanacearum é um patógeno vascular que pode causar a MB em 

plantas de batata e o apodrecimento de tubérculos, entretanto, também pode sobreviver 

formando grandes populações bacterianas em tubérculos sem causar o aparecimento de 

sintomas, na forma de infecções latentes (Ciampi et al., 1980). Infecções 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), e ornamentais, sobretudo em gerânio (Pelargonium x 

hortorum) (Swanson et al., 2007). Estudos mostram que cerca de 12 a 26% dos solos 

inoculados com R. solanacearum, geram plantas de gerânio com infecções latentes. 

Sendo que a população de R. solanacearum em infecções latentes pode chegar a 109 

UFC.g-1 de tecido do hospedeiro, embora a bactéria não se distribua uniformemente nos 

tecidos da planta (Swanson et al., 2005). 

Na maioria das regiões de clima tropical e subtropical do mundo, incluindo o 

Brasil, R. solanacearum é uma espécie endêmica. Estirpes da bactéria pertencentes a 

biovar 2 (raça 3) têm se adaptado a regiões de clima temperado, embora a biovar 1 (raça 

1) também possa infectar batata, a biovar 2 é mais destrutiva em áreas que apresentam 

este tipo de clima (Schaad et al., 2007). 

Os mecanismos de patogenicidade e tolerância ao frio de estirpes de R. 

solanacearum da biovar 2 ainda não são bem conhecidos. Na falta de dados se torna 

impossível afirmar que a ampla distribuição do genótipo de biovar 2 se deva a tolerância 

ao frio, ou a específica adaptação dos mecanismos de patogenicidade à batata, ou até 

mesmos a adaptação dos mecanismos de patogenicidade a plantas invasoras, ou a novos 

mecanismos de patogenicidade ou efetores, ou ainda a combinação de todos estes 

fatores (Gabriel et al., 2006). 

Na Europa, Estados Unidos e Canadá R. solanacearum é considerado um 

microrganismo quarentenário de tolerância 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 infecções latentes (Janse, 1996). Esta bactéria tem 

sido relatada também na Turquia, entretanto não tem sido observada em batatas do 

continente Asiático, onde não existem normas de regulação de batata. Além disso, R. 

solanacearum vem sendo encontrada em plantas de gerânio infectadas cultivadas em 
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Wisconsin e na Pensilvânia, podendo resultar no movimento para outras regiões livres 

da doença (Williamson et al., 2002; Kim et al., 2003). 

A disseminação da biovar 2 de R. solanacearum para regiões livres do patógeno 

pode ser atribuída à entrada de tubérculos-semente com infecções latentes, nas quais o 

microrganismo apresenta-se viável e patogênico, podendo causar a doença quando em 

condições favoráveis de plantio (Ciampi et al., 1980; Janse, 1988). Além disso, a 

maioria dos surtos de R. solanacearum na Europa parecem estar relacionados à 

irrigação de lavouras de batata com águas contaminadas (Elphinstone, 1996; Caruso et 

al., 2003). Devido aos diversos surtos de MB na cultura da batata detectados em 

diferentes países da União Européia (Elphinstone et al., 1998), métodos mais sensíveis 

que sejam capazes de detectar o patógeno em infecções latentes têm sido aprimorados 

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

2.3 Métodos de extração de DNA 

Uma eficiente extração de DNA pode aumentar o desempenho das técnicas 

moleculares de detecção, como PCR e seqüenciamento. Dentro deste contexto, vários 

métodos de extração do DNA vêm sendo publicados, incluindo os protocolos de 

extração com CTAB, SDS (Rogers & Bendich, 1985; Edwards et al., 1991), fenol e 

fenol clorofórmio (Roe et al., 1996; Wolf, 2001), aplicação de kits comerciais, liberação 

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 

presença de nitrogênio líquido e uma centrifugação para a separação dos debris 

celulares do DNA, implicando muito tempo e equipamentos de laboratório (Drescher & 

Graner, 2002). Além disso, métodos de extração de DNA bacteriano que dependem de 

aquecimento ou desnaturação são mais eficientes para a extração de DNA plasmideal, 
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mas não para DNA genômico, sendo que para este fim, métodos mais apropriados são 

os que retêm o DNA em uma superfície (Rogers & Burgoyne, 1997). 

Um método alternativo para coleta de DNA e estocagem de material biológico 

foi originalmente desenvolvido para amostras de sangue em diagnóstico neonatal 

(Guthrie & Susi, 1963) e posteriormente utilizado em PCR para análise médica e 

forense (Nelson et al., 1990; Carducci et al., 1992). Este método consiste em passar 

uma pequena gota de sangue em um cartão que posteriormente é tratado com reagentes 

químicos que induzem a lise celular, além de inibir o crescimento de microrganismos e 

proteger os ácidos nucléicos da degradação (Drescher & Graner, 2002). Existe uma 

ampla gama deste tipo de cartão disponível, incluindo IsoCode Card (distribuído por 

Schleicher and Schuell, Diagnostik, Alemanha), Generation Capture System (Biozym 

Diagnostk GmbH, Heissisch-Oldendorf, Alemanha) e FTA-cards (Flinders Technology 

Associates) (Whatman, Kent, UK). Para a realização da PCR, um pequeno disco 

contendo a amostra a ser analisada é cortado e os inibidores são removidos através de 

uma série de lavagens com reagentes. O disco com o DNA-alvo retido é posto 

diretamente na mix de reação. Esta tecnologia tem aumentado a sensibilidade de 

detecção comparada a métodos de extração convencionais do DNA, além de propiciar a 

coleta de um grande número de amostras (Orlandi & Lampel, 2000; Mbogori et al., 

2006). 

Estes métodos adaptados, atualmente são utilizados para outros materiais 

biológicos. Através das técnicas de RAPD e microssatélite o DNA de amostras de soja 

foi amplificado com sucesso (Lange et al., 1998). Além de seqüências 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 análise genética de corais, localizados em 
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ambientes distantes (Crabble, 2003). Também pode ser utilizado para identificação de 

animais, fungos, vírus e parasitas, biologia molecular (conservação, genotipagem e 

diversidade), transgênicos, diagnósticos, farmacogenômica e genômica. Entretanto, sua 

utilização 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 cartão FTA é uma matriz fibrosa, a qual os ácidos nucléicos ficam aderidos, 

reduzindo os passos de coleta de DNA, transporte, purificação e estocagem e, 

consequentemente, reduz o custo e tempo requerido para o processamento do DNA. 

Esta matriz fibrosa está impregnada com agentes quelantes e desnaturantes que retém e 

lisam os microrganismos em contato (Belgrader et al., 1995). O DNA liberado é retido e 

preservado intacto na membrana por cerca de 14 anos à temperatura ambiente (Mbogori 

et al., 2006). No entanto, DNA extraído através de outros métodos e estocado a 

temperatura ambiente, não duram mais de seis meses (Mbogori et al., 2006). 

Seguindo uma série de curtas lavagens para remover debris celulares e outros 

contaminantes não aderidos, o cartão pode ser diretamente utilizado como molde de 

PCR ou como um meio sólido 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 à PCR logo após 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 amplificação de DNA de cevada, melhores 

resultados foram obtidos para amostras retidas de regiões verdes mais escuras, devido 

ao maior número de células aderida ao cartão (Drescher & Graner, 2002). Entretanto, 

quando utilizado mais de um disco do cartão, de 1,2 mm de diâmetro, houve inibição da 
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PCR, provavelmente devido a um desajuste na concentração da mix de reação e 

quantidade de DNA-alvo (Drescher & Graner, 2002). 

Além do menor custo do FTA, por não necessitar da utilização de equipamentos 

sofisticados, como ultra freezer e centrífuga, este processo é bastante rápido e eficiente. 

Não incluindo os ciclos da PCR, o processo geral não leva mais de 2 h, sendo quase que 

independente do número de amostras. O método FTA pode armazenar mais de 200 

amostras e cada amostra pode ser usada como molde de no mínimo 20 a 30 PCRs 

(Tsukaya et al., 2005). 

2.4 Métodos de detecção 

Como para outras bactérias de solo fitopatogênicas os métodos de controle de R. 

solanacearum são limitados e não são muito eficientes. Técnicas convencionais de 

identificação e confirmação bacteriana são laboriosas e consomem muito tempo, em 

geral, maiores que duas semanas, além de não serem suficientemente sensíveis e 

específicas (Wullings et al., 1998; Poussier & Luisetti, 2000). 

O controle efetivo da MB depende da confiabilidade de detecção no estágio 

latente do patógeno. Portanto, se faz necessária a utilização de métodos rápidos, 

específicos e sensíveis que possam detectar baixos níveis que o patógeno pode ocorrer 

em tubérculos infectados naturalmente (Seal & Elphinstone, 1994). Análises 

convencionais se baseiam na detecção de extratos de amostras de tecido vascular de 200 

tubérculos por lote de 25 toneladas de batata, através de testes de imunoflorescência (IF) 

(Janse, 1988) e/ou isolamento seletivo (Elphinstone, 1996). Para confirmar a presença 

do patógeno, as colônias isoladas em meio semi-seletivo são identificadas através de 

testes bioquímicos e submetidas a teste de patogenicidade em tomate (Janse, 1988; 

Wullings et al., 1998) 
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A detecção de populações baixas do patógeno é extremamente difícil, e o erro 

amostral aumenta com o aumento populacional do hospedeiro ou partes do mesmo. Na 

prática, protocolos adotados pela União Européia (EU) para R. solanacearum assumem 

95% de probabilidade de boa proteção ( COUNCIL directive 98/57/EC of 20 july 1998 

on the control of Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., 1998).  

Neste contexto, a especificidade é definida como a capacidade de detectar o 

organismo de interesse na ausência de falsos positivos e negativos. No entanto, 

sensibilidade relaciona-se ao baixo número confiável do patógeno detectado por análise 

ou amostra. No caso de bactérias, o nível de sensibilidade de diferentes técnicas para 

detecção em tecido vegetal é dado em unidades formadoras de colônias (UFC).mL-1. A 

Tabela 1 mostra a sensibilidade de alguns métodos de detecção, dada em UFC.mL-1 

(López et al., 2003). 

TABELA 1. Sensibilidade de métodos de detecção bacteriana*. Porto Alegre, RS, 2008. 
 
Método de detecção Sensibilidade (UFC.mL-1) 

Isolamento em meio de cultivo 10-102 

IF 103 

PCR 103-104 

ELISA 105-106 

 
*Fonte: López et al., 2003. 
 
 

Técnicas sorológicas oferecem uma alternativa sensível para detecção 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 

número de amostras de forma rápida e econômica. Entretanto, estas técnicas possuem 

sensibilidade e especificidade limitadas, podendo ocasionar reações cruzadas com 

outras bactérias quando anticorpos policlonais são utilizados (Janse, 1988; Elphinstone 

et al., 1998). Entretanto, o problema de especificidade pode ser diminuído com o uso de 



 19

anticorpos monoclonais (Griep et al., 1998; López et al., 2003). Além disso, a 

sensibilidade pode ser aumentada com o uso de enriquecimento prévio a análise, 

podendo chegar a 102 UFC.mL-1 (López et al., 2001). 

Anticorpos monoclonais foram desenvolvidos com sucesso para detecção de R. 

solanacearum tanto quando foram analisados tubérculos inoculados com sintoma de 

MB, como com tubérculos assintomáticos. A sensibilidade obtida através de ELISA foi 

de 106 UFC.mL-1  e através de IF foi de 105 UFC.mL-1. Entretanto, quando as mesmas 

amostras foram submetidas a PCR houve uma maior sensibilidade de detecção, já que 

foi possível obter resultado positivo para R. solanacearum em um maior número de 

amostras infectadas (Singh & Trevors, 2001). 

Com o advento da biologia molecular, nova abordagem no diagnóstico de 

doenças bacterianas tornou-se possível (Martins, 2000). A PCR surge então como uma 

alternativa para a detecção de bactérias fitopatogênicas 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 oligonucleotídeos iniciadores 

utilizados, os quais devem reconhecer a seqüência-alvo em questão. Além disso, a Taq 

DNA polimerase é sensível a inibidores, fatores presentes nas amostras e a algumas 

substâncias químicas utilizadas na extração do DNA que podem interferir na 

amplificação do DNA-alvo (Pastrik & Maiss, 2000). 

A confiabilidade dos métodos de detecção por PCR depende, em certo grau, da 

pureza e do número de seqüências-alvo. Freqüentemente é requerido um 

enriquecimento para aumentar a sensibilidade da PCR e superar os problemas do baixo 

número de patógenos nas amostras a serem analisadas (Lampel et al., 2000). Entretanto, 

bactérias, e o meio de cultivo onde são postas a crescer, contêm muitas substâncias que 
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podem interferir na PCR. Além disso, bactérias intactas podem sofrer autólise e destruir 

seu próprio DNA (Rogers & Burgoyne, 1997). 

Além do enriquecimento, outros métodos podem ser empregados, como 

separação imunomagnética e filtros, como o FTA® Cards Whatman, onde ambos os 

métodos visam o aumento da concentração do microrganismo e a remoção de potenciais 

inibidores da PCR (Lampel et al., 2000). Conseqüentemente, protocolos eficientes de 

extração de DNA, enriquecimento, nested-PCR e PCR quantitativo são aconselháveis 

(López et al., 2001) 

Mais recentemente, alguns protocolos de detecção de bactérias fitopatogênicas 

através de PCR quantitativa têm sido desenvolvidos (Schaad et al., 2007). Com este 

novo método, a quantificação da fluorescência durante toda a reação, prove uma análise 

em “tempo-real” da reação cinética, permitindo a quantificação do DNA-alvo. A 

medição da fluorescência durante toda a PCR, elimina os processos necessários após a 

reação, tal como, eletroforese em gel e o uso de brometo de etídeo para corar o DNA-

alvo, reduzindo prováveis contaminações. Esta automatização da técnica permite o 

processamento de amostras em larga escala e a interpretação dos dados pode ser 

apresentada como uma conclusão qualitativa, como presença ou ausência do DNA 

amplificado. Alternativamente, a análise em tempo real pode quantificar o DNA 

presente na amostra. Além disso, quatro diferentes corantes fluorescentes podem ser 

adicionados a uma simples reação, permitindo múltiplas reações, usando diferentes 

sondas para o mesmo patógeno ou para patógenos diferentes (Weller et al., 2000; 

Weller et al., 2001).  

Através de PCR quantitativa baseada no método de Molecular Beacons foi 

possível a detecção de 103-104 UFC.mL-1 em extrato de tubérculos batata (Van Der 
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Wolf et al., 2001). Também foram testados isolados de outras bactérias fitopatogênicas 

para verificar a presença de falso-positivos, comprovando a efetividade do método. 

A sensibilidade de vários métodos de detecção de R. solanacearum em 

tubérculos de batata foi testada por Elphinstone, (1996), sendo possível detectar o 

patógeno através de todos os métodos, incluindo o cultivo em meio semi-seletivo, 

ELISA, IFI, PCR com os oligos OLI1 e Y2, e ensaio com sementes de tomateiro. Com 

este trabalho através de nested-PCR foi possível detectar 10 células.mL-1 em plantas 

homogeneizadas, enquanto que com os outros métodos foi possível detectar  104 

células.mL-1. 

Muitas vezes, para que haja um aumento na sensibilidade das técnicas de 

detecção bacteriana, um enriquecimento prévio em meio líquido ou sólido, é 

aconselhável (López, 2003). A combinação de crescimento bacteriano em meio semi-

seletivo unido à detecção por PCR, vem sendo denominada de bio-PCR (Schaad et al., 

1995). Com este método há a minimização de possíveis substâncias inibidoras da PCR, 

além de reduzir o número de falso-positivos e aumentar significativamente a 

sensibilidade de detecção. A sensibilidade da bio-PCR quando suspensões ou 

homogeneizados de tomate contendo R. solanacearum foram crescidos em meio semi-

seletivo SMSA foi de 102 UFC.mL-1 e de 103 UFC.mL-1 para homogeneizados de batata 

(Seal et al., 1993; Martins, 2000), demonstrando que a sensibilidade da PCR pode ser 

aumentada 10 vezes quando há 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 102 células.g-1 de solo seco. Com este enriquecimento prévio, o DNA 
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fica livre de partículas de solo que poderiam inibir a efetividade da Taq DNA 

polimerase, tornando possível a detecção de células bacterianas viáveis presente no solo 

(Ito et al., 1998). Já, através da técnica de imunocaptura, que consiste em aplicar 

anticorpos policlonais contra a bactéria-alvo para separá-la do meio, quando aliada à 

PCR foi possível detectar aproximadamente 105 UFC.mL-1 de R. solanacearum em 

plantas de tomate inoculadas artificialmente (Dittapongpitch & Surat, 2003). 

Análises por PCR convencional podem ser realizadas em menos de 12 h, 

entretanto sua sensibilidade pode ser consideravelmente inferior à obtida através de bio-

PCR. O uso de meio modificado SMSA é altamente confiável. No entanto, são 

necessários de três a quatro dias para o isolamento do patógeno. Através de 

enriquecimento prévio ao PCR quantitativo foi possível detectar cerca de 20 células. 

mL-1 da bactéria em extratos de batata diluídos (Schaad et al., 2007). 

Protocolos de TaqMan™ PCR têm sido desenvolvidos para detecção de algumas 

bactérias fitopatogênicas, como R. solanacearum, Agrobacterium spp. e Clavibacter 

michiganensis subsp. sepedonicus. Estes protocolos têm sido equivalentes ou até 

mesmo melhores que os obtidos com PCR convencional. Entretanto, análises diretas de 

tubérculos de batata tanto de R. solanacearum, como de C. michiganensis subsp. 

sepedonicus são variáveis, devido ao baixo número populacional da bactéria nos 

tubérculos e a presença 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 TaqMan™ PCR tem se mostrado promissor, sendo possível a detecção de 101 

células.mL-1 de R. solanacearum (Weller et al., 2001). 

2.5 Projeção de oligonucleotídeos iniciadores 

Um dos objetivos básicos da busca de estratégias para projeção de oligos 

específicos é a definição e separação de grupos taxonômicos com base nestas 
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seqüências, como espécie e biovar (Arahal et al., 2004). Como a projeção de oligos se 

baseia na especificidade de algumas seqüências de DNA que diferenciam as categorias-

alvo, torna-se possível a projeção de quaisquer oligos desde que sejam constatadas 

diferenças entre tais seqüências (Rosato et al., 2002). Entretanto, a projeção pode ser 

dificultada devido a anotação de seqüências não estar completa ou possuir alguns erros 

(Arahal et al., 2004). Vários programas de computador, muitos deles disponíveis on-line 

com o BLAST (Basic Local Alignament Search Tool), podem ser usados para testar a 

especificidade in silico de uma determinada seqüência. 

Diferentes estratégias podem ser utilizadas para a projeção de oligos específicos, 

como utilização de genes ribossomais, de patogenicidade, proteínas, seqüências 

plasmideais, além do uso de técnicas como RAPD e de hibridização subtrativa (Rosato 

et al., 2002). Um grande número de métodos baseados em diagnóstico molecular 

usando seqüências de DNA específicas tem sido desenvolvido para a detecção de R. 

solanacearum. Entretanto, análises in silico têm mostrado que nem todos estes oligos e 

sondas disponíveis são específicos. Várias razões para estas discrepâncias são 

apontadas, como erros nas seqüências publicadas, na suposta especificidade e até 

mesmo de digitação dos oligos (Arahal et al., 2004). 

Tanto para R. solanacearum, como para outros patógenos, o DNA ribossomal, e 

especialmente o rDNA 16S, é a seqüência-alvo mais comumente usada para a busca de 

seqüências específicas de DNA. Não é em vão que esta seqüência gênica tem sido 

obtida mais freqüentemente e de um grande número de estirpes, descrevendo com maior 

acerácea o grupo consenso e a variabilidade intra-específica (Arahal et al., 2004). A alta 

variabilidade de seqüências entre lócos ribossomais repetidos tem sido identificada 

como fonte de variação com um grau apropriado de instabilidade genética (Rogers & 

Burgoyne, 1997). Entretanto, as diferenças em um grupo de seqüências não 
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necessariamente refletem a variabilidade verídica, já que estas diferenças podem ser 

erros previstos, gerados durante as reações de amplificação e seqüenciamento (Arahal et 

al., 2004). 

Algumas regiões do rDNA 16S  têm sido utilizadas como molde para a projeção 

de oligos específicos para R. solanacearum (Martins, 2000), como o oligo específico 

OLI1, junto com o oligo não específico 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 

seqüência rDNA 16S (Boudazin et al., 1999). Os resultados de PCR não mostraram 

uma divisão clara dos isolados usando os oligos D1-B, projetados para detectar a 

divisão I e D2-B ou OLI1-Z, projetados para a divisão II. Dois dos isolados de biovar 1 

testados não geraram produtos de amplificação com os oligos projetados para detectar a 

divisão 2, indicando que não há uma correspondência estrita entre biovar e divisão de 

isolados com base em análise de seqüências de rDNA 16S. 

Além do rDNA 16S, outras seqüências têm sido utilizadas para a projeção de 

oligos para a detecção de R. solanacearum, como as regiões ITS e rDNA 23S. As 

seqüências ITS, conhecidas por sua alta variabilidade por serem elementos não 

funcionais, podem ser utilizadas para a caracterização intra-específica, além de 

identificação e caracterização em nível específico (Jensen et al., 1993). Estudos 

mostram que os oligos RsolT2 e RsolT3, projetados a partir de seqüências de rDNA 

23S, são específicos a estirpes não européias e européias, respectivamente (Timms-

Wilson et al., 2001). Entretanto, é incerto que estirpes de diferentes regiões geográficas 

possuam diferenças dentro da seqüência rDNA 23S (Arahal et al., 2004). 

Oligos também podem ser projetados a partir de seqüências de DNA que 

codificam proteínas que podem ser específicas para o microrganismo de interesse. Este 
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é o caso do gene pehA (poligalactorunase) (Huang & Schell, 1990), utilizado para a 

amplificação 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 específico para a 

projeção de oligos é que normalmente estão presentes na forma de cópia simples na 

célula, o que pode acarretar numa diminuição considerável da sensibilidade se 

comparada com genes que possuem múltiplas cópias, tais como rDNA 16S  (Pastrik & 

Maiss, 2000). Embora, a presença de múltiplas cópias de rDNA 16S em células 

bacterianas aumentarem a sensibilidade, os oligos projetados a partir destas seqüências 

não têm sido muito específicos (Seal et al., 1993; Weller et al., 2000). 

Plasmídeos múltiplas-cópia também têm sido utilizados na projeção de oligos 

para detecção de bactérias fitopatogênicas (Dreier et al., 1995; McManus et al., 1995). 

Em geral, o uso de tal DNA extracromossomal não é indicado, pois são potencialmente 

transferidos para outras bactérias. Uma exceção pode ser o uso de genes presentes em 

megaplasmídeos, os quais possuem baixas chances de serem transferidos 

horizontalmente (Schaad & Frederick, 2002). 

Vários são os oligos projetados a partir de RAPD. Os produtos de PCR gerados 

por RAPD do organismo-alvo e de outras bactérias são comparados, e uma única banda 

é removida do gel, clonada e posteriormente seqüenciada. Usando a seqüência de um 

único fragmento de DNA, novos oligos podem ser gerados (Schaad & Frederick, 2002). 

Através de hibridização subtrativa foram projetados oligos específicos para 

biovar 2 (raça 3) de R. solanacearum (Fegan et al., 1998). A projeção de oligos 

utilizando esta técnica, também possibilitou distinguir raças estritamente relacionadas 

de R. solanacearum (Cook & Sequeira, 1991). 
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Com a análise de seqüências de inserção foi possível estudar a diversidade 

genética de estirpes da raça 1 de R. solanacearum, além de projetar oligos específicos 

para sua detecção. O número de fragmentos gerados variou de quatro a quatorze, o que 

torna possível sua utilização na caracterização de estirpes da raça 2 de R. solanacearum 

(Lee et al., 2001).  

Desta forma, a projeção de oligos específicos permite segurança na detecção de 

fitopatógenos, obtendo-se melhor entendimento de um patossistema e, 

conseqüentemente, a obtenção de uma maior eficiência no controle de doenças 

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

 

 

 

 

 

 



 27 

 

 

 

 

CAPÍTULO II 
 

3 OLIGONUCLEOTÍDEOS INICIADORES PARA DETECÇÃO DE BIOVARES 

1 E 2 DE Ralstonia solanacerum EM BATATA 

 

3.1 INTRODUÇÃO 
 

Ralstonia solanacearum vem sendo classificada em raças em relação à espécie 

hospedeira, e em biovares com base na versatilidade de metabolizar dissacarídeos 

(celobiose, lactose e maltose) e álcoois hexose (manitol, sorbitol e dulcitol) (Hayward, 

1994). Dois grupos de estirpes são capazes de infectar a cultura da batata: as estirpes da 

biovar 1, que correspondem à raça 1, com grande número de hospedeiros, maior 

capacidade de persistir no solo e predominar em regiões de clima quente; e as estirpes 

da biovar 2, correspondentes à raça 3, que infectam basicamente a batata em regiões de 

clima temperado e apresentam maior capacidade de produzir infecções latentes. Nas 

Regiões Sul e Sudeste do Brasil há uma predominância 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 são ações preventivas, 

como o uso de tubérculos-semente livres do patógeno e o plantio em áreas não 

infestadas. O manejo integrado da doença abrange o uso de cultivares resistentes e de 

práticas culturais que levam em consideração a biovar que está presente no local 

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

mecanismo de resistência. 

Visando o conhecimento das populações do patógenos, várias estratégias podem 

ser utilizadas para a projeção de oligos específicos, como utilização de genes 

ribossomais, de patogenicidade, proteínas, seqüências plasmideais, além do uso de 

técnicas como RAPD e de hibridização subtrativa. Tanto para R. solanacearum, como 

para outros patógenos, o DNA ribossomal, e especialmente o rDNA 16 S, tem sido a 

seqüência-alvo mais utilizada para a busca de seqüências específicas de DNA, 

descrevendo com maior acerácea o grupo consenso e a variabilidade intra-específica 

(Arahal et al., 2004). 

Considerando a carência de oligonucleotídeos específicos para a detecção e 

diferenciação das biovares 1 e 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 produção de 

poligalacturonase (PG), envolvida na virulência deste patógeno e, controle da síntese de 

dissacarídeos, respectivamente.  
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3.2 MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.2.1 Estirpes de Ralstonia solanacearum e extração do DNA 

Estirpes das biovares 1 e 2 de R. solanacearum armazenadas em água destilada 

esterilizada (ADE) a 4 ºC e glicerol 20% (glicerol-água) a -20 ºC, fazem parte do banco 

de bactérias fitopatogênicas do Laboratório de Fitobacteriologia da Faculdade de 

Agronomia da UFRGS (Tabela 2) e foram utilizadas para a padronização 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 padronização dos 
oligonucleotídeos iniciadores PehS F/ PehS R e UDP1 F/ UDP R. Porto Alegre, RS, 2007. 

 

Identificação Hospedeiro Origem Fonte Biovar 

1, 3-15 Lycopersicon esculentum Rio Grande do Sul Silveira, J.R.P. * 1 

45-54 Nicotiana tabacum Rio Grande do Sul Silveira, J.R.P. * 2 

R56, R530 Solanum tuberosum Rio Grande do Sul Silveira, J.R.P. * 2 
*Fundação Estadual de Pesquisa Agropecuária, Rio Grande do Sul, BR. 

 

Para recuperação de células viáveis de R. solanacearum, 10 μL das células 

bacterianas preservadas foram adicionadas a 1.000 μL de caldo nutriente (extrato de 

carne, 3 g.L-1 e peptona bacteriológica, 5 g.L-1) e submetidos a agitação durante 24-48 h 

a 28 °C. A seguir, 5 μL destas suspensões foram transferidos para o meio SPA 

(sacarose, 20 g.L-1; peptona, 5 g.L-1; K2HPO4, 0,5 g.L-1; MgSO4.7H2O, 0,5 g.L-1; agar, 

15 g.L-1), acrescido de 0,5% de 2,3,5 cloreto de trifenil tetrazólio (Hayward, 1960) e 

incubadas a 28 ºC por 24 h. A extração do DNA de R. solanacearum foi realizada 
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através de lise alcalina, utilizando o protocolo adaptado por Duarte et al. (2004) de De 

Boer & Wattiez, (1995).  

3.2.2 Análise in silico e projeção de oligonucleotídeos iniciadores 

Para a projeção dos oligos as seqüências foram rastreadas a partir do Banco de 

genes ENTREZ do NCBI (2006) para os genomas das linhagens K60 (biovar 1) e 

UW551 (biovar 2). As seqüências foram editadas para o modo FASTA e submetidas a 

Plataforma BLAST (GenBank, 2006) para análise de similaridade das seqüências com 

outras seqüências genômicas depositas no GenBank. Posteriormente, as linhagens foram 

submetidas à plataforma Multalin/INRA (Expasy, 2006) para o alinhamento múltiplo. 

Devido a falta do genoma completo seqüenciado da biovar 1, o alinhamento de 

seqüências para a projeção de oligos para a detecção da biovar 2 foi realizado com base 

na linhagem GM1000 (biovar 3) de R. solanacearum, cuja seqüência foi rastreada a 

partir do  banco de dados  do genoma desta estirpe (Salanoubat et al., 2006). Após o 

alinhamento entre as seqüências, as diferenças genômicas foram utilizadas como molde 

para a projeção dos oligos específicos através do programa Oligo Perfect (Invitrogen, 

2006). As temperaturas escolhidas foram em média de 57 °C para ambos pares de 

oligos. O conteúdo de GC ficou em torno de 50 %. Os oligos também foram submetidos 

à plataforma BLAST (GenBank, 2006) para verificar a especificidade. 

Para a detecção 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’/ UDP1 R: 5’ 

ACGATCTCATTGATGCTCAG 3’). 
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3.2.3 PCR com os oligonucleotídeos iniciadores projetados para detecção 

das biovares 1 ou 2 

Diferentes temperaturas de pareamento e concentrações dos reagentes foram 

testadas para a otimização das reações. A PCR foi realizada em termociclador PTC-

100TM (MJ Research, Inc.). Após o ajuste da reação, a PCR foi executada com um 

volume final de 10 µL, para ambos pares de oligos, composta por 1,0 µM de oligos; 1 x 

tampão de reação (20 mM Tris pH 8,4; 50 mM KCl); 2,0 µM MgCl2;  0,2 µM dNTP 

(Invitrogen); 1 U/R Taq DNA polimerase (Invitrogen) e aproximadamente 100 ng de 

DNA-molde. As seguintes condições de PCR foram utilizadas, onde foram realizados 

20 ciclos com cada temperatura de pareamento: desnaturação inicial de 94 °C por 2 

min; 20 ciclos de desnaturação (94 °C por 30 s), pareamento (65 °C por 30 s), extensão 

(72 °C por 30 s); acrescido de 20 ciclos de desnaturação (94 °C por 30 s), pareamento 

(55 °C por 30 s), extensão (72 °C por 30 s); com uma extensão final de 72 °C durante 

10 min. A especificidade dos oligos projetados foi testada com as estirpes de referência, 

listadas na Tabela 2, usando água Mili-Q como controle negativo. Os produtos obtidos 

foram visualizados em gel de agarose 1,5 % (Invitrogen), marcados com brometo de 

etídio e documentados através de câmera fotográfica (Sony Cyber-Shot). 
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 

3.3.1 Análise in silico e projeção de oligonucleotídeos iniciadores 

O genoma da linhagem UW551 (biovar 2) encontra-se completamente 

seqüenciado e disponível no Banco de genes ENTREZ do NCBI (2006). Entretanto, há 

poucas seqüências disponíveis para a linhagem K60 (biovar 1), dentre elas, a que 

apresentou maior possibilidade de projeção de oligos específicos para detecção da 

biovar 1 foi a seqüência do gene pehS, cujo produto está envolvido na produção de PG, 

proteína envolvida na virulência de R. solanacearum. Não foi encontrada similaridade 

representativa entre as seqüências dos genes pehS para os genomas das linhagens K60 

(biovar 1) e UW551 (biovar 2), assim como para outras bactérias, quando submetidas à 

plataforma BLAST (GenBank, 2006), tornando possível a projeção de oligos 

específicos para a detecção de biovar 1 de R. solanacearum. 

A projeção de oligos para a detecção de biovar 2 baseou-se no gene UDP-N-

acetilglucosamina 4,6-dehidratase, envolvido no controle da síntese de dissacarídeos 

produzidos por R. solanacearum. A escolha deste gene se deve a sua provável ausência 

no genoma de estirpes de biovar 1, já que estirpes desta biovar não metabolizam os 

dissacarídeos celobiose, lactose e maltose. Esta idéia teve como base estudos 

comparativos das ORFs da estirpe UW551 (raça 3, biovar 2) com o genoma completo 

da estirpe GMI1000 (raça 1, biovar 3) onde foi possível verificar que pelo menos parte 

do fenótipo que determina as biovares resulta da transferência horizontal de genes 
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(Gabriel et al., 2006). Portanto, devido a ausência desta seqüência em bancos de dados 

para a linhagem K60 e a necessidade de projeção de oligos específicos que detectem 

somente estirpes da biovar 2 de R. solanacearum, este gene foi submetido à comparação 

de seqüências disponíveis no GenBank por meio da Plataforma BLAST (GenBank, 

2006), para as linhagens UW551 (biovar 2) e GM1000 (biovar 3), assim como para 

outras bactérias. Estas seqüências apresentaram regiões heterólogas o que possibilitou a 

projeção de oligos para detecção de biovar 2. O alinhamento das seqüências do gene 

UDP-N-acetilglucosamina 4,6-dehidratase para as linhagens UW551 (biovar 2)  e 

GM1000 (biovar 3), com os oligos específicos projetados para a detecção de biovar 2 de 

R. solanacearum, são apresentados (Figura 1).  

 

FIGURA 1. Alinhamento múltiplo das seqüências parciais correspondentes ao gene UDP-N-
acetilglucosamina 4,6-dehidratase para as linhagens UW551 (RSB2_UDP) e GM1000 
(RSB2_UDP), com os oligos UDP1 F (PrimerUDPFor) e UDP1 R (PrimerUDPRev). 
Porto Alegre, RS, 2006. 

 



 34

3.3.2 PCR com os oligonucleotídeos iniciadores projetados para detecção 

das biovares 1 ou 2 

Amostras de DNA das biovares 1 e 2 de R. solanacearum, foram testadas com 

os oligos projetados para detectar as biovares 1 (PehS F/PehS R) ou 2 (UDP1 F/UDP1 

R), em diferentes condições de reação. Os oligos projetados para detectar a biovar 1 

amplificaram produtos inespecíficos e não o fragmento de DNA do tamanho esperado 

de 500 pb (Figura 2). Nas mesmas condições de reação, o DNA de todas amostras 

testadas amplificaram com os oligos projetados para a detecção de biovar 2, a partir da 

seqüência do genoma da estirpe UW551 (biovar 2) de R. solanacearum (Figura 3), 

gerando um fragmento de 354 pb, conforme o esperado.  
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FIGURA 2. Amplificação de fragmentos de DNA com os oligonucleotídeos iniciadores PehS F/PehS R 
para o gene peh, regulador da produção de poligalactorulase. M, marcador de peso 
molecular 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen); 1-14, DNA genômico 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,  
água (controle negativo). Porto Alegre, RS, 2007. 
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FIGURA 3. Amplificação de fragmentos de DNA com os oligonucleotídeos iniciadores UDP1F/UDP1R 
baseados no gene de UDP-N-acetilglucosamina 4,6-dehidratase, cujo produto está envolvido 
no controle da síntese de dissacarídeos. M, marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA 
ladder (Invitrogen); 1-14, DNA genômico 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, água (controle negativo). Porto Alegre, RS, 2007. 
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Estes resultados não foram os esperados, já que os oligos foram projetados a 

partir de seqüências especificas depositadas no Banco de Genes ENTREZ do NCBI 

(2006). Entretanto, mostraram a dificuldade de projeção 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 anotação da seqüência não estar completa ou possuir algum 

tipo de erro, como foi encontrado para vários outros oligos usados para detecção de R. 

solanacearum (Arahal et al., 2004). 

Outro problema, que pode estar relacionado com a falta de especificidade dos 

oligos projetados para a detecção da biovar, 1 foi a utilização de um gene que codifica 

produto específico, presente na forma de cópia simples na célula. O que pode acarretar 

uma diminuição na eficiência de detecção se comparada com genes com múltiplas 

cópias (Pastrik & Maiss, 2000).  
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CAPÍTULO III 
 
 

 
4 MÉTODOS DE DETECÇÃO 

 
 

4.1 INTRODUÇÃO 
 

Ralstonia solanacearum é um patógeno vascular que pode causar a MB em 

plantas de batata e o apodrecimento de tubérculos. Entretanto, também pode sobreviver 

formando grandes populações bacterianas em tubérculos sem causar o aparecimento de 

sintomas, na forma de infecções latentes (Ciampi et al., 1980). A disseminação da 

biovar 2 de R. solanacearum para regiões livres do patógeno pode ser atribuída à 

entrada de tubérculos-semente com infecções latentes, nas quais o microrganismo 

apresenta-se viável e patogênico, podendo causar a doença quando em condições 

favoráveis durante o cultivo (Janse, 1988; Ciampi et al., 1980). 

Estudos epidemiológicos e ecológicos da distribuição do patógeno no ambiente 

são seriamente dificultados pela baixa eficiência dos métodos de detecção, 

especialmente quando a concentração do patógeno é baixa ou se apresenta na forma de 

infecções latentes. Devido aos diversos surtos de MB na cultura da batata detectados em 

diferentes países da União Européia, métodos mais sensíveis, que sejam capazes de 

detectar o patógeno em infecções latentes, têm sido aprimorados para que possam 

assegurar medidas quarentenárias eficientes. Portanto, um grande número de tubérculos 

deve ser amostrado, de forma rápida e eficaz. Dentro deste contexto, o cartão FTA surge 

como uma alternativa, já que reduz os passos de obtenção do DNA, transporte, 
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purificação e estocagem e, conseqüentemente, o custo e tempo requerido para o 

processamento do DNA. Esta tecnologia aliada tanto à PCR qualitativa, como à PCR 

quantitativa surge, então, como uma alternativa para a detecção de bactérias 

fitopatogênicas devido sua alta sensibilidade e especificidade. 

Este trabalho teve como objetivo aperfeiçoar o método de detecção de R. 

solanacearum visando estudos epidemiológicos da MB. Tal método necessita ser 

rápido, reproduzível e aplicável a um grande número de amostras. Neste trabalho, a 

eficiência do método FTA foi avaliada em comparação com outros métodos de obtenção 

do DNA e posterior utilização em PCR qualitativa e quantitativa. 
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4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.2.1 Estirpes de Ralstonia solanacearum 

Estirpes das biovares 1, 2 e 3 de R. solanacearum armazenadas em água 

destilada esterilizada (ADE) a 4 ºC e glicerol 20% (glicerol-água) a -20 ºC, fazem parte 

do banco de bactérias fitopatogênicas do Laboratório de Fitobacteriologia da Faculdade 

de Agronomia da UFRGS e foram utilizadas para a padronização dos métodos de 

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

TABELA 3. Estirpes de Ralstonia solanacearum utilizadas para a padronização dos métodos de extração 
de DNA bacteriano. Porto Alegre, RS, 2007. 

 

Identificação Hospedeiro Origem Fonte Biovar 

216, 221, 256, 
257 Solanum tuberosum Distrito Federal Lopes, C.A1 1 

213, 245, 253 S. tuberosum Distrito Federal Lopes, C.A.1 2 

93 S. tuberosum São Paulo Rodrigues, J.N.2 1 

126 S. tuberosum São Paulo Rodrigues, J.N.2 2 

66 Lycopersicon esculentum São Paulo Takatsu, A.2 3 

1, 3-15 L. esculentum Rio Grande do Sul Silveira, J.R.P. 3 1 

45-54 Nicotiana tabacum Rio Grande do Sul Silveira, J.R.P. 3 2 

R56, R530 S. tuberosum Rio Grande do Sul Silveira, J.R.P. 3 2 
1Embrapa Hortaliças, Distrito Federal, BR. 
2Instituto Biológico, São Paulo, BR. 
3Fundação Estadual de Pesquisa Agropecuária, Rio Grande do Sul, BR. 
 

Para recuperação de células viáveis de R. solanacearum, 10 μL das células 

bacterianas preservadas foram adicionadas a 1.000 μL de caldo nutriente (extrato de 

carne, 3 g.L-1 e peptona bacteriológica, 5 g.L-1) e submetidos a agitação durante 24-48 h 

a 28 °C. A seguir, 5 μL destas suspensões foram transferidos para o meio SPA 
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(sacarose, 20 g.L-1; peptona, 5 g.L-1; K2HPO4, 0,5 g.L-1; MgSO4.7H2O, 0,5 g.L-1; agar, 

15 g.L-1), acrescido de 0,5% de 2,3,5 cloreto de trifenil tetrazólio (Hayward, 1960) e 

incubadas a 28 ºC por 24 h.  

4.2.2 Obtenção das amostras de tubérculos de batata  

Amostras de tubérculos-semente e consumo de batata foram coletadas nos 

municípios de São Francisco de Paula (SFP) e Ibiraiaras (IB), RS, em dezembro de 

2007. Com o auxílio de seringas descartáveis de 1 mL/cc insulina  U-100, sem agulha, 

amostras aleatórias de 100 tubérculos de cada variedade de batata foram coletadas por 

lavoura. Seringas foram fixadas na região do estolão, de cada tubérculo a ser amostrado, 

a cerca de 0,5 cm de profundidade e com auxílio do embolo as amostras foram 

succionadas e posteriormente, adicionadas a tubos de 15 mL (Falcon). O material 

coletado foi acrescido de ADE, na proporção 1:1, macerado e homogeneizado com um 

bastão de vidro. Este material foi utilizado na obtenção do DNA por FTA® Cards 

Whatman, bio-PCR, lise celular por aquecimento, e kit GenSpinTM Plant DNA 

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

4.2.3 Amostras compostas  

Três amostras compostas, obtidas conforme descrito no item 4.2.2., de 90, 99 e 

100 tubérculos cv. Asterix, livres de R. solanacearum, acrescidas de 10, 1 e zero 

tubérculos infectados, respectivamente, foram homogeneizadas em ADE na proporção 

1:1 e em solução tampão KH2PO4 3 mM. Estas amostras, com zero, 1 e 10% de tecido 

infectado, foram submetidas ao método FTA® Cards Whatman (10 µL e 100 µL), bio-

PCR (10 µL) e lise celular por aquecimento (100 µL). Este experimento foi conduzido 

por duas vezes. 
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4.2.4 Extração do DNA 

A extração de DNA a partir de suspensões de células bacterianas de R. 

solanacearum e/ou tecido de tubérculos-semente e consumo de batata coletados nos 

municípios 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 

agitação, durante 24-48 h a 28 °C, foram suspensas em 250 µL de tampão de extração 

de DNA (100 mM tris-HCl pH 8,0; 25 mM EDTA; 1% SDS e 50 µg.mL-1 de proteinase 

K) e incubadas por 3 h a 56 ºC. As amostras foram acrescidas de 250 µL de acetato de 

amônio 7,5 M e centrifugadas (12.500 rpm, 15 min, 4 ºC). O sobrenadante aquoso, 

contendo o DNA, foi coletado e precipitado com isopropanol (v/v). As amostras foram 

incubadas a -20 °C overnight e, então, centrifugadas (12.500 rpm, 25 min, 4 °C) e 

lavadas com etanol 70% (v/v). Posteriormente, as amostras foram secas, re-suspensas 

em 50 µL de água Mili-Q e 5 µL de RNAse e armazenadas a -20 ºC até o uso. A 

concentração de DNA foi estimada por visualização 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 µL) foram 

adicionados a tubos de 200 µL e colocados em bloco de aquecimento durante 4 min a 

96 °C (Seal et al., 1993). Após este período, as amostras foram submersas em gelo ou 

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

4.2.4.3 Bio-PCR e lise celular por aquecimento 

Para realização da bio-PCR (Schaad et al., 1995), tubérculos macerados (10 µL) 

foram adicionados a tubos de 1,5 mL, contendo 1 mL de meio semi-seletivo SMSA 
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(peptona, 10 g.L-1; glicerol, 10 g.L-1; casamino ácido, 1 g.L-1), acrescido de bacitracina, 

25 mg.L-1; sulfato de polimixina B, 100 mg.L-1; cloranfenicol, 5 mg.L-1; penicilina-G, 

0,5 mg.L-1; cristal violeta, 5 mg.L-1 e 2,3,5 cloreto de trifenil tetrazólio, 50 mg.L-1 

(Englebrecht, 1994; Elphinstone, 1996), submetidos à agitação por 24-48 h a 28 °C. 

Posteriormente, 100 µL foram transferidos para tubos de 200 µL e colocados em bloco 

de aquecimento durante 4 min a 96 °C. Após, as amostras foram submersas em gelo 

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

4.2.4.4 FTA® Cards Whatman 

Cones da região do estolão do tubérculo, macerados com auxílio de um bisturi, 

assim como, 100 µL das amostras maceradas e homogeneizadas de tubérculos-semente 

e consumo de batata, foram aplicados sobre quadrados (2 X 2 cm), devidamente 

identificados, em cartão FTA. Depois de secar durante 3 h à temperatura ambiente (ou 1 

h a 37 °C), discos de 1,2 mm de diâmetro foram retirados utilizando um cortador 

(Harris) e transferidos para microtubos de 200 µL. Entre as amostragens, o cortador foi 

desinfestado com álcool 70% (v/v). Os discos de papel foram lavados duas vezes, 

durante 5 min, com 200 µL do reagente FTA (FTA Purification Reagent), e, após, duas 

vezes, por 5 min, com 200 µL de tampão TE-1 (10 mM Tris-HCl; 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 cartão não utilizado foi 

armazenado dentro de sacos plásticos à temperatura ambiente. Tubérculos de batata 

infectados com R. solanacearum, oriundos de Criciúma, SC, foram utilizadas como 

controle positivo do método. 



 42

4.2.4.5 Eluição do DNA retido no FTA® Cards Whatman  

Para eluição do DNA retido no cartão 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 µL de solução alcalina (0,1 N NaOH; 0,3 M 

EDTA, pH 13,0) e mantidos a temperatura ambiente durante 5 min. Posteriormente, 

foram adicionados 66 µL de tampão Tris saturado com Cl (0,1 M, pH 7,0), durante 10 

min. Após a adição do tampão Tris-Cl, o material foi vortexado durante 5 s, a cada 5 

min até o término dos 10 min da reação. Posteriormente, os discos de 1,2 mm foram 

pressionados nos seus respectivos tubos e descartados. Para a realização da PCR 

qualitativa e PCR quantitativa, 1 µL da eluição foi adicionado a reação. Amostras de 

batata com presença de pus bacteriano, causado por R. solanacearum oriundas de 

Criciúma, SC, assim como as amostras de campo, foram utilizadas como controle 

positivo do FTA para verificar a efetividade do método e para determinação do limite de 

detecção do método FTA® Cards Whatman. 

4.2.4.6 Kit para isolamento de DNA genômico  

A extração de DNA genômico de R. solanacearum foi feita através do kit 

GenSpinTM Plant DNA Purificationt (Whatman), de acordo com as recomendações do 

fabricante. Tecido de tubérculos-semente e consumo de batata (20 mg) coletados nos 

municípios de SFP e IB, RS, foi macerado em 200 µL de tampão de homogeneização 

durante 1 min. Posteriormente, 25 µL do homogeneizado foram aplicados nos filtros 

GenSpin Filter Basket e centrifugados (14.000 rpm, 15 s). Para remover a água residual, 

as amostras foram incubadas em temperatura ambiente nos tubos com as tampas abertas 

overnight. As amostras foram lavadas por duas vezes com 500 µL do Wash Reagent e 

centrifugadas (14.000 rpm, 1 min). O mesmo procedimento foi realizado com o Rinse 

Reagent. Após, o GenSpin Filter Basket foi colocado em um novo tubo, no qual foram 
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aplicados 150 µL de tampão TE para eluição 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 eluído foi armazenado a -20 ºC até o uso e a concentração de DNA 

estimada por visualização em eletroforese em gel de agarose 0,8% (Invitrogen). 

4.2.5 Determinação do limite de detecção do método FTA® Cards Whatman 

Estirpes de R. solanacearum foram cultivadas em caldo nutritivo por 24 h a 28 

°C. As concentrações de células no meio de cultura, de 1,00, 0,50, 0,25 e 0,10, foram 

determinada através de espectrofotometria (DO600). Diluições sucessivas foram obtidas 

até 10-10, a partir de DO=0,1. Dez microlitros de cada suspensão foram transferidos 

para placas contendo meio SPA, para contagem das células, ou cartões de FTA, além 

de serem submetidos à lise celular por aquecimento. Discos de 1,2 mm do FTA e 1 μL 

o DNA extraído por aquecimento foram utilizados em PCR qualitativa com os oligos 

OLI1 e Y2. As mesmas suspensões foram posteriormente testadas com os oligos RS-I 

e RS-II através de PCR qualitativa e quantitativa. 

4.2.6 Eletroforese do DNA 

A concentração dos géis de agarose (Invitrogen), relativa à separação e 

visualização dos fragmentos, foi de 0,8% (p/v) para DNA total, 1,5% (p/v) para os 

produtos de amplificação com os oligos OLI1 e Y2 e 2,0% (p/v) para os oligos RS-I e 

RS-II. As condições de eletroforese foram de 2 h e 30 min a 6 h, utilizando 30 a 50 V, 

dependendo das concentrações dos géis. O marcador de peso molecular 1 kb Plus DNA 

Ladder (Invitrogen) foi usado como referência. Para posterior visualização, os géis 

foram marcados com brometo de etídeo (0,5 μg.mL-1), exposto a luz ultravioleta e 

documentado através de câmera fotográfica (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 região do rDNA 

16S, gerando um fragmento de amplificação 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 regiões que flanqueiam 

a região do rDNA 16S para a seqüência 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 referência, extraídas pelo método de lise alcalina (Duarte et al., 2004). 

Ambos os oligos foram submetidos ao programa Oligo Analyser para verificar possíveis 

problemas envolvendo pareamento errôneo. A PCR foi realizada em termociclador 

PTC-100TM (MJ Research, Inc.), onde diferentes temperaturas de pareamento e 

concentrações de reagentes foram testadas para a padronização das reações, tomando 

como base a temperatura de fusão (TM) dos oligos usados. Após o ajuste da reação, 

para ambos pares de oligos, a PCR foi executada com um volume final de 10 ou 20 µL, 

composta por 1,0 µM de oligos; 1 x tampão de reação (20 mM Tris pH 8,4; 50 mM 

KCl); 2,0 µM MgCl2;  0,2 µM dNTP (Invitrogen); 1 U/R Taq DNA polimerase ou 

Platinum® Taq DNA polimerase (Invitrogen). Os fragmentos gerados para estirpes-

padrão das biovares 1 e 2 de R. solanacearum com oligos OLI1 e Y2 também foram 

submetidos à uma re-amplificação para aumentar a concentração de produtos para 

posterior seqüenciamento. Um microlitro do produto de amplificação destas reações foi 

utilizado em nova PCR com volume de 50 µL. Para esta reação, todos os reagentes 

foram utilizados na mesma concentração, exceto a concentração de Taq DNA 

polimerase (Invitrogen) que passou para 2 U/R. 



 45

As seguintes condições de PCR foram utilizadas para os oligos OLI1 e Y2: 

desnaturação inicial de 94 °C por 2 min, seguido por 30 ciclos de desnaturação (94 °C 

por 45 s), pareamento (68 °C por 20 s), extensão (72 °C por 20 s), com uma extensão 

final de 72 °C durante 10 min. Para os oligos RS-I e RS-II foram utilizadas as seguintes 

condições: desnaturação inicial de 94 °C por 5 min, seguido por 40 ciclos de 

desnaturação (94 °C por 15 s), pareamento (63 °C por 10 s) e extensão (72 °C por 15 s). 

Em todas as reações foi utilizada água Mili-Q como controle negativo. 

4.2.7.2 PCR quantitativa 

Os oligos RS-I e RS-II, após a padronização da PCR qualitativa, foram 

utilizados em PCR quantitativa, utilizando SYBR® Green como corante e ROX 

Reference Dye como normalizador da reação. A PCR quantitativa foi ajustada e 

executada com um volume final de 20 µL, composta por 1,0 µM de oligos; 1 x tampão 

de reação (20 mM Tris pH 8,4; 50 mM KCl); 2,0 µM MgCl2; 0,2 µM 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 µL da suspensão do DNA eluído do cartão FTA como molde ou de 

estirpes utilizadas como referência, extraídas pelo método de lise alcalina. 

As reações foram realizadas no Centro de Biotecnologia da UFRGS (Porto 

Alegre, RS) e no laboratório 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 

quantificação absoluta das amostras. As seguintes condições de PCR foram utilizadas: 

desnaturação inicial de 94 °C por 5 min, seguido por 40 ciclos de desnaturação (94 °C 

por 15 s), pareamento (63 °C por 10 s) e extensão (72 °C por 15 s). A leitura da 
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fluorescência foi realizada a 60 °C por 35 s. Em todas as reações foi utilizada água Mili-

Q como controle negativo. 

4.2.8 Purificação dos produtos de amplificação para o seqüenciamento 

Após a PCR com os oligos OLI1 e Y2 de volume final 50 µL, os produtos de 

DNA amplificados foram purificados em coluna QIAquik PCR (Quiagen). Seguindo as 

recomendações do fabricante do kit, o volume total dos produtos de amplificação 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 solução aquosa foi descartada do 

tubo coletor ao qual a coluna é fixada. A coluna foi então deslocada para remoção 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 μL 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 então descartada, permanecendo no tudo de 1,5 mL o 

DNA purificado. As amostras de DNA purificado foram, então, quantificadas em gel de 

agarose (Invitrogen). 

4.2.9 Seqüenciamento e análise in silico dos produtos amplificados 

Os fragmentos de DNA gerados pela amplificação das estirpes 216, 221 e 256 da 

biovar 1 e 213, 245 e 253 da biovar 2 de R. solanacearum, com os oligos OLI1 e Y2, 

após a purificação, foram enviados para seqüenciamento no Laboratório de Biologia 

Genômica e Molecular, PUCRS, Porto Alegre, RS. A reação foi realizada em um 

volume final de 6 µL, utilizando 30 a 50 ng de DNA molde e 2,5 pmol dos oligos OLI1 

e Y2, em um seqüenciador automático MegaBACE 1000 (GE Healthcare). 
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AS amostras foram editadas e submetidas à plataforma Multalin/INRA (Expasy, 

2008), para o alinhamento múltiplo e verificar prováveis diferenças que possam servir 

para a projeção de oligos que diferenciem as biovares 1 e 2 de R. solanacearum e sejam 

usados em PCR quantitativa. As seqüências também foram comparadas às depositadas 

no GenBank através da plataforma BLAST (GenBank, 2008).  
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.3.1 Sensibilidade da PCR na detecção de Ralstonia solanacearum com 

diferentes métodos de extração de DNA de tecidos com diferentes níveis de 

infecção  

Os resultados obtidos (Tabela 4) mostraram que é possível detectar um tubérculo 

infectado numa amostra composta de 100 tubérculos. Também ficou comprovado que a 

retirada de uma pequena porção de tecido da região do estolão do tubérculo é suficiente 

para detectar R. solanacearum nestas condições. No entanto, a eficiência de detecção da 

presença de R. solanacearum por PCR variou com o método de extração de DNA e com 

a incidência nos tubérculos testados. O protocolo do FTA preconiza a utilização de 10 

µL da amostra. Entretanto, este volume não foi suficiente para a detecção de R. 

solanacearum, através de PCR qualitativa, nas amostras com 1% de infecção (Tabela 

4). Neste experimento também foi testada a homogeneização e maceração das amostras 

na proporção de 1:1 de tubérculos em ADE ou em tampão KH2PO4 3 mM, não havendo 

diferença quando o método de obtenção do DNA foi o FTA. O método de bio-PCR se 

mostrou mais eficiente quando o macerado foi feito na solução tampão, pois R. 

solanacearum não foi detectada quando se utilizou água, independente da concentração 

da amostra (Tabela 4). 
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TABELA 4. Detecção de Ralstonia solanacearum por PCR, com os oligos OLI1/Y2, utilizando diferentes 

métodos de extração do DNA em amostras coletadas com auxílio de seringa, de tubérculos 
de batata com três níveis de infecção. Porto Alegre, RS, 2008. 

 

Método de extração do DNA Amostras* 

 1 2 3 

 água KH2PO4 água KH2PO4 água KH2PO4 

FTA (10 µL) -** - - - + + 

FTA (100 µL) - - + + + + 

Bio-PCR (100 µL) - - - + - + 

Lise celular por aquecimento (100 
µL) - - - - + + 

*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 tampão, este consumiu muito tempo e trabalho intensivo. Métodos 

de pré-purificação, tais como métodos de enriquecimento, têm sido amplamente 

utilizados para purificar as células bacterianas antes da PCR (Schaad et al., 1995; 

Elphinstone, 1996). Entretanto, quando se deseja uma detecção rápida, o 

enriquecimento prévio não é aconselhável (Pastrik, 2000). 

A detecção de patógenos em sementes ou material propagativo, como tubérculos 

de batata, podem ser extremamente difíceis quando a população do patógeno é baixa. 

Portanto, técnicas sensíveis, capazes de detectar a pequena população do patógeno são 

necessárias (Schaad & Frederick, 2002). 

O sucesso da detecção por PCR depende da natureza da amostra, sugerindo que 

uma grande quantidade de substâncias pode inibir a reação de amplificação do DNA 

alvo. Isto foi observado quando diferentes amostras foram analisadas (sementes, 

plantas, água e solo) (Poussier, 2002). Entretanto, o kit QIAamp® se mostrou muito 

eficiente e confiável na separação do DNA de possíveis substâncias inibidoras, sendo 
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possível a detecção de R. solanacearum em todas as de amostras estudadas (Poussier, 

2002). 

Tubérculos de batata homogeneizados são considerados um meio difícil de 

extração do DNA de R. solanacearum (Rogers et al., 1996). Diversos métodos de 

extração em extratos de tubérculos, baseados na lise celular por aquecimento, sem 

posterior purificação, extração convencional com clorofórmio ou fenol/clorofórmio e 

subseqüente precipitação do DNA por etanol ou isopropanol, além de métodos que 

unem o DNA a resinas ou a colunas de purificação foram testados (Pastrik, 2000). Estes 

resultados mostraram que muitos destes métodos, inclusive a lise celular por 

aquecimento, requerem uma diluição do DNA antes da PCR, para reduzir o efeito de 

inibidores que diminuem a sensibilidade da reação (Pastrik, 2000). Entretanto, tal 

diluição pode acarretar a diminuição da sensibilidade de detecção do patógeno (Pastrik 

& Maiss, 2000). 

O limite de detecção de R. solanacearum por PCR em amostras de batata  é 

afetado pela presença de substâncias que inibem ou reduzem a amplificação. O limite de 

detecção obtido para tubérculos de batata foi menos sensível do que para plantas de 

tomate, provavelmente devido à presença de maior quantidade de inibidores, como 

compostos fenólicos, nos tubérculos (Martins, 2000).  

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a coleta de tubérculos de 

batata com auxílio de seringa é possível e, aliada ao método FTA, possibilita a coleta de 

um grande número de amostras. Portanto, a utilização deste método, aliado à PCR 

qualitativa, no estudo da epidemiologia da MB, tem potencial. Outros trabalhos também 

mostraram que a sensibilidade de detecção através do método FTA têm aumentado em 

relação à sensibilidade obtida através de métodos convencionais de extração do DNA 
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(Orlandi & Lampel, 2000). Uma baixa concentração de DNA-alvo pode ser extraído 

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

4.3.2 Métodos de extração de DNA e PCR qualitativa 

A presença de R. solanacearum em tubérculos, coletados nos municípios de SFP 

e IB, RS, não foi detectada através de PCR qualitativa com os oligos OLI1 e Y2, em 

amostras retiradas com seringas e submetidas à extração do DNA através do método 

FTA, lise celular por aquecimento, bio-PCR e lise celular por aquecimento, e kit 

GenSpinTM Plant DNA Purification. Entretanto, a detecção através do método FTA foi 

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

 
TABELA 5. Detecção de Ralstonia solanacearum em tubérculos de batata através de PCR qualitativa 

com os oligonucleotídeos iniciadores OLI1/Y2, utilizando diferentes métodos de extração 
do DNA e FTA para os oligonucleotídeos RS-I/RS-II. Porto Alegre, RS, 2008. 

 

Local Cultivar 

 Ágata Asterix Viavaldi 

 OLI1/Y2 RS-I/RS-II OLI1/Y2 RS-I/RS-II OLI1/Y2 RS-I/RS-II 

São 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 condições da PCR com os oligos OLI1 e Y2 foram testadas, 

evidenciando que não se tratou de um problema da reação. Um possível pareamento dos 

oligos OLI1 e Y2 nas extremidades 5’ foi evidenciado, quando submetidos ao programa 

Oligo Analyser (Figura 4), o que pode acarretar a formação de dímeros de oligos, 

justificando sua menor sensibilidade. Nas baixas concentrações que R. solanacearum 

pode ocorrer em infecções latentes, é mais provável que os oligos se pareiem entre si do 

que encontrem uma seqüência alvo de DNA para se parear. 
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5'-GGGGGTAGCTTGCATCCTGCC-3' 
                        |||                      
3'-TGAGGATGCCCTCCGTCGTCACCC-5'                   
 dG: -3,48 kcal/mol 
 
                    5'-GGGGGTAGCTTGCATCCTGCC-3' 
                        |||                     
3'-TGAGGATGCCCTCCGTCGTCACCC-5'                  
 dG: -3,48 kcal/mol 

 

FIGURA 4. Representação 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 cópia do DNA-alvo 

(Pastrik, 2000). Diferentes métodos têm sido utilizados para detecção de R. 

solanacearum em plantas naturalmente infectadas (Pradhanang et al., 2000). Entretanto, 

vários fatores podem restringir a habilidade de detectar um baixo número 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 16S, 

região utilizada para a projeção dos oligos (Seal et al., 1993; Taghavi et al., 1996). Isto 

inclui todas as biovares de R. solanacearum, BDB e R. syzygii. Entretanto, estas 

espécies são facilmente diferenciadas pela gama de hospedeiros e propriedades 

fisiológicas (Eden-Green & Sastraatmadja, 1990). 

A ausência de qualquer sintoma ou sinal (exsudação) da MB nos tubérculos 

amostrados evidencia que o método FTA tem potencial na detecção de infecções 

latentes em tubérculos-semente de batata, quando aliado à PCR qualitativa com os 

oligos RS-I e RS-II. Com a padronização do método FTA, o processo de detecção se 

torna mais ágil, já que não se faz necessária a extração do DNA, e o material pode ser 

transferido para o cartão diretamente no campo. 
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4.3.3 Determinação do limite de detecção do método FTA® Cards Whatman 

O método FTA, assim como a lise celular por aquecimento, se mostrou eficaz na 

extração de DNA para a detecção de R. solanacearum em meio de cultura líquido. 

Contudo, somente foi possível detectar 106 UFC.mL-1 (diluição 10-1) com ambos os 

métodos, através de PCR qualitativa com os oligos OLI1 e Y2 (Figura 5).  
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FIGURA 5. Amplificação do DNA, em suspensões de células de Ralstonia solanacearum (OD600), por 

PCR com os oligos OLI1 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; absorbâncias (1 e 15) 1,00; (2 e 16) 0,50; (3 e 17) 0,25 e (4 e 18) 
0,10; Diluições (5 e 19) 10-1; (6 e 20) 10-2; (7 e 21) 10-3; (8 e 22) 10-4; (9 e 23) 10-5; (10 e 24) 
10-6; (11 e 25) 10-7; (12 e 26) 10-8; (13 e 27) 10-9 e (14 e 28) 10-10; (29 e 30) controle negativo 
(água). Porto Alegre, RS, 2007. 

 
 

 Entretanto, quando as mesmas suspensões, transferidas para cartões FTA foram 

submetidas à PCR qualitativa com os oligos RS-I e RS-II, foi possível detectar 1 

UFC.mL-1, que corresponde a diluição 10-10 (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 à seqüência-alvo, resultando em uma maior sensibilidade de reação. 
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FIGURA 6. Amplificação do DNA, em suspensões de células de Ralstonia solanacearum (OD600), 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; 
Absorbâncias (1) 1,00; (2) 0,50; (3) 0,25 e (4) 0,10; Diluições (5) 10-1; (6) 10-2; (7) 10-3; (8) 
10-4; (9) 10-5; (10) 10-6; (11) 10-7; (12) 10-8; (13) 10-9 e (14) 10-10. Porto Alegre, RS, 2008. 

 
No entanto, a sensibilidade de detecção de colônias puras de R. solanacearum 

suspensa em PBS pode chegar a 102 UFC.mL-1, 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 não 

reproduzível (Pastrik, 2000). 

A análise do limite de detecção de suspensões de R. solanacearum em água, 

através de PCR qualitativa com a utilização dos oligos OLI1 e Y2 foi de 103 UFC.mL-1. 

No entanto, quando extratos de batata foram analisados o limite de detecção foi de 104 

UFC.mL-1 (Weller et al., 2000; Weller et al., 2001).  

A detecção 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 inespecíficos de tamanho similar ao esperado para R. 

solanacearum, foram observados quando estes oligos foram utilizados, resultando numa 

difícil interpretação dos dados (Pastrik & Maiss, 2000). 

Em estudos com os oligos RS30 e RS31, projetados a partir da seqüência dos 

genes hrpO e hrpN da estirpe GMI1000 de R. solanacearum, obteve-se uma 

sensibilidade de 106 UFC.mL-1 para suspensões bacterianas analisadas através de PCR 

qualitativa. A sensibilidade foi aumentada para 103 UFC.mL-1 com o método nested-

PCR usando os oligos RS30a/RS31a e RS30b/RS31b. Também foi testado o uso de 
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diferentes tampões para diminuir a possível inibição da PCR. Entretanto, o incremento 

da eficiência depende da planta estudada e, em extratos de tubérculos de batata e planta, 

não houve um aumento significativo da sensibilidade (Poussier & Luisetti, 2000). 

O método FTA é uma matriz fibrosa que tem possibilitado a rápida coleta, 

purificação e análise do material genético de uma ampla gama de fontes biológicas, tais 

como, sangue, saliva, tecidos, plasmídeos, plantas e microrganismos (Lampel et al., 

2000). O cartão, que contém agentes químicos, protege o DNA da ação de nucleases, 

oxidação, danos causados por UV e microrganismos. A sensibilidade de detecção de 

diluições de suspensões bacterianas em FTA e subseqüente amplificação em PCR vêm 

mostrando uma alta sensibilidade de detecção (10 UFC.mL-1). Isto sugere a utilidade do 

FTA como meio ideal para rápida estocagem e recuperação de ácidos nucléicos para 

análise molecular. Entretanto, a detecção de algumas bactérias, como bacilos foi menos 

sensível (103-104 UFC.mL-1) (Rajendram et al., 2006). 

4.3.4 Eluição do DNA retido no FTA® Cards Whatman  

Os resultados da PCR com o DNA eluído dos cartões FTA não se alteraram 

(Figuras 7 e 8). Assim como os resultados obtidos por (Rajendram et al., 2006), o DNA 

eluído do FTA teve qualidade comparável ao do DNA imobilizado no cartão (Figura 9), 

viabilizando o uso do DNA extraído pelo método FTA em PCR quantitativa, que requer 

o DNA em solução. 
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FIGURA 7. Amplificação do DNA, em suspensões de células de Ralstonia solanacearum (OD600), por 
PCR com os oligos OLI1 e Y2, através do método de eluição do DNA retido no cartão FTA® 
Cards Whatman; M, marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen); C, 
controle positivo de FTA; Absorbâncias (1) 1,00; (2) 0,50; (3) 0,25 e (4) 0,10; Diluições (5) 
10-1; (6) 10-2; (7) 10-3; (8) 10-4; (9) 10-5; (10) 10-6; (11) 10-7; (12) 10-8; (13) 10-9 e (14) 10-10. 
Porto Alegre, RS, 2008. 
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FIGURA 8. Amplificação do DNA, em suspensões de células de Ralstonia solanacearum (OD600), por 
PCR com os oligos RS-I e RS-II através do método de eluição do DNA retido no cartão 
FTA® Cards Whatman; M, marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen); 
C, controle positivo de FTA; Absorbâncias (1) 1,00; (2) 0,50; (3) 0,25 e (4) 0,10; Diluições 
(5) 10-1; (6) 10-2; (7) 10-3; (8) 10-4; (9) 10-5; (10) 10-6; (11) 10-7; (12) 10-8; (13) 10-9 e (14) 10-

10; (15) controle negativo (água). Porto Alegre, RS, 2008. 
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FIGURA 9. Perfil eletroforético dos produtos de PCR com os oligonucleotídeos iniciadores OLI1 e Y2, 

utilizando os métodos FTA® Cards Whatman (1 a 3) e eluição do DNA retido no cartão 
FTA® Cards Whatman (4 a 6), em amostras de batata infectadas com Ralstonia 
solanacearum oriundas de Criciúma, SC; M, marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA 
ladder (Invitrogen); 1-4, amostra 1; 2-5, amostra 2; 3-6, amostra; 7, água (controle negativo). 
Porto Alegre, RS. 2007.  

 



 57

4.3.5 PCR quantitativa  

Através da quantificação absoluta por PCR, usando SYBR Green e os oligos RS-

I e RS-II foi confirmada a presença de R. solanacearum nas 13 amostras coletadas nos 

dois municípios (Figura 10). Assim como a PCR qualitativa (Figura 8), foi possível a 

detecção de 1 UFC.mL-1 através deste método (Figura 11). Entretanto, algumas 

amostras apresentaram dois picos de fluorescência (Figura 10), provavelmente devido à 

presença de produtos inespecíficos gerados durante a reação, com os oligos RS-I e RS-II 

e que não são visualizados em gel de agarose com a PCR qualitativa, ou até mesmo a 

formação de dímeros de oligos. Estes problemas também podem ser resolvidos com o 

uso de métodos de PCR quantitativa que se baseiem em sondas, como o método 

TaqMan. Porém, as amostras analisadas com o uso de SYBR Green, quando extraídas 

por lise alcalina apresentaram somente um pico de amplificação (Figura 12). 

Embora a tolerância da presença de R. solanacearum em tubérculos-semente de 

batata seja zero, e a PCR qualitativa seja suficiente para atender este requisito, a PCR 

quantitativa indica a concentração estimada de células por tubérculo, sendo uma 

ferramenta potencial para estudos epidemiológicos e de certificação de batata. Além 

disso, a PCR quantitativa agiliza o processo de detecção, já que não se fazem 

necessários os processos para visualização do produto da PCR. 
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FIGURA 10. Detecção de Ralstonia solanacearum em tubérculos de batata  através de PCR quantitativa 
com os oligos RS-I/RS-II. Porto Alegre, RS, 2008. 

 

 

FIGURA 11. Curva padrão obtida através da análise de suspensões de células de Ralstonia solanacearum 
extraídas pelo método FTA e analisadas por PCR qualitativa com os oligos RS-I/RS-II 
usando o corante SYBR Green. Porto Alegre, RS, 2008. 

 

 

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

 

Vários métodos baseados na emissão de fluorescência para PCR quantitativa 

vêm sendo utilizados. Apesar dos métodos que se baseiam em sonda serem mais 

específicos, como os métodos TaqMan, 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 fluorescência ao longo do número de ciclos de PCR devido à intercalação 

do fluoróforo na dupla fita de DNA (Gibson, 2006). 

Através da análise de suspensões bacterianas de R. solanacearum utilizando o 

método TaqMan com o set de sonda e oligos (RS) para detecção de todas as biovares de 

R. solanacearum e o set de sonda e oligos (RS-B2), específico para biovar 2A, foi 

obtido um limite de detecção de 104 UFC.mL-1 para ambos os oligos. Em extratos de 

batata, a detecção de R. solanacearum foi de 104 UFC.mL-1  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 Análise in silico das amostras seqüenciadas 

Tanto para R. solanacearum, como para outros patógenos, o DNA ribossomal, e 

especialmente 16S, é a seqüência-alvo mais comumente usada para a busca de 

seqüências específicas de DNA. Esta seqüência gênica vem sendo anotada mais 

freqüentemente para um grande número de estirpes, descrevendo com maior acurasse o 

grupo consenso e a variabilidade intra-específica (Arahal et al., 2004). A alta 

variabilidade das regiões ITS tem sido identificada como fonte de variação de seqüência 

com um grau apropriado instabilidade genética (Rogers & Burgoyne, 1997). 

Após o seqüenciamento 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 seqüência rDNA 16S ser considerada uma fonte 

de variabilidade intra-específica, através da análise dos fragmentos de DNA gerados não 

foi possível projetar oligos que diferenciem estas biovares para que pudessem ser 

utilizados em PCR quantitativa. Provavelmente, a carência de regiões heterólogas entre 
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as seqüências geradas se deva ao pequeno fragmento obtido, e não a falta de 

variabilidade entre as biovares 1 e 2. 

 

 

FIGURA 13. Alinhamento múltiplo resultante da edição das seqüências parciais, geradas com os oligos 
OLI1 e Y2 para as biovares 1 (RS_B1) e 2 (RS_B2) de Ralstonia solanacearum. Porto 
Alegre, RS, 2008. 

 
 

Devido a ampla variabilidade genética de R. solanacearum, tornam-se difíceis e 

complexos o desenvolvimento de métodos de detecção e medidas de controle eficientes. 

Além disso, as baixas concentrações em que R. solanacearum pode ser encontrada no 

seu estágio latente, se faz necessária a implementação de métodos de detecção de alta 

sensibilidade, especificidade e confiabilidade e que, ao mesmo tempo, sejam de fácil 

utilização e baixo custo. Dentro deste contexto, técnicas de detecção molecular são 

vantajosas em relação a técnicas convencionais de detecção de R. solanaceraum, pois 

não requerem passos de purificação, além de serem mais sensíveis, específicas e 

exigirem menor tempo para a execução (Poussier et al., 2002). Técnicas convencionais 

de extração do DNA são laboriosas e muitas vezes dependem da obtenção de colônias 

puras. O método FTA surge como uma alternativa, uma vez que dispensa técnicas 

convencionais de extração do DNA, onde o DNA bacteriano retido no cartão pode ser 

diretamente utilizado como molde em PCR. Desta forma, um diagnóstico rápido pode 

resultar em uma apropriada medida de controle do patógeno. 
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5 CONCLUSÕES 
 

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, nas condições em que foi 

realizado, chegou-se às seguintes conclusões: 

A projeção de oligonucleotídeos iniciadores que diferenciem as biovares 1 e 

2 de Ralstonia solanacearum, através de PCR, necessita ser feita com base em um 

maior número de seqüências de DNA de maior número de estirpes; 

A utilização da seringa na coleta das amostras de tubérculos de batata para a 

detecção de R. solanacearum é viável; 

Os oligonucleotídeos iniciadores RS-I e RS-II devem ser utilizados na 

detecção de R. solanacearum através de PCR com o método FTA de extração do 

DNA; 

O método FTA, pela sensibilidade na extração e conservação de DNA, 

viabiliza a realização de levantamentos representativos da incidência de R. 

solanacearum em tubérculos de batata, particularmente em tubérculos-semente; 

O nível de contaminação com R. solanacearum dos tubérculos analisados, 

tanto utilizando PCR qualitativa, como quantitativa, indica que um levantamento 

representativo da incidência deste patógeno em tubérculos-semente é imperativo. 
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