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RESUMO 
 
 
Pectobactérias (Pectobacterium spp. e Dickeya spp.) são os agentes 

causais da canela-preta e podridão-mole, e Ralstonia solanacearum da murcha 
bacteriana. A principal fonte de inóculo dessas doenças é o tubérculo-semente 
assintomático. As importações brasileiras de tubérculo-semente podem 
representar um risco à cultura. Tubérculos-semente livres de patógenos é 
considerada a melhor estratégia para manejar essas doenças. Entrentanto, 
métodos sensíveis para detecção desses patógenos são necessários. Sendo 
assim, o principal objetivo dessa pesquisa foi desenvolver e validar um método 
para detecção de pectobactérias e R. solanacearum presentes em baixa 
densidade populacional em tubérculos de batata, através de qPCR. A qPCR foi 
realizada com sondas de hidrólise (sondas TaqMan® MGB) e fluoróforo 
intercalante de DNA fita-dupla (SYBR Green I). Esse método poderá ser 
utilizado como uma ferramenta em estudos epidemiológicos, programas de 
certificação e inspeção quarentenária. O uso de cartões FTA para a coleta e 
extração do DNA dos tubérculos foi testado, utilizando três métodos de 
transferência de amostras: pressão direta; cone triturado em PBS; e fragmentos 
retirados com seringa e triturados em PBS. O primeiro método foi o mais 
sensível, proporcionando um limite de detecção por PCR de 1x102 UFC.mL-1. 
Oligonucleotídeos iniciadores foram desenhados para as bactérias-alvo, exceto 
para R. solanacearum, na qual se usou os oligonucleotídeos iniciadores 
OLI1/Y2 em PCR e qPCR. Dickeya spp. (54,9%) e R. solanacearum (52,9%) 
apresentaram a maior incidência nas 206 amostras analisadas por qPCR, 
seguidas por P. brasiliensis (16,5%), P. atrosepticum (9,2%), P. carotovorum 
(6,3%) e P. betavasculorum (1,9%). Esta última trata-se do primeiro registro em 
batata no Brasil. Associações entre as espécies bacterianas nos tubérculos 
também foram verificadas, onde Dickeya spp. e R. solanacearum foram 
encontradas em associação (24,8%) nos tubérculos, mas estavam presentes 
isoladamente em 20,8 e 13,4%, respectivamente. Dentro desse contexto, a 
presença de uma população bacteriana heterogênea nos tecidos vasculares 
dos tubérculos foi demonstrada.   
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ABSTRACT 
 
 
Pectobacteria (Pectobacterium spp. and Dickeya spp.) are the causal 

agent of blackleg and soft rot, and R. solanacearum of bacterial wilt, in potato 
crop. The main source of inocula is symptomless seed potato tuber. The 
Brazilian imports of seed potato may pose a risk to the crop. Pathogen-free 
seed is the best strategy to manage these diseases. Therefore high-sensitive 
methods for detection of these bacteria are mandatory. Thus, the main objective 
of this study was to develop and validate a method for detection of 
pectobacteria and R. solanacearum present in low population density in potato 
tubers, by qPCR (absolute quantification) in assay with hydrolysis probes 
(TaqMan® MGB probes) and double-stranded DNA binding dye (SYBR Green I). 
This method can be used as a tool in epidemiological studies, certification 
programs, and quarantine inspection. The use of FTA cards to collection, and 
DNA extraction was tested using three methods: direct pressure, cone crushed 
in PBS, and small pieces removed with syringe and crushed in PBS. The first 
method was the most sensitive, providing a limit of detection by PCR of 1x102 
CFU.mL-1. Primers were designed for target bacterial species, except for R. 
solanacearum, in which was used OLI1/Y2 primers for PCR and qPCR. Dickeya 
spp. (54.9%) and R. solanacearum (52.9%) had the highest incidence in the 206 
samples analyzed by qPCR, followed by P. brasiliensis (16.5%), P. 
atrosepticum (9.2%), P. carotovorum (6.3%) and P. betavasculorum (1.9%). The 
occurrence of P. betavasculorum in potato is the first record of potato in Brazil. 
Associations between bacterial species in the tubers were also found, where 
Dickeya spp. and R. solanacearum were found in association (24.8%) in the 
tubers, but were present alone in 20.8 and 13.4%, respectively. Within this 
context, the presence of a heterogeneous bacterial population in the vascular 
tissues of the tubers was demonstrated. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A batata (Solanum tuberosum L.) é atualmente o quarto alimento mais 

consumido no mundo, perdendo somente para o arroz, trigo e milho. No Brasil, 

planta-se aproximadamente 145.000 ha/ano de batata, com produtividade 

média de aproximadamente 25 a 30 toneladas/ha. A produção mundial e 

brasileira tem aumentado a cada ano, porém, esse incremento na produção 

ainda é limitado por fatores como a ocorrência de doenças. 

A podridão-mole, canela-preta e murcha bacteriana estão entre as 

principais doenças bacterianas que afetam a cultura da batata e têm causado 

perdas elevadas em pré- e pós-colheita ao longo dos anos em escala mundial. 

Pectobacterium atrosepticum é considerada o principal agente causal da 

canela-preta em regiões de clima temperado. Pectobacterium carotovorum 

subsp. carotovorum, em avaliações na Holanda entre os anos 2005 e 2008 e na 

França, nos anos de 2003 e 2005, foi encontrada em 15 e 20% das plantas com 

canela-preta, respectivamente. Pectobacterium betavasculorum tem sido 

relatada causando podridão-mole somente em beterraba, e até o momento, não 

se tem nenhum relato da sua ocorrência em batata. 



2 
 

 
 

Uma nova espécie, identificada primeiramente no Brasil, P. brasiliensis, 

já foi encontrada nos Estados Unidos, Israel e África, causando canela-preta em 

batata. No Brasil, esta espécie tem causado canela-preta em áreas de clima 

subtropical úmido com temperaturas relativamente amenas (17-20 °C) durante 

a estação de crescimento. Pectobacterium wasabiae, agente causal de 

podridão-mole em wasabi (raiz forte utilizada na culinária japonesa) foi relatada 

recentemente causando podridão-mole em batata na Nova Zelândia. No 

entanto, pouco se sabe sobre a ecologia de P. brasiliensis, e se P. 

betavasculorum ou P. wasabiae podem causar doença em batata no Brasil. 

As espécies do gênero Dickeya formam um grupo bastante heterogêneo, 

causando doença em um grupo diverso de espécies de plantas, principalmente 

a batata. Em batata, espécies de Dickeya causam canela-preta, com sintomas 

diferenciados dependendo das condições climáticas. Em áreas semi-áridas e 

tropicais, ocorrem podridões nos tubérculos em pré-emergência e podridão 

extensiva das hastes. Em regiões de clima temperado, murcha associada com 

podridão limitada da haste, ou ausência de podridão na haste, seguida de 

dessecação e morte da planta são os sintomas mais comuns. A alta umidade 

relativa tende a reduzir a dessecação e favorece a podridão-mole de tecidos 

infectados. No entanto, os sintomas geralmente aparecem como murcha nas 

folhas do topo da planta, a qual se dissemina rapidamente para as folhas 

baixeiras, e em seguida, ocasiona a dessecação da planta por inteiro. Além 

disso, descoloração do sistema vascular na base da haste pode ser observada, 

seguido pelo escurecimento externo, como o sintoma típico descrito para 

canela-preta. 
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Estudos mais recentes relatam que os sintomas em plantas de batata 

causados pelas estirpes de Dickeya são diferentes quando comparados a 

canela-preta causada por P. atrosepticum. Os sintomas sempre aparecem na 

parte superior da planta, enquanto a base da haste permanece verde. Necrose 

interna na região da medula já foi encontrada na haste, sem qualquer vestígio 

de podridão externa. Esses sintomas foram encontrados em lavouras de batata 

na Finlândia, Israel, África do Sul e Espanha, estando associados à baixa 

umidade relativa. Em clima tropical, como no Peru e em regiões temperadas, 

como Japão e Suíça, podridão extensiva da haste tem sido relatada, 

possivelmente devido à alta umidade relativa nas lavouras.  

Estudos apontavam que estirpes de Dickeya sp. associadas à batata 

sempre pertenciam aos biovares 1 e 7, os quais coincidem com D. dianthicola, 

uma espécie mais associada com regiões frias, que se encontra disseminada 

por toda a Europa. Nos outros continentes, as estirpes de batata pertencem ao 

biovar 3, atualmente D. dadantii e D. zeae. Estas apresentam maior 

temperatura de crescimento e são mais adaptadas a climas quentes. Mais 

recentemente, variantes adicionais de Dickeya sp. têm sido encontradas na 

Finlândia, Dinamarka, Escócia, Israel, Holanda, França e Espanha. A presença 

de um grupo de Dickeya sp. bastante divergente de D. dianthicola foi descrito 

baseando-se em sequências espaçadoras intergênicas do rDNA 16S-23S. 

Estirpes deste novo grupo foram consideradas mais virulentas do que D. 

dianthicola em ensaios de casa de vegetação e campo. Do aumento destes 

surtos epidêmicos de canela-preta e murcha provocados por Dickeya sp. na 

Europa, surge a necessidade de estudos de população desses patógenos em 
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lavouras de batata no Brasil, com o objetivo de verificar se as estirpes desse 

gênero bacteriano estão presentes nos tubérculos-semente.  

 A principal fonte de inóculo e a mais importante forma de dispersão de 

Pectobacterium ou Dickeya spp. a longas distâncias são reconhecidamente os 

tubérculos-semente contaminados. A produção de lotes de sementes livres 

desses patógenos é considerada a mais importante estratégia para controlar a 

disseminação dos agentes causais da canela-preta. A redução da 

contaminação de tubérculos pode ser alcançada pela restrição do número de 

gerações de populações patogênicas no campo. Métodos de redução da 

população do patógeno nos tubérculos infectados foram testados, tais como, o 

tratamento com água quente, uso de antibióticos (estreptomicina) e compostos 

à base de cobre, mas nenhum deles resultou em erradicação dessas bactérias.  

O conhecimento da distribuição geográfica de populações de espécies 

de Dickeya e Pectobacterium nos tubérculos-semente deve ser implementado 

em amostragens para programas de certificação de sementes, uma vez que 

pouca informação se tem da distribuição de espécies de Pectobacterium e 

Dickeya em tubérculos-semente no Brasil, e do nível de infecção latente 

encontrado nos mesmos. 

Outra doença que vem causando problemas na cultura da batata é a 

murcha bacteriana causada por Ralstonia solanacearum. Essa doença é 

considerada atualmente uma das mais importantes para a cultura, em função 

de a bactéria ser considerada praga quarentenária A1 em países, como Canadá 

e EUA; por ser um patógeno com ampla gama de hospedeiros, e também por 
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apresentar a capacidade de permanecer em baixos níveis populacionais sem 

causar sintomas nos tubérculos-semente.  

A ocorrência do sintoma de murcha causado por R. solanacearum pode 

ser confundido com o sintoma provocado pela Dickeya sp. em plantas de batata 

nas lavouras. Os sintomas são semelhantes, comprometendo o diagnóstico 

visual. Com isso, existe a necessidade de métodos diagnósticos mais apurados 

e sensíveis para identificá-las.  

A ocorrência de infecções latentes causadas por R. solanacearum nos 

tubérculos-semente ocorre com a mesma problemática do que com 

Pectobacterium e Dickeya spp. e os programas de certificação devem ser 

intensificados para evitar a disseminação. A avaliação de infecções latentes 

causadas por essas bactérias nos tubérculos ainda não é utilizada em 

programas de certificação dos tubérculos-semente. O uso dessa avaliação na 

certificação pode impedir a entrada de tubérculos infectados com baixo nível 

populacional dessas bactérias, que podem acarretar em possíveis epidemias 

dessas doenças no campo.  

Por enquanto, não existe na legislação brasileira nenhuma instrução 

normativa que defina a inspeção da presença de infecções latentes nos 

tubérculos-semente. A inspeção nos tubérculos-semente importados avalia a 

presença de vírus e nematóides em laboratório. Para bactérias e fungos, é 

feitos apenas a inspeção visual nos tubérculos, para verificar a presença de 

sintomas da doença, baseando-se nos níveis de tolerância para semente 

básica, registrada e certificada. R. solanacearum apresenta níveis de tolerância 

zero para as três classes de batata-semente. Os níveis de tolerância para 
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Pectobacterium e Dickeya spp. é de 1,0% para semente-básica e registrada, e 

de 2,0% para sementes registradas. Porém, a inspeção fitossanitária para 

tubérculos-semente importados não corrige esse problema da entrada de 

bactérias presentes na forma de infecção latente, o que implica na entrada de 

novas espécies, de estirpes não relatadas no país por esses tubérculos, ou por 

outros órgãos propagativos (bulbos), mudas, plantas ornamentais, frutos e 

flores importados. 

Atualmente, 70% dos tubérculos-semente utilizados no país são 

importados de países da União Européia (Holanda, França, Reino Unido: 

Inglaterra, Escócia, País de Gales e Irlanda do Norte), América do Sul 

(Argentina e Chile) e América do Norte (Canadá e EUA). A ocorrência de 

infecções latentes por essas bactérias nos tubérculos-semente torna a 

importação um risco para a cultura da batata, visto que esses tubérculos podem 

apresentar a bactéria, mas não apresentarem sintomas dessas doenças. Além 

disso, ainda se tem o risco de importação de outros produtos (mudas, plantas, 

frutos e flores) que podem carregar inóculo dessas bactérias e disseminar-se no 

país para outras culturas até chegar na batata. O uso da certificação de 

sementes com a detecção de infecções latentes deve ser implantado, com o 

uso de ferramentas mais sensíveis para detecção de fitopatógenos em baixo 

nível populacional. 

A detecção e identificação de bactérias fitopatogênicas têm sido feita até 

o momento por caracterização bioquímica e fisiológica, métodos sorológicos 

(ELISA, imunofluorescência), marcadores moleculares (RFLP, RAPD, AFLP), 

macro e microarranjos de DNA, e métodos baseados em PCR (Reação em 
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Cadeia da Polimerase), na qual os últimos têm se mostrado mais promissores e 

amplamente utilizados em função da sensibilidade, especificidade e facilidade 

de realização dos ensaios em relação aos outros métodos. A PCR pode ser 

utilizada para verificar a presença de patógenos ao nível de espécie, 

subespécie, biovar, raça em uma mesma reação (PCR multiplex) ou 

isoladamente. 

A quantificação da carga de inóculo presente em amostras de plantas 

pode ser feita por qPCR (PCR em tempo real). A sensibilidade da PCR é de 

aproximadamente 100 pg de DNA genômico e de aproximadamente 10 fg de 

DNA, através da qPCR. Um nanograma de DNA genômico bacteriano equivale 

a aproximadamente 105moléculas de um gene-alvo de cópia única, o que 

corresponde ao número de células bacterianas. A qPCR permite a detecção de 

aproximadamente 100 fg.mL-1. Considerando que a maioria dos genomas 

bacterianos pesam em média 5 fg, a detecção de 20 células presentes em um 

mililitro é possível, dependendo da eficiência da reação e do método de 

extração do DNA. 

A sensibilidade da qPCR parece promissora para avaliar a ocorrência de 

infecções latentes causadas por fitopatógenos em tubérculos-semente, plantas 

e frutos. As infecções latentes são caracterizadas por apresentar populações de 

fitopatógenos (ex. bactérias) em baixos níveis nos tecidos do hospedeiro, sem 

qualquer manifestação dos sintomas, dificultando sua detecção por técnicas  

consideradas ‘ouro’ como ELISA e PCR convencional. 

A utilização de técnicas baseadas em PCR para detecção de bactérias 

fitopatogênicas em tubérculos-semente requer métodos apurados para extração 
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do DNA. A amostragem de tubérculos determinada pelo Ministério da 

Agricultura para serem analisados requer 110 tubérculos por 

lote/carga/container ou partida com peso máximo de 25.000 kg. A dificuldade de 

se extrair o DNA em tubérculos torna-se bastante dificultada, em função do 

número e volume de tubérculos trazidos ao laboratório. A amostra composta 

consta de 110 cones retirados da região do estolão, onde se concentram os 

vasos do xilema. Métodos para facilitar esse processo devem ser aprimorados, 

para reduzir o número de tubérculos analisados que resultem em uma detecção 

com sensibilidade analítica considerável. As populações de Pectobacterium 

spp., Dickeya spp. e Ralstonia solanacearum em infecções latentes podem ser 

de aproximadamente 1 x 108 células bacterianas por mL de suco dos 

tubérculos.  

O uso de cartões FTA (Whatman, GE) pode auxiliar na coleta de 

amostras de DNA de plantas, principalmente de tubérculos. Alguns relatos do 

uso desses cartões para coletar amostras de plantas têm sido feito com folhas 

de tomateiro, videira, alfafa e mandioca. A detecção de fitopatógenos em 

plantas utilizando a matriz de FTA para a coleta, armazenamento e extração de 

ácidos nucléicos (DNA e RNA) tem sido utilizada para vírus. Até o momento, 

cartões FTA para coleta extração e armazenamento de DNA têm sido utilizados 

para coleta de DNA/RNA de patógenos de humanos e animais. A coleta de 

DNA/RNA por cartões FTA para análises por PCR em plantas e principalmente 

tubérculos de batata para a detecção de fitopatógenos tem poucos relatos.  

Com isso, o presente trabalho teve como principal objetivo padronizar e 

validar um método para detecção molecular de pectobactérias (Pectobacterium 
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spp. e Dickeya spp.) e Ralstonia solanacearum presentes em baixa densidade 

populacional em tubérculos-semente. A detecção molecular dessas bactérias 

utilizou o método de qPCR por Quantificação absoluta do inóculo, através de 

sondas de hidrólise (sondas TaqMan® MGB) e fluoróforo intercalante de DNA 

fita-dupla (SYBR-Green I). A coleta de amostras de DNA dos tubérculos usou o 

método do cartão FTA. Esse método como um todo poderá constituir uma 

ferramenta para estudos epidemiológicos, certificação de tubérculos-semente e 

inspeção quarentenária.  

Entre os objetivos específicos, incluiu-se: (i) validar um método para 

coleta e extração de DNA de amostras de tubérculos; (ii) desenhar um par de 

oligonucleotídeos iniciadores e sondas para Pectobacterium spp. para detecção 

através de qPCR (Sistema TaqMan); (iii) desenhar um par de oligonucleotídeos 

iniciadores para Dickeya spp. para uso em qPCR (Sistema SYBR Green); (iv) 

avaliar um par de oligonucleotídeos iniciadores já relatado na literatura para 

detecção de R. solanacearum através de PCR para uso em qPCR (Sistema 

SYBR-Green) e (iv) validar o método quantitativo (qPCR) para detecção 

molecular de infecções latentes de pectobactérias e R. solanacearum. 

  



 
 

 
 

 

 

 

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 A cultura da Batata 

A batata (Solanum tuberosum L.) é uma espécie da família das 

Solanáceas, originária da América do Sul, mais precisamente na divisa entre 

Bolívia e Peru, próximo ao lago Titicaca, o qual se localiza a 3800 m acima do 

nível do mar, próximo a Cordilheira dos Andes (Pereira, 2003; Cib, 2008). No 

Brasil, a cultura difundiu-se ao longo do período colonial pelos portugueses e 

inicialmente era cultivada em pouca quantidade, em hortas familiares. Com a 

chegada de outras culturas e o crescimento da população, o cultivo tornou-se 

mais comum, e um exemplo disso foram os ingleses que aqui viviam e estavam 

envolvidos na construção de ferrovias, e exigiam sempre à mesa, a ponto de 

ser chamada de batata “inglesa” (Pereira, 2003). 

Atualmente, a batata é um dos alimentos mais consumidos no mundo e 

pesquisadores da história da alimentação apontam duas hipóteses básicas para 

o êxito e a disseminação da batata no mundo: o valor energético e ausência de 

colesterol, além de possuir sabor e cheiro pouco acentuado, possibilitando 

centenas de combinações que resultam em sabores diferentes (Prokop, 2008).
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Seu valor energético agregado ao teor de proteínas e vitaminas acentua 

ainda mais sua importância como a base alimentar para uma população 

desnutrida em países populosos e subdesenvolvidos (Fao, 2008; Prokop, 

2008). Esse aumento drástico da produção e consumo de batata nos países 

subdesenvolvidos tem ocorrido em função do aumento do consumo de produtos 

congelados pré-prontos (batata pré-frita) e ‘chips’, e o aumento de redes de 

‘fast-food’ que comercializam batata-frita e batata assada. Isso também 

acentuou o surgimento e fortalecimento das indústrias de processamento de 

batata nesses países (Fao, 2008). 

Com isso, o setor produtivo de batata nas últimas décadas vem sofrendo 

algumas mudanças como o aumento do consumo e produção na Ásia, África e 

América Latina, visto que até os anos 90 grande parte da batata produzida no 

mundo era cultivada e consumida na Europa e América do Norte. O maior 

produtor mundial de batata é a China que produz aproximadamente 70 milhões 

de toneladas por ano, e produtividade de 15 toneladas por hectare. As maiores 

produtividades ainda são encontradas nos EUA e Canadá, com 

aproximadamente 40 toneladas por hectare, seguidos por países europeus e 

América Latina, com 17 e 16 toneladas por hectare, respectivamente, em 

virtude do alto nível tecnológico e qualidade dos tubérculos-semente 

empregados (Fao, 2008). 

As épocas de plantio, tipos de solo, destino da produção em relação ao 

consumo (frita, cozida, assada e ‘chips’), fotoperíodo, resistência a doenças e a 

produtividade são algumas características consideradas importantes para a 

escolha de variedades para uma região (Prokop, 2008). No Brasil, as 
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variedades mais plantadas atualmente são: Ágata, Asterix, Monalisa, Atlantic, 

Caesar, Vivaldi, Elvira e Baraka (Pereira, 2003; Cib, 2008). 

Novas regiões produtoras vêm surgindo e em um novo mapa produtivo, 

destacam-se os estados de Goiás, Bahia e regiões do Triângulo Mineiro/ Alto 

Paranaíba (MG), onde se constitui de grandes produtores, e estas regiões já 

influenciam a oferta nacional e o comportamento dos preços. Em média, os 

produtores goianos e baianos alcançam uma produtividade de até 40 toneladas 

por hectare e a proximidade desses dois estados dos centros consumidores 

não produtores, como o Nordeste e o Centro-Oeste brasileiros tem estimulado o 

aumento da produção nessas regiões. Em Minas Gerais, a fronteira da 

produção de batata é a região do Triângulo Mineiro, Sul de Minas e Alto do 

Paranaíba, e ambas apresentam as mesmas condições produtivas e 

mercadológicas da Bahia e de Goiás, mas apresentam médios e pequenos 

produtores compondo a estrutura fundiária, porém esses são bastante 

tecnificados (Pereira, 2003; Cib, 2008; Ibge, 2009). 

A produtividade média no Brasil varia entre regiões e estados, chegando 

a 40 t.ha-1 na Chapada Diamantina (BA), 29 t.ha-1 em Minas Gerais, 25 t.ha-1 

em São Paulo, 23 t.ha-1 no Paraná, 17 t.ha-1 em Santa Catarina e 16 t.ha-1 no 

Rio Grande do Sul (Ibge, 2009). A cultura da batata já foi considerada uma 

cultura de pequenos produtores, que utilizava principalmente a mão-de-obra 

familiar, sobretudo no sul de Minas Gerais, que atualmente é uma das maiores 

regiões produtoras do país. Somando-se a produção dessa região com a de 

outros tradicionais estados produtores, como São Paulo, Paraná e Rio Grande 

do Sul, têm-se 90% da produção nacional (Cib, 2008; Ibge, 2009).  
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No Brasil, o clima é bastante irregular e considerado um fator de risco 

constante para o cultivo, apresentando diferentes regiões produtoras de batata, 

desde a região sul e sudeste até a região nordeste, com três épocas de 

produção (safra das águas, safra de inverno e safra da seca) (Camargo Filho, 

2005; Cib, 2008). A principal época de cultivo de batata que ocorre nas regiões 

sul e sudeste do Brasil é a “das águas”, que é plantada nos meses de agosto-

dezembro e colhida nos meses de novembro em diante. Já o plantio “de 

inverno”, realizado de abril a julho e colhido em julho-outubro, é praticado nas 

regiões sudeste e nordeste, em locais onde não ocorrem geadas, dependendo 

principalmente de irrigação durante todo o ciclo de cultivo. Já o cultivo “da 

seca”, que começa em janeiro-março, deve ser realizado o mais cedo possível 

para evitar as geadas em regiões com o inverno um pouco mais rigoroso 

(Pereira, 2003).  

Apesar do grande potencial brasileiro em termos de área plantada, a 

média da produtividade das lavouras brasileiras se comparada com a de outros 

países produtores (países da Europa e América do Norte) ainda é muito baixa, 

não ultrapassando 25 toneladas de batata por hectare em média (Fao, 2008; 

Fao, 2008). Uma das razões da baixa produtividade aqui no Brasil é a escassez 

de batata-semente de boa qualidade a preços acessíveis (Aliceweb, 2009; Cib, 

2008). A dependência da importação de tubérculos-semente de outros países é 

alta, ficando em torno de 70%, e essa importação pode facilitar a entrada de 

patógenos por infecções latentes, que são agentes causais das principais 

doenças da cultura, como podridão-mole, canela-preta e murcha bacteriana 

(Cib, 2008). 
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A baixa qualidade fitossanitária dos tubérculos-semente utilizados no 

plantio é um dos fatores que afetam a produtividade, uma vez que esta forma 

de propagação favorece a disseminação de vários patógenos para safras 

seguintes. Sabe-se ainda que é bastante alta a porcentagem do uso de 

tubérculos- consumo para o plantio, o que leva também a disseminação de 

patógenos, visto que não é feita a certificação nestes tubérculos. Com isso, a 

incidência de doenças na cultura vem aumentando no Brasil em função do uso 

crescente de batata-semente com qualidade fitossanitária duvidosa e/ou uso de 

batata-consumo para o plantio (Pereira, 2003).  

 

2.2 Canela-preta, podridão da haste e podridão-mole  dos tubérculos 

A canela preta, podridão aérea e a podridão-mole dos tubérculos são 

doenças similares causadas por diversas espécies de Pectobacterium e 

Dickeya. A canela-preta e a podridão-mole iniciam-se a partir de tubérculos-

semente infectados durante a estação de cultivo. A podridão aérea é também 

amplamente disseminada, sendo mais severa sob irrigação por aspersão. Os 

sintomas de canela-preta e podridão-mole podem ocorrer em diversos estágios 

de desenvolvimento da planta de batata, onde em casos mais severos, 

tubérculos inteiros junto com os brotos apodrecem no solo antes da emergência 

da planta, resultando na redução do estande. A canela-preta pode ainda 

desenvolver-se após a emergência das plantas até o estágio de florescimento 

(Perombélom, 1992a, 2002b). Nestes casos, a base da haste de plantas 

doentes apresenta-se escurecidas e amolecidas pela podridão. Essa se origina 

do tubérculo-semente extendendo-se a alguns centímetros da haste acima do 
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solo. Folhas de plantas infectadas tendem a murchar ou enrolar-se nas 

margens, tornando-se amarelecidas, e depois morrem.  

A podridão da haste (também chamada de podridão aérea da haste ou 

canela-preta aérea) é iniciada pelas mesmas bactérias, porém, de fontes 

externas ao tubérculo-semente. A infecção pode ocorrer, através de ferimentos 

ou aberturas naturas, tais como as cicatrizes foliares. Lesões em hastes 

doentes, primeiramente aparecem como áreas escurecidas irregulares, que 

depois aumentam resultando em podridão-mole em toda a haste, levando à 

murcha e morte da planta (Pérombelon, 1992; De Boer & Ward, 1995; 

Pérombelon, 2002). 

 Os tubérculos com podridão-mole apresentam os tecidos com aparência 

amolecida e encharcada, até consistência levemente granular, de coloração 

creme a marrom claro, e uma borda negra, separa áreas com tecido sadio do 

tecido doente. Em estágios avançados da doença, é bastante comum a 

presença de um odor desagradável, devido à ocorrência de proliferação de 

bactérias secundárias que invadem os tecidos já infectados. A maioria dos 

tecidos internos é consumida pelas bactérias restando no armazenamento ou 

no solo somente a casca do tubérculo (Pereira, 2003).  

 As bactérias do gênero Pectobacterium e Dickeya apresentam a 

capacidade de sobrevivência em água de rios, lagos e oceanos (Laurila et al., 

2008; Pitman et al., 2008; Laurila et al., 2009). Essas ainda são capazes de 

multiplicar-se e persistirem no sistema radicular de diversas plantas 

hospedeiras e não hospedeiras, sob a forma de infecções latentes. Elas podem 

ainda sobreviver por aproximadamente um ano no solo, independente se ele 
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contém tubérculos doentes ou restos culturais da lavoura. Geralmente, os lotes 

de semente podem estar contaminados em algum grau de infecção, porém, 

essas bactérias permanecem dormentes e não causam doença, a menos que 

as condições ambientais favoreçam este acontecimento.   

A podridão aérea pode ser causada pelas bactérias que estão presentes 

no solo, ou são introduzidas pela água de irrigação, chuva com ventos fortes, 

ou ainda por insetos que carregam a bactéria e se alimentam das plantas 

(Pérombelon, 1992; De Boer & Ward, 1995; Pérombelon, 2002). Além disso, 

células bacterianas presentes na parte superior da planta (folhas, haste) podem 

se translocar na planta, e se alojar nas partes mais baixas, ou seja, na progênie 

dos tubérculos, nas raízes e na região do estolão.  

Sendo assim, as perdas com essas doenças podem variar de 10 até 

100%, sendo que no armazenamento pode haver perdas totais dos tubérculos e 

no campo as perdas giram em torno de 10 até 40%, em função da redução do 

estande e podridão da progênie dos tubérculos (Pereira, 2003). Porém, isso 

pode depender da incidência de infecções latentes nos tubérculos-semente, 

onde quanto maior a quantidade de tubérculos com infecções latentes, maior 

pode ser a incidência da doença no campo e no armazenamento. 

 

2.2.1 Pectobacterium spp. e Dickeya spp. como agentes causais de 

doenças em batata  

Pectobacterium e Dickeya spp. são enterobactérias fitopatogênicas 

gram-negativas, em forma de bastonete reto, móveis por flagelos perítriquios, 
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não formadoras de esporos, anaeróbicas facultativas, e causam doenças em 

diversas espécies de plantas, em regiões tropicais e temperadas em todos os 

continentes  (Pérombelon, 1992; Pérombelon, 2002). Pertencem a família 

Enterobacteriaceae, ao qual também estão presentes bactérias patogênicas a 

humanos e animais, tais como Escherichia coli, Salmonella spp., Klebsiella spp. 

e Yersinia spp (Van Sluys et al., 2002). Dentro desta família também estão 

presentes outras bactérias fitopatogênicas como Erwinia amylovora, E. 

tracheiphila, E. carnegiana, E. mallotivora, E. psidii, E. pyrifoliae, E. rhapontici, 

E. persicinus, Enterobacter spp., Brenneria spp., Samsonia spp. e Pantoea spp.  

Pectobacterium e Dickeya spp. pertenciam anteriormente ao gênero 

Erwinia, como todas as bactérias fitopatogênicas, e foram estudadas por mais 

de 120 anos por fitopatologistas, ao qual publicaram centenas de relatos de 

doenças em plantas (Charkowski, 2006).  

O gênero Erwinia foi nomeado por Winslow em 1918, em homenagem ao 

bacteriologista Erwin Frink Smith, o descobridor da fitobacteriologia, para incluir 

todas as enterobactérias fitopatogênicas (Charkowski, 2006). Entretanto, as 

enterobactérias fitopatogênicas formavam um grupo diverso de microrganismos, 

e desde o estabelecimento desse gênero, diversos novos gêneros foram 

sugeridos a partir de Erwinia. O gênero Erwinia foi constituído de dois 

subgrupos: o grupo das erwinias necrogênicas (E. amylovora e outras) que 

causam necrose em órgãos vegetativos e reprodutivos de plantas e o grupo das 

erwinias causadoras de podridão-mole ou pectolíticas (E. carotovora e E. 

chrysanthemi) (Hauben et al., 1998).  
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As erwinias pectolíticas causam murcha, podridão de hastes e podridão 

mole em diversas espécies de importância agrícola e ornamental, e são 

distinguidas de outras enterobactérias fitopatogênicas por produzirem grandes 

quantidades de enzimas pectolíticas, que degradam a parede celular das 

plantas hospedeiras (Pérombelon, 2002; Toth et al., 2003; Charkowski, 2006).  

Por diversas décadas, bactérias associadas com podridão-mole foram 

classificadas como E. carotovora ou E. chrysanthemi, que pertenciam ao 

mesmo grupo das erwinias necrogênicas. Porém, ficava forte a evidência que 

as erwinias pectolíticas e as erwinias necrogênicas não deveriam pertencer ao 

mesmo gênero, em função da heterogeneidade entre elas dentro deste grande 

grupo (Hauben et al., 1998; Gardan et al., 2003). Uma classificação ao nível de 

subespécie de estirpes de E. carotovora de acordo com o hospedeiro foi 

sugerida: subsp. atroseptica (batata), betavasculorum (beterraba), odorifera 

(chicória) e wasabiae (wasabi ou raiz forte) (Gardan et al., 2003). Erwinia 

carotovora subsp. carotovora agrupava todas as estirpes que eram diferentes 

das outras subespécies, de acordo com suas características bioquímicas e 

fisiológicas (Gardan et al., 2003). Erwinia chrysanthemi subdividia-se em 

biovares, patovares e subespécies causando doença em uma ampla gama de 

hospedeiros (Charkowski, 2006).  

Um novo gênero foi proposto e nomeado de Pectobacterium para 

agrupar todas as erwinias pectolíticas, porém, este só foi aceito pela 

comunidade científica no final dos anos 90, onde seqüências do RNA 

ribossomal 16S foram usadas por um grupo de pesquisadores para examinar a 

filogenia de algumas espécies de Erwinia. A partir daí, o gênero Pectobacterium 
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passou a ser utilizado ao se dirigir às erwinias pectolíticas (Hauben et al., 1998). 

O gênero Pectobacterium se subdividia em quatro espécies: P. carotovorum 

(subsespécies: carotovorum, atrosepticum, betavasculorum, wasabiae, 

odoriferum); P. chrysanthemi; P. cacticidum e P. cypripedii (Brenner et al., 1973; 

Hauben et al., 1998). Em anos seguintes, as subsespécies de P. carotovorum 

foram elevadas ao nível de espécie: P. atrosepticum, P. carotovorum, P. 

wasabiae, P. betavasculorum e P. odoriferum, permanecendo somente uma 

subespécie P. carotovorum subsp. carotovorum (Gardan et al., 2003). Mais 

recentemente, P. chrysanthemi foi reclassificada para o gênero Dickeya, na 

qual é constituído de seis espécies: D. dadantii, D. zeae, D. dianthicola, D. 

chrysanthemi, D. paradisiaca e D. dieffenbachiae (Samson et al., 2005). 

Dentro desse grupo complexo das bactérias pectolíticas, algumas são 

consideradas os principais agentes causais de podridão-mole e canela-preta na 

cultura da batata no mundo: P. atrosepticum (Pa), P. carotovorum subsp. 

carotovorum (Pcc), Pectobacterium wasabiae (Pw), Pectobacterium 

betavasculorum (Pbet), D. dadantii (Dda), D. zeae (Dz) e D. dianthicola (Ddia) 

(De Boer, 2003; Toth et al., 2003; Charkowski, 2006).  

Essas bactérias podem ocorrer endemicamente em todas as áreas onde 

a batata é cultivada no mundo. A distribuição geográfica envolve fatores 

climáticos, tais como a temperatura de desenvolvimento dessas espécies, onde 

Pa, Pbet e Ddia são adaptadas a temperaturas mais amenas (clima temperado 

a subtropical), já as outras espécies ocorrem desde regiões de clima temperado 

a clima tropical. O Brasil é um país bastante amplo com diferentes regiões 

produtoras de batata, desde a região sul e sudeste até a região nordeste, com 
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até três épocas de produção (safra das águas, safra de inverno e safra da 

seca), abrangendo regiões subtropicais a tropicais (Pereira, 2003; Camargo 

Filho, 2005; Cib, 2008). O aumento da temperatura global nas diferentes 

regiões produtoras de batata no mundo pode acentuar ainda mais a presença 

de diferentes perfis populacionais dessas espécies bacterianas nas lavouras 

(Kapsa, 2008). 

Em regiões de clima temperado, P. atrosepticum tem sido tipicamente 

considerada como o principal agente causal da canela-preta em batata no 

campo e podridão-mole nos tubérculos em armazenamento. Entretanto, a 

possibilidade da ocorrência de P. carotovorum subsp. carotovorum causando 

canela-preta em condições de clima frio não deve ser descartada, visto que 

esta já foi encontrada no campo causando canela-preta na Holanda e na 

França (Haan et al., 2008; Czajkowski et al., 2009). P. carotovorum subsp. 

carotovorum até o momento foi relatada somente como agente causal de 

podridão-mole em tubérculos. 

Estudos realizados com tubérculos e hastes inoculados com P. 

carotovorum subsp. carotovorum indicam que essa bactéria pode causar 

sintomas típicos de canela-preta no campo, porém, em regiões de clima 

temperado é considerada patógeno secundário, onde somente causa sintomas 

após a infecção com outras bactérias, principalmente P. atrosepticum e Dickeya 

spp. Relatos frequentes da detecção de P. carotovorum subsp. carotovorum em 

plantas doentes sem a presença de P. atrosepticum e Dickeya spp. resultaram 

na hipótese de que essa bactéria pode ser considerada um dos agentes 
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causais primários de canela-preta, ou ainda, que essa permite a entrada desses 

patógenos para causarem a canela-preta. (Haan et al., 2008).  

Pectobacterium wasabiae apresenta uma gama de hospedeiros restrita, 

apresentando somente um hospedeiro, o wasabi (conhecida como horseradish 

ou raiz forte utilizada na culinária japonesa). Entretanto, uma recente 

caracterização de isolados patogênicos de pectobactérias em batata levou a 

identificação desses como isolados putativos de P. wasabiae na Nova Zelândia. 

Neste estudo, foram realizadas análises filogenéticas de sequências dos genes 

acnA e mdh e análises de polimorfismos por AFLP fluorescente para confirmar 

a identidade dos isolados putativos de P. wasabiae. Os autores confirmaram 

que P. wasabiae está ocorrendo naturalmente no ambiente causando doença 

em batata. Além disso, verificou-se que essa espécie não apresenta os 

mesmos mecanismos de virulência que as outras espécies de pectobactérias, 

envolvidos na patogenicidade em batata. Todas as estirpes de P. wasabiae 

identificada no estudo elicitaram resposta de hipersensibilidade em fumo 

dependente do Sistema de Secreção do Tipo III, na qual apresenta os genes 

associados com o SST3. No entanto, fatores de virulência putativos (HecB e 

DspE) não foram detectados nessas estirpes (Pitman et al., 2010). 

Uma nova espécie para o gênero Pectobacterium vem sendo proposta e 

denominada como P. brasiliensis (Duarte et al., 2004; Ma et al., 2007; Kim et 

al., 2009). No Rio Grande do Sul, a coleta de plantas com sintomas de canela-

preta resultou na obtenção de 408 isolados, com 55%, 42% e 1% identificados 

com base nas características bioquímicas e fisiológicas como P. atrosepticum, 

P. carotovorum e Dickeya sp. (E. chrysanthemi), respectivamente. Porém, oito 
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isolados apresentaram características intermediárias que não corresponderam 

ao padrão bioquímico e fisiológico de nenhuma dessas espécies (Oliveira, 

2001; Oliveira et al., 2003), sendo consideradas estirpes atípicas. Anteriormente 

a este trabalho, autores já haviam relatado que isolados de plantas de batata 

com canela-preta não puderam ser identificados no Rio Grande do Sul por 

testes bioquímicos e sorológicos, alegando que essas estirpes brasileiras 

apresentavam características intermediárias entre as espécies descritas 

(Jabounski et al., 1986).  

Análises sorológicas (ELISA), testes bioquímicos e de composição de 

ácidos graxos confirmaram a existência dessa nova espécie, P. brasiliensis e 

que esta difere de P. atrosepticum. Além disso, a análise de sequências do 

DNA ribossomal 16S e 23S e regiões espaçadoras entre eles (IGS) e análise de 

restrição dessas regiões confirmaram que as estirpes brasileiras são diferentes 

de P. carotovorum, P. atrosepticum e de Dickeya sp., sendo sugerida uma nova 

espécie nomeada de P. brasiliensis (Duarte et al., 2004). Além disso, um 

oligonucleotídeo iniciador específico para essa espécie foi desenhado 

baseando-se no sítio de restrição da enzima SexAI na região IGS, onde os 

autores concluíram que essa região ao qual essa enzima corta está 

aparentemente ausente nas outras espécies de pectobactérias (Duarte et al., 

2004; El Tassa Colodel, 2004). Porém, quando este oligonucleotídeo foi 

utilizado na PCR para identificação de um grande número de estirpes de 

pectobactérias em batata, algumas estirpes de P. carotovorum subsp. 

carotovorum amplificaram um fragmento do mesmo tamanho. Isto sugere que 

estas estirpes também podem apresentar o sítio de restrição da enzima SexAI 
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na mesma posição que P. brasiliensis, inviabilizando o uso desse 

oligonucleotídeo para discriminação dessa espécie por PCR (El Tassa & 

Duarte, 2004).  

Caracterização genética por marcadores do tipo ERIC-, BOX-, REP-PCR 

e RAPD evidenciaram ainda que estirpes de P. brasiliensis formavam um grupo 

genético homogêneo e distinto das demais espécies de Pectobacterium, sendo 

que REP-PCR foi a técnica que melhor evidenciou isso. PCR-RFLP do gene 

recA utilizando as enzimas TasI e HhaI evidenciou a formação de grupos 

distintos, principalmente para P. brasiliensis, na qual as 19 estirpes foram 

agrupadas em três grupos diferentes (El Tassa & Duarte, 2006). Estes 

resultados somados confirmam a ocorrência de P. brasiliensis em plantas de 

batata sintomáticas e em tubérculos-semente assintomáticos, e a presença em 

menor proporção de P. atrosepticum nas lavouras. 

A seleção de oligonucleotídeos iniciadores para serem usados em PCR, 

e posteriormente, comporem uma matriz de sondas para detecção de 

pectobactérias pode permitir a discriminação por espécie, utilizando a 

tecnologia de arranjos de DNA. Isso foi verificado por (Palma, 2006), ao qual 

selecionou alguns oligonucleotídeos iniciadores (PCR) já anteriormente 

descritos, que foram específicos por espécie, tais como 149lF/L1r (Fessehaie et 

al., 2002) que amplifica o DNA de todas as Pectobacterium spp. e Dickeya sp.; 

Y1/Y2 que amplifica o DNA de P. carotovorum (Darrasse et al., 1994); 

ADE1/ADE2 utilizado para amplificar o DNA de Dickeya sp. (Nassar et al., 

1996); ECA1F/ECA1R e Y45/Y46 (De Boer & Ward, 1995; Fréchon et al., 1998) 
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para P. atrosepticum, RdgF/RdgR e PnlF/PnlR para todas as espécies de 

Pectobacterium; e HrpNF/HrpNR para P. brasiliensis (Dellagi et al., 2000).  

A partir desses resultados, dois genes foram escolhidos (rdg e pnl) para 

o desenho de oligonucleotídeos iniciadores específicos para P. brasiliensis. Os 

alinhamentos das seqüências de nucleotídeos dos genes pnl e rdg mostraram a 

existência de seqüências conservadas entre as estirpes de P. brasiliensis, a 

partir das quais foram projetados os oligonucleotídeos iniciadores Pcbr_PnlF/ 

Pcbr_PnlR e Pcbr_RdgF/Pcbr_RdgR. Esses oligos geram produtos de 

amplificação de 160 e 214 pb para os genes pnl e rdg, respectivamente. A 

incidência de canela-preta avaliada por PCR com o uso desses 

oligonucleotídeos iniciadores variou de 45-50% (Ribas, 2007), confirmando a 

presença de P. brasiliensis nas lavouras do estado do Rio Grande do Sul. 

Recentemente, foi verificado que P. brasiliensis difere filogeneticamente 

das outras quatro espécies de Pectobacterium (Ma et al., 2007; Glasner et al., 

2008; Kim et al., 2009). Os genomas de P. brasiliensis e P. carotovorum foram 

seqüenciados e comparados com o genoma de P. atrosepticum e foram 

consideradas como linhagens divergentes dentro do gênero Pectobacterium. 

Proteínas ortólogas codificadas pelo genoma de P. carotovorum e P. 

brasiliensis evidenciam que estas são altamente conservadas entre si, com 

95% de identidade e também apresentam alta identidade com P. atrosepticum 

(92%). Contudo, essas espécies diferem em aproximadamente 11 a 18% dos 

genomas, onde essa diversidade se reflete nos genes envolvidos em 

mecanismos regulatórios, os quais estão relacionados com a adaptação dessas 

bactérias em nichos ecológicos específicos. Cada uma das espécies pode 
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responder a diferentes estímulos, como a variação de temperatura e condições 

adversas estressantes (Glasner et al., 2008).  

Essa proposta de uma nova espécie para essa estirpe brasileira merece 

maior interesse pela comunidade científica em função desta ser considerada 

distinta geneticamente das outras espécies previamente descritas para o 

gênero, compartilhando 82% de seus genes com P. atrosepticum e 84% com P. 

carotovorum subsp. carotovorum. No entanto, ela apresenta 13% dos genes 

que só são encontrados no genoma dela (Glasner et al., 2008).  

Registros da ocorrência de P. brasiliensis em Israel e nos Estados 

Unidos já foram confirmados, e nos anos de 2006 e 2007 no sul da África foram 

registradas epidemias de canela-preta causadas por essa espécie. Isso mostra 

que ela está presente em outros países e pode apresentar uma ampla 

distribuição geográfica (Ma et al., 2007; Kim et al., 2009; Van Der Merwe et al., 

2009). 

O gênero Dickeya, nomeado anteriormente como Pectobacterium 

chrysanthemi (sin. Erwinia chrysanthemi) atualmente é composto de seis 

espécies, que são caracterizadas como agentes causais da podridão seca da 

haste, murcha e canela-preta em batata, e em diversas espécies de plantas em 

regiões de clima tropical e subtropical (Samson et al.,2005). Atualmente, 

espécies de Dickeya têm sido consideradas patógenos de elevada importância 

para a cultura da batata na Europa e estão associadas com sintomas típicos de 

canela-preta e murcha nas lavouras, até mais do que P. atrosepticum. 

 O primeiro relato de Dickeya sp. na cultura da batata ocorreu em 1970, 

em uma lavoura na Holanda, subsequentemente diversos relatos da sua 
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ocorrência foram registrados na Dinamarca, Finlândia, França, Hungria, 

Polônia, Eslovênia, Espanha e Suíça, sendo a maioria desses surtos 

epidêmicos provocados por D. dianthicola (Saddler, 2009).  

A variabilidade dentro desse gênero é bastante alta, onde as estirpes são 

divididas categoricamente até o momento, em seis espécies e em 7 biovares. 

Estirpes de biovar 3 de D. chrysanthemi, D. dadantii e D. zeae são patógenos 

de batata em regiões de clima quente, e estirpes de D. dianthicola (biovares 1 e 

7) são mais adaptadas ao clima temperado e aparecem disseminadas por toda 

a Europa. Recentes relatos encontraram essas bactérias no solo e nos rios, 

mostrando que o solo e a água para irrigação podem ser potentes agentes para 

disseminação do patógeno nas lavouras (Palacio-Bielsa et al., 2006; Palacio-

Bielsa et al., 2007; Laurila et al., 2008; Laurila et al., 2009). 

A incidência de canela-preta na cultura da batata tem flutuado ano a ano, 

porém, nos últimos cinco anos tem aumentado consideralvelmente com a 

ocorrência de Dickeya sp., ao invés de P. atrosepticum. Isso tem provocado um 

aumento das perdas na cultura em diversos países do norte da Europa, onde a 

espécie que tem causado problemas nas lavouras foi considerada como D. 

dianthicola (Laurila et al., 2008; Czajkowski et al., 2009; Slawiak et al., 2009; 

Tsor et al., 2009; Laurila et al., 2010).  

Com o aumento das temperaturas globais, tem sido verificada a 

presença de estirpes atípicas de D. dianthicola adaptadas a temperaturas mais 

elevadas (Slawiak et al., 2009), nomeadas mais recentemente como D. solani 

(Saddler, 2009; Toth et al., 2009;). Em 2005 e 2006, na Holanda, essa estirpes 

foram reconhecidas e identificadas provisoriamente como D. solani (Sadller, 
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2009). Pesquisas recentes têm mostrado que D. solani é bem mais virulenta 

para batata do que as outras espécies de Dickeya (Sadller, 2009; Toth et al., 

2009,).  

Essas estirpes foram relatadas em Israel, Polônia, Finlândia, França, 

Espanha e Holanda, em anos que ocorreram temperaturas mais elevadas, 

causando surtos epidêmicos de canela-preta e murcha. Essas estirpes 

apresentam crescimento em temperatura mais elevada (≥ 27 °C) do que D. 

dianthicola, dando indícios de que essas bactérias podem estar se adaptando a 

temperaturas mais elevadas (Toth & Elphinstone, 2008; Sadller, 2009; Toth et 

al., 2009). 

Perdas em Israel chegaram a 40% da produção total de batata no país e 

foram decorrentes de epidemias provocadas por Dickeya sp., na qual foram 

identificadas primeiramente como estirpes atípicas de D. dianthicola, que 

atualmente são consideradas pertencentes a espécie D. solani (Saddler, 2009).  

Como foi dito anteriormente, várias espécies desse grupo das 

enterobactérias pectolíticas podem estar associadas a essas doenças, 

dependendo basicamente do clima da região (temperatura), além de outros 

fatores, como a disseminação de novas espécies para locais onde elas não 

ocorrem. No Brasil, relatos de Dickeya spp. na cultura da batata ainda são 

bastante escassos, e estudos epidemiológicos de P. brasiliensis, P. 

atrosepticum, P. carotovorum, P. betavasculorum e P. wasabiae em batata são 

imperceptíveis.  
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2.3 Ralstonia solanacearum: uma espécie complexa e a Murcha 

bacteriana  

A murcha bacteriana causada por Ralstonia solanacearum (Smith, 1896) 

Yabuuchi et al. 1995, está distribuída na maioria das regiões de clima tropical, 

subtropical e temperado. É considerada atualmente, a doença mais importante 

para a cultura da batata e uma das mais importantes para as outras espécies 

de solanáceas (tomate, berinjela, pimentão). A R. solanacearum é considerada 

uma espécie capaz de infectar mais de 200 espécies, as quais representam 

mais de 50 famílias botânicas, porém, ela apresenta diferentes variedades 

patogênicas (raças) dentro das espécies hospedeiras, o que acaba limitando a 

gama de hospedeiros em função dessas raças causarem doenças em 

determinados hospedeiros (Fegan & Prior, 2005).  

Atualmente, vem sendo denominada como um ‘espécie complexa’, em 

função da diversidade encontrada dentro dessa espécie. É classificada 

hierarquicamente em cinco raças de acordo com a gama de hospedeiro, seis 

biovares de acordo com a utilização de fontes de carbono, quatro filotipos 

baseados nas análises filogenéticas de sequências da região ITS, gene hrpB e 

gene egl, 23 sequevares baseados em seqüenciamento do gene egl e análises 

filogenéticas deste, e linhagens clonais baseadas em métodos de fingerprinting 

do genoma através de rep-PCR, RAPD, AFLP e PFGE (Fegan & Prior, 2005) 

como mostrado na Tabela 1, e mais recentemente por pulsotipos (clones), na 

qual analisa perfis das estirpes baseando-se em análises de eletroforese de 
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campo pulsado (PFGE-pulsed field gel electrophoresis) descrito por Stevens & 

Van Elsas (2010). 

 
TABELA 1. Esquema de classificação de Ralstonia solanacearum (Fegan & 

Prior, 2005). Porto Alegre, RS, 2009. 

Nível Taxonômico Equivalência 
taxonômica Nomenclatura Método de 

identificação 

Espécie Espécie 
R. 

solanacearum 
PCR 

Filotipo Subespécie 
Filotipos I, II, III 

e IV 

PCR multiplex 

(região ITS) 

Sequevar 
Grupos 

infrasubespecíficos 

Sequevares 1-

23 

Sequenciamento e 

análises do gene egl 

(endoglucanase) 

Clone Linhagens clonais  

Fingerprinting do 

genoma (rep-PCR, 

RAPD, AFLP, PFGE 

(pulsotipo), etc) 

 

Dois grupos de estirpes são capazes de infectar lavouras de batata, um 

deles pertence à raça 1, biovar 1 e o outro grupo pertence à raça 3, biovar 2. 

Estirpes da raça 1 biovar 1 possuem um grande número de espécies 

hospedeiras e maior capacidade de persistir no solo, predominando em regiões 

de clima quente. As estirpes da raça 3 biovar 2 infectam basicamente cultivos 

de batata em regiões de clima temperado e apresentam maior capacidade de 

produzir infecções latentes (Silveira et al., 2002).  

Evidências filogenéticas recentes indicaram que as estirpes causadoras 

de murcha em batata estão agrupadas dentro do filotipo IIB sequevar 1 (IIB1), 

ao qual são pertencentes ao grupo das estirpes do biovar 2 dos Andes, 

historicamente conhecidas como raça 3, biovar 2. Essas estirpes são bastante 
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virulentas a batata e tomate, e adaptadas a temperaturas mais amenas que 

ocorrem em regiões montanhosas (Horita & Tsuchiya, 2001; Ilagan et al., 2003; 

Hayward & Fegan, 2004; Ivey et al., 2007; Jeong et al., 2007; Ji et al., 2007; 

Hong et al., 2008). Estirpes agrupadas dentro de três dos quatro filotipos de R. 

solanacearum podem causar a murcha em plantas de batata, porém, as 

estirpes IIB1 são consideradas patógenos de risco em função de causarem 

infecções latentes (assintomáticas) em tubérculos-semente.  

Na legislação da União Européia (Eppo) e Norte Americana (Nappo), R. 

solanacearum é listada como um dos principais organismos quarentenários, 

passando por processos de erradicação e controle. Além disso, essas estirpes 

foram colocadas na lista de agentes potenciais para bioterrorismo nos Estados 

Unidos (Eppo, 2009; Nappo, 2009; Champosiseau et al., 2009; Guidot et al., 

2009). Em função do impacto econômico da murcha bacteriana e sua potencial 

característica de disseminação sob a forma de infecção latente desta bactéria, é 

altamente desejável o desenvolvimento de métodos sensíveis de detecção das 

estirpes de R. solanacearum, considerando a alta diversidade fenotípica e 

genotípica das estirpes. 

A murcha bacteriana constitui hoje uma das maiores limitações ao cultivo 

da batata e outras culturas em regiões de clima tropical, subtropical e clima 

temperado em todo o mundo. A significância dessa doença no Brasil e no 

mundo pode ser percebida pelo rigor da legislação vigente para certificação de 

tubérculo-semente, onde em campos de produção de batata-semente 

certificada, registrada e básica, a presença de pelo menos uma planta com 

sintomas de murcha em toda lavoura já é suficiente para a condenação do lote 
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inteiro produzido nessa área (Swanson et al., 2007). Essa medida é justificável, 

devido à possibilidade da bactéria sobreviver no solo em média até 10 anos, 

permanecer viável também em águas de rios e lagos e em tubérculos 

produzidos por plantas que não apresentam sintomas da doença (Steven & Van 

Elsas, 2010).  

A murcha bacteriana caracteriza-se principalmente pelo sintoma de 

perda da turgescência dos tecidos foliares e das partes mais suculentas dos 

ramos, iniciando pelas folhas mais jovens e evoluindo para toda a planta. 

Plantas infectadas produzem tubérculos com descoloração vascular e 

exsudação de pus bacteriano. Esses sintomas são incitados pela bactéria que 

invade a planta pelas raízes e coloniza sistemicamente os tecidos da parte 

aérea, o que resulta em obstrução dos vasos do xilema, que ficam preenchidos 

pela bactéria e por gomas e tiloses formadas pelo hospedeiro em resposta à 

colonização dos tecidos (Champosiseau et al., 2009). 

 

2.3.1 Variabilidade de Ralstonia solanacearum e implicações na 

identificação e detecção das estirpes no campo 

A bactéria R. solanacearum vem sendo classificada em raças com base 

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

metabolizar açúcares (celobiose, lactose e maltose) e álcoois (manitol, sorbitol 

e dulcitol) (Hayward & Fegan, 2004). 

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 
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et al., 2004). A ampla diversidade genética dessas bactérias encontradas no 

solo e a diferenciação genética destas populações podem chegar ao nível 

microgeográfico, dependendo do tipo de solo e da rizosfera do hospedeiro 

(Silveira et al., 2002). Técnicas moleculares têm permitido estudos evolutivos de 

R. solanacearum e de variabilidade genética em nível intra-específico (Silveira 

et al., 2002). A análise de DNA utilizando marcadores moleculares como o 

RFLP, AFLP, RAPD e rep-PCR são utilizadas amplamente na caracterização da 

variabilidade de R. solanacearum (Seal et al., 1999). 

Análises baseadas em RFLP de genes de virulência e hipersensibilidade 

têm separado R. solanacearum em duas divisões importantes por origem 

geográfica, uma originária da Ásia e outra da América, sugerindo uma distante 

dicotomia evolutiva. A divisão I apresenta as estirpes da raça 1, relacionadas às 

biovares 3, 4 e 5, e a divisão II apresenta as estirpes das raças 1 e 2 

relacionadas às biovares 1, e da raça 3 relacionada à biovar 2. Além disso, foi 

sugerido de que as estirpes pertencentes aos biovares 1 e 2 formam um grupo 

homogêneo (Fegan & Prior, 2005).  

Posteriormente, estudos confirmaram essas duas divisões e incluíram as 

estirpes da biovar 2T (N2) relacionadas à raça 1 (Gillings et al., 1993). Um 

terceiro grupo de estirpes originárias da África também foi identificado (Poussier 

et al., 1999), sendo que a característica mais fortemente correlacionada aos 

grupos RFLP foi a origem geográfica das estirpes, onde as estirpes da divisão I 

são originárias da Ásia e Austrália e as da divisão II originárias das Américas 

(Gillings et al., 1993).  
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A entrada de tubérculos de batata com infecções latentes em regiões 

livres do patógeno (Gillings et al., 1993) tem permitido a disseminação dessa 

biovar. As estirpes da biovar 2 são pertencentes a dois grupos de de RFLP 

bastante homogêneos e próximos, com origem na região dos Andes, mais 

precisamente na região ocidental desta (Silveira et al., 2002). No entanto, a 

biovar 2T é composta por grupos de RFLP heterogêneos, com origem na região 

Amazônica. Esta biovar está relacionada a regiões de clima tropical de baixa 

altitude. No Brasil, além da região Amazônica, ela é encontrada no Distrito 

Federal, Minas Gerais e São Paulo, porém, em outros países esta biovar não foi 

encontrada (Figueiró, 2008). 

No entanto, as estirpes da raça 1 não apresentam relação filogenética ou 

evolutiva (Gillings et al., 1993) e sobrepõem a classificação de divisão e biovar. 

No Brasil, as estirpes da biovar 1, raça 1 apresentam grande variabilidade 

genética e predominam na região Central, mas são encontradas desde o Rio 

Grande do Sul até o Amazonas (Figueiró, 2008).  

Análise de seqüências do rRNA 16S, dos genes mutS, hrpB e egl e 

regiões ITS levaram a uma nova classificação de R. solanacearum, dividindo-a 

em quatro filotipos, ou grupos genéticos, que foram subdivididos em pequenos 

grupos denominados sequevar (Fegan & Prior, 2005). Cada filotipo reflete a 

origem geográfica da estirpe, onde os filotipos I e II apresentam 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).  
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Outro estudo de diversidade seguindo essa linha de filotipagem e 

sequevar foi realizado nos Estados Unidos para avaliar estirpes que estavam 

entrando no país, através de outros hospedeiros (Norman et al., 2009). Os 

autores verificaram que novas estirpes da biovar 1 estavam entrando no país e 

infectando ornamentais. Essas estirpes introduzidas são geneticamente 

distintas das estirpes geralmente encontradas infectando a produção de 

hortaliças, e apresentam uma ampla gama de hospedeiros podendo infectar 

não somente tomate, fumo e batata, mas também antúrio, a espécie ornamental 

jibóia (pothos) e banana. De acordo com os autores, a entrada de novas 

estirpes através de hospedeiros desconhecidos pode ser um risco para grandes 

culturas. Essas estirpes são pouco caracterizadas ou ainda nem descritas, a 

gama de hospedeiros ao qual são capazes de infectar é desconhecida (Norman 

et al., 2009). 

Estes estudos mostraram que as populações bacterianas podem sofrer 

diferentes processos seletivos, dando origem a diversos padrões de diversidade 

genética. Além 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 (Liu et al., 2009; Norman et al., 2009; 

Toukam et al., 2009).  

Desta forma, a variabilidade genética de R. solanacearum gera 

problemas no manejo da doença, em função das dificuldades na obtenção de 

linhagens de plantas resistentes e no diagnóstico dessas estirpes no campo.  
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2.4 Métodos de detecção e identificação de pectobac térias e 

Ralstonia solanacearum baseados em PCR 

Diversos autores já descreveram métodos para detecção de R. 

solanacearum e pectobactérias em tubérculos e plantas de batata e dentre 

essas técnicas, boa parte delas são sorológicas (ELISA, imunofluorescência). 

No entanto, técnicas sorológicas podem gerar reações cruzadas com bactérias 

saprófitas presentes em tecidos das plantas ou no solo, o que pode levar a 

resultados falsos-positivo. As metodologias de detecção tem se beneficiado 

com o advento de tecnologias moleculares mais modernas. Técnicas 

moleculares baseadas em PCR são consideradas mais promissoras (Ozakman 

& Schaad, 2003).  

Os ensaios baseados em PCR para detecção de pectobactérias e R. 

solanacearum podem ser divididos em duas categorias, aqueles usados para 

determinar se uma amostra de planta está infectada com uma dessas espécies 

e aqueles usados para caracterização de isolados ou estirpes de uma 

determinada espécie (Charkowiski, 2006). A maioria desses ensaios foi 

desenvolvida antes do uso da técnica de qPCR (PCR em tempo real) ser 

amplamente difundida, sendo bem provável que essa ferramenta substitua os 

ensaios convencionais descritos até os dias de hoje (Schaad & Frederick, 

2002).   

Além disso, diversos genomas, tais como P. atrosepticum, P. 

carotovorum, P. brasiliensis, Dickeya dadantii, D. chrysanthemi, R. 

solanacearum já estão disponíveis no banco de dados (Perna et al., 2007; Inra 

et al., 2003). Sequências do genoma presentes nesses bancos podem ser 
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baixadas e utilizadas no desenho de oligonucleotídeos iniciadores para PCR e 

qPCR.  

Para muitas bactérias fitopatogênicas, os genes do RNAr 16S e 23S são 

bastante utilizados como cronômetros moleculares para inferir a filogenia 

microbiana e apresentam um impacto importante nas considerações 

taxonômicas. Além disso, os genes do RNAr tem sido usados como alvos para 

detecção com alta sensibilidade para discriminação entre espécies ou gêneros. 

Por outro lado, polimorfismos de seqüência nas regiões espaçadoras do RNAr 

16S-23S (IGS) podem ser usadas para diferenciar bactérias intimamente 

relacionadas. Muitas bactérias apresentam múltiplas regiões IGS, diferenciadas 

com base no tamanho e polimorfismos nos sítios de restrição, refletindo 1 a 11 

alelos de loci gênicos do RNAr, descritos para eubactérias. Polimorfismos nas 

regiões IGS têm sido usados para identificar e diferenciar várias 

enterobactérias, dentre elas as pectobactérias (Fessehaie et al., 2002; 

Fessehaie et al., 2003; Duarte et al., 2004) e Ralstonia solanacearum (Boudazin 

et al., 1999; Kang et al., 2007; Kubota et al., 2008; Guidot et al., 2009).  

Uma desvantagem do uso de genes que codificam um produto específico 

para a projeção de oligonucleotídeos iniciadores 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 DNAr 16S (Pastrik & Maiss, 2000; Pastrik 

et al., 2002). Embora, a presença de múltiplas cópias de DNAr 16S em células 

bacterianas aumentarem a sensibilidade, os oligonucleotídeos iniciadores 

projetados a partir destas seqüências não têm sido muito específicos (Seal et 
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al., 1999; Weller et al., 2000). O uso de genes housekeeping (associados ao 

metabolismo basal da bactéria),ou associados à virulência e patogenicidade 

vêm sendo utilizados na detecção e caracterização molecular de fitobactérias, 

principalmente pectobactérias e R. solanacearum (El Tassa & Duarte, 2006; Ma 

et al., 2007; Kim et al., 2009; Liu et al., 2009; Norman et al., 2009;Toukam et al., 

2009; Wicker et al., 2009; Pitman et al., 2010). 

PCR em tempo real é o método mais utilizado atualmente na detecção 

de fitopatógenos por permitir quantificar produtos de amplificação a cada ciclo 

de PCR (Schaad & Frederick, 2002; De Boer et al., 2007).  

Esse método apresenta diversas vantagens sobre a PCR convencional, 

tais como a ausência da eletroforese em gel de agarose para detectar o produto 

da reação, uma vez que a leitura e mensuração do acúmulo de produtos são 

obtidos a cada ciclo, usando um dos dois sistemas: uma molécula química 

intercalante de DNA de fita dupla (SYBR-Green I ou outros fluoróforos); ou um 

sistema que utilize sonda de oligonucleotídeos marcada com fluoróforos nas 

extremidades 3’ e 5’ (sistema TaqMan®, sondas FRET®, Molecular Beacons® e 

oligonucleotídeos Scorpions®) (Schaad & Frederick, 2002). Com isso pode-se 

quantificar o número de células de um patógeno que estão presentes em 

determinadas amostras. 

SYBR-Green é um fluoróforo que se liga ao DNA de dupla-fita, por 

incorporação nos produtos de amplificação a cada ciclo de PCR, e a 

intensidade da emissão de fluorescência é aumentada (Figura 1). A 

mensuração da fluorescência durante a amplificação por PCR se dá em função 

da quantidade de produtos de amplificação presentes na mistura de reação (De 
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Boer et al., 2007) como mostrado esquematicamente pela Figura 1. A vantagem 

desta molécula em relação aos outros métodos de PCR em tempo real é que 

nenhuma sonda adicional é requerida. Entretanto, análise pós-amplificação é 

necessária para identificar o produto de amplificação, que se dá através da 

análise da curva de dissociação (Figura 1). O método detecta todos os produtos 

que são amplificados, inclusive fragmentos de DNA inespecíficos e estruturas 

formadas a partir da complementariedade entre os oligonucleotídeos (formação 

de dímeros e estruturas secundárias). A análise da curva de dissociação, passo 

posterior a amplificação é realizado no próprio equipamento para confirmar a 

amplificação específica, através da temperatura de dissociação do produto de 

amplificação, que produz um único pico na curva de dissociação (Schaad & 

Frederick, 2002). 
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o fluoróforo repórter se encontra próximo do quencher, nenhum sinal de 

fluorescência escapa da molécula repórter, e a molécula quencher absorve a 

fluorescência emitida pelo repórter. Isso ocorre quando a sonda está livre na 

mistura de reação, ou ela está recém-hibridizada a seqüência de DNA-alvo. 

Subsequentemente, durante a amplificação a atividade de nuclease 5’ da Taq 

polimerase degrada a sonda, separando os fluoróforos, o que permite a leitura 

do sinal de fluorescência do fluoróforo repórter. Ciclos repetidos da PCR 

resultam em amplificação exponencial do produto amplificado e o acúmulo de 

sondas degradadas, que conseqüentemente, aumenta a intensidade da 

fluorescência. (Schaad & Frederick, 2002; De Boer et al., 2007).  

A mensuração da fluorescência a cada ciclo apresenta-se como uma 

forma para analisar a cinética da reação (eficiência da reação) e quantificar o 

acúmulo de produtos (Applied Biosystems, 2008). Esta eficiência aumentada 

está associada com maior especificidade das sondas com o produto ou 

somente dos oligonucleotídeos iniciadores a seqüência-alvo, durante cada ciclo 

de PCR (Applied Biosystems, 2008; Bustin et al., 2009).  

A mensuração da fluorescência a cada ciclo elimina a necessidade de 

processamento após a PCR para revelar a presença do produto desejado, onde 

as leituras de fluorescência podem ser usadas simplesmente para determinar a 

presença ou ausência do DNA amplificado, corroborando com a presença ou 

ausência da bactéria-alvo nas amostras (De Boer et al., 2007).  

O número de ciclos requerido para atingir um limiar pré-determinado 

(ciclo threshold, CT ou ciclo de quantificação, Cq) é correlacionado com a 

concentração de DNA originalmente presente na amostra (Applied Biosystems, 
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2008). Para isso, a construção de uma curva-padrão com preparações de DNA 

padrão com concentrações conhecidas (DNA clonado em um vetor e 

quantificado) é necessária, onde se extrapolam os ciclos CT das amostras com 

os padrões e estima-se o quanto de bactéria se tem na amostra, por número de 

células bacterianas (Schaad & Frederick, 2002; De Boer et al., 2007). 

O método de qPCR como todo método considerado como padrão-ouro 

para diagnóstico necessita de que alguns quesitos sejam seguidos e testados, 

tais como: i) sensibilidade analítica: que corresponde ao número mínimo de 

cópias em uma amostra que podem ser medidas com acurácia dentro de um 

ensaio; ii) sensibilidade clínica: que é o percentual de indivíduos com uma dada 

desordem ao qual o ensaio identifica como positivo; iii) LOD (limite de 

detecção): que é a concentração que pode ser detectada com confiança (95% 

probabilidade, é o comumente usado) com um dado procedimento analítico; iv) 

especificidade analítica: refere-se ao qPCR detectando a sequência-alvo 

correta ao invés de alvos inespecíficos presentes em uma amostra; v) 

especificidade diagnóstica é a porcentagem de indivíduos que em uma 

determinada condição do ensaio podem ser identificados como negativos para 

essa condição; vi) acurácia: refere-se à diferenças entre amostras medidas 

experimentalmente e concentrações verdadeiras, apresentadas como 

estimativas do número de cópias; vii) repetibilidade (precisão a curto prazo ou 

variância intra-ensaio): refere-se à precisão e robustez do ensaio com as 

mesmas amostras analisadas repetidamente, e viii) reprodutibilidade (precisão 

a longo prazo ou variância interensaio): que refere-se a variação em resultados 

entre cada reação ou entre laboratórios diferentes e é tipicamente expressa  
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como desvio-padrão ou coeficiente de variação do número de cópias ou 

concentrações (Bustin et al., 2009). 

As vantagens desse método em geral são: possibilidade de detecção 

quantitativa dos patógenos, potencial para o uso em um número elevado de 

amostras e a ausência da necessidade de análise pós-PCR, além da rapidez na 

obtenção dos dados (≤ 1 a 2 horas) (Schaad & Frederick, 2002; De Boer et al., 

2007). 

O uso de qPCR em diagnóstico de doenças de plantas pode auxiliar na 

detecção de patógenos presentes em populações reduzidas em infecções 

latentes e na detecção de carga viral.  

 

2.5 Tecnologia para extração e purificação de ácido s nucléicos de 

fitopatógenos para o diagnóstico molecular de doenç as de 

plantas 

Para um diagnóstico molecular eficiente e rápido de doenças em plantas 

é necessário métodos de extração de ácidos nucléicos eficientes, rápidos, que 

eliminem por completo as substâncias inibidoras da PCR (tais como, proteínas, 

polifenóis e ácidos polissacarídicos). A coleta de amostras e a purificação são 

os primeiros passos, e mais importantes para uma análise genética e 

diagnóstica. Ácidos nucléicos (DNA ou RNA) com impurezas e de baixa 

qualidade podem comprometer as aplicações posteriores facilmente, onde 

amostras e fontes valiosas podem ser perdidas. A manutenção da integridade 

das amostras antes de qualquer análise também é de extrema importância 

(Roe et al., 1996; Wolf, 2007). 
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Métodos mais simples e rudimentares, como a lise por aquecimento 

(fervura) pode ser uma estratégia bastante utilizada em laboratórios de 

pesquisa, financeiramente compensadora, uma vez que necessita somente da 

colônia crescida em meio de cultura ou o próprio material de planta infectado. 

Se uma alta concentração de DNA ou um DNA purificado é exigido nas 

análises, pode-se proceder a purificação deste a partir do sobrenadante com 

etanol e sais. Dessa forma, o DNA purificado será resuspendido em água ou 

tampão TE (Charkowski, 2006). Apesar da facilidade e rapidez da extração de 

DNA por fervura, esse método apresenta algumas desvantagens quando as 

amostras são de campo, uma vez que as plantas apresentam diversas 

substâncias inibidoras da PCR, que não são eliminadas com as poucas etapas 

e reagentes empregados no protocolo, além da possibilidade de ocorrer lise 

parcial no material (Thomson & Henry, 1995; Roe et al., 1996; Wolf, 2007) .  

Em amostras de plantas são necessários reagentes mais tóxicos e 

perigosos para uma extração de DNA ou RNA eficiente, tais como fenol e 

clorofórmio, além do mais os protocolos convencionais de extração são 

bastante longos, com várias etapas que levam até 24 h para se obter o DNA 

purificado para utilização em análises genéticas (Rogers & Bendich, 1985; 

Wang et al., 2003; Fulton et al., 1995). Para uso em diagnóstico de rotina de 

alto desempenho, têm aumentado a disponibilidade de alternativas com 

reagentes menos tóxicos, podendo ser automatizadas, tais como imunocaptura-

PCR (IC-PCR); resina Chelex, colunas de extração e purificação de DNA a 

base de sílica; digestão enzimática de proteínas usando proteinase K e 

matrizes de proteção e purificação de ácidos nucléicos (De Boer et al., 2007).   
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Dentre os kits disponíveis no mercado, alguns são específicos para a 

utilização com materiais vegetais e microrganismos, tais como as colunas de 

purificação e matrizes de proteção e purificação. Porém, os kits com colunas 

são bastante caros e vem em número reduzido para poucas amostras, já as 

matrizes de purificação e proteção apresentam-se na forma de cartões e ainda 

são bastante utilizadas em pesquisa com humanos e animais, na qual podem 

ser armazenadas várias amostras para posterior purificação do DNA. Existe 

uma ampla gama deste tipo de cartão disponível, incluindo IsoCode Card 

(distribuído por Schleicher and Schuell, Diagnostik, Alemanha) e cartões FTA 

(Whatman, Kent, UK) (Mas et al., 2007). A tecnologia que utiliza cartões para 

purificação do DNA e RNA de humanos, animais, plantas, microrganismos e 

demais organismos foi desenvolvida pela Flinders Technology Associates 

(Whatman, 2002).  

Os cartões FTA (Flinders Technology Associates) é um método 

desenvolvido para rápida coleta, purificação e análise do material genético de 

uma ampla gama de materiais biológicos, tais como sangue, saliva, fluído 

amniótico, homogeneizado de tecidos de plantas, cultura de células, células 

bucais, bactérias transformadas, plasmídeos purificados, estoques de glicerol, 

bactérias, leveduras, vírus e outros microrganismos, sêmen, urina, tecidos, 

amostras de carne, fígado, tumores, medula óssea, tecidos de plantas não 

homogeneizados, raízes de cabelo, e tecidos da cauda de camundongo 

(Lampel et al., 2000; Whatman, 2003; Lampel et al., 2004; Ndunguru et al., 

2005; Gonzales et al., 2006; Purvis et al., 2006; Rajendram et al., 2006; 

Muthukrishnan et al., 2008; Nechvatal et al., 2008).  
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Os cartões FTA foram desenvolvidos para fixar e armazenar os ácidos 

nucléicos diretamente dos tecidos frescos pressionados ou homogeneizados 

em tampão e transferidos para o papel. A matriz de papel é impregnada com 

uma mistura de reagentes, contendo desde tampões fortes, agentes 

desnaturantes de proteínas e quelantes de radicais livres. Esses reagentes 

lisam as membranas celulares em contato com o papel, envolvem o DNA 

fisicamente, estabilizam e protegem o DNA de nucleases, oxidação e danos 

causados pela luz UV, e degradação fúngica e microbiana (Smith & Burgoyne, 

2004; Kubo & Fujita, 2006). 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 (Lampel et al., 2000; 

Rajendram et al., 2006). 

As amostras podem ser guardadas por mais de um ano a temperatura 

ambiente, para depois purificá-las no momento desejado, além da rapidez no 

processo de purificação que dura em média de 20 a 30 min por amostra. A 

utilização dos cartões FTA para detecção de fitobactérias em batata (plantas e 

tubérculos) foi utilizada primeiramente por Ribas (2007) e Figueiró (2008). Além 

disso, a presença de Pseudomonas sp. em gemas florais de pereira também foi 

detectada por PCR, onde os cartões FTA foram utilizados para a coleta e 

extração do DNA total (Rommel, 2009) para a detecção dessas bactérias 

fitopatogênicas. 



 
 

 
 

 

 

 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Estirpes bacterianas de referência e condições de 

crescimento 

As estirpes de referência utilizadas neste estudo estão listadas na 

TABELA 2. As estirpes de Pectobacterium e Dickeya spp. foram cultivadas 

rotineiramente em meio CPG (casamino ácida, peptona, D-glicose e ágar) e 

NA (Ágar nutritivo: peptona, extrato de carne, extrato de levedura, cloreto de 

sódio e Agar) e as estirpes de R. solanacearum foram cultivadas em SPA 

(sacarose, peptona, fosfato de potássio dibásico, sulfato de magnésio e ágar) 

e TTC (Cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazólio, casamino ácida, peptona, D-glicose 

e ágar) (Schaad, 2001). A preservação das estirpes foi realizada em ampolas 

de criopreservação em glicerol 40%.  

As estirpes bacterianas foram previamente cultivadas sob agitação 

(150 rpm) em caldo LB (Luria-Bertani: triptona, extrato de levedura, cloreto de 

sódio) por 24 h a 28 °C até atingir uma D.O. 600nm=0,3. 
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A cultura bacteriana (0,5 mL) foi misturada com 0,5 mL de glicerol 

80% em ampolas de criopreservação identificadas, que logo foram 

depositadas em freezer a -20 °C. Para a extração de  DNA ou recuperação 

das estirpes preservadas a -20 ºC, as estirpes foram cultivadas em caldo 

LB por 24 h a 28 ºC sob agitação para a coleta da cultura na fase log de 

crescimento (D.O.600nm=0,3).  

 

TABELA 2. Estirpes bacterianas utilizadas no estudo como referência 
(controles) em PCR e qPCR. Porto Alegre, RS, 2009. 

Estirpes  Hospedeiro  Origem  Fonte  

Pectobacterium atrosepticum 

Pa 31 

Pa 790T 

 

Batata 

Batata 

 

Canadá 

Reino Unido 

 

De Boer, S. H.1 

Instituto Biológico2 

Pectobacterium carotovorum 

IBSBF 1442 

IBSBF 791 

47 

 

 

Cravo 

Batata 

Mandioquinha

-salsa 

 

Brasil 

Dinamarca 

Brasil 

 

Instituto Biológico2 

Instituto Biológico2 

Henz, G. P.3 

Pectobacterium brasiliensis 

IBSBF 1692 (212) 

IBSBF 1697 (213) 

 

Batata 

Batata 

 

RS, Brasil 

 

 

Duarte, V.4 

 

Pectobacterium 

betavasculorum 

IBSBF 787T 

 

 

Beterraba 

 

 

EUA 

 

 

Instituto Biológico2 
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continuação TABELA 2. Estirpes bacterianas utilizadas no estudo como 
referencia (controles) em PCR e qPCR. Porto 
Alegre, RS, 2009. 

Dickeya chrysanthemi bv. 

chrysanthemi 

IBSBF 231T 

IBSBF 920 

 

 

Crisântemo 

Batata 

 

 

EUA 

Brasil 

 

 

Instituto Biológico2 

Instituto Biológico2 

Dickeya dianthicola 

IBSBF 856 

Dickeya sp. 

CEN80 

 

Batata 

 

Cenoura 

 

França 

 

MG, Brasil 

 

Instituto Biológico2 

 

Henz, G. P.3 

Ralstonia solanacearum 

Biovar 1 

1 

93 

Biovar 2 

126 

R56 

 

 

Tomate 

Batata 

 

Batata 

Batata 

 

 

RS, Brasil 

SP, Brasil 

 

SP, Brasil 

RS, Brasil 

 

 

Silveira, J. R. P.5 

Instituto Biológico2 

 

Instituto Biológico2 

Silveira, J. R. P.5 
TEstirpe tipo bacteriana: linhagem de referência em cultura pura com as características de determinada 
espécie ou subspécie. 
1Centre for Animal and Plant Health, Charlottetown, PE, Canadá 
2Coleção de Fitobactérias do Instituto Biológico, Campinas, SP, Brasil. 
3Embrapa Hortaliças, Brasília, DF, Brasil. 
4Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Faculdade de Agronomia, Dep. Fitossanidade, Porto Alegre, 

RS. 
5 Fundação Estadual de Pesquisa Agropecuária (FEPAGRO), Porto Alegre, RS, Brasil.  

 

3.2 Extração de DNA das estirpes de referência por lise alcalina  

O DNA das estirpes de referência foi extraído pelo método de lise 

alcalina. Células bacterianas presentes em 1,0 mL de cultura 

(DO600=0,1=1x108 UFC.mL-1) foram precipitadas por centrifugação (12 000 

X g por 2 min) e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, as células 

foram suspendidas em 100 µL de TE (10 mM Tris-HCl,1 mM EDTA, pH 8,0) 

e lisadas pela adição do tampão de lise (0,2 N NaOH, 1% SDS). 

Subsequentemente, o lisado de células foi submetido à neutralização e 
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precipitação com 300 µL de acetato de amônio 7,5 M, seguido de 

centrifugação por 5 min a 12000 X g. O sobrenadante foi recuperado e 

transferido para um novo tubo. Logo, o DNA foi novamente precipitado com 

etanol 95% por centrifugação por 15 min a 12000 X g. A etapa de lavagem 

do DNA para eliminar os sais foi realizada com etanol 70%, através de 

centrifugação por 5 min. O DNA dessas estirpes foi solubilizado em 50 ou 

100 µL de água milli-Q, contendo RNAse-A 1 mg.mL-1.  

 

3.3 Extração de DNA das estirpes de referência pelo  método do 

cartão FTA  

Culturas bacterianas das estirpes de referência crescidas em caldo 

LB foram armazenadas em cartões FTA (Whatman, GE Healthcare, EUA) 

para posterior purificação e eluição do DNA.  

Diluições em série (10-1-10-8) dessas culturas em PBS foram 

ajustadas a DO600=0,1=1x108 UFC.mL-1, e antes da aplicação, a suspensão 

bacteriana foi homogeneizada em vortex. As diluições foram distribuídas 

diretamente em quadrantes nos cartões FTA. Foram utilizados volumes de 

100 µL para cada diluição. Os cartões FTA foram secos a temperatura 

ambiente por 24 h, e depois foram armazenados em pacotes plásticos 

guardados a temperatura ambiente, em caixas plásticas contendo sílica até 

o momento da purificação do DNA.  
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3.4 Padronização e validação do método de coleta, t ransferência 

de amostras de tubérculos e extração de DNA com o u so de 

cartões FTA  

 Antes da coleta de amostras com o cartão FTA, um método foi 

padronizado e validado para a coleta e transferência de amostras de 

tubérculos de batata, que seriam submetidas às análises moleculares (PCR 

e qPCR).  

Foram testados três métodos de coleta e transferência de amostras, 

utilizando uma amostra composta de 10 tubérculos de batata. Uma 

suspensão de células bacterianas (DO600=0,1=100) foi preparada em PBS 

(Romeiro, 2001) e diluída sucessivamente (1:10)  até 10-8 para avaliação 

da sensibilidade por PCR, de cada método de coleta e transferência de 

amostras para o cartão FTA. Essas diluições foram aplicadas nos cartões, 

de acordo com os métodos de coleta e transferência de amostras dos 

tubérculos.  

Os três métodos avaliados foram: (1) pressão direta dos cones - que 

consistiu no corte na forma cônica, do tubérculo na região da inserção do 

estolão, com uma faca, trituração da extremidade do cone e contato do 

suco + 10 µL das diluições de células bacterianas com a superfície do 

cartão; (2) cones macerados em PBS - consistiu da retirada dos cones, 

maceração dos mesmos com 5 mL de PBS (diluições das células 

bacterianas) em tubos Falcon e aplicação de 100 µL do macerado 

(cones+suspensão de células bacterianas) nos cartões, e (3) fragmentos 
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de seringa macerados em PBS (diluições das células bacterianas) - 

consistiu da retirada dos fragmentos do tubérculo, na região de inserção do 

estolão, com uma seringa de insulina sem agulha, maceração dos 

fragmentos com 500 µL de PBS (diluições de células bacterianas) em tubos 

de 1,5 mL, e aplicação de 100 µL do macerado  (batata+suspensão de 

células bacterianas) nos cartões. 

As diluições sucessivas da suspensão bacteriana adicionada nos 

métodos de transferência 1, 2 e 3 foram repicadas para placas contendo 

meio NA para contagem do número de UFC (unidade formadora de 

colônias) ou número de células viáveis pela técnica da microgota (Romeiro, 

2001). Cada placa foi dividida em 16 círculos impressos na superfície do 

meio de cultura, com um tubo de ensaio, e 10 µL da suspensão bacteriana 

(microgota) foi transferida para cada círculo, com 5 repetições por diluição 

da suspensão. As placas foram incubadas a 28 °C por  24 h, onde depois 

foram feitas contagens do número de UFC por círculo e esses dados foram 

transformados para UFC.mL-1. 

Os cartões foram secos a temperatura ambiente por 24 h, e 

guardados em pacotes plásticos contendo sílica. Os pacotes com os 

cartões foram depositados dentro de caixas plásticas e armazenados no 

escuro a temperatura ambiente.  

A distribuição das amostras na área do cartão foi avaliada quanto à 

homogeneidade de distribuição das amostras, que estaria associada à 

amplificação de produtos na PCR. Um cartão FTA contendo suspensão 
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bacteriana (DO600=0,1) e outro contendo suspensão bacteriana 

(DO600=0,01) + suco de batata foram avaliados por PCR utilizando os 

discos como amostra de DNA. A área do cartão ao qual foram aplicadas as 

duas amostras foi subdividida em 16 quadrantes para retirada dos discos. 

Dezesseis discos foram retirados e submetidos aos processos de 

purificação do DNA do disco e análise por PCR.  

 

3.4.1 Coleta de amostras de tubérculos de batata (D NA total) 

As amostras de batata foram compostas de 10 tubérculos coletados 

de regiões produtoras de batata do Brasil e de outros países. Foram 

coletadas 206 amostras com distribuição aleatória entre regiões e 

cultivares nos anos de 2007 a 2009. As regiões (estados, municípios, país) 

ao qual foram obtidas as amostras estão presentes na Tabela 3.  

Foram coletadas amostras das cultivares Ágata (67), Almera (1), 

Ambition (1), Armada (1), Asterix (49), Atlantic (4), Baraka (4), Caesar (16), 

Chipie (1), Colorado (1), Cupido (23), Emeraude (1), Eole (1), Faluka (1), 

Fontane (1), Gourmandine (1), Manitou (1), Markies (4), Monalisa (9), 

Naturela (1), Opaline (1), Rodeo (2), Rudolf (1), Sinora (1), Soléia (1), 

Vivaldi (4), Voyager (6) e Zafira (1).  
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TABELA 3. Número de amostras coletadas no Brasil e em outros países. 
Porto Alegre, RS, 2009. 

Estado  ou Município  ou País de o rigem das amostras  Nº amostras  

Minas Gerais  

Bueno Brandão 

Pouso Alegre 

Serra do Salitre 

114 

20 

90 

4 

Paraná 

Contenda 

3 

3 

Rio Grande do Sul  

Ibiraiaras 

São Francisco de Paula 

São José dos Ausentes 

Tainhas 

54 

16 

8 

1 

29 

Santa Catarina  

Capão Alto 

Criciúma 

São Joaquim 

26 

13 

9 

4 

Outros países  

Bolívia 

Chile  

Holanda 

9 

3 

4 

2 

 

O método de pressão direta para a trasferência de amostras e 

extração do DNA foi utilizado nas coletas de amostras dos tubérculos. Os 

cartões FTA, após a coleta das amostras, foram colocados para secar e 

armazenados a temperatura ambiente, dentro de caixas plásticas, até o 

momento da purificação do DNA. 
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3.4.2 Purificação do DNA dos cartões FTA 

Discos dos cartões FTA (3.0 mm de diâmetro) foram cortados e 

retirados com um cortador Harris Micro Punch (Fitzco Inc., MN, USA), e 

colocados em tubos para PCR (200 µL). O cortador Harris Micro Punch foi 

limpo entre cada corte de disco com etanol 70%, para minimizar 

contaminação cruzada entre as amostras. Além disso, discos sem a 

presença de amostras foram retirados e utilizados como controle negativo 

para o uso do cartão FTA. Todos os discos foram lavados duas vezes com 

200 µL de SDS 0,5% e incubados durante 5 min, e enxaguados duas vezes 

com tampão TE-1 (10 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 8,0) por 5 min. O 

SDS e o tampão TE foram removidos por pipetagem. Os discos foram 

secos a 56 ºC por 20 min com os tubos abertos no bloco de aquecimento 

do termociclador. Após a secagem dos discos, eles foram submetidos à 

eluição do DNA, que consiste na liberação do DNA do disco para uma 

solução tampão (TE), utilizando o tratamento com pH elevado (solução 

alcalina). 

O DNA total presente nos discos foi eluído, pelo método alcalino 

descrito pelo fabricante, ao qual requer dois reagentes, uma solução 

alcalina (0,1 N NaOH; 0,3 mM EDTA, pH 13.0) e uma solução neutra (0,1 

M Tris–HCl, pH 7.0). A primeira solução possilita que o DNA purificado seja 

liberado da matriz, porém, encontra-se desestabilizado. A segunda solução 

com pH neutro é adicionada para que ocorra a estabilização da fita dupla 
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de DNA. Dois discos de 3 mm retirados dos cartões foram purificados no 

passo anterior e colocados em tubos de 1,5 mL, onde foram adicionados 

35 µL da solução alcalina e foram incubados por 5 min a temperatura 

ambiente. Depois, 65  µL da solução neutra foram adicionados, seguidos 

por homogeneização em vórtex. Essa solução é incubada por 10 min com 

o disco, e homogeneizada novamente. Os discos são removidos com 

ponteiras da solução, na qual contém o DNA eluído (100 µL). Logo, esse 

DNA foi armazenado a -20 ºC até o uso em PCR.  

 

3.5 Escolha dos genes para desenho de oligonucleotí deos 

iniciadores e sondas para detecção de pectobactéria s por 

qPCR 

Os genes acnA, gapA, icdA, mdh, mtID, pgi e proA foram utilizados 

para análises de sequências multiloci (MLST) por Ma et al. (2007), na qual 

verificaram a separação das estirpes em 5 clados para cada uma das 

espécies de Pectobacterium (P. brasiliensis, P. carotovorum, P. 

atrosepticum, P. betavasculorum e P. wasabiae). As estirpes de Dickeya 

agruparam-se separadamente do grande grupo de Pectobacterium spp. 

(Ma et al., 2007). A partir desses resultados, análises de cada um desses 

genes utilizando essas mesmas sequências foram realizadas para avaliar 

qual (is) o melhor (es) genes para o desenho dos oligonucleotídeos 

iniciadores para Pectobacterium e Dickeya spp.. Esses sete genes foram 

avaliados manualmente através de alinhamento múltiplo de sequências 
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utilizando o programa MEGA4 (Tamura, 2007), buscando regiões 

conservadas entre os gêneros Dickeya e Pectobacterium.  

A partir dessas análises, foram escolhidos dois genes, o acnA e o 

mtlD (Tabela 4) que foram analisados isoladamente, através de 

alinhamentos e análises filogenéticas para verificar se ocorria o mesmo 

perfil filogenético obtido por Ma et al., (2007), a separação entre os dois 

gêneros bacterianos e entre as espécies de Pectobacterium. Quarenta e 

seis sequências de nucleotídeos foram obtidas do banco de dados do NCBI 

(Genbank) para as espécies Pectobacterium carotovorum, P. atrosepticum, 

P. brasiliensis, P. wasabiae, P. betavasculorum e Dickeya sp. Análises 

filogenéticas dessas 46 sequências correspondentes às estirpes 

bacterianas de Pectobacterium e Dickeya spp. foram realizadas, utilizando 

o método computacional de Neighbor-Joining para construir árvores 

filogenéticas. O método de p-distance foi utilizado para estimar as 

distâncias entre as sequências e o teste de bootstrap (1000 repetições) foi 

utilizado para quantificar o erro padrão das estimativas de distância. As 

espécies Ralstonia solanacearum e R. eutropha foram utilizadas como 

grupo externo na reconstrução da filogenia de Pectobacterium e Dickeya. 

As figuras com os alinhamentos múltiplos foram geradas no programa 

GeneDoc.  

Os oligonucleotídeos iniciadores e as sondas do tipo TaqMan® foram 

desenhados manualmente baseando-se nos alinhamentos entre 

Pectobacterium spp. e Dickeya spp., buscando sempre a mesma 
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temperatura de hibridização (temperatura de anelamento-Ta) para os pares 

de oligonucleotídeos. Dois pares de oligonucleotídeos iniciadores foram 

desenhados para Pectobacterium e Dickeya, utilizando os genes acnA e 

mtID, respectivamente. 

 

TABELA 4. Oligonucleotídeos iniciadores desenhados para o estudo das 
pectobactérias, utilizando os genes acnA para Pectobacterium 
spp. e mtID para Dickeya sp. Porto Alegre, RS, 2009. 

Espécie Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores  Tamanho 
do produto 

Tm 
(°C) 

P. brasiliensis 
AcnA-F: TRGGYGGCGATGTKAAYAAGG 
AcnA-R: TWCCARATRGCCTTRGCVAGA 
 

252 pb 
66,1 
65,6 

P. atrosepticum 
AcnA-F: TRGGYGGCGATGTKAAYAAGG 
AcnA-R: TWCCARATRGCCTTRGCVAGA 
 

252 pb 
66,1 
65,6 

P. carotovorum 
AcnA-F: TRGGYGGCGATGTKAAYAAGG 
AcnA-R: TWCCARATRGCCTTRGCVAGA 
 

252 pb 
66,1 
65,6 

P. betavasculorum 
AcnA-F: TRGGYGGCGATGTKAAYAAGG 
AcnA-R: TWCCARATRGCCTTRGCVAGA 
 

252 pb 
66,1 
65,6 

Dickeya sp. 
mtID-F: YGTCGGYGAACAGCAGC 
mtID-R:AGGCRATRATATTCAGCGGCG 208 pb 

64,6 
65,6 

Obs.: R = A, G; Y= C, T; K= G, T; W= A, T; e V= A, C, G 

 

As sondas foram desenhadas para hibridizar com a sequência-alvo, 

entre os dois oligonucleotídeos (no meio do produto de amplificação) a uma 

temperatura de 10 °C a mais que a temperatura dos o ligonucleotídeos 

como recomendação do fabricante, para assegurar que os 

oligonucleotídeos iniciadores hibridizem antes à sequência-alvo. Os 

oligonucleotídeos iniciadores apresentavam degenerescência de bases, 

onde o par de oligonucleotídeos acnA hibridiza somente com 

Pectobacterium spp. e o par de oligonucleotídeos mtID hibridiza somente 
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com Dickeya spp. (Tabela 4). As sondas desenhadas são específicas para 

cada espécie de Pectobacterium (Tabela 5).  

 

TABELA 5. Sondas de hidrólise desenhadas para as espécies de 
Pectobacterium para uso em qPCR (Sistema TaqMan). Porto 
Alegre, RS, 2009. 

Espécie Gene 
Tamanho 

do 
produto 

Sequencia da sonda 5'-3' Tm 
(°C)  

P. brasiliensis acnA 252 pb 1FAM-TGATTGACCACTCGGTGACGGTTG-NFQ 67,6  

P. atrosepticum acnA 252 pb 1VIC-CAACCCGCTGTCGCCG-NFQ 64,7  

P. carotovorum acnA 252 pb 1NED-CGACCACTCGGTGACGGTG- NFQ 65,7  

P. 
betavasculorum acnA 252 pb 1VIC-TTCGCCAGTCGATCTGGTTATTGACC-NFQ 67,4  

1 Sondas do tipo MGB (Minor Groove Binder) para detecção de P. brasiliensis, P. atrosepticum, P. carotovorum 
subsp. carotovorum  e P. betavasculorum com os fluoróforos FAM, VIC, NED e VIC, respecitivamente. Estes 
são ligados na região 5’ e a molécula quencher não fluorescente (NFQ) é ligada na região 3’. 

 

A especificidade das sondas e oligonucleotídeos ao nível de espécie 

foi verificada utilizando a ferramenta BLASTN do NCBI (Altschul et al., 

1997). O programa OligoAnalyser 3.1 da IDT Technologies (Owczarzy, 

2008) foi utilizado para avaliar a temperatura de hibridização, a formação 

de dímeros e formação de estruturas secundárias de oligonucleotídeos e 

sondas. 
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3.6 Detecção de Pectobacterium spp., Dickeya sp. e Ralstonia 

solanacearum por PCR  

Oligonucleotídeos iniciadores já relatados na literatura para P. 

carotovorum, P. atrosepticum, P. betavasculorum, P. brasiliensis e Dickeya 

sp. foram usados em análises por PCR das amostras de tubérculos (Tabela 

6). As condições da PCR com os oligonucleotídeos iniciadores presentes 

na Tabela 6 foram descritas pelos autores. (Tabela 6).  

 

TABELA 6. Oligonucleotídeos iniciadores utilizados na PCR. Porto Alegre, 
RS, 2009. 

Oligonucleotídeos 

iniciadores 

Gene ou região 

espaçadora 
Espécie ou Gênero Referência  

149LF/L1RA/L1RG 

Região 

espaçadora 

intergênica do 

rRNA 16 S e 23S 

Pectobacterium e 

Dickeya spp. 

(Fessehaie et al., 

2002) 

ADE1/ADE2 
pelA, D, E (pectato 

liase) 
Dickeya spp. 

(Nassar et al., 

1996) 

ECA1F/ECA2R NI P. atrosepticum 
(De Boer Ward, 

1995) 

Y45/Y46 
pelB 

(Pectato liase) 
P. atrosepticum 

(Fréchon et al., 

1998) 

EXPCCF/EXPCCR NI 
P. carotovorum 

subsp. carotovorum 

(Kang et al., 

2003) 

Pbr_rdgF/Pbr_rdgR 

Rdg 

(proteína 

reguladora da 

pectina liase) 

P. brasiliensis (Ribas, 2007) 

OLI1/Y21 rRNA 16S 
Ralstonia 

solanacearum 
(Seal et al., 1999) 

1Oligonucleotídeos iniciadores usados em PCR e em qPCR para detecção de R. solanacearum. 
NI: não identificado. 
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3.7 Obtenção dos padrões para a curva de calibração  da qPCR 

Os padrões utilizados na construção da curva de calibração (curva-

padrão) de DNA em qPCR foram plasmídeos contendo os insertos 

desejados (fragmentos dos genes de interesse para cada espécie 

bacteriana). Os produtos de amplificação por PCR obtidos de estirpes de P. 

carotovorum subsp. carotovorum, P. betavasculorum, P. brasiliensis e P. 

atrosepticum com o par de oligonucleotídeos iniciadores acnA, de Dickeya 

spp. com o par de oligonucleotídeos iniciadores mtlD, e de Ralstonia 

solanacearum com o par de oligonucleotídeos iniciadores OLI1/Y2  foram 

clonados utilizando o vetor pCR 2.1 (Invitrogen Life Technologies). A 

reação de ligação foi realizada em volume de 10 µL, utilizando-se 2 µL dos 

produtos de amplificação, 1 µL de T4 DNA ligase, 1 µL de tampão de 

ligação 10X, 2 µL de vetor pCR 2.1 e 4 µL de água ultra-pura. As reações 

de ligação foram incubadas a 14 ºC overnight. Em seguida, esses produtos 

de ligação foram transformados em bactérias competentes (cepa XL1 de 

Escherichia coli) pelo processo de choque térmico.  

Na transformação, uma alíquota de 5 µL do produto de ligação foi 

adicionada a um tubo contendo 50 µL de bactérias competentes 

previamente resfriadas no gelo. Os tubos foram incubados por 30 min no 

gelo. Posteriormente, os tubos foram incubados a 42 ºC por 1 min em 

banho-maria, e imediatamente transferidos para o gelo. Uma alíquota de 1 

mL de meio LB foi adicionada aos tubos, e estes foram incubados em 

banho-maria a 37 ºC por 1 h. Uma alíquota de 200 µL das bactérias 
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transformadas foi inoculada em placas contendo meio LB e  os antibióticos 

canamicina e ampicilina (100 mg.mL-1). O cofator IPTG (100 mM) e o 

substrato Blue-Gal (40 mg.mL-1) da enzima β-galactosidase foram 

adicionados junto com a alíquota de bactérias transformadas nos seguintes 

volumes, 40 e 80 µL, respectivamente. Essas placas foram incubadas 

overnight a 37 ºC.  

A seleção de clones positivos foi feita com antibióticos (Kanamicina 

e ampicilina), através da avaliação da coloração das colônias. As colônias 

de interesse (brancas) foram selecionadas para extração dos plasmídeos. 

Esses plasmídeos foram confirmados por PCR para verificar a 

presença do inserto desejado (fragmento do gene acnA, mtlD e rDNA 16S) 

e depois foram quantificados por leitura em espectrofotômetro a 260 nm. 

Foi feita a leitura a 280 nm para avaliar a qualidade do DNA, através da 

relação 260/280 nm. Posteriormente, os plasmídeos foram diluídos em 

concentrações conhecidas de DNA para serem utilizados em qPCR, como 

padrões na curva de calibração.  

 

3.8 Padronização e validação de qPCR por quantifica ção 

absoluta para detecção de pectobactérias ( Pectobacterium 

spp. e Dickeya sp.) e Ralstonia solanacearum 

Os oligonucleotídeos iniciadores acnA e mtID para detecção de 

pectobactérias foram testados primeiramente em PCR com amostras de 
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DNA obtidas das estirpes de referência e de amostras de tubérculos em um 

termociclador PT-100 (MJ Research Inc). As condições da reação foram 

padronizadas para identificar a melhor temperatura de hibridização dos 

oligonucleotídeos iniciadores juntamente com a concentração adequada 

dos reagentes (oligonucleotídeos, MgCl2, Taq polimerase e dNTPs). As 

reações foram conduzidas em volume de 20 µL, onde as concentrações de 

oligonucleotídeos foram de 0,4 µM de oligonucleotídeos iniciadores acnA 

(F+R) ou 0,2 µM de oligonucleotídeos iniciadores mtlD (F+R), 50 µM de 

dNTPs, 3,0 mM MgCl2, 1X Buffer PCR (20 mM Tris-Cl pH 8,4; 50 mM KCl 

sem MgCl2) e 0,25 U de Platinum® Taq polimerase (Invitrogen), sendo 

utilizados 12,5 µL da mistura de reação e 12,5 µL de DNA diluído. As 

reações foram conduzidas a 94 ºC por 10 s, 60 ºC por 15 s, 72 ºC por 10 s, 

durante 40 ciclos, com um passo de desnaturação inicial de 94 ºC por 5 

min. Alíquotas de 10 µL do produto da amplificação foram submetidas à 

eletroforese em gel de agarose 2,0% (p/v) corado com brometo de etídeo a 

60 V.min-1. Os produtos de amplificação no gel foram visualizados sob luz 

UV e fotografados com câmera digital Cyber-Shot DSC P93 (Sony).  

A padronização de qPCR pelo método de quantificação absoluta 

com sondas de hidrólise (TaqMan®) para detecção das espécies de 

Pectobacterium em tubérculos (Tabela 5) utilizou padrões diluídos de cada 

espécie para a construção da curva de calibração.  

A concentração das sondas para P. atrosepticum, P. brasiliensis, P. 

carotovorum e P. betavasculorum foi de 0,1 µM de cada sonda. Foram 
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utilizados 0,4 µM de oligonucleotídeos iniciadores acnA (F+R), 50 µM de 

dNTPs, 3,0 mM MgCl2, 1X Buffer PCR (20 mM Tris-Cl pH 8,4; 50 mM KCl 

sem MgCl2), 0,005 X fluoróforo de referência passiva (ROX) (Invitrogen) e 

0,25 U de Platinum® Taq polimerase (Invitrogen). A qPCR foi conduzida no 

aparelho 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, 

USA) em volume de 25 uL, a 94 ºC por 10 s, 60 ºC por 15 s, 72 ºC por 10 s, 

seguida pela  leitura de fluorescência a 60 °C por 35 s, durante 40 ciclos, 

com um passo de desnaturação inicial de 94 ºC por 5 minutos.  

A padronização e validação da qPCR pelo método de SYBR Green 

para detecção de Dickeya sp. foi realizada em volume de reação de 25 µL: 

0,2 µM de oligonucleotídeos iniciadores mtlD (F+R), 50 µM de dNTP, 3,0 

mM MgCl2, 1X Buffer PCR (20 mM Tris-Cl pH 8,4; 50 mM KCl sem MgCl2), 

0,005 X fluoróforo de referência passiva (ROX) (Invitrogen), 0,1 X fluoróforo 

SYBR Green (Invitrogen) e 0,25 U de Platinum® Taq polimerase 

(Invitrogen). As reações foram conduzidas a 94 ºC por 10 s, 60 ºC por 15 s, 

72 ºC por 10 s, seguida pela leitura de fluorescência a 60 °C por 35 s, 

durante 40 ciclos, com um passo de desnaturação inicial de 94 ºC por 5 

minutos, seguidas pelo passo da dissociação (94 °C por 10 s, 50 °C por 2 

min, 99 °C com ∆ 0,1 °C/s). 

A qPCR para detecção de R. solanacearum foi realizada pelo 

método de SYBR Green, utilizando o par de oligonucleotídeos iniciadores 

OLI1/Y2 (Tabela 4). As reações foram conduzidas em volume de reação de 

25 µL com 0,2 µM de oligonucleotídeos iniciadores OLI1/Y2 (F+R), 50 µM 
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de dNTP, 3,0 mM MgCl2, 1X Buffer PCR (20 mM Tris-Cl pH 8,4; 50 mM KCl 

sem MgCl2), 0,005 X fluoróforo de referência passiva (ROX) (Invitrogen), 

0,1 X fluoróforo SYBR Green (Invitrogen) e 0,25 U de Platinum® Taq 

polimerase (Invitrogen). As reações foram conduzidas a 94 ºC por 10 s, 68 

ºC por 15 s, 72 ºC por 10 s, seguidas pela leitura de fluorescência a 60 °C 

por 35 s, durante 40 ciclos, com um passo de desnaturação inicial de 94 ºC 

por 5 minutos, seguidas pelo passo da dissociação (94 °C por 10 s, 50 °C 

por 2 min, 99 °C com ∆ 0,1 °C/s).  

Os dados de PCR em tempo real quantitativo para ambas as 

análises (pectobactérias e R. solanacearum) foram analisados 

manualmente e pelo software do aparelho 7500 Real Time PCR System 

versão 2.0.1 (Applied Biosystems, Foster City, USA). As análises por qPCR 

pelo método de quantificação absoluta, geraram curvas de calibração para 

cada espécie bacteriana (Pectobacterium spp., Dickeya sp. e R. 

solanacearum), relacionando o valor de CT com as concentrações dos 

padrões (clones Pbr_acnA, Pa_acnA, Pcc_acnA, Pbet_acnA, Dick_mtID e 

RS_OLI1_Y2). A concentração do DNA é medida por A260 e convertida ao 

número de cópias presentes na amostra usando o peso molecular do DNA, 

correspondendo ao número de células bacterianas.  

Foram calculados a eficiência para cada reação de qPCR a partir 

dos dados da curva de calibração. A eficiência de reação é calculada 

baseando-se no slope (inclinação da curva de calibração) com a seguinte 

fórmula: E= 10(-1/slope) - 1. A partir dos dados de CT, foram calculados a 
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média e o desvio-padrão entre as amostras a partir de triplicatas 

experimentais e de reação para avaliar a precisão da qPCR. 

 

 

 



 
 

 
 

 

 

 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Padronização e validação do método de coleta, t ransferência 

de amostras de tubérculos e extração de DNA com o u so de 

cartões FTA  

Três métodos de coleta e transferência de amostras dos tubérculos 

foram avaliados, sendo eles pressão direta dos cones, cones macerados em 

PBS e fragmentos de seringa macerados em PBS. Nas condições 

experimentais, o método de pressão direta foi mais sensível do que os outros 

dois métodos de transferência, sendo detectadas até 100 UFC/mL (limite de 

detecção do método de extração de DNA a partir da PCR) (Figura 3).  

O método menos sensível foi o da seringa, onde o limite de detecção 

foi de 1,0 x 105-106 UFC/mL. O método intermediário em termos de 

sensibilidade foi o método dos cones triturados, que apresentou limite de 

detecção de 1 x 104 UFC/mL (Figura 3). 
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O método de coleta de cones de tubérculos já é utilizado para 

extração de DNA de tubérculos para detecção de Clavibacter michiganensis 

e R. solanacearum, onde estes também são triturados, no entanto, retira-se 

uma alíquota que é adicionada em meios de enriquecimento, no qual é feito 

a extração do DNA ou essa alíquota é adicionada diretamente na PCR 

(Schaad et al., 1999). Em outros estudos, o método de coleta utilizando a 

seringa mostrou-se viável para utilização em amostragem de amostras de 

tubérculos, seguido de enriquecimento ou somente aplicação do macerado 

nos cartões para detecção de R solanacearum (Figueiró, 2008).  
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FIGURA 3. Sensibilidade dos métodos de coleta e transferência de 
amostras com suspensão bacteriana de P. brasiliensis (D.O. 
600nm=0,1) para o cartão FTA por PCR utilizando os 
oligonucleotídeos iniciadores acnA. 1. DNA genômico de P. 
brasiliensis (Pbr1692) extraído pelo método de lise alcalina 
(controle positivo da PCR), 2. Controle positivo do cartão 
FTA com suspensão bacteriana de P. brasiliensis 
(DO600=1,0), 3. Controle positivo do cartão FTA com 
suspensão bacteriana de P. brasiliensis (D.O. 600nm=1,0) + 
Batata, 4. Suspensão bacteriana de P. brasiliensis 1 x 108, 
5. 1 x107, 6. 1 x 106, 7. 1 x 105, 8. 1 x 104, 9. 1 x 103, 10. 1 x 
102 UFC/mL. CN: Controle negativo da PCR. Porto Alegre, 
RS, 2009. 
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O método de pressão direta dos tubérculos sobre a matriz do cartão 

FTA ainda não havia sido relatada, porém, mostrou-se mais eficiente na 

detecção de células bacterianas, mostrando a população real de bactérias 

presentes nos tubérculos. O uso de cartões FTA pode dispensar o 

enriquecimento prévio das amostras para a detecção de bactérias em 

tubérculos. O uso de 10 cones pressionados sobre o cartão FTA facilita o 

processamento das amostras, dispensando o transporte dos tubérculos até o 

laboratório. Alguns estudos para detecção de pectobactérias por PCR 

utilizaram o enriquecimento e extração de DNA pelo método convencional ou 

kits de extração (El Tassa & Duarte, 2004; Degefu et al., 2009) para a 

detecção de infecções latentes de pectobactérias nos tubérculos, porém, 

utilizou-se a PCR para detecção nessas amostras.  

O passo do enriquecimento aumenta o tempo de processamento das 

amostras e pode favorecer o crescimento de outras espécies bacterianas em 

detrimento a pectobactérias ou R. solanacearum, que podem estar presentes 

em baixo nível populacional e não serem detectadas. O uso da qPCR aliada 

ao método de extração com os cartões FTA já vem sendo utilizado na 

detecção de vírus em animais e bactérias em humanos (Rajendram et al., 

2006; Muthukrishnam et al., 2008), possibilitando o diagnóstico de muitas 

doenças sem o prévio isolamento e enriquecimento. 

O uso dos cartões FTA para extração de DNA visando a detecção de 

bactérias fitopatogênicas em tubérculos e plantas de batata foi empregado 

sem enriquecimento prévio (Ribas, 2007; Figueiró, 2008). Esses autores 
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obtiveram resultados positivos com amostras com sintomas de canela-preta 

e murcha, ou seja, com a presença de pectobactérias e R. solanacearum 

com elevados níveis populacionais, respectivamente. O método do cartão 

FTA para extração de DNA também foi empregado para coleta e detecção de 

Pseudomonas sp. em gemas florais de pereira (Rommel, 2009), na qual a 

detecção só foi possível com o uso do cartão FTA com um limite de detecção 

de 100 UFC por mL.  

No presente estudo, o método de FTA foi utilizado para facilitar a 

coleta de amostras, em grande número, sem a necessidade de 

enriquecimento prévio para a detecção de infecções latentes nos tubérculos. 

Na logística da coleta, o uso dos cartões FTA permitiu que os 

tubérculos amostrados não fossem trazidos ao laboratório para ser feita a 

coleta do DNA, onde primeiramente, foi estabelecido um método de 

transferência de amostras para o cartão, que apresentasse sensibilidade na 

detecção de bactérias por PCR, e que fosse relativamente menos exaustivo 

do que os métodos convencionais para a extração do DNA. Depois, foi 

padronizado um método de detecção mais sensível do que a PCR 

convencional para o diagnóstico das infecções latentes de pectobactérias e 

R. solanacearum. 

A distribuição das amostras nos cartões FTA foi avaliada por PCR 

(Figura 4). Amostras de DNA de suspensão bacteriana apresentaram 

amplificação por PCR em quase todas as amostras analisadas (discos 

retirados de todos os quadrantes), com exceção da amostra de nº 15. Em 
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amostras com bactéria e com macerado dos tecidos de tubérculos também 

não houve amplificação em uma das amostras (amostra nº 25) na Figura 4. 

No entanto, analisando a posição do quadrante no cartão de onde foram 

retirados esses dois discos, verificou-se que estes se localizam nas 

extremidades ou laterais da área do cartão.  

.  

FIGURA 4. Avaliação da distribuição das amostras no cartão retiradas de 
cada quadrante (16 quadrantes). CN: controle negativo da 
reação. 1. Controle positivo da PCR e FTA Card (Pbr1692), 
Amostras de DNA de células bacterianas (2–17): discos 1-16; 
Amostras de DNA de batata e células bacterianas (18-33): 
discos 1-16. Porto Alegre, RS, 2009.  

 

Amostras retiradas de regiões periféricas na área do cartão podem 

levar a resultados falso-negativos de acordo com os resultados obtidos, visto 

que a distribuição do suco dos tubérculos por pressão das amostras sobre o 

cartão pode não ocorrer de forma homogênea. Isso ocorre porque o 
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rompimento dos tecidos vegetais pode não ocorrer por completo em toda a 

área do cartão, quando amostras sólidas (cones) são pressionadas contra o 

cartão FTA de acordo com o fabricante (Whatman, 2003).  

 

4.2 Escolha dos genes para desenho de oligonucleotí deos 

iniciadores e sondas para detecção de Pectobactéria s por 

qPCR 

A análise filogenética dos genes acnA e mtID revelou que o genêro 

Pectobacterium foi dividido em cinco grupos, correspondentes às espécies P. 

carotovorum, P. brasiliensis, P. betavasculorum, P. atrosepticum e P. 

wasabiae, e um grupo separado de Dickeya spp. foi também encontrado 

(Figura 5 e 6). O gênero Dickeya formou um clado único, porém, o gênero foi 

pouco representado ao nível de espécie, devido à escassez de sequências 

disponíveis que se tem para as espécies.  

Ma et al. (2007) e Pitman et al. (2010) também em suas análises 

filogenéticas obtiveram resultados semelhantes. Ma et al. (2007) trabalharam 

com esses dois genes, porém, suas análises foram feitas com mais cinco 

genes concatenados de enterobactérias para estudar a filogenia dos gêneros 

Dickeya e Pectobacterium. Pitman et al. (2010) utilizaram sequências dos 

genes acnA e mdh concatenadas para estabelecer as relações entre 

isolados de pectobactérias da Nova Zelândia. 

A estirpe Eca6 de P. atrosepticum foi alocada no clado de P. 

carotovorum para o gene acnA, o que não aconteceu quando se utilizou o 
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gene mtlD (Figura 5 e 6). Para o gene mtID (Figura 6), esse táxon agrupou-

se com P. atrosepticum como já havia sido relatado (Ma et al., 2007). 

Pectobacterim carotovorum subsp. odoriferum SCRI482 (Pco) também foi 

alocado dentro do clado de P. carotovorum (Ma et al., 2007). Os taxa Pc106 

e WPP19 alocaram-se entre os clados de Dickeya sp. e P. wasabiae para o 

gene acnA (Figura 5). Para o gene mtlD, o taxon WPP19 agrupou-se com P. 

wasabiae e o táxon Pc106 permaneceu como um taxon isolado entre os 

clados de P. brasiliensis e P. wasabiae (Figura 6).  
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FIGURA 5. Árvore filogenética baseada no método de 
Neighbour Joining utilizando sequências 
parciais do gene acnA de estirpes de 
Pectobacterium spp., Dickeya spp. e 
Ralstonia solanacearum obtidas do Genbank 
(NCBI). O método de p-distance foi utilizado 
para estimar as distâncias entre as 
sequências e o teste de bootstrap (1000 
repetições) foi utilizado para quantificar o 
erro padrão das estimativas de distância. 
Porto Alegre, RS, 2009. 
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FIGURA 6. Árvore filogenética baseada no método de 
Neighbour Joining baseada em sequências 
do gene mtlD de estirpes de 
Pectobacterium spp,  Dickeya spp. e 
Ralstonia eutropha (NCBI). O método de p-
distance foi utilizado para estimar as 
distâncias entre as sequências e o teste de 
bootstrap (1000 repetições) foi utilizado 
para quantificar o erro padrão das 
estimativas de distância. Porto Alegre, RS, 
2009. 
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Esses dois genes mostraram-se representativos para identificar 

Pectobacterium spp. e Dickeya spp., visto que a análise filogenética permitiu 

diferenciá-las ao nível de espécie para Pectobacterium e apresentam árvores 

filogenéticas congruentes com outros estudos, o que denota que podem 

auxiliar na classificação e identificação dessas enterobactérias (Ma et al., 

2007; Pitman et al., 2010). A diferenciação ao nível de espécie para Dickeya 

não foi possível, devido ao fato de existirem poucas sequências gênicas 

disponíveis das espécies descritas para esse gênero. Neste sentido, o uso 

desses genes para o desenho de oligonucleotídeos iniciadores e sondas 

pode auxiliar no diagnóstico de doenças causadas por essas bactérias.   

A partir dos alinhamentos dos genes acnA e mtID (Figuras 7 e 8) 

foram verificadas diferenças nas sequências de nucleotídeos entre 

Pectobacterium spp. e Dickeya spp., a qual permitiram o desenho de 

oligonucleotídeos iniciadores, com o objetivo de separação entre os gêneros. 

Sondas para detecção por qPCR com o intuito de identificar cada uma das 

espécies de Pectobacterium também foram desenhadas baseando-se nos 

alinhamentos que mostravam diferenças entre as espécies desse gênero e 

de Dickeya spp. 

 

 

 

 

 



 

 

FIGURA 7. Alinhamento de sequências do gene 
spp. e 
iniciadores e sondas para 
foram representadas como: Pcc (
carotovorum
(P. wasabiae
Porto Alegre, RS, 2009.

 

 

FIGURA 7. Alinhamento de sequências do gene acnA de 
spp. e Dickeya sp. e posicionamentos dos oligonucleotídeos 
iniciadores e sondas para Pectobacterium spp. As espécies 
foram representadas como: Pcc (P. carotovorum 
carotovorum); Pa (P. atrosepticum); Pbr (P. brasiliensis
P. wasabiae); e Pbet (P. betavasculorum)

Porto Alegre, RS, 2009. 
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de Pectobacterium 
sp. e posicionamentos dos oligonucleotídeos 

spp. As espécies 
P. carotovorum subsp. 

P. brasiliensis); Pw 
) em vermelho. 



 

 

FIGURA 8. Alinhamento do gene 
sp. e posicionamento dos oligonucleotídeos para 
Os gêneros 
por Pecto e Dick
RS, 2009.
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FIGURA 8. Alinhamento do gene mtlD de Pectobacterium
sp. e posicionamento dos oligonucleotídeos para 
Os gêneros Pectobacterium e Dickeya foram representados 
por Pecto e Dick em vermelho, respectivamente. Porto Alegre, 
RS, 2009. 

 

4.3. Detecção de pectobactérias (Pectobacterium 

Ralstonia solanacearum por PCR 

Amostras de campo (tubérculos coletados pelo método FTA) foram 

primeiramente submetidas a PCR, utilizando um par de oligonucleotídeos 

universal para detecção de pectobactérias para a região intergênica do 

RNAr 16S e 23S. Das 206 amostras analisadas, 84 amostras apresentaram 

os padrões de amplificação para Dickeya spp. (356 e 491 pb) e 

spp. (450 pb e 490 pb), sendo que 55 amostras 
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sp. e posicionamento dos oligonucleotídeos para Dickeya spp. 

foram representados 
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 spp. e Dickeya 

Amostras de campo (tubérculos coletados pelo método FTA) foram 

primeiramente submetidas a PCR, utilizando um par de oligonucleotídeos 

ão intergênica do 

RNAr 16S e 23S. Das 206 amostras analisadas, 84 amostras apresentaram 

spp. (356 e 491 pb) e 

spp. (450 pb e 490 pb), sendo que 55 amostras 
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apresentaram somente Dickeya spp. (oligos ADE1/ADE2) e 29 amostras 

apresentaram somente Pectobacterium spp. (Tabela 7). 

Os pares de oligonucleotídeos iniciadores ECA1F/2R e Y45/Y46 

específicos para P. atrosepticum não detectaram a presença dessa espécie 

dentro das 206 amostras analisadas por PCR. Pectobacterium carotovorum 

subsp. carotovorum foi detectada em apenas sete amostras com os oligos 

EXPCCF/R e P. brasiliensis foi detectada em 27 amostras com os oligos 

Pbr_RdgF/R. Ralstonia solanacearum foi detectada em apenas nove 

amostras com os oligos OLI1/Y2 por PCR (Tabela 7). 

Pectobacterium atrosepticum no Brasil já foi relatada no Rio Grande 

do Sul e foi caracterizada por métodos bioquímicos, fisiológicos, 

sorológicos e moleculares (Jabuonski et al., 1986; Silveira, 1992; Oliveira, 

2001; Oliveira et al., 2003). No presente estudo, utilizando os oligos 

ECA1F/2R e Y45/Y46, essa espécie não foi detectada por PCR em 

nenhuma das 206 amostras analisadas, o que corrobora com os resultados 

encontrados por Tumelero (2003) e El Tassa & Duarte (2004) que 

mostraram que essa espécie não estava presente entre os isolados 

analisados de tubérculos-semente de batata.  

El Tassa & Duarte (2004) utilizando os oligonucleotídeos 

Br1F/L1RA/L1RG, onde Br1F foi desenhado para amplificar somente DNAr 

16S-23S de P. brasiliensis, verificaram que 53% dos isolados de 

tubérculos-semente do Rio Grande do Sul foram identificados como sendo 

dessa espécie. No entanto, esses oligonucleotídeos amplificam DNA de P. 
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carotovorum subsp. carotovorum, o que demonstra que não são 

específicos para a espécie P. brasiliensis  (El Tassa, 2004). Ribas (2007) 

desenhou os oligos Pcbr_rdgF/R e Pcbr_pnlF/R para P. brasiliensis e 

encontrou Pbr em hastes de plantas de batata em até 55% das amostras 

coletadas.  

Mais recentemente, foi relatada a ocorrência de P. brasiliensis no 

Sul da África por análise filogenética da região espaçadora intergênica do 

DNA ribossomal 16S-23S, onde verificou-se que os isolados pertenciam a 

essa espécie. Além disso, comparação de padrões de PCR-RFLP do rDNA 

16-23S entre os isolados confirmaram a identidade das estirpes de P. 

brasiliensis causando canela-preta no sul da África por comparação com 

estirpes isoladas primeiramente no Brasil (Van der Merwe et al., 2010). 

Essa espécie tem se mostrado presente no Brasil e no mundo, onde já foi 

registrada também nos EUA e Israel (Ma et al., 2007; Kim et al., 2009). 

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum é encontrada em 

várias regiões do mundo, causando doença em diversos hospedeiros, mais 

precisamente podridão-mole (Jabuonski et al., 1986; Silveira, 1992; 

Oliveira, 2001; Oliveira et al., 2003; Tumelero, 2003; El Tassa & Duarte, 

2004 Em estudos recentes, P. carotovorum subsp. carotovorum foi 

encontrada na Holanda e França, causando canela-preta em plantas de 

batata, o que demonstra que essa espécie pode estar associada com essa 

doença em temperaturas mais amenas (Haan et al., 2008), porém, no 

presente estudo P. carotovorum subsp. carotovorum foi detectada por PCR 
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em sete amostras. No Brasil, algumas regiões produtoras de batata, tais 

como os estados do Rio Grande do Sul, Minas Gerais e Santa Catarina 

podem apresentar temperaturas mais baixas na época das águas, o que 

pode contribuir para que Pcc esteja presente em algumas amostras. 

No Brasil, Dickeya sp. também já foi relatada no Brasil em menor 

incidência em batata (El Tassa & Duarte, 2004; Oliveira, 2001; Oliveira et 

al., 2003; Tumelero, 2003), porém, nesse estudo ocorreu o contrário, onde 

Dickeya sp. ocorreu em alta freqüência (26%). Em países como Finlândia, 

Holanda, Espanha, Nova Zelândia e Israel, espécies de Dickeya também 

foram detectadas em amostras de plantas e tubérculos (Laurila et al., 2008; 

Czajkowski et al., 2009; Laurila et al., 2009; Slawiak et al., 2009;  

Lojkowska et al., 2009). Esses relatos estão associados a surtos 

epidêmicos causados por espécies de Dickeya. 

Em trabalho recente com tubérculos de batata realizado por Figueiró 

(2008), R. solanacearum com os oligos OLI1/Y2 também foi detectada em 

poucas amostras. Figueiró (2008) também hipotetizou que esse par de 

oligos pode formar dímeros de oligos durante a PCR, reduzindo a 

amplificação da sequência-alvo, o que acaba reduzindo também a 

sensibilidade da PCR. No presente estudo, foi reduzida a concentração 

desse par de oligos na PCR, e não foi verificada a formação de dímeros de 

oligos na PCR em gel de agarose 2%. 

Nas condições experimentais, a PCR pode detectar a presença 

dessas espécies bacterianas diretamente dos tecidos de tubérculos através 
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do método do cartão FTA para a coleta e extração do DNA. O uso de 

métodos mais sensíveis deve ser implementado para a detecção de 

pequenas populações bacterianas (< 105 células bacterianas), visto que 

essas podem aumentar a ocorrência de epidemias. 

 

TABELA 7. Detecção de pectobactérias (Pectobacterium spp. e Dickeya 
spp.) e Ralstonia solanacearum por PCR. Porto Alegre, 
RS,2009.  

Amostras 

Pectobactérias (Pectobacterium e Dickeya spp.) 
R. 

solanacearum 
149LF/ 
L1RA/ 
L1RG 

ECA1F/ 
ECA2R 

Y45/ 
Y46 

EXPCCF/ 
EXPCCR 

Pbr_Rdg/ 
Pbr_RdgR 

ADE1/ 
ADE2 

OLI1/Y2 

1001 + - - + - - - 

1002 - - - - - - - 

1003 - - - - - - - 

1004 + - - - + - - 

1005 - - - - - - - 

1006 - - - - - - - 

1007 + - - - + - - 

1008 - - - - - - - 

1009 - - - - - - - 

1010 - - - - - - - 

1011 - - - - - - - 

1012 - - - - - - - 

1013 + - - - + - - 

1014 - - - - - - - 

1015 + - - - + - - 

1016 - - - - - - - 

1017 + - - - - + - 

1018 - - - - - - - 

1019 - - - - - - - 

1020 - - - - - - - 

1021 - - - - - - - 

1022 - - - - - - - 

1023 + - - - + + - 

1024 + - - - + - - 
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continuação TABELA 7. Detecção de pectobactérias (Pectobacterium spp. e 
Dickeya spp.) e Ralstonia solanacearum por PCR. 
Porto Alegre, RS, 2009.  

1025 - - - - - - - 

1026 - - - - - - - 

1027 + - - - + - - 

1028 - - - - - - - 

1029 + - - - + - - 

1030 - - - - - - - 

1031 - - - - - - - 

1032 - - - - - - - 

1033 - - - - - - - 

1034 + - - - - + - 

1035 - - - - - - - 

1036 - - - - - - - 

1037 + - - - - + - 

1038 + - - - - + - 

1039 - - - - - - - 

1040 - - - - - - - 

1041 + - - - + - - 

1042 - - - - - - - 

1146 - - - - - - - 

1147 - - - - - - - 

3760 - - - - - - - 

3761 - - - - - - - 

3762 - - - - - - - 

3763 - - - - - - - 

3764 - - - - - - - 

3765 - - - - - - - 

3766 + - - - + - - 

3918 - - - - - - - 

3919 - - - - - - - 

3920 - - - - - - - 

4598 - - - - - - - 

4599 - - - - - - - 

4600 - - - - - - - 

4601 - - - - - - - 

4632 - - - - - - - 

4633 - - - - - - - 

4634 - - - - - - - 
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continuação TABELA 7. Detecção de pectobactérias (Pectobacterium spp. e 
Dickeya spp.) e Ralstonia solanacearum por PCR. 
Porto Alegre, RS, 2009.  

4635 - - - - - - - 

4636 - - - - + - - 

4638 - - - - - - - 

4639 - - - - - - - 

4640 + - - - - + - 

4641 + - - - - + - 

4642 - - - - - - - 

4643 - - - - - - - 

4644 - - - - - - - 

4645 - - - - - - - 

5897 + - - - - + - 

5898 + - - - - + - 

5899 + - - - - + - 

6255 - - - - - - - 

6256 - - - - - - - 

6257 - - - - + - - 

6258 - - - - + - - 

BOS1 - - - - - - - 

BOS2 - - - - - - - 

Ibi1 - - - - - - - 

Ibi2 + - - + - - - 

Ibi3 - - - - - - - 

Ibi4 + - - + - - - 

Ibi5 + - - + - - - 

Ibi6 - - - - - - - 

Ibi7 + - - + - - - 

Ibi8 - - - - - - - 

Ibi9 - - - - - - - 

MG-1 + - - - - + - 

MG-2 - - - - - - - 

MG-3 - - - - - - - 

MG-4 - - - - - - - 

MG-5 - - - - - - - 

MG-6 - - - - - - - 

MG-7 - - - - - - - 

MG-8 - - - - - - - 

MG-9 - - - - - - - 
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continuação TABELA 7. Detecção de pectobactérias (Pectobacterium spp. e 
Dickeya spp.) e Ralstonia solanacearum por PCR. 
Porto Alegre, RS, 2009.  

MG-10 - - - - - - - 

MG-11 - - - - - - - 

MG-12 - - - - - - - 

MG-13 - - - - - - - 

MG-14 - - - - - - - 

MG-15 + - - - - + - 

MG-16 - - - - - - - 

MG-17 - - - - - - - 

MG-18 - - - - - - - 

MG-19 - - - - - - - 

MG-20 - - - - - - - 

MG-21 - - - - - - - 

MG-22 + - - - - + - 

MG-23 - - - - - - - 

MG-24 - - - - - - - 

MG-25 - - - - - - - 

MG-26 - - - - - - - 

MG-27 - - - - - - - 

MG-28 + - - - - + - 

MG-29 - - - - - - - 

MG-30 - - - - - - - 

MG-31 + - - - - + - 

MG-32 + - - - - + - 

MG-33 - - - - - - + 

MG-34 + - - - - + - 

MG-35 + - - - - + - 

MG-36 + - - - - + - 

MG-37 + - - - - + - 

MG-38 - - - - - - - 

MG-39 + - - - - + - 

MG-40 + - - - - + - 

MG-41 - - - - - - - 

MG-42 + - - - - + - 

MG-43 + - - - - + - 

MG-44 + - - - - + - 

MG-45 + - - - - + - 

MG-46 + - - - - + - 
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continuação TABELA 7. Detecção de pectobactérias (Pectobacterium spp. e 
Dickeya spp.) e Ralstonia solanacearum por PCR. 
Porto Alegre, RS, 2009.  

MG-47 + - - - - + - 

MG-48 + - - - - + - 

MG-49 + - - - - + - 

MG-50 + - - - - + - 

MG-51 + - - - - + - 

MG-52 + - - - - + - 

MG-53 + - - - - + - 

MG-54 + - - - - + - 

MG-55 + - - - - + - 

MG-56 + - - - - + - 

MG-57 + - - - - + - 

MG-58 + - - - - + - 

MG-59 + - - - - + - 

MG-60 + - - - - + - 

MG-61 + - - - - + - 

MG-62 + - - - - + - 

MG-63 + - - - - + - 

MG-64 + - - - - + - 

MG-65 + - - - - + - 

MG-66 + - - - - + - 

MG-67 + - - - - + - 

MG-68 + - - - - + - 

MG-69 + - - - - + - 

MG-70 + - - - - + - 

MG-71 + - - - - + - 

MG-72 + - - - - + - 

MG-73 + - - - - + - 

MG-74 + - - - - + - 

MG-75 - - - - - - - 

MG-76 - - - - - - - 

MG-77 + - - - + - - 

MG-78 - - - - - - - 

MG-79 - - - - - - - 

MG-80 - - - - - - - 

MG-81 + - - - + - - 

MG-82 + - - - + - - 

MG-83 + - - - + - - 
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continuação TABELA 7. Detecção de pectobactérias (Pectobacterium spp. e 
Dickeya spp.) e Ralstonia solanacearum por PCR. 
Porto Alegre, RS, 2009.  

MG-84 + - - - + - - 

MG-85 - - - - - - - 

MG-86 + - - - + - - 

MG-87 - - - - - - - 

MG-88 - - - - - - - 

MG-89 - - - - - - - 

MG-90 - - - - - - - 

MG-91 + - - - + - - 

MG-92 + - - - + - - 

MG-93 + - - - + - - 

MG-94 - - - - - - - 

MG-95 + - - - + - - 

MG-96 - - - - - - - 

MG-97 + - - - + - - 

MG-98 - - - - - - - 

MG-99 + - - - + - - 

MG-100 - - - - - - - 

MG-101 - - - - - - - 

MG-102 - - - - - - - 

MG-103 - - - - - - - 

MG-104 + - - - + - - 

RS1 + - - - - + - 

RS2 - - - - - - - 

RS3 - - - - - - - 

RS4 - - - - - - - 

Sc1 + - - + - - + 

Sc2 - - - - - - + 

Sc3 - - - - - - + 

Sc4 - - - - + - + 

Sc5 - - - - - - + 

Sc6 - - - - - - + 

Sc7 + - - + - - + 

Sc8 - - - - - - + 

Sc9 - - - - - - - 
 

 

 



 

 

4.4 Padronização e Validação

pectobactérias e

 

4.4.1 Dickeya

Os oligonucleotídeos mtlDF/R produziram um único produto de 

amplificação entre as estirpes de referência de 

amostras de campo

são específicos para

 

FIGURA 9. Produtos
Dickeya
plus ladder (Invitrogen); 1. Controle negativo (água 
deionizada); 2. e 3. 
chrysanthemi
dianthicola
Amostra 1038, e 7

 

A especificidade do par de oligonucleotídeos mtID 

confirmada por análise 

bacteriano depositadas no GenBank

(gene mtlD) apresentar

 

Padronização e Validação  de qPCR para detecção de 

pectobactérias e  Ralstonia solanacearum 

Dickeya spp.  

Os oligonucleotídeos mtlDF/R produziram um único produto de 

entre as estirpes de referência de Dickeya spp. 

amostras de campo como mostrado na Figura 9, o que indica que os oligo

para Dickeya sp. 

Produtos de amplificação das estirpes de referência de 
Dickeya spp. M. Marcador de peso molecular 1 Kb DNA 
plus ladder (Invitrogen); 1. Controle negativo (água 
deionizada); 2. e 3. Dickeya chrysanthemi
chrysanthemi (IBSBF 231 e IBSBF 920); 4. 
dianthicola (IBSBF 856); 5. Dickeya sp. (CEN80); 6. 
Amostra 1038, e 7. MG-1. Porto Alegre, RS, 2009.

A especificidade do par de oligonucleotídeos mtID 

confirmada por análise in silico (BLASTN) com todas as sequências de DNA 

bacteriano depositadas no GenBank, onde sequências de 

apresentaram menor e-value. 
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de qPCR para detecção de 

Os oligonucleotídeos mtlDF/R produziram um único produto de 

spp. (Tabela 8) e 

9, o que indica que os oligos 

de amplificação das estirpes de referência de 
M. Marcador de peso molecular 1 Kb DNA 

plus ladder (Invitrogen); 1. Controle negativo (água 
Dickeya chrysanthemi bv. 

(IBSBF 231 e IBSBF 920); 4. Dickeya 
sp. (CEN80); 6. 

1. Porto Alegre, RS, 2009. 

A especificidade do par de oligonucleotídeos mtID também foi 

(BLASTN) com todas as sequências de DNA 

, onde sequências de Dickeya spp. 
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TABELA 8. Especificidade dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados em 
qPCR pelo sistema SYBR Green I para detecção de Dickeya 
sp. Porto Alegre, RS, 2009. 

Estirpes  Origem  Oligos mtlDF/R a 

Pectobacterium atrosepticum 
Pa 31 
Pa 790T 

 
Canadá 

Reino Unido 

 
- 
- 

Pectobacterium carotovorum 
IBSBF 1442 
IBSBF 791 
47 

 
Brasil 

Dinamarca 
Brasil 

 
- 
- 
- 

Pectobacterium brasiliensis 
IBSBF 1692 (212) 
IBSBF 1697 (213) 

 
RS, Brasil 

 
- 
- 

Pectobacterium betavasculorum 
IBSBF 787T 

 
EUA 

 
- 

Dickeya chrysanthemi bv. chrysanthemi 
IBSBF 231T 
IBSBF 920 

 
EUA 
Brasil 

 
+ 
+ 

Dickeya dianthicola 
IBSBF 856 
Dickeya sp. 
CEN80 

 
França 

 
MG, Brasil 

 
+ 
 

+ 
Ralstonia solanacearum 
Biovar 1 
1 
93 
Biovar 2 
126 
R56 

 
 

RS, Brasil 
SP, Brasil 

 
SP, Brasil 
RS, Brasil 

 
 
- 
- 
 
- 
- 

TEstirpe tipo bacteriana: linhagem de referência em cultura pura com as características de determinada 
espécie ou subspécie. 
a+ indica sinal de fluorescência detectado até 35 ciclos ou menos e – indica que nenhum sinal de 
fluorescência foi detectado após 35 ciclos. 

 

Ambas análises in silico e in vitro confirmaram que esse par de 

oligonucleotídeos foi específico às estirpes bacterianas de Dickeya spp. Não 

houve amplificação por PCR e qPCR entre as estirpes de Pectobacterium 

spp. e R. solanacearum. (Tabela 8, Figuras 9 e 10). Em qPCR, houve a 

formação de picos específicos na curva de dissociação para amostras de 

Dickeya, o que corrobora com o único produto de amplificação visualizado 

em gel de agarose 2% (Figuras 9 e 10). Amostras consideradas positivas em 
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PCR e qPCR apresentaram um único pico na curva de dissociação, ao qual 

corresponde a um produto de 208 pb, com temperaturas de desnaturação 

variando de 85 a 92 °C, como mostrado nas Figuras 1 0 e 11. Em função do 

valor de CT, verificou-se que em amostras positivas em PCR e qPCR existe 

um maior número de células de Dickeya spp. nos tubérculos, e 

consequentemente apresenta uma maior quantidade de DNA para a 

detecção por PCR. Em amostras consideradas negativas por PCR e 

positivas por qPCR, verificou-se que a amplificação ocorre no limite de 

detecção da qPCR e consequentemente, os tubérculos apresentam um 

menor número de células bacterianas que não são detectadas por PCR. Em 

amostras negativas para a presença de Dickeya spp. e no controle negativo 

em qPCR, verificou-se que quando ocorria amplificação, o limite de detecção 

da qPCR era extrapolado (CT > 35 ciclos) e produzia-se um pico inespecífico 

aos produzidos por Dickeya spp. com temperatura de desnaturação abaixo 

de 85 °C e esse produto de amplificação não era vis ualizado em gel de 

agarose 2% (Figura 10). 
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FIGURA 10. Gráfico de amplificação e curva de dissociação na qPCR e 
eletroforese em gel de agarose (2%) em amostras de 
controle positivo (positivo para qPCR e PCR), amostras de 
campo (positivo para qPCR e negativo para PCR) e controle 
negativo (negativo para qPCR e PCR). Em detalhe, 
Temperatura de Melting (Tm). Porto Alegre, RS, 2009. 

 

Apesar da qPCR por SYBR Green I mostrar-se específica para a 

detecção de Dickeya spp., não foi possível identificar qual(is) a(s) espécie(s) 

que estava ocorrendo nas amostras de campo. No entanto, verificou-se que 

as estirpes de referência de Dickeya sp.: D. dianthicola e D. chrysanthemi 

apresentaram temperatura de desnaturação (melting) variando entre 85,83 e 

92,35 °C, o que ocorreu também em amostras de campo  (Figura 11). Não 

foram verificados a formação de dímeros de oligonucleotídeos pelas análises 

da curva de dissociação e por análise do produto de amplificação em 
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eletroforese em gel de agarose 2%. Foram gerados produtos de amplificação 

de 208 pb entre as estirpes de referência de Dickeya spp. e amostras 

positivas em qPCR (Figuras 9 e 11). 

A temperatura de desnaturação (melting) pode ser afetada pelo 

conteúdo GC, pelo tamanho do produto de amplificação e pela quantidade de 

produto de amplificação (Cheng et al., 2006). 

Na Figura 8, a partir do alinhamento entre as sequências de Dickeya 

sp. obtidas do GenBank verificou-se algumas mutações dentro do fragmento 

de 208 pb obtido com os oligos mtlDF/R. A ocorrência dessas mutações em 

alguns pares de bases entre as espécies de Dickeya pode ocasionar em 

diferenças na temperatura de desnaturação.  
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FIGURA 11. Curvas de dissociação para Dickeya sp. com os 
oligonucleotídeos mtlD obtidas de controles positivos e 
amostras de campo. A. amostra MG-1; B. estirpe D. 
chrysanthemi bv. chrysanthemi IBSBF 231; C. amostra 
MG-35; D. estirpe D. dianthicola IBSBF 856 e E. estirpe 
D. chrysanthemi bv. chrysanthemi IBSBF 920. Em 
detalhe: Temperatura de Melting (Tm). Porto Alegre, RS, 
2009. 

 

A ocorrência de polimorfismos em um único par de bases (SNP) em 

um produto de amplificação pode diferenciar entre estirpes bacterianas de 

uma mesma espécie, ou entre diferentes espécies bacterianas, baseando-se 
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na temperatura de desnaturação dos produtos gerados pela qPCR (Cheng et 

al., 2006). Esses polimorfismos ou genótipos diferentes podem ser 

detectados por análises de qPCR, seguida de desnaturação ou dissociação 

de alta resolução (HRM, High-Resolution Melting) (Cheng et al., 2006; 

Schwartz et al., 2009), utilizando além do SYBR Green I outros fluoróforos 

tais como LCGreen (Gundry et al., 2003; Wittwer et al., 2003; Reed et al., 

2007).  

A detecção e identificação de bactérias em humanos tem sido feita 

pela caracterização do gene que codifica o RNA ribossomal 16S por análises 

filogenéticas e seqüenciamento de regiões desse gene, porém, esses dois 

métodos são bastante exaustivos e consomem bastante tempo. Atualmente, 

análise da dissociação de alta resolução (HRM-High Resolution Melting) de 

produtos de amplificação da qPCR com um fluoróforo intercalante de DNA 

fita-dupla vem sendo utilizada com o objetivo de identificar isolados e 

caracterizar espécies bacterianas, que estão associadas à doenças 

importantes em humanos. Esse método já vem sendo utilizado para 

detecção de variantes de sequência em heterozigose ou homozigose 

(variação em uma única base) para genotipagem, análises de busca de 

variação de sequências em humanos, identificação de defeitos e doenças 

genéticas (Cheng et al., 2006).  

No presente estudo não foi utilizado HRM, porém, a ocorrência de 

diferentes temperaturas de desnaturação entre as amostras de campo e 

estirpes de referência é um indicativo de que existe diferenças entre as 
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espécies de Dickeya, corroborando com diferenças nas sequências do gene 

mtlD apresentadas na Figura 8. Estudos mais aprofundados de variabilidade 

de Dickeya spp. baseando-se em SNPs em determinados genes devem ser 

feitos com intuito de auxiliar no diagnóstico causado pelas estirpes em 

diferentes hospedeiros, e consequentemente, contribuir para o conhecimento 

epidemiológico de doenças provocadas por essas espécies. 

A validação da técnica de qPCR para detecção de Dickeya spp. foi 

realizada com a avaliação de alguns parâmetros, tais como especificidade,  

precisão, sensibilidade, limite de detecção, eficiência da amplificação, 

coeficiente de correlação (r2) da curva-padrão (valores de CT x logaritmo das 

concentrações de DNA de cada diluição) e inclinação da curva (slope).  

A especificidade do produto de amplicação foi verificado em gel de 

agarose 2% e através da curva de dissociação como mostrado nas Figuras 

9, 10 e 11, na qual os produtos de amplificação e curvas de dissociação 

foram específicos para Dickeya spp. A precisão dos dados de qPCR foi 

avaliada a partir do desvio padrão entre as 3 replicatas de reação por 

amostra coletada, na qual variou de 0,01 a 4,4, onde maiores desvios foram 

verificados em amostras com menor número de células bacterianas, quase 

no limite de detecção (Tabela 9 e 10).  

A eficiência da amplificação dos oligos mtlDF/R obtida a partir da 

curva de calibração com os padrões de DNA foi de 91%, o que indica que a 

cada ciclo o produto de amplificação vem sendo duplicado. Outro parâmetro 

avaliado foi o limite de detecção da qPCR que foi de 39 células bacterianas, 
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com um CT de 33,51(Tabela 9). Amostras com menor valor de CT do que os 

limites de detecção apresentavam desvio padrão alto, onde essas amostras 

não foram consideradas positivas, visto que o limite de detecção encotrado 

na curva-padrão foi de 39 células com CT de 33,51 (Tabela 9). Diluições 

menores abaixo de 39 células (CT > 33,5) foram feitas, mas não houve 

amplificação abaixo desse limite. As amostras coletadas que foram 

consideradas positivas para a presença de Dickeya sp. apresentaram de 40 

até 17.000 células presentes nos tecidos dos tubérculos (Tabela 10). 

 

Tabela 9. Quantidade de DNA dos padrões de Dickeya sp. empregados na 
curva de calibração e número de células detectadas em qPCR. 
Porto Alegre, RS, 2009 

Quantidade DNA 
(ng/uL) CT média 

CT desvio 

padrão n. copias/uL n. células detectadas 
125 9,54 0,20 31250000,0 390625000,00 
12,5 11,30 0,01 3125000,0 39062500,00 
1,25 14,16 0,19 312500,0 3906250,00 

0,125 17,84 0,04 31250,0 390625,00 
0,0125 21,65 0,05 3125,0 39062,50 

0,00125 25,62 0,21 312,5 3906,25 
0,000125 29,82 0,20 31,3 390,63 

0,0000125 33,51 0,23 3,1 39,06 
 

O slope da curva de regressão linear na curva de calibração foi de (-

3,554) como mostrado na Figura 12, o qual se encontra dentro do intervalo 

aceitável de -3,1 a -3,6 (E=90-110%), que é considerado um limite tolerável 

para a eficiência de amplificação dos oligonucleotídeos (Raymaekers et al., 

2009). A eficiência calculada pelo método da curva-padrão assume que 

eficiências de amplificação entre os padrões de quantificação e amostras 



98 
 

 
 

desconhecidas testadas sejam as mesmas, ou seja, os oligonucleotídeos 

amplificam o fragmento esperado de DNA com a mesma eficiência para as 

diluições de DNA conhecidas e amostras de campo com concentrações 

variáveis. Essa eficiência de amplificação mostra o quão sensível será os 

oligos para detectar a sequência-alvo na PCR (Applied Biosystems, 2008). 

O coeficiente de correlação (r2) mostra o quão bom um valor é na 

predição de outro, onde o valor >0,99 apresentado neste estudo 

proporcionou confiabilidade para a correlação de dois valores (Applied 

Biosystems, 2008), o CT e a concentração de DNA nas amostras (Figura 12). 

O DNA presente nas amostras corresponde ao número de células 

bacterianas, baseando-se no tamanho do genoma de cada espécie 

bacteriana. 

Esse método foi validado com amostras de tubérculos que não 

apresentavam sintomas causados por Dickeya sp. e amostras de tubérculos 

inoculados para validar também o método de coleta de amostras. Foram 

testadas 206 amostras de tubérculos coletadas, onde verificou-se que 113 

amostras infectadas com Dickeya sp., utilizando o método de qPCR para 

detecção como mostrado na Tabela 10. 
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FIGURA 12. Curva de calibração da concentração de DNA (ng/µL) de 
Dickeya sp. em relação ao ciclo threshold. Porto Alegre, 
RS, 2009. 

 

Dessas 113 amostras infectadas com Dickeya spp., somente 55 

amostras foram identificadas como positivas anteriormente por PCR (Tabela 

7 e 10). Esse fato mostra que o método de PCR com os oligos ADE1/ADE2 

pode gerar resultados falsos-negativos e com a sensibilidade apresentada do 

método de qPCR, essas amostras foram consideradas positivas para a 

presença de Dickeya sp. A sensibilidade de qPCR para a detecção de baixos 

níveis populacionais de Dickeya spp. nos tecidos dos tubérculos foi 

demonstrada.  

Laurila et al. (2010), também detectou Dickeya sp. em amostras de 

campo através de qPCR, com um limite de detecção de 102 células 

bacterianas ou mais por mL. Porém, os autores realizavam o isolamento das 

estirpes bacterianas das hastes de plantas com sintomas. No presente 
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estudo, o limite de detecção foi de aproximadamente 40 células bacterianas 

encontradas diretamente nos tecidos dos tubérculos (Tabela 10). Isso mostra 

que o método de qPCR aliado ao método de coleta de amostras e extração 

de DNA através dos cartões FTA foi eficiente na deteção de Dickeya sp. em 

tubérculos. 

 Os resultados encontrados para incidência de Dickeya sp. em um 

número elevado de amostras de tubérculos nesse estudo corroboram com os 

resultados também encontrados em países da Europa, onde a incidência 

dessa espécie e a ocorrência de epidemias de canela-preta tem aumentado 

severamente (Saddler, 2009: Toth et al., 2009). Em estudos anteriores no 

Brasil, essa espécie apresentou menor incidência dentre as demais espécies 

de pectobactérias (Oliveira et al., 2003; El Tassa & Duarte, 2004), o que 

indica que a incidência de Dickeya spp. tem aumentado gradativamente ao 

longo dos anos. Além disso, o gênero Dickeya é composto por seis espécies, 

onde três dessas podem causar canela-preta e podridão-mole na cultura da 

batata, com a proposta de mais uma espécie, D. solani, que tem causado 

epidemias de canela-preta na cultura na Europa (Saddler, 2009; Toth et al., 

2009). As espécies D. dianthicola, D. dadantii, D. zeae e D. solani já são 

reconhecidas como algumas das espécies de pectobactérias que causam 

canela-preta em todo o mundo. No Brasil, esse foi o primeiro trabalho que 

relata a incidência elevada desse grupo de pectobactérias em tubérculos, o 

que indica que surtos epidêmicos de canela-preta causados por esse grupo 

tem aumentado ao longo dos anos. 
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TABELA 10. Detecção de Dickeya sp. por qPCR pelo sistema SYBR-
Green I. Porto Alegre, RS, 2009. 

Amostra Média Cт  
Desvio padrão 

Cт  nº células  
qPCR  

oligos mtlD  

MG-30 27,72 0,23 876,3 + 
MG-29 27,77 0,73 845,9 + 
MG-33 27,85 0,05 805,3 + 
6256 30,24 0,24 171,3 + 
6258 30,35 0,36 159,7 + 
4639 31,18 0,46 93,1 + 
6255 31,28 0,10 87,4 + 
6257 31,85 0,47 60,4 + 
1015 30,36 0,60 158,9 + 
1014 30,95 0,54 107,8 + 
1013 31,22 0,59 90,8 + 
SC9 29,50 0,50 277,2 + 
SC3 30,11 4,40 186,5 + 
SC6 32,07 0,22 52,2 + 
BOS1 27,82 0,21 819,2 + 
1010 30,25 0,52 169,7 + 
1005 30,73 0,73 124,7 + 
1011 31,28 0,27 87,4 + 
1006 32,48 1,13 40,0 + 
3919 28,61 0,37 492,0 + 
3920 30,50 0,32 144,4 + 
1147 32,15 0,57 49,7 + 
MG-38 27,55 0,15 978,2 + 
MG-41 27,66 0,24 909,0 + 
MG-103 30,19 1,16 176,9 + 
3762 30,52 0,11 142,7 + 
MG-96 30,85 3,76 115,1 + 
3761 30,88 0,43 112,9 + 
MG-98 30,96 0,22 107,5 + 
3760 31,10 0,28 98,0 + 
3766 31,43 0,11 79,3 + 
MG-102 31,72 0,54 65,5 + 
3764 31,74 0,80 64,8 + 
3763 32,49 0,46 39,8 + 
1007 30,03 0,33 196,7 + 
1012 30,99 0,33 105,5 + 
1003 32,42 0,95 41,6 + 
1016 30,46 0,17 148,9 + 
4644 31,85 0,69 60,2 + 
4645 32,35 0,67 43,8 + 
4642 32,41 0,12 41,9 + 
1035 27,68 0,24 900,0 + 
1036 28,14 0,87 665,6 + 
1039 28,23 0,54 629,9 + 
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continuação TABELA 10. Detecção de Dickeya sp. por qPCR pelo 
sistema SYBR Green I. Porto Alegre, RS, 
2009. 

1032 28,43 0,13 552,0 + 
1004 28,66 0,13 477,6 + 
1033 29,13 0,26 352,5 + 
1018 29,68 0,25 245,3 + 
1024 29,74 0,23 236,8 + 
1008 29,95 0,25 207,2 + 
1041 30,20 0,14 175,3 + 
1020 30,94 0,77 109,0 + 
1042 31,83 0,55 61,0 + 
1022 32,03 0,93 53,7 + 
1019 32,25 0,76 46,5 + 
1021 32,34 0,48 43,9 + 
1009 32,46 0,64 40,8 + 
MG-35 25,21 0,24 4462,0 + 
MG-22 25,33 0,22 4115,0 + 
MG-32 27,19 0,10 1232,0 + 
MG-31 27,31 0,03 1140,8 + 
MG-28 27,43 0,28 1056,5 + 
MG-34 27,45 0,40 1044,9 + 
4641 25,03 0,22 5020,4 + 
4640 25,41 0,27 3901,8 + 
5897 26,03 0,46 2615,3 + 
5899 26,17 0,52 2397,9 + 
5898 26,31 0,19 2191,2 + 
MG-15 24,52 0,22 6968,1 + 
MG-1 24,21 1,22 8525,6 + 
MG-50 24,73 0,22 6093,0 + 
MG-56 24,99 0,09 5128,5 + 
MG-45 25,13 0,45 4702,2 + 
MG-54 25,40 0,98 3932,7 + 
MG-55 25,54 0,29 3608,5 + 
MG-60 25,89 0,29 2861,3 + 
MG-59 25,92 0,57 2812,2 + 
MG-69 25,95 0,43 2756,4 + 
MG-64 25,96 0,60 2737,6 + 
MG-61 26,00 0,34 2673,3 + 
MG-68 26,00 0,10 2666,9 + 
MG-65 26,06 0,21 2564,8 + 
MG-58 26,09 0,42 2514,4 + 
MG-70 26,12 0,56 2477,5 + 
MG-66 26,16 0,07 2404,9 + 
MG-63 26,32 0,38 2168,8 + 
MG-62 26,35 0,09 2129,3 +, 
MG-52 26,43 0,57 2019,4 + 
MG-67 26,44 0,35 2012,4 + 
MG-73 26,45 0,23 1996,7 + 
MG-53 26,47 0,25 1972,7 + 
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continuação TABELA 10. Detecção de Dickeya sp. por qPCR pelo 
sistema SYBR Green I. Porto Alegre, RS, 
2009. 

MG-71 26,52 0,27 1911,3 + 
MG-51 26,53 0,46 1892,8 + 
MG-74 26,54 0,46 1885,1 + 
MG-72 26,55 0,23 1875,1 + 
MG-46 26,62 0,65 1792,1 + 
MG-48 26,66 0,20 1737,3 + 
MG-49 26,94 0,16 1454,4 + 
MG-57 26,94 0,53 1451,4 + 
MG-37 26,96 0,25 1432,1 + 
MG-36 27,17 0,33 1254,9 + 
MG-47 27,18 0,51 1245,3 + 
MG-39 27,21 0,19 1219,6 + 
MG-43 27,21 0,48 1217,1 + 
MG-40 27,31 0,41 1140,4 + 
MG-44 27,43 0,91 1055,7 + 
MG-42 27,43 0,08 1054,8 + 
RS1 25,99 0,77 2687,9 + 
1038 23,13 0,24 17118,5 + 
1037 23,16 0,27 16804,5 + 
1023 24,67 0,19 6330,9 + 
1034 26,03 1,20 2616,1 + 
1017 26,65 0,66 1749,3 + 

NI: não identificado 
1: nº de células Dickeya sp. detectadas por qPCR 
2: Resultados positivos por PCR  

.  

 

4.4.2 Pectobacterium spp.  

Os oligonucleotídeos acnAF/R amplificam um fragmento de DNA de 

252 pb do gene acnA das estirpes de referência das espécies de 

Pectobacterium e amostras de campo positivas para Pectobacterium spp. 

como mostrado na Figura 13.  

 



 

 

FIGURA 13. Produtos
Pectobacterium
DNA plus ladder (Invitrogen); 1. Controle negativo (água 
deionizada); 2. 
Pectobacterium brasiliensis
Pectobacterium carotovorum
791)
Amostra

 

Nenhum produto de amplificação foi gerado para 

solanacearum (Tabela 11), o que indica que os oligos acnAF/R são 

específicos para Pectobacterium

Além disso, os oligonucleotídeos acnAF/R foram analisados

através da ferramenta BLASTN contra várias sequências depositadas no 

GenBanK, sendo que o e

Pectobacterium spp. Essas análises mostraram que os oligos são específicos 

para detecção do gene 

 

 
 
 
 

 

Produtos de amplificação das estirpes de referência de 
Pectobacterium spp. M. Marcador de peso molecular 1 Kb 
DNA plus ladder (Invitrogen); 1. Controle negativo (água 
deionizada); 2. Pectobacterium atrosepticum
Pectobacterium brasiliensis (IBSBF 
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum 
791); 5. Pectobacterium betavasculorum (IBSBF 787), e
Amostra 1027. Porto Alegre, RS, 2009. 

Nenhum produto de amplificação foi gerado para Dickeya

(Tabela 11), o que indica que os oligos acnAF/R são 

Pectobacterium spp. 

Além disso, os oligonucleotídeos acnAF/R foram analisados

através da ferramenta BLASTN contra várias sequências depositadas no 

GenBanK, sendo que o e-value foi menor para sequências do gene

spp. Essas análises mostraram que os oligos são específicos 

para detecção do gene acnA de espécies de Pectobacterium

104 

de amplificação das estirpes de referência de 
spp. M. Marcador de peso molecular 1 Kb 

DNA plus ladder (Invitrogen); 1. Controle negativo (água 
Pectobacterium atrosepticum (Pa 790); 3. 

(IBSBF 1692); 4. 
. carotovorum (IBSBF 

(IBSBF 787), e 6. 

Dickeya spp. e R. 

(Tabela 11), o que indica que os oligos acnAF/R são 

Além disso, os oligonucleotídeos acnAF/R foram analisados in silico 

através da ferramenta BLASTN contra várias sequências depositadas no 

foi menor para sequências do gene acnA de 

spp. Essas análises mostraram que os oligos são específicos 

Pectobacterium. 
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TABELA 11. Especificidade dos oligonucleotideos acnAF/R para detecção 
de Pectobacterium spp. por PCR Porto Alegre, RS, 2009. 

Estirpes  Origem  Oligos acnAF/R  

Pectobacterium atrosepticum 
Pa 31 
Pa 790T 

 
Canadá 

Reino Unido 

 
+ 
+ 

Pectobacterium carotovorum 
IBSBF 1442 
IBSBF 791 
47 

 
Brasil 

Dinamarca 
Brasil 

 
+ 
+ 
+ 

Pectobacterium brasiliensis 
IBSBF 1692 (212) 
IBSBF 1697 (213) 

 
RS, Brasil 

 
+ 
+ 

Pectobacterium betavasculorum 
IBSBF 787T 

 
EUA 

 
+ 

Dickeya chrysanthemi bv. chrysanthemi 
IBSBF 231T 
IBSBF 920 

 
EUA 
Brasil 

 
- 
- 

Dickeya dianthicola 
IBSBF 856 
Dickeya sp. 
CEN80 

 
França 

 
MG, Brasil 

 
- 
 
- 

Ralstonia solanacearum 
Biovar 1 
1 
93 
Biovar 2 
126 
R56 

 
 

RS, Brasil 
SP, Brasil 

 
SP, Brasil 
RS, Brasil 

 
 
- 
- 
 
- 
- 

 

Os oligos acnAF/R foram desenhados com bases degeneradas para 

amplificar todas as espécies de Pectobacterium. A especificidade dos 

ensaios de qPCR para as espécies P. atrosepticum, P. brasiliensis, P. 

carotovorum subsp. carotovorum e P. betavasculorum foi determinada 

através das sondas de hidrólise.  

Vários ensaios já foram desenhados para a detecção e identificação 

de fitopatógenos intimamente relacionados filogeneticamente (Bach et al., 

2003; Zijlstra & Van Hoof, 2006; Cullen et al., 2007; Arzanlou et al., 2007; 
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Ioos et al., 2010) utilizando sondas de hidrólise para diferenciá-los a nível de 

espécie. 

 

4.4.2.1 Pectobacterium atrosepticum 

A validação de qPCR para detecção de P. atrosepticum foi realizada 

com a avaliação de parâmetros como especificidade, sensibilidade, precisão, 

limite de detecção, eficiência de amplificação, coeficiente de correlação da 

curva-padrão da diluição de DNA e inclinação da curva-padrão (slope).  

A especificidade do ensaio de qPCR com sonda de hidrólise (TaqMan) 

para detecção de P. atrosepticum foi determinada in silico (BLASTN) e in 

vitro, sendo considerado específico para essa espécie (Tabela 12). 
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TABELA 12. Especificidade dos oligonucleotídeos iniciadores acnAF/R e 
sondas Pa utilizados em qPCR pelo sistema TaqMan para 
detecção de Pectobacterium atrosepticum. Porto Alegre, 
RS, 2009. 

Estirpes Origem 
Oligos acnAF/R + 

sonda Pa a 

Pectobacterium atrosepticum 

Pa 31 

Pa 790T 

 

Canadá 

Reino Unido 

 

+ 

+ 

Pectobacterium carotovorum 

IBSBF 1442 

IBSBF 791 

47 

 

Brasil 

Dinamarca 

Brasil 

 

- 

- 

- 

Pectobacterium brasiliensis 

IBSBF 1692 (212) 

IBSBF 1697 (213) 

 

RS, Brasil 

 

- 

- 

Pectobacterium wasabiae 

IBSBF 807T 

 

Japão 

 

- 

Pectobacterium betavasculorum 

IBSBF 787T 

 

EUA 

 

- 

Dickeya chrysanthemi bv. chrysanthemi 

IBSBF 231T 

IBSBF 920 

 

EUA 

Brasil 

 

- 

- 

Dickeya dianthicola 

IBSBF 856 

Dickeya sp. 

CEN80 

 

França 

 

MG, Brasil 

 

- 

 

- 

Ralstonia solanacearum 

Biovar 1 

1 

93 

Biovar 2 

126 

R56 

 

 

RS, Brasil 

SP, Brasil 

 

SP, Brasil 

RS, Brasil 

 

 

- 

- 

 

- 

- 
TEstirpe tipo bacteriana: linhagem de referência em cultura pura com as características de determinada 
espécie ou subspécie. 
a+ indica sinal de fluorescência detectado até 32 ciclos ou menos e – indica que nenhum sinal de 
fluorescência foi detectado após 32 ciclos. 
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O limite de detecção do ensaio de qPCR para detecção de P. 

atrosepticum foi de 25 células bacterianas detectadas em 10 tubérculos de 

batata analisados por amostra, que corresponde ao CT de 31,5. Amostras 

foram consideradas positivas até o limite de CT de 31,5 e amostras com CT 

maiores do que este limite foram consideradas negativas para a presença de 

P. atrosepticum (Tabela 13). Diluição de DNA padrão abaixo do limite de 

detecção estabelecido não foi detectado pela técnica de qPCR.  

A equação da curva-padrão (curva de calibração) y=-3,429 + 13,81, 

com eficiência de reação de 95,7% e r² =0,991 para o gene acnA de P. 

atrosepticum foi testado com diluição seriada do DNA variando de 10 ng.µL-1 

a 10 fg.µL-1. A curva-padrão mostrou uma correlação linear entre DNA e 

valores de CT (Figura 14). 

 

Tabela 13. Quantidade de DNA dos padrões de Pectobacterium atrosepticum 
empregados na curva de calibração e número de células 
detectadas em qPCR. Porto Alegre, RS, 2009. 

Quantidade DNA 
(ng/uL) CT média 

CT desvio 

padrão n. células/uL n. células detectadas 
10 11,38 0,14 2000000 25000000,0 

1 13,75 0,3 200000 2500000,0 
0,1 16,21 0,11 20000 250000,0 

0,01 20,04 0,27 2000 25000,0 
0,001 24,25 0,24 200 2500,0 

0,0001 27,55 0,32 20 250,0 
0,00001 31,51 0,17 2 25,0 

 

 A eficiência de amplificação da qPCR para detecção de P. 

atrosepticum foi de 95,7%, com o valor de slope de -3,429. O slope encontra-
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se dentro do intervalo aceitável (-3,1~-3,6), com eficiência de 90-110%. O 

coeficiente de correlação (r2) da curva-padrão foi de 0,991, o que indica que 

existe relação  linear entre o valor de CT e a quantidade de DNA dos padrões 

(Figura 14).  

 

FIGURA 14. Curva de calibração da concentração de DNA (ng.µL-1) de 
Pectobacterium atrosepticum em relação ao ciclo threshold. 
Porto Alegre, RS, 2009. 

 

A precisão do ensaio foi avaliada a partir dos desvios-padrões para 

cada amostra, na qual foram analisadas três replicatas de reação, na qual os 

desvios variaram de 0,14 a 0,77 entre os padrões e amostras de campo 

(Tabelas 13 e 14). 
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A validação do ensaio de qPCR para detecção foi realizada a partir de 

teste com as 206 amostras coletadas, na qual somente 19 amostras foram 

consideradas positivas (Tabela 14). Como relatado anteriormente, nenhuma 

dessas amostras foram consideradas positivas por PCR, o que mostra que o 

ensaio baseado em qPCR para detecção de P. atrosepticum foi promissor 

para avaliar infecções latentes dessa espécie. O relato da ocorrência de 

infecções latentes de P. atrosepticum em tubérculos no Brasil tem poucos 

estudos, e este estudo mostrou que essa espécie está presente em baixa 

incidência como também relatado por Oliveira et al. (2003) e El Tassa & 

Duarte (2004), porém, estudos devem ser aprofundados para questionar se 

P. atrosepticum é o agente causal da canela-preta, ou são outras espécies 

que causam a doença no país. 

 

TABELA 14. Detecção de Pectobacterium atrosepticum com os 
oligonucleotídeos acnA e sonda Pa por qPCR. Porto 
Alegre, RS, 2009. 

Amostra Média Cт  
Desvio padrão 

Cт  
nº células  

Oligonucleotídeos 
acnA 

sonda Pa 

1003 30,83 0,43 27,2 + 

1004 30,74 0,54 28,8 + 

1006 30,65 0,31 30,8 + 

1007 30,27 0,60 39,6 + 

1008 30,83 0,33 27,2 + 

1015 30,62 0,28 31,4 + 

1023 23,81 0,20 3034,9 + 

1024 30,73 0,44 29,1 + 

1025 30,93 0,14 25,5 + 

1027 30,57 0,13 32,4 + 

1037 25,78 0,76 806,6 + 

4598 30,81 0,77 27,6 + 
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continuação TABELA 14. Detecção de Pectobacterium atrosepticum com 
os oligonucleotídeos acnA e sonda Pa por 
qPCR. Porto Alegre, RS, 2009. 

4600 30,66 0,40 30,5 + 

4601 30,70 0,67 29,6 + 

4633 30,62 0,18 31,2 + 

4634 30,34 0,33 37,8 + 

4638 30,64 0,14 30,8 + 

MG-72 27,95 0,19 187,6 + 

MG-80 30,08 0,16 45,0 + 

 

4.4.2.2 Pectobacterium brasiliensis  

A validação de qPCR para detecção de P. brasiliensis em 

tubérculos foi feita pela avaliação de parâmetros como a especificidade e 

sensibilidade do ensaio, limite de detecção, eficiência de amplificação, 

coeficiente de amplificação (r2) e slope da curva-padrão. 

A especificidade do ensaio de qPCR para detecção de P. 

brasiliensis foi avaliada primeiramente in silico, através de BLASTN da sonda 

Pbr, onde menor e-value foram obtidas com sequências dessa espécie. As 

estirpes de referência foram testadas em qPCR, onde a sonda foi altamente 

específica para a detecção de P. brasiliensis. Não houve amplificação por 

qPCR com a sonda Pbr das outras espécies de Pectobacterium, Dickeya 

spp. e R. solanacearum (Tabela 15). 
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TABELA 15. Especificidade dos oligonucleotídeos iniciadores acnAF/R + 
sonda Pbr utilizados em qPCR pelo sistema TaqMan para 
detecção de Pectobacterium brasiliensis. Porto Alegre, RS, 
2009. 

Estirpes Origem 
Oligos acnAF/R + 

sonda Pbr a 

Pectobacterium atrosepticum 

Pa 31 

Pa 790T 

 

Canadá 

Reino Unido 

 

- 

- 

Pectobacterium carotovorum 

IBSBF 1442 

IBSBF 791 

47 

 

Brasil 

Dinamarca 

Brasil 

 

- 

- 

- 

Pectobacterium brasiliensis 

IBSBF 1692 (212) 

IBSBF 1697 (213) 

 

RS, Brasil 

 

+ 

+ 

Pectobacterium wasabiae 

IBSBF 807T 

 

Japão 

 

- 

Pectobacterium betavasculorum 

IBSBF 787T 

 

EUA 

 

- 

Dickeya chrysanthemi bv. chrysanthemi 

IBSBF 231T 

IBSBF 920 

 

EUA 

Brasil 

 

- 

- 

Dickeya dianthicola 

IBSBF 856 

Dickeya sp. 

CEN80 

 

França 

 

MG, Brasil 

 

- 

 

- 

Ralstonia solanacearum 

Biovar 1 

1 

93 

Biovar 2 

126 

R56 

 

 

RS, Brasil 

SP, Brasil 

 

SP, Brasil 

RS, Brasil 

 

 

- 

- 

 

- 

- 
TEstirpe tipo bacteriana: linhagem de referência em cultura pura com as características de determinada 
espécie ou subspécie. 
a+ indica sinal de fluorescência detectado até 35 ciclos ou menos e – indica que nenhum sinal de 
fluorescência foi detectado após 35 ciclos. 
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A curva-padrão de P. brasiliensis (gene acnA) foi construída com DNA 

em concentrações que variaram de 100 ng.µL-1 a 100 fg.µL-1(Tabela 16). O 

limite de detecção do ensaio de qPCR para detecção de P. brasiliensis foi de 

225 células bacterianas (Tabela 16), com uma eficiência de amplificação de 

100%, com um coeficiente de correlação de 0,995 (Figura 15). 

   

Tabela 16. Quantidade de DNA dos padrões de Pectobacterium brasiliensis 
empregados na curva de calibração e número de células 
detectadas em qPCR. Porto Alegre, RS, 2009. 

Quantidade DNA 
(ng/uL) CT média 

CT desvio 

padrão n. copias/uL n. células detectadas 
100 13,85 0,12 22500000,0 225000000,0 
10 16,34 0,21 2250000,0 22500000,0 

1 19,76 0,33 225000,0 2250000,0 
0,1 23,48 0,28 22500,0 225000,0 

0,01 27,12 0,13 2250,0 22500,0 
0,001 30,24 0,17 225,0 2250,0 

0,0001 32,47 0,10 22,5 225,0 
 

Para validar esse ensaio para diagnóstico de doenças causadas por 

P. brasiliensis em amostras de batata, 206 amostras foram submetidas à 

análises por qPCR através de quantificação absoluta, porém, somente 34 

amostras foram positivas para essa espécie (Tabela 17). Dentro desse 

ensaio foram utilizados tubérculos sem qualquer manifestação de sintomas 

de podridão-mole.  

A eficiência de amplificação de 100% mostrou que o ensaio para 

detecção de P. brasiliensis através de qPCR pelo sistema de quantificação 

absoluta com sondas de hidrólise é específico e sensível em amostras de 
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tubérculos sem manifestação de sintomas. O slope ou inclinação da curva 

apresentou-se dentro do limite adequado na qual a eficiência calculada foi de 

100%, onde a cada ciclo de PCR, ocorre duplicação da amostra de DNA. O 

limite de detecção do ensaio foi de 225 células bacterianas detectadas em 10 

tubérculos coletados por amostra, que corresponde a 100 fg.µL-1  de DNA, 

sendo que nas amostras de campo foram encontradas desde 252 células a 

3,7 x 108 células. A precisão do ensaio foi avaliada pelos desvios-padrões, 

ao qual variaram de 0,10 até 3,72 (Tabelas 16 e 17) entre os padrões e 

amostras de campo. 

 

FIGURA 15. Curva de calibração da concentração de DNA (ng.µL-1) de 
Pectobacterium brasiliensis em relação ao ciclo threshold. 
Porto Alegre, RS, 2009.  
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Com isso, das 206 amostras de tubérculos coletadas somente 34 

amostras foram consideradas positivas para P. brasiliensis, o que 

corresponde a 16,5% de incidência dessa bactéria (Figura 20). A incidência 

de P. brasiliensis nos tubérculos sem manifestação dos sintomas já havia 

sido relatada por El Tassa & Duarte (2004), na qual foram identificados 113 

isolados em lavouras do estado do Rio Grande do Sul. No presente trabalho 

não foram realizados isolamentos, porém, a presença da bactéria em baixos 

níveis populacionais nos tubérculos foi demonstrada. 

A ocorrência de P. brasiliensis em outros países como Israel, EUA (Ma 

et al., 2007; Kim et al., 2009) e no sul da África (Van Der Merwe et al., 2010) 

é um indicativo de que pode estar ocorrendo a disseminação dessa espécie 

pelo mundo em tubérculos-semente ou ainda em outros hospedeiros sob a 

forma de infecções latentes. Essa técnica mostrou sensibilidade e 

especificidade para a detecção dessa espécie em populações baixas nos 

tecidos, podendo auxiliar em programas de certificação de tubérculos-

semente, estudos de epidemiologia e inspeção quarentenária desse 

patógeno no Brasil e no mundo. 

Em outros estudos foi verificado também maior incidência de P. 

brasiliensis em relação às outras espécies de pectobactérias (El Tassa & 

Duarte, 2004; Ribas, 2007). 
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TABELA 17. Detecção de Pectobacterium brasiliensis por qPCR com os 
oligonucleotídeos iniciadores acnA e sonda Pbr Porto 
Alegre, RS, 2009. 

Amostra Média Cт  
Desvio 
padrão 

Cт  
nº células  

Oligonucleotídeos 
acnA e sonda Pbr 

1004 27,30 2,37 13431,0 + 

1007 27,71 2,93 10016,4 + 

1008 31,74 0,87 577,6 + 

1013 26,63 1,47 21521,4 + 

1015 27,70 0,32 10086,1 + 

1023 21,54 0,15 791792,5 + 

1024 29,75 0,51 2367,4 + 

1027 29,56 0,14 2700,9 + 

1029 29,84 0,29 2221,5 + 

1038 32,11 0,12 443,9 + 

1041 25,30 0,10 55512,9 + 

3766 29,80 3,30 2274,1 + 

4633 32,11 0,12 443,9 + 

4636 25,30 0,10 55512,9 + 

6257 16,54 0,25 27372380,6 + 

6258 30,49 0,12 1403,8 + 

BOS1 31,11 0,23 902,0 + 

MG-77 28,97 0,13 4116,0 + 

MG-81 27,43 0,26 12226,0 + 

MG-82 24,25 0,80 116294,2 + 

MG-83 23,66 0,14 176737,3 + 

MG-84 18,18 0,34 8556403,5 + 

MG-86 17,34 3,72 15605027,0 + 

MG-87 32,50 0,23 337,3 + 

MG-88 32,75 0,31 283,2 + 

MG-91 12,85 0,15 374739855,9 + 

MG-92 21,05 0,12 1123842,2 + 

MG-93 23,70 2,73 172349,8 + 

MG-95 30,18 0,53 1744,1 + 

MG-96 31,11 3,02 905,2 + 

MG-97 17,93 0,62 10241524,5 + 

MG-99 20,91 0,22 1242318,0 + 

MG-104 24,84 0,25 76905,8 + 

SC4 32,91 0,66 252,2 + 
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4.4.2.3 Pectobacterium carotovorum subsp . carotovorum  

O ensaio para detecção de P. carotovorum subsp. carotovorum com 

os oligos acnAF/R e a sonda Pcc utilizou o sistema de quantificação absoluta 

com construção de uma curva-padrão com o DNA padrão diluído.  

Os padrões de DNA apresentavam-se a uma concentração de 100 

ng.µL-1 até 10 fg.µL-1 (Tabela 18). Essa concentração de DNA corresponde à 

2,25 x 107 a 2 células bacterianas, que correspondem ao CT de 8,84 + 0,08 e 

30,62 + 0,26, respectivamente. 

 A especificidade do ensaio para detecção de P. carotovorum subsp. 

carotovorum foi determinada in vitro através da qPCR com os oligos acnAF/R 

e sonda e in silico através da ferramenta BLASTN, na qual foram testadas 

contra várias sequências depositadas no GenBank.  

O ensaio de qPCR de P. carotovorum subsp. carotovorum foi 

específico, uma vez que detectou somente as estirpes dessa espécie 

(Tabela 18). Não foi verificada amplificação para outras espécies de 

Pectobacterium, Dickeya sp. e R. solanacearum (Tabela 18). Através do 

BLASTN, obteve-se menor e-value com sequências do gene acnA de P. 

carotovorum subsp. carotovorum, o que indica que a sonda é específica para 

detectar a presença dessa espécie em amostras.  
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TABELA 18. Especificidade dos oligonucleotídeos iniciadores acnAF/R e 
sonda Pcc utilizados em qPCR pelo sistema TaqMan para 
detecção de Pectobacterium carotovorum subsp. 
carotovorum. Porto Alegre, RS, 2009. 

Estirpes Origem 
Oligos acnAF/R + 

sonda Pcc a 

Pectobacterium atrosepticum 
Pa 31 
Pa 790T 

 
Canadá 

Reino Unido 

 
- 
- 

Pectobacterium carotovorum 
IBSBF 1442 
IBSBF 791 
47 

 
Brasil 

Dinamarca 
Brasil 

 
+ 
+ 
+ 

Pectobacterium brasiliensis 
IBSBF 1692 (212) 
IBSBF 1697 (213) 

 
RS, Brasil 

 
- 
- 

Pectobacterium wasabiae 
IBSBF 807T 

 
Japão 

 
- 

Pectobacterium betavasculorum 
IBSBF 787T 

 
EUA 

 
- 

Dickeya chrysanthemi bv. chrysanthemi 
IBSBF 231T 
IBSBF 920 

 
EUA 
Brasil 

 
- 
- 

Dickeya dianthicola 
IBSBF 856 
Dickeya sp. 
CEN80 

 
França 

 
MG, Brasil 

 
- 
 
- 

Ralstonia solanacearum 
Biovar 1 
1 
93 
Biovar 2 
126 
R56 

 
 

RS, Brasil 
SP, Brasil 

 
SP, Brasil 
RS, Brasil 

 
 
- 
- 
 
- 
- 

TEstirpe tipo bacteriana: linhagem de referência em cultura pura com as características de determinada 
espécie ou subspécie. 
a+ indica sinal de fluorescência detectado até 31 ciclos ou menos e – indica que nenhum sinal de 
fluorescência foi detectado após 31 ciclos. 

 

 

A sensibilidade do ensaio baseada no limite de detecção do fragmento 

do gene acnA para P. carotovorum subsp. carotovorum foi de 28,1 células 



119 
 

 
 

detectadas (Tabela 19), na qual corresponde à concentração limite de 2,3 

células bacterianas.µL-1 (10 fg DNA. µL-1). As amostras de campo 

apresentaram desde 106 até aproximadamente 36.000 células detectadas 

nos tubérculos (Tabela 20). 

 

Tabela 19. Quantidade de DNA dos padrões de Pectobacterium carotovorum 
subsp. carotovorum empregados na curva de calibração e número 
de células detectadas em qPCR. Porto Alegre, RS, 2009. 

Quantidade DNA 
(ng/uL) CT média 

CT desvio 

padrão n. células/uL n. células detectadas 
100 8,84 0,08 22500000,0 281250000,0 
10 12,13 0,14 2250000,0 28125000,0 
1 14,79 0,09 225000,0 2812500,0 

0,1 17,88 0,31 22500,0 281250,0 
0,01 22,23 0,23 2250,0 28125,0 

0,001 25,77 0,41 225,0 2812,5 
0,0001 28,00 0,23 22,5 281,3 

0,00001 30,62 0,26 2,3 28,1 
 

A eficiência de amplificação da qPCR com a sonda Pcc e 

oligonucleotídeos acnAF/R foi de 100%, o que demonstra que além da 

especificidade dos oligos para a espécie, a detecção de P. carotovorum 

subsp. carotovorum também foi sensível. O slope ou inclinação da curva-

padrão foi de -3,202, ao qual é considerada o padrão ideal onde a eficiência 

de amplificação é máxima como mostrado na Figura 16. A precisão dos 

dados foi determinada pelo desvio-padrão dos valores de CT entre as 

amostras na qual variou de 0,08 (DNA padrão) até 0,83 (amostras de campo) 

como mostrado nas Tabelas 19 e 20. 
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FIGURA 16. Curva de calibração da concentração de DNA (ng.µL-1) de 
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum em 
relação ao ciclo threshold. Porto Alegre, RS, 2009. 

 

A validação do ensaio de qPCR para o uso em diagnóstico de 

doenças causadas por P. carotovorum subsp. carotovorum foi feita com 

206 amostras coletadas de tubérculos. De 206 amostras coletadas, apenas 

13 foram consideradas positivas para a presença dessa espécie, o que 

corresponde a 6,3% incidência nos tubérculos (Tabela 20 e Figura 20). 
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TABELA 20. Detecção de Pectobacterium carotovorum subsp. 
carotovorum por qPCR com os oligonucleotídeos 
iniciadores acnA e a sonda Pcc. Porto Alegre, RS, 2009. 

Amostra Média Cт  
Desvio 
padrão 

Cт  
nº células  

Oligos 
acnA e sonda 

Pcc 

1001 14,55 0,21 4544515,2 + 

1023 29,35 0,53 108,6 + 

1037 28,03 0,10 279,9 + 

SC1 22,04 0,29 20798,5 + 

SC3 23,72 0,41 6249,1 + 

SC7 22,04 0,46 20926,4 + 

IBI1 24,82 0,56 2821,0 + 

IBI2 21,79 0,71 24898,5 + 

IBI3 24,29 0,33 4129,4 + 

IBI4 21,46 0,48 31711,1 + 

IBI5 21,27 0,22 36157,6 + 

IBI6 27,37 0,83 452,7 + 

IBI7 22,28 0,68 17575,1 + 

 

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum foi recentemente 

relatada causando canela-preta em regiões de clima temperado na Europa 

(Haan et al., 2008). No presente trabalho, verificou-se a ocorrência de P. 

carotovorum subsp. carotovorum nos estados da região sul, na qual 

apresentam temperaturas mais amenas na época de cultivo da batata.  

Em outros países, P. carotovorum tem sido considerada um risco para 

lavouras de batata, mostrando a importância dessa espécie (Haan et al., 

2008; Czajkowski et al., 2009). Até o momento, nenhum ensaio foi 

desenvolvido para detecção de P. carotovorum subsp. carotovorum 

utilizando qPCR. Essa espécie também pode causar canela-preta em batata, 

dependendo mais precisamente do clima com temperaturas amenas na 
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época de cultivo. Então, o uso desta técnica é justificável para detecção de 

baixos níveis populacionais dessa espécie em programas de certificação de 

tubérculos-semente e em levantamentos epidemiológicos.  

 

4.4.2.4 Pectobacterium betavasculorum  

O ensaio de qPCR com sondas de hidrólise foi desenvolvido para 

detecção de P. betavasculorum, com a construção da curva-padrão com os 

padrões de DNA com concentrações conhecidas, que variaram de 125 ng.µL-

1 a 12,5 fg.µL-1 (Tablea 22).  

A especificidade do ensaio de qPCR com a sonda Pbet e oligos 

acnAF/R foi determinada in vitro e in silico. Os oligos acnAF/R e sonda Pbet 

detectou somente a estirpe de P. betavasculorum presente na Tabela 20. 

Com relação à especificidade do ensaio, não houve amplificação de 

nenhuma das outras espécies relatadas no presente estudo. 

Dentre as sequências do gene acnA depositadas no GenBanK, a 

sonda Pbet apresentou homologia de 100% com sequências de estirpes de 

P. betavasculorum (< e-value).  
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TABELA 21. Especificidade dos oligonucleotídeos iniciadores acnAF/R e 
sonda Pbet utilizados em qPCR pelo sistema TaqMan para 
detecção de Pectobacterium betavasculorum. Porto Alegre, 
RS, 2009. 

Estirpes Origem 
Oligos acnAF/R + 

sonda Pcc a 

Pectobacterium atrosepticum 
Pa 31 
Pa 790T 

 
Canadá 

Reino Unido 

 
- 
- 

Pectobacterium carotovorum 
IBSBF 1442 
IBSBF 791 
47 

 
Brasil 

Dinamarca 
Brasil 

 
- 
- 
- 

Pectobacterium brasiliensis 
IBSBF 1692 (212) 
IBSBF 1697 (213) 

 
RS, Brasil 

 
- 
- 

Pectobacterium wasabiae 
IBSBF 807T 

 
Japão 

 
- 

Pectobacterium betavasculorum 
IBSBF 787T 

 
EUA 

 
+ 

Dickeya chrysanthemi bv. chrysanthemi 
IBSBF 231T 
IBSBF 920 

 
EUA 
Brasil 

 
- 
- 

Dickeya dianthicola 
IBSBF 856 
Dickeya sp. 
CEN80 

 
França 

 
MG, Brasil 

 
- 
 
- 

Ralstonia solanacearum 
Biovar 1 
1 
93 
Biovar 2 
126 
R56 

 
 

RS, Brasil 
SP, Brasil 

 
SP, Brasil 
RS, Brasil 

 
 
- 
- 
 
- 
- 

TEstirpe tipo bacteriana: linhagem de referência em cultura pura com as características de determinada 
espécie ou subspécie. 
a+ indica sinal de fluorescência detectado até 34 ciclos ou menos e – indica que nenhum sinal de 
fluorescência foi detectado após 34 ciclos. 

 

A sensibilidade do ensaio de qPCR para detecção de P. 

betavasculorum foi de 35,2 células detectadas (limite de detecção) como 
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mostrada na Tabela 22, o que equivale a concentração de 2,8 células.µL-1 

(10 fg DNA.µL-1).  

 

TABELA 22. Quantidade de DNA dos padrões de Pectobacterium 
betavasculorum empregados na curva de calibração e 
número de células detectadas em qPCR. Porto Alegre, RS, 
2009. 

Quantidade DNA 
(ng/uL) CT média 

CT desvio 

padrão n. copias/uL n. células detectadas 
125 8,47 0,20 28125000,0 351562500,0 

12,5 12,68 0,28 2812500,0 35156250,0 
1,25 15,58 0,31 281250,0 3515625,0 

0,125 18,53 0,39 28125,0 351562,5 
0,0125 21,66 0,27 2812,5 35156,3 

0,00125 25,44 0,50 281,3 3515,6 
0,000125 29,45 0,52 28,1 351,6 

0,0000125 33,53 0,48 2,8 35,2 
 

A eficiência de amplificação do ensaio de qPCR para detecção de P. 

betavasculorum foi de 94%, com slope de -3,475, que se encontram dentro 

do limite tolerável de eficiência (90-110%). O coeficiente de correlação (r²) de 

0,996 mostra que existe correlação linear entre o valor de CT e a 

concentração de DNA (Figura 17).  

Até o momento, nenhum ensaio baseado em qPCR e PCR foi 

desenvolvido para detecção de P. betavasculorum, mostrando que essa 

técnica pode ser utilizada para detecção desta espécie em batata e em 

outros hospedeiros. 
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FIGURA 17. Curva de calibração da concentração de DNA (ng.µL-1) de 
Pectobacterium betavasculorum em relação ao ciclo 
threshold. Porto Alegre, RS, 2009. 

 

Das 206 amostras coletadas, apenas quatro amostras foram 

consideradas como positivas para a presença de P. betavasculorum. No 

Brasil, P. betavasculorum não havia sido identificada em batata. No 

entanto, como verificado por Pitman et al. (2010) outras espécies de 

Pectobacterium podem estar associadas com a podridão-mole ou canela-

preta em batata. 
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TABELA 23. Detecção de Pectobacterium betavasculorum por qPCR 
com os oligonucleotídeos iniciadores acnAF/R e a sonda 
Pbet. Porto Alegre, RS, 2009. 

Amostra Média Cт  
Desvio 
padrão 

Cт  
nº células  

Oligos 
acnA e sonda 

Pbet 

1004 32,16 0,17 54,81 + 

1007 32,10 0,36 56,85 + 

1023 26,25 0,13 2754,42 + 

1037 25,33 0,31 5067,37 + 

 

Essa bactéria foi primeriramente relatada em beterraba (Beta 

vulgaris), causando necrose vascular e podridão mole (Thomson et al., 

1977). O presente trabalho é o primeiro que relata a presença de P. 

betavasculorum em tubérculos de batata, o que mostra que essa espécie 

também pode estar associada à surtos de canela-preta ou podridão-mole na 

cultura da batata. 

 

4.4.3 Ralstonia solanacearum  

Os oligonucleotídeos iniciadores OLI1/Y2 já havia sido relatada para 

detecção de R. solanacearum em PCR em diversos estudos (Seal et al., 

1999; Silveira et al., 2002; Silveira et al., 2007; Figueiró, 2008), porém, até o 

momento não havia sido testado para a detecção por qPCR pelo método de 

SYBR Green. No presente estudo, esse par de oligonucleotídeos iniciadores 

foi testado em qPCR, devido apresentar um tamanho de produto de 

amplificação (288 pb) passível de ser utilizado pelo método de SYBR Green. 



 

 

A especificidade dos oligos OLI1/Y2 foi avaliada 

Esses oligos foram testados em qPCR e PCR, onde foram verificados que 

somente as estirpes de referência de 

fragmento de 288 pb, que correspondia ao pico 

uma Tm de 89,86 °C

 

FIGURA 18. Temperatura de desnaturação na curva de dissociação e 
perfil eletroforético de 
do fragmento: 208 pb. Porto Alegre, RS, 2009.
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A especificidade dos oligos OLI1/Y2 foi avaliada in vitro

Esses oligos foram testados em qPCR e PCR, onde foram verificados que 

somente as estirpes de referência de R. solanacearum

fragmento de 288 pb, que correspondia ao pico esperado em qPCR com 

89,86 °C  (Figura 18). 

18. Temperatura de desnaturação na curva de dissociação e 
perfil eletroforético de Ralstonia solanacearum
do fragmento: 208 pb. Porto Alegre, RS, 2009.

Os oligos OLI1/Y2 detectaram todas as estirpes de referência de 

(Tabela 24) por PCR e qPCR. Nenhum produto de 

amplificação foi gerado com os oligos para Pectobacterium

127 

in vitro e in silico. 

Esses oligos foram testados em qPCR e PCR, onde foram verificados que 

R. solanacearum produziram um 

esperado em qPCR com 

18. Temperatura de desnaturação na curva de dissociação e 
Ralstonia solanacearum. Tamanho 

do fragmento: 208 pb. Porto Alegre, RS, 2009. 

as as estirpes de referência de R. 

) por PCR e qPCR. Nenhum produto de 

Pectobacterium spp. e Dickeya 
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TABELA 24. Especificidade dos oligonucleotídeos iniciadores OLI1/Y2 
utilizados em qPCR pelo sistema SYBR Green I para 
detecção de Ralstonia solanacearum. Porto Alegre, RS, 
2009. 

Estirpes  Origem  Oligos OLI1/Y2 a 

Pectobacterium atrosepticum 

Pa 31 

Pa 790T 

 

Canadá 

Reino Unido 

 

- 

- 

Pectobacterium carotovorum 

IBSBF 1442 

IBSBF 791 

47 

 

Brasil 

Dinamarca 

Brasil 

 

- 

- 

- 

Pectobacterium brasiliensis 

IBSBF 1692 (212) 

IBSBF 1697 (213) 

 

RS, Brasil 

 

- 

- 

Pectobacterium wasabiae 

IBSBF 807T 

 

Japão 

 

- 

Pectobacterium betavasculorum 

IBSBF 787T 

 

EUA 

 

- 

Dickeya chrysanthemi bv. chrysanthemi 

IBSBF 231T 

IBSBF 920 

 

EUA 

Brasil 

 

- 

- 

Dickeya dianthicola 

IBSBF 856 

Dickeya sp. 

CEN80 

 

França 

 

MG, Brasil 

 

- 

 

- 

Ralstonia solanacearum 

Biovar 1 

1 

93 

Biovar 2 

126 

R56 

 

 

RS, Brasil 

SP, Brasil 

 

SP, Brasil 

RS, Brasil 

 

 

+ 

+ 

 

+ 

+ 
TEstirpe tipo bacteriana: linhagem de referência em cultura pura com as características de determinada 
espécie ou subspécie. 
a+ indica sinal de fluorescência detectado até 26 ciclos ou menos e – indica que nenhum sinal de 
fluorescência foi detectado após 26 ciclos. 
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A sensibilidade do ensaio de qPCR (limite de detecção) para detecção 

de R. solanacearum foi de aproximadamente 22 células bacterianas 

detectadas por amostra (10 tubérculos). A sensibilidade foi testada com 

padrões de DNA diluídos e testados em qPCR, onde foram utilizadas as 

concentrações de 100 ng.µL-1 até 10 fg. µL-1, com valores de CT que 

variaram de 6,10 + 0,53 até 26,03 + 0,42, respectivamente (Tabela 25). 

 

TABELA 25. Quantidade de DNA dos padrões de Ralstonia solanacearum 
empregados na curva de calibração e número de células 
detectadas em qPCR. Porto Alegre, RS, 2009. 

Quantidade DNA 
(ng/uL) CT média 

CT desvio 

padrão n. células/uL n. células detectadas 
100 6,10 0,53 17500000,0 218750000,0 
10 8,69 0,09 1750000,0 21875000,0 
1 11,83 0,05 175000,0 2187500,0 

0,1 15,05 0,38 17500,0 218750,0 
0,01 18,33 0,17 1750,0 21875,0 

0,001 21,46 0,11 175,0 2187,5 
0,0001 24,59 0,22 17,5 218,8 

0,00001 26,03 0,42 1,75 21,9 
 

A eficiência de amplificação dos oligonucleotídeos iniciadores OLI1/Y2 

foi de 100%, com limite de detecção de aproximadamente de 21,9 células 

detectadas em qPCR (Figura 19, Tabela 25), com slope de -3,297. O 

coeficiente de correlação de 0,998 mostra que existe correlação linear entre 

os valores de CT e a concentração de DNA. A precisão do ensaio foi 

determinada pelo desvio-padrão variaram desde 0,05 (DNA padrão) até 0,84 

(amostras de campo) como mostrado na Tabela 26. 
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FIGURA 19. Curva de calibração da concentração de DNA (ng.µL-1) de 
Ralstonia solanacearum em relação ao ciclo threshold. 
Porto Alegre, RS, 2009.  

 

O ensaio de qPCR pelo sistema SYBR Green com os oligos OLI1/Y2 

para detecção de R. solanacearum foi validado com análises de 206 

amostras de tubérculos coletadas ao longo dos anos de 2007 até 2009. De 

206 amostras analisadas, 108 amostras foram consideradas positivas para 

a presença de R. solanacearum. A PCR convencional considerou como 

positivas somente nove amostras. O ensaio de qPCR pelo sistema SYBR 

Green para R. solanacearum mostrou-se eficaz para detecção de infecções 

latentes nos tubérculos, na qual foram detectadas até 22,6 células 

detectadas. 
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TABELA 26. Detecção de Ralstonia solanacearum por qPCR com os 
oligonucleotídeos iniciadores OLI1/Y2 pelo sistema SYBR 
Green. Porto Alegre, RS, 2009. 

Amostra Média Cт  
Desvio 
padrão 

Cт  
nº células  

Oligos 
OLI1/Y2 

3764 26,38 0,21 34,5 + 

3766 26,61 0,37 29,0 + 

4598 26,69 0,27 27,2 + 

4599 26,22 0,22 39,0 + 

4600 26,62 0,36 28,6 + 

4601 26,12 0,33 42,0 + 

4632 26,24 0,16 38,4 + 

4633 26,17 0,24 40,6 + 

4634 26,78 0,84 25,3 + 

4635 26,89 0,70 23,3 + 

4636 26,19 0,26 39,9 + 

5897 24,82 0,10 114,2 + 

5898 25,45 0,27 70,7 + 

5899 25,36 0,26 75,5 + 

6255 26,90 0,24 23,2 + 

6256 26,38 0,31 34,5 + 

6257 26,43 0,29 33,2 + 

6258 26,58 0,28 29,6 + 

MG-101 26,79 0,61 25,1 + 

MG-102 26,70 0,13 27,0 + 

MG-103 26,83 0,16 24,3 + 

MG-104 26,92 0,44 22,7 + 

MG-12 26,77 1,16 25,6 + 

MG-13 26,36 0,24 35,1 + 

MG-14 26,55 0,65 30,2 + 

MG-15 26,67 0,46 27,6 + 

MG-16 26,81 0,42 24,7 + 

MG-17 26,87 0,19 23,7 + 

MG-18 26,29 0,75 37,1 + 

MG-19 26,55 0,15 30,2 + 

MG-20 26,79 0,15 25,2 + 

MG-21 26,21 0,09 39,3 + 

MG-22 26,36 0,45 35,0 + 

MG-23 26,71 0,28 26,6 + 

MG-24 26,64 0,23 28,2 + 
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continuação TABELA 26. Detecção de Ralstonia solanacearum por qPCR 
com os oligonucleotídeos iniciadores OLI1/Y2. 
Porto Alegre, RS, 2009. 

MG-25 26,62 0,17 28,5 + 

MG-26 26,67 0,08 27,6 + 

MG-27 26,63 0,16 28,4 + 

MG-28 26,74 0,02 26,1 + 

MG-29 26,69 0,18 27,0 + 

MG-30 26,40 0,38 34,0 + 

MG-31 26,43 0,44 33,2 + 

MG-32 26,67 0,38 27,5 + 

MG-33 21,16 0,16 1916,9 + 

MG-34 26,57 0,13 29,7 + 

MG-35 26,80 0,06 25,0 + 

MG-36 26,40 0,84 34,0 + 

MG-37 26,90 0,36 23,1 + 

MG-38 26,81 0,11 24,8 + 

MG-39 26,89 0,42 23,3 + 

MG-40 26,31 0,32 36,3 + 

MG-41 26,79 0,12 25,1 + 

MG-42 26,34 0,15 35,4 + 

MG-43 25,91 0,55 49,7 + 

MG-44 26,67 0,03 27,6 + 

MG-45 26,00 0,26 46,3 + 

MG-46 26,34 0,10 35,6 + 

MG-47 26,39 0,01 34,2 + 

MG-48 26,13 0,29 41,6 + 

MG-49 26,29 0,08 36,9 + 

MG-50 25,91 0,44 49,5 + 

MG-51 25,91 0,20 49,3 + 

MG-52 26,10 0,19 42,8 + 

MG-53 25,83 0,41 52,5 + 

MG-54 25,63 0,53 61,6 + 

MG-55 25,84 0,32 52,1 + 

MG-56 26,18 0,14 40,1 + 

MG-57 25,98 0,07 46,8 + 

MG-58 26,16 0,14 40,8 + 

MG-59 25,94 0,08 48,5 + 

MG-60 26,18 0,24 40,2 + 

MG-61 26,31 0,40 36,3 + 
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continuação TABELA 26. Detecção de Ralstonia solanacearum por qPCR 
com os oligonucleotídeos iniciadores OLI1/Y2. 
Porto Alegre, RS, 2009. 

MG-62 26,07 0,05 43,7 + 

MG-63 26,02 0,13 45,4 + 

MG-69 25,29 0,50 80,0 + 

MG-71 25,45 0,45 70,4 + 

MG-72 25,19 0,11 86,0 + 

MG-73 25,03 0,35 97,8 + 

MG-74 24,88 0,22 109,5 + 

MG-76 26,93 0,65 22,6 + 

MG-77 26,53 0,26 30,7 + 

MG-78 26,88 0,62 23,5 + 

MG-79 26,62 0,14 28,6 + 

MG-80 26,80 0,39 24,9 + 

MG-81 26,86 0,25 23,8 + 

MG-83 25,56 0,23 65,0 + 

MG-84 25,47 0,42 69,6 + 

MG-85 25,58 0,08 63,8 + 

MG-86 25,47 0,39 69,2 + 

MG-87 25,67 0,16 59,3 + 

MG-88 25,45 0,23 70,3 + 

MG-89 25,60 0,40 62,6 + 

MG-90 25,65 0,17 60,5 + 

MG-91 25,56 0,14 64,6 + 

MG-92 25,13 0,08 90,1 + 

MG-93 24,90 0,12 107,5 + 

MG-94 23,56 0,05 161,6 + 

MG-95 25,54 0,33 65,9 + 

MG-96 25,79 0,15 54,1 + 

MG-97 26,54 0,26 30,5 + 

SC1 20,50 0,22 3191,5 + 

SC2 20,85 0,15 2438,9 + 

SC3 19,64 0,21 6209,3 + 

SC4 21,45 0,12 1535,1 + 

SC5 21,15 0,39 1932,3 + 

SC6 21,34 0,11 1666,5 + 

SC7 19,52 0,09 6782,1 + 

SC8 20,61 0,09 2933,8 + 
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A metodologia de qPCR já vem sido amplamente utilizada para 

detecção de R. solanacearum com o uso de SYBR Green e sondas de 

hidrólise (Weller et al., 2000; Ozakman & Schaad, 2003; Swanson et al., 

2007; Kubota et al., 2008; Smith & De Boer, 2008; Vincelli & Tisserat, 2008; 

Albuquerque et al., 2009; Norman et al., 2009; Nouri et al., 2009; Toukam et 

al., 2009; Wicker et al., 2009; Chen et al., 2010). Em ensaio recente, Chen et 

al. (2010) também utilizou o sistema SYBR Green para detecção de R. 

solanacearum em amostras de plantas e solo com oligonucleotídeos 

específcos para o gene que codifica uma UDP-3 O-acil-GlcNAc desacetilase. 

O limite de detecção encontrado pelos autores foi de 10² UFC/g haste de 

tomateiro e de solo hortícola. Isso mostra que o ensaio desenvolvido com os 

oligos OLI1 e Y2 foi mais sensível para detecção em amostras de tubérculos 

de batata. A alta sensibilidade e especiificidade do ensaio de qPCR para 

detecção de R. solanacearum com esse par de oligos mostrou-se ser uma 

ferramenta usual para detecção e quantificação dessa espécie bacteriana em 

diagnósticos precisos. 

O uso de um par de oligonucleotídeos iniciadores universal em qPCR 

para avaliar inicialmente a presença dessa bactéria em infecções latentes 

nunca foi testado e pode ser promissor para o diagnóstico. Além disso, como 

existe uma variabilidade muito grande entre as estirpes de R. solanacearum, 

o desenho de oligonucleotídeos iniciadores baseando-se em genes 

housekeeping no lugar do DNA ribossomal 16S, 23S e regiões intergênicas 
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que separam os mesmos pode auxiliar no desenvolvimento da identificação 

das estirpes através de HRM (dissociação de alta resolução).  

A elevada incidência de R. solanacearum em tubérculos-semente 

corrobora com trabalhos anteriores no Brasil (Maciel et al., 2001; Silveira et 

al., 2002; Siveira et al., 2007). A presença de R. solanacearum nos 

tubérculos mostra que essa espécie bacteriana é um patógeno importante 

para a cultura, visto que em alguns países é considerada como uma praga 

quarentenária A1, e que ainda vêm sendo disseminada através dos 

tubérculos-semente, sendo essa considerada a principal forma de 

disseminação dessa espécie bacteriana. O presente trabalho mostrou que 

infecções latentes causadas por R. solanacearum vem ocorrendo, visto que 

baixos níveis populacionais estavam presentes nos tubérculos sem a 

presença dos sintomas nos mesmos. 

 

4.5 Avaliação da diversidade populacional de bactér ias 

fitopatogênicas encontradas nos tubérculos 

As análises de perfis populacionais das bactérias-alvo presentes, 

obtidos dos dados da qPCR, em 206 amostras de tubérculos mostraram a 

predominância de Dickeya sp. (54,9%) e R. solanacearum (52,9 %), seguidas 

P. brasiliensis (16,5%), P. atrosepticum (9,2%), P. carotovorum subsp. 

carotovorum (6,3%) e P. betavasculorum (1,9%) (Figura 20).  
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FIGURA 20. Amostras infectadas (%) pelas espécies Dickeya sp. (Dick), 
Ralstonia solanacearum (Rsol), Pectobacterium 
atrosepticum (Pa), Pectobacterium brasiliensis (Pbr), 
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) e 
Pectobacterium betavasculorum (Pbet). Porto Alegre, RS, 
2009. 

 

A distribuição populacional encontrada nas 206 amostras coletadas 

mostra ainda que somente 12,6% das amostras não apresentavam nenhuma 

das espécies bacterianas, e que aproximadamente 87,4% das amostras 

encontravam-se infectadas com pelo menos uma das espécies (Apêndice 1).  

Dickeya spp. estava presente em 54,9% das amostras coletadas, 

sendo que 20,8% das amostras apresentavam somente essa espécie 

(Figuras 20 e 21). No entanto, associações com essa espécie foram 

detectadas em 1,9% (Dickeya sp., P. brasiliensis e R. solanacearum), 1,5% 

(Dickeya sp. e P. atrosepticum; Dickeya sp., P. brasiliensis e P. 
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atrosepticum), 1,0% (Dickeya sp., P. atrosepticum, P. brasiliensis e P. 

betavasculorum) e em 0,5% (Dickeya sp., P. atrosepticum e R. 

solanacearum; Dickeya sp., P. atrosepticum, P. brasiliensis, P. carotovorum 

subsp. carotovorum e P. betavasculorum; Dickeya sp., P. atrosepticum, P. 

carotovorum subsp. carotovorum e P. betavasculorum; Dickeya sp. e P. 

brasiliensis; e Dickeya sp., P. carotovorum subsp. carotovorum e 

R.solanacearum) das amostras. 

Ralstonia solanacearum esteve presente em 52,9% das amostras 

coletadas (Figuras 20 e 21). No entanto, apenas 13,4% das amostras 

encontravam-se infectadas somente com essa espécie (Apêndice 1). O 

restante das amostras infectadas com R. solanacearum sempre foi associada 

a alguma outra espécie, com maiores percentuais de R. solanacearum e 

Dickeya sp. (24,8%); R. solanacearum e P. brasiliensis (7,3%), R. 

solanacearum e P. atrosepticum (2,4%), Dickeya spp. mais P. brasiliensis e 

R. solanacearum (1,9%). O restante das amostras apresentaram 

associações com menor frequência (1,0 e 0,5%). 

Tubérculos-semente podem estar entrando no país com infecções 

latentes causadas pelas espécies relatadas no estudo, visto que maiores 

incidências ocorreram com essas espécies bacterianas. Chile, Bolívia e 

Holanda são grandes exportadores de tubérculos-semente para o Brasil, 

onde somente em 2008, importou-se em tubérculos-semente 350 ton do 

Chile, 2,9 ton da Bolívia e 1700 ton da Holanda (Aliceweb, 2009). O volume é 

bastante grande e a entrada de estirpes pode estar ocorrendo através de 
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infecções latentes. As infecções latentes são caracterizadas pela presença 

de células bacterianas em baixo nível populacional, sem a presença dos 

sintomas, o que consequentemente impede a detecção dessas estirpes 

pelos métodos empregados, tais como PCR convencional e ELISA.  

Todas as espécies relatadas no presente trabalho podem estar sendo 

disseminadas por todas as áreas produtoras de batata no Brasil, visto que 

dentro da maioria das regiões produtoras que foram amostradas, pelo menos 

uma ou mais amostras estavam infectadas com algumas dessas espécies. 

O percentual elevado de Dickeya spp. em tubérculos-semente é 

alarmante, uma vez que nos últimos anos, as perdas causadas por canela-

preta causada por Dickeya spp. na Europa tem aumentado a cada ano. O 

Brasil importa anualmente quase 2000 ton de tubérculos-semente da União 

Européia (Aliceweb, 2009). A Holanda é um dos países aonde vem 

ocorrendo surtos epidêmicos dessa doença, sendo causada principalmente 

pela Dickeya sp. Dessa forma, o risco de importação de tubérculos com 

infecções latentes no país é alto (Slawiak et al., 2009). Até o momento, não 

há muitos registros na literatura da ocorrência de Dickeya spp. em 

tubérculos-semente no Brasil e no mundo, e o que se tem visto é a 

ocorrência de surtos epidêmicos da doença em campo, sem a avaliação dos 

tubérculos-semente. A ausência de análises dos tubérculos-semente e de 

ferramentas sensíveis para a detecção de populações bacterianas em baixos 

níveis pode ter constribuído para que essas espécies não tenham sido ainda 

detectadas em amostras de tubérculos-semente.  
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Ralstonia solanacearum, dependendo da raça/biovar, é considerada 

praga quarentenária A1 (NAPPO, EPPO). Esta pesquisa mostrou uma 

incidência preocupante desta bactéria. Utilizando outras ferramentas, outros 

trabalhos mostraram a presença desta bactéria em tubérculos (Maciel et al., 

2001; Silveira et al., 2002; Silveira et al., 2007; Figueiró, 2008). A produção 

de sondas ou oligonucleotídeos iniciadores que possam identificar 

raças/biovares, filotipos, sequevares de R. solanacearum seria de grande 

valia para estudos epidemiológicos através de qPCR. 

A incidência associada de Dickeya sp. e R. solanacearum nos 

tubérculos em proporções elevadas é um resultado alarmante, visto que as 

duas espécies podem causar sintomas de murcha em plantas de batata, e a 

murcha bacteriana visualizada à campo pode ser causada tanto por Dickeya 

sp. ou por R. solanacearum ou por ambas. Até o momento, nenhum relato 

dessa associação foi verificado, o que necessita de mais estudos para 

verificar se a ocorrência de murcha no Brasil está associada com essas 

espécies. 

Em levantamentos anteriores realizados no Brasil, a presença de P. 

atrosepticum foi questionada, estando presente em percentuais baixos no 

Brasil, predominando P. brasiliensis (Duarte et al., 2004; El Tassa & Duarte, 

2004; El Tassa & Duarte, 2006; Ribas, 2007). Os resultados obtidos na 

presente pesquisa mostraram resultados semelhantes, onde ocorreu a 

presença dessas duas espécies, em associação com outras espécies ou 

isoladas.  
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Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum esteve presente em 

4,3% das amostras isoladamente, o que denota que essa espécie tem se 

mostrado presente nos tubérculos, porém, não se sabe se esta espécie 

estaria associada com a canela-preta ou com podridão-mole dos tubérculos. 

Alguns relatos dessa espécie em países de clima temperado está associada 

com a canela-preta em batata (Haan et al., 2008), o que reforça que essa 

espécie pode causar canela-preta no Brasil.  

 

 
FIGURA 21. Incidência de bactérias-alvo nos tubérculos de batata, 

individualmente ou associadas. Bactérias detectadas no 
estudo: Dickeya sp. (Dick), Ralstonia solanacearum (Rsol), 
Pectobacterium atrosepticum (Pa), Pectobacterium 
brasiliensis (Pbr), Pectobacterium carotovorum subsp. 
carotovorum (Pcc) e Pectobacterium betavasculorum 
(Pbet). Porto Alegre, RS, 2009.  
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Pectobacterium betavasculorum que não havia sido encontrada no 

Brasil em tubérculos de batata, foi encontrada em 1,9% das amostras, 

sempre associada com outras espécies, não sendo verificada isoladamente 

nos tubérculos. 

Os resultados mostrados por essa pesquisa mostram o primeiro relato 

de associação entre pectobactérias e R. solanacearum nos tecidos dos 

tubérculos. Entrentanto, nenhum relato da ocorrência dessas associações na 

literatura foi encontrado para elucidar o significado epidemiológico dessas 

associações.  



 
 

 
 

 

 

 

 

5 CONCLUSÕES  

 

De acordo com os resultados obtidos, nas condições em que o estudo 

foi conduzido, chegou-se às seguintes conclusões para o presente trabalho: 

1. O uso de cartões FTA para coleta dos tubérculos possibilita redução 

no tempo de coleta e extração do DNA, podendo ser usados em estudos 

epidemiológicos, certificação de tubérculos-semente e inspeção 

quarentenária. Esse método não necessita de enriquecimento prévio das 

amostras em meios de cultivo para detecção sensível por PCR e qPCR das 

espécies bacterianas em estudo. Além disso, a logística de coleta das 

amostras não necessita que os tubérculos sejam transportados até o 

laboratório para as posteriores análises, visto que as amostras de DNA são 

transportadas nos cartões após a transferência (pressão direta dos 

tubérculos) no local de coleta; 

2. Os oligonucleotídeos e sondas desenhados a partir dos genes acnA e 

mtlD para detecção através de qPCR podem ser utilizados na detecção de 

pectobactérias (Pectobacterium spp. e Dickeya spp.) para levantamentos 

epidemiológicos, certificação de tubérculos-semente e inspeções
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 quarentenárias. O método de qPCR com os oligos e sondas para os genes 

acnA (Pectobacterium spp.) e mtlD (Dickeya sp.) é capaz de detectar um 

número reduzido de células bacterianas presentes nas amostras; 

3. Dickeya sp. está ocorrendo no Brasil, com elevada incidência em 

tubérculos. Este fato corrobora com os resultados encontrados na Europa, 

onde foram verificados um número elevado de surtos epidêmicos de canela-

preta causados por D. dianthicola e D. solani. Este é o primeiro relato de 

incidência elevada de Dickeya sp. em tubérculos no Brasil;  

4. Associações entre Pectobacterium spp., Dickeya sp. e R. 

solanacearum ocorrem em tubérculos, onde entre Dickeya sp. e R. 

solanacearum este percentual é mais alto e este fato é um indicativo de que 

essa associação pode resultar em murcha bacteriana na cultura da batata no 

Brasil; 

5. Ralstonia solanacearum também ocorre isoladamente no Brasil, em 

baixos níveis populacionais nos tubérculos assintomáticos; 

6. Pectobacterium brasiliensis está presente em maior percentual do que 

P. atrosepticum e P. carotovorum subsp. carotovorum no Brasil, porém, em 

associação com Pectobacterium spp., Dickeya sp. e R. solanacearum; 

7. Pectobacterium betavasculorum ocorre em tubérculos, associada a 

outras espécies de pectobactérias, sendo o primeiro relato dessa espécie na 

cultura da batata.  



 
 

 
 

 

 

 

 

6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Em virtude da incidência elevada de Dickeya sp. nos tubérculos e das 

pesquisas recentes mostrando a heterogeneidade do gênero, o desenho de 

sondas e oligonucleotídeos iniciadores específicos para cada uma das 

espécies permitiria um levantamento, através de qPCR, da situação desse 

gênero nos tubérculos-semente e plantas nas lavouras brasileiras.  

Um possível significado epidemiológico da incidência associada de 

Dickeya sp., R. solanacearum, P. atrosepticum, P. brasiliensis, P. 

carotovorum e P. betavasculorum em tubérculos deve ser postulado e 

merece ser elucidado através de novas pesquisas. 

Além disso, R. solanacearum, uma espécie bastante heterogênea, 

necessita de estudos que incluam, além de métodos moleculares bastante 

robustos (ex. qPCR) para detecção, métodos que identifiquem biovar, filotipo 

e sequevar, simultaneamente. Com isso, no momento em que ocorre a 

detecção da bactéria, o perfil da estirpe que está ocorrendo no campo é 

identificado, comparando-se com a ocorrência em outros países. Esse tipo
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de informação apresenta importância de cunho epidemiológico e de manejo 

da murcha. 

 A partir deste trabalho, surge ainda a necessidade de mais estudos 

para avaliar a incidência dessas bactérias, verificando se ocorrem 

associações entre elas, e ainda verificar a ocorrência de espécies ainda não 

identificadas em batata, ou que ocorrem em outros hospedeiros (ex. P. 

betavasculorum e P. wasabiae). 
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8 APÊNDICE 

 

APÊNDICE 1. Amostras analisadas por qPCR para detecção de Dickeya sp. (Dick), 
Pectobacterium atrosepticum (Pa), P. brasiliensis (Pbr), P. carotovorum 
(Pcc), P. betavasculorum (Pbet) e Ralstonia solanacearum (Rsol). Porto 
Alegre, RS, 2009. 

Nº Amostras Município Estado País Cultivar Dick Pa Pbr Pcc Pbet Rsol 

1 1001 S. Francisco de Paula RS Brasil Ágata - - - + - - 

2 1002 Ibiraiaras RS Brasil Vivaldi - - - - - - 

3 1003 S. Francisco de Paula RS Brasil Asterix + + - - - - 

4 1004 Tainhas RS Brasil Ágata + + + - + - 

5 1005 Ibiraiaras RS Brasil Asterix + - - - - - 

6 1006 Ibiraiaras RS Brasil Asterix + + - - - - 

7 1007 S. Francisco de Paula RS Brasil Ágata + + + - + - 

8 1008 Tainhas RS Brasil Ágata + + + - - - 

9 1009 Tainhas RS Brasil Asterix + - - - - - 

10 1010 Ibiraiaras RS Brasil Ágata + - - - - - 

11 1011 Ibiraiaras RS Brasil Asterix + - - - - - 

12 1012 S. Francisco de Paula RS Brasil Ágata + - - - - - 

13 1013 Contenda PR Brasil Ágata + - + - - - 

14 1014 Contenda PR Brasil Asterix + - - - - - 

15 1015 Contenda PR Brasil Ágata + + + - - - 

16 1016 S. José dos Ausentes RS Brasil Ágata + - - - - - 

17 1017 Tainhas RS Brasil Asterix + - - - - - 

18 1018 Tainhas RS Brasil Ágata + - - - - - 

19 1019 Tainhas RS Brasil Ágata + - - - - - 

20 1020 Tainhas RS Brasil Asterix + - - - - - 

21 1021 Tainhas RS Brasil Ágata + - - - - - 

22 1022 Tainhas RS Brasil Asterix + - - - - - 

23 1023 Tainhas RS Brasil Ágata + + + + + - 

24 1024 Tainhas RS Brasil Asterix + + + - - - 

25 1025 Tainhas RS Brasil Ágata - + - - - - 

26 1026 Tainhas RS Brasil Asterix - - - - - - 

27 1027 Tainhas RS Brasil Asterix - + + - - - 
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28 1028 Tainhas RS Brasil Ágata - - - - - - 

29 1029 Tainhas RS Brasil Asterix - - + - - - 

30 1030 Tainhas RS Brasil Ágata - - - - - - 

31 1031 Tainhas RS Brasil Ágata - - - - - - 

32 1032 Tainhas RS Brasil Asterix + - - - - - 

33 1033 Tainhas RS Brasil Ágata + - - - - - 

34 1034 Tainhas RS Brasil Asterix + - - - - - 

35 1035 Tainhas RS Brasil Ágata + - - - - - 

36 1036 Tainhas RS Brasil Asterix + - - - - - 

37 1037 Tainhas RS Brasil Ágata + + - + + - 

38 1038 Tainhas RS Brasil Asterix + - + - - - 

39 1039 Tainhas RS Brasil Ágata + - - - - - 

40 1040 Tainhas RS Brasil Asterix - - - - - - 

41 1041 Tainhas RS Brasil Ágata + - + - - - 

42 1042 Tainhas RS Brasil Asterix + - - - - - 

43 1146 NI NI Holanda Ágata - - - - - - 

44 1147 NI NI Holanda Markies + - - - - - 

45 3760 Pouso Alegre MG Brasil Monalisa + - - - - - 

46 3761 Pouso Alegre MG Brasil Caesar + - - - - - 

47 3762 Pouso Alegre MG Brasil Baraka + - - - - - 

48 3763 Pouso Alegre MG Brasil Asterix + - - - - - 

49 3764 Pouso Alegre MG Brasil Monalisa + - - - - + 

50 3765 Pouso Alegre MG Brasil Asterix - - - - - - 

51 3766 Pouso Alegre MG Brasil Caesar + - + - - + 

52 3918 NI NI Bolívia Cupido - - - - - - 

53 3919 NI NI Bolívia Ágata + - - - - - 

54 3920 NI NI Bolívia Asterix + - - - - - 

55 4598 Serra do Salitre MG Brasil Atlantic - + - - - + 

56 4599 Serra do Salitre MG Brasil Atlantic - - - - - + 

57 4600 Serra do Salitre MG Brasil Atlantic - + - - - + 

58 4601 Serra do Salitre MG Brasil Atlantic - + - - - + 

59 4632 Capão Alto SC Brasil Ágata - - - - - + 

60 4633 Capão Alto SC Brasil Asterix - + + - - + 

61 4634 Capão Alto SC Brasil Monalisa - + - - - + 

62 4635 Capão Alto SC Brasil Cupido - - - - - + 

63 4636 Capão Alto SC Brasil Rodeo - - + - - + 

64 4638 Capão Alto SC Brasil Cupido - + - - - - 

65 4639 Capão Alto SC Brasil Monalisa + - - - - - 
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66 4640 Capão Alto SC Brasil Ágata + - - - - - 

67 4641 Capão Alto SC Brasil Asterix + - - - - - 

68 4642 São Joaquim SC Brasil Ágata + - - - - - 

69 4643 São Joaquim SC Brasil Ágata - - - - - - 

70 4644 São Joaquim SC Brasil Caesar + - - - - - 

71 4645 São Joaquim SC Brasil Asterix + - - - - - 

72 5897 NI NI Chile Asterix + - - - - + 

73 5898 NI NI Chile Vivaldi + - - - - + 

74 5899 NI NI Chile Caesar + - - - - + 

75 6255 Capão Alto SC Brasil Caesar + - - - - + 

76 6256 Capão Alto SC Brasil Asterix + - - - - + 

77 6257 Capão Alto SC Brasil Ágata + - + - - + 

78 6258 Capão Alto SC Brasil Cupido + - + - - + 

79 BOS1 Ibiraiaras RS Brasil Ágata + - + - - - 

80 BOS2 Ibiraiaras RS Brasil Ágata - - - - - - 

81 IBI1 Ibiraiaras RS Brasil Asterix - - - + - - 

82 IBI2 Ibiraiaras RS Brasil Asterix - - - + - - 

83 IBI3 Ibiraiaras RS Brasil Asterix - - - + - - 

84 IBI4 Ibiraiaras RS Brasil Ágata - - - + - - 

85 IBI5 Ibiraiaras RS Brasil Asterix - - - + - - 

86 IBI6 Ibiraiaras RS Brasil Asterix - - - + - - 

87 IBI7 Ibiraiaras RS Brasil Ágata - - - + - - 

88 IBI8 Ibiraiaras RS Brasil Asterix - - - - - - 

89 IBI9 Ibiraiaras RS Brasil Ágata - - - - - - 

90 MG-1 Pouso Alegre MG Brasil Asterix + - - - - - 

91 MG-2 Pouso Alegre MG Brasil Ágata - - - - - - 

92 MG-3 Pouso Alegre MG Brasil Caesar - - - - - - 

93 MG-4 Pouso Alegre MG Brasil Cupido - - - - - - 

94 MG-5 Pouso Alegre MG Brasil Voyager - - - - - - 

95 MG-6 Pouso Alegre MG Brasil Asterix - - - - - - 

96 MG-7 Pouso Alegre MG Brasil Ágata - - - - - - 

97 MG-8 Pouso Alegre MG Brasil Baraka - - - - - - 

98 MG-9 Pouso Alegre MG Brasil Caesar - - - - - - 

99 MG-10 Pouso Alegre MG Brasil Ágata - - - - - - 

100 MG-11 Pouso Alegre MG Brasil Asterix - - - - - - 

101 MG-12 Pouso Alegre MG Brasil Cupido - - - - - + 

102 MG-13 Pouso Alegre MG Brasil Cupido - - - - - + 

103 MG-14 Pouso Alegre MG Brasil Cupido - - - - - + 
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104 MG-15 Pouso Alegre MG Brasil Ágata + - - - - + 

105 MG-16 Bueno Brandão MG Brasil Naturela - - - - - + 

106 MG-17 Bueno Brandão MG Brasil Opaline - - - - - + 

107 MG-18 Bueno Brandão MG Brasil Chipie - - - - - + 

108 MG-19 Bueno Brandão MG Brasil Zafira - - - - - + 

109 MG-20 Bueno Brandão MG Brasil Emeraude - - - - - + 

110 MG-21 Bueno Brandão MG Brasil Ágata - - - - - + 

111 MG-22 Bueno Brandão MG Brasil Ambition + - - - - + 

112 MG-23 Bueno Brandão MG Brasil Armada - - - - - + 

113 MG-24 Bueno Brandão MG Brasil Almera - - - - - + 

114 MG-25 Bueno Brandão MG Brasil Sinora - - - - - + 

115 MG-26 Bueno Brandão MG Brasil Eole - - - - - + 

116 MG-27 Bueno Brandão MG Brasil Manitou - - - - - + 

117 MG-28 Bueno Brandão MG Brasil Fontane + - - - - + 

118 MG-29 Bueno Brandão MG Brasil Mustang + - - - - + 

119 MG-30 Bueno Brandão MG Brasil Rudolf + - - - - + 

120 MG-31 Bueno Brandão MG Brasil Faluka + - - - - + 

121 MG-32 Bueno Brandão MG Brasil Soléia + - - - - + 

122 MG-33 Bueno Brandão MG Brasil Colorado + - - - - + 

123 MG-34 Bueno Brandão MG Brasil Gourmandine + - - - - + 

124 MG-35 Bueno Brandão MG Brasil Monalisa + - - - - + 

125 MG-36 Pouso Alegre MG Brasil Ágata + - - - - + 

126 MG-37 Pouso Alegre MG Brasil Cupido + - - - - + 

127 MG-38 Pouso Alegre MG Brasil Voyager + - - - - + 

128 MG-39 Pouso Alegre MG Brasil Baraka + - - - - + 

129 MG-40 Pouso Alegre MG Brasil Markies + - - - - + 

130 MG-41 Pouso Alegre MG Brasil Voyager + - - - - + 

131 MG-42 Pouso Alegre MG Brasil Ágata + - - - - + 

132 MG-43 Pouso Alegre MG Brasil Ágata + - - - - + 

133 MG-44 Pouso Alegre MG Brasil Cupido + - - - - + 

134 MG-45 Pouso Alegre MG Brasil Caesar + - - - - + 

135 MG-46 Pouso Alegre MG Brasil Asterix + - - - - + 

136 MG-47 Pouso Alegre MG Brasil Caesar + - - - - + 

137 MG-48 Pouso Alegre MG Brasil Ágata + - - - - + 

138 MG-49 Pouso Alegre MG Brasil Caesar + - - - - + 

139 MG-50 Pouso Alegre MG Brasil Cupido + - - - - + 

140 MG-51 Pouso Alegre MG Brasil Ágata + - - - - + 

141 MG-52 Pouso Alegre MG Brasil Monalisa + - - - - + 
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142 MG-53 Pouso Alegre MG Brasil Voyager + - - - - + 

143 MG-54 Pouso Alegre MG Brasil Markies + - - - - + 

144 MG-55 Pouso Alegre MG Brasil Asterix + - - - - + 

145 MG-56 Pouso Alegre MG Brasil Cupido + - - - - + 

146 MG-57 Pouso Alegre MG Brasil Ágata + - - - - + 

147 MG-58 Pouso Alegre MG Brasil Asterix + - - - - + 

148 MG-59 Pouso Alegre MG Brasil Asterix + - - - - + 

149 MG-60 Pouso Alegre MG Brasil Ágata + - - - - + 

150 MG-61 Pouso Alegre MG Brasil Ágata + - - - - + 

151 MG-62 Pouso Alegre MG Brasil Caesar + - - - - + 

152 MG-63 Pouso Alegre MG Brasil Cupido + - - - - + 

153 MG-64 Pouso Alegre MG Brasil Ágata + - - - - - 

154 MG-65 Pouso Alegre MG Brasil Ágata + - - - - - 

155 MG-66 Pouso Alegre MG Brasil Caesar + - - - - - 

156 MG-67 Pouso Alegre MG Brasil Baraka + - - - - - 

157 MG-68 Pouso Alegre MG Brasil Caesar + - - - - - 

158 MG-69 Pouso Alegre MG Brasil Ágata + - - - - + 

159 MG-70 Pouso Alegre MG Brasil Asterix + - - - - - 

160 MG-71 Pouso Alegre MG Brasil Ágata + - - - - + 

161 MG-72 Pouso Alegre MG Brasil Asterix + + - - - + 

162 MG-73 Pouso Alegre MG Brasil Caesar + - - - - + 

163 MG-74 Pouso Alegre MG Brasil Voyager + - - - - + 

164 MG-75 Pouso Alegre MG Brasil Cupido - - - - - - 

165 MG-76 Pouso Alegre MG Brasil Asterix - - - - - + 

166 MG-77 Pouso Alegre MG Brasil Ágata - - + - - + 

167 MG-78 Pouso Alegre MG Brasil Voyager - - - - - + 

168 MG-79 Pouso Alegre MG Brasil Cupido - - - - - + 

169 MG-80 Pouso Alegre MG Brasil Monalisa - + - - - + 

170 MG-81 Pouso Alegre MG Brasil Cupido - - + - - + 

171 MG-82 Pouso Alegre MG Brasil Cupido - - + - - - 

172 MG-83 Pouso Alegre MG Brasil Asterix - - + - - + 

173 MG-84 Pouso Alegre MG Brasil Rodeo - - + - - + 

174 MG-85 Pouso Alegre MG Brasil Ágata - - - - - + 

175 MG-86 Pouso Alegre MG Brasil Cupido - - + - - + 

176 MG-87 Pouso Alegre MG Brasil Cupido - - + - - + 

177 MG-88 Pouso Alegre MG Brasil Asterix - - + - - + 

178 MG-89 NI NI Chile Asterix - - - - - + 

179 MG-90 Pouso Alegre MG Brasil Monalisa - - - - - + 
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180 MG-91 Pouso Alegre MG Brasil Ágata - - + - - + 

181 MG-92 Pouso Alegre MG Brasil Asterix - - + - - + 

182 MG-93 Pouso Alegre MG Brasil Caesar - - + - - + 

183 MG-94 Pouso Alegre MG Brasil Cupido - - - - - + 

184 MG-95 Pouso Alegre MG Brasil Ágata - - + - - + 

185 MG-96 Pouso Alegre MG Brasil Monalisa + - + - - + 

186 MG-97 Pouso Alegre MG Brasil Cupido - - + - - + 

187 MG-98 Pouso Alegre MG Brasil Markies + - - - - - 

188 MG-99 Pouso Alegre MG Brasil Ágata - - + - - - 

189 MG-100 Pouso Alegre MG Brasil Cupido - - - - - - 

190 MG-101 Pouso Alegre MG Brasil Ágata - - - - - + 

191 MG-102 Pouso Alegre MG Brasil Cupido + - - - - + 

192 MG-103 Pouso Alegre MG Brasil Caesar + - - - - + 

193 MG-104 Pouso Alegre MG Brasil Asterix - - + - - + 

194 RS1 S. Francisco de Paula RS Brasil Ágata + - - - - - 

195 RS2 S. Francisco de Paula RS Brasil Asterix - - - - - - 

196 RS3 S. Francisco de Paula RS Brasil Vivaldi - - - - - - 

197 RS4 S. Francisco de Paula RS Brasil Vivaldi - - - - - - 

198 SC1 Criciúma SC Brasil Ágata - - - + - + 

199 SC2 Criciúma SC Brasil Ágata - - - - - + 

200 SC3 Criciúma SC Brasil Ágata + - - + - + 

201 SC4 Criciúma SC Brasil Ágata - - + - - + 

202 SC5 Criciúma SC Brasil Ágata - - - - - + 

203 SC6 Criciúma SC Brasil Ágata + - - - - + 

204 SC7 Criciúma SC Brasil Ágata - - - + - + 

205 SC8 Criciúma SC Brasil Ágata - - - - - + 

206 SC9 Criciúma SC Brasil Ágata + - - - - - 

 

 


