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DESENVOLVIMENTO E VALIDAC;AO DE gPCR PARA DETECC;AO DE
PECTOBACTERIAS E Ralstonia solanacearum EM TUBERCULQOS DE
BATATA?

Autor: Joseane Biso de Carvalho
Orientador: Valmir Duarte

RESUMO

Pectobactérias (Pectobacterium spp. e Dickeya spp.) sdo os agentes
causais da canela-preta e podriddo-mole, e Ralstonia solanacearum da murcha
bacteriana. A principal fonte de indculo dessas doencas é o tubérculo-semente
assintomatico. As importacbes brasileiras de tubérculo-semente podem
representar um risco a cultura. Tubérculos-semente livres de patdégenos é
considerada a melhor estratégia para manejar essas doencas. Entrentanto,
métodos sensiveis para deteccdo desses patdgenos sao necessarios. Sendo
assim, o principal objetivo dessa pesquisa foi desenvolver e validar um método
para deteccdo de pectobactérias e R. solanacearum presentes em baixa
densidade populacional em tubérculos de batata, através de qPCR. A gPCR foi
realizada com sondas de hidrélise (sondas TagMan® MGB) e fluoréforo
intercalante de DNA fita-dupla (SYBR Green 1). Esse método podera ser
utiizado como uma ferramenta em estudos epidemioldgicos, programas de
certificacdo e inspecdo quarentenéria. O uso de cartdes FTA para a coleta e
extracdo do DNA dos tubérculos foi testado, utilizando trés meétodos de
transferéncia de amostras: pressao direta; cone triturado em PBS; e fragmentos
retirados com seringa e triturados em PBS. O primeiro método foi o mais
sensivel, proporcionando um limite de deteccéo por PCR de 1x10? UFC.mL™.
Oligonucleotideos iniciadores foram desenhados para as bactérias-alvo, exceto
para R. solanacearum, na qual se usou os oligonucleotideos iniciadores
OLI1/Y2 em PCR e gPCR. Dickeya spp. (54,9%) e R. solanacearum (52,9%)
apresentaram a maior incidéncia nas 206 amostras analisadas por gPCR,
seguidas por P. brasiliensis (16,5%), P. atrosepticum (9,2%), P. carotovorum
(6,3%) e P. betavasculorum (1,9%). Esta ultima trata-se do primeiro registro em
batata no Brasil. Associacdes entre as espécies bacterianas nos tubérculos
também foram verificadas, onde Dickeya spp. e R. solanacearum foram
encontradas em associacdo (24,8%) nos tubérculos, mas estavam presentes
isoladamente em 20,8 e 13,4%, respectivamente. Dentro desse contexto, a
presenca de uma populacdo bacteriana heterogénea nos tecidos vasculares
dos tubérculos foi demonstrada.

Tese de doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (131 p.) Dezembro, 2009.
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF qPCR FOR DETECTION OF
PECTOBACTERIA AND Ralstonia solanacearum IN POTATO TUBER

Author: Joseane Biso de Carvalho
Advisor: Valmir Duarte

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 gPCR (absolute quantification) in assay with hydrolysis probes
(TagMan® MGB probes) and double-stranded DNA binding dye (SYBR Green ).
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 1x10?
CFU.mL™. 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 gPCR, 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.

'Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (131 p.) December, 2009.
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1 INTRODUCAO

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 producdo mundial e
brasileira tem aumentado a cada ano, porém, esse incremento na produgéo
ainda é limitado por fatores como a ocorréncia de doencas.

A podriddo-mole, canela-preta e murcha bacteriana estdo entre as
principais doencas bacterianas que afetam a cultura da batata e tém causado
perdas elevadas em pré- e pds-colheita ao longo dos anos em escala mundial.

Pectobacterium atrosepticum € considerada o principal agente causal da
canela-preta em regides de clima temperado. Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum, em avaliacdes na Holanda entre os anos 2005 e 2008 e na
Franca, nos anos de 2003 e 2005, foi encontrada em 15 e 20% das plantas com
canela-preta, respectivamente. Pectobacterium betavasculorum tem sido
relatada causando podriddo-mole somente em beterraba, e até o momento, ndo

se tem nenhum relato da sua ocorréncia em batata.



Uma nova espécie, identificada primeiramente no Brasil, P. brasiliensis,
ja foi encontrada nos Estados Unidos, Israel e Africa, causando canela-preta em
batata. No Brasil, esta espécie tem causado canela-preta em areas de clima
subtropical umido com temperaturas relativamente amenas (17-20 C) durante
a estacdo de crescimento. Pectobacterium wasabiae, agente causal de
podriddo-mole em wasabi (raiz forte utilizada na culinaria japonesa) foi relatada
recentemente causando podriddao-mole em batata na Nova Zelandia. No
entanto, pouco se sabe sobre a ecologia de P. brasiliensis, e se P.
betavasculorum ou P. wasabiae podem causar doenca em batata no Brasil.

As espécies do género Dickeya formam um grupo bastante heterogéneo,
causando doenca em um grupo diverso de espécies de plantas, principalmente
a batata. Em batata, espécies de Dickeya causam canela-preta, com sintomas
diferenciados dependendo das condi¢des climéaticas. Em areas semi-aridas e
tropicais, ocorrem podriddes nos tubérculos em pré-emergéncia e podridao
extensiva das hastes. Em regifes de clima temperado, murcha associada com
podriddo limitada da haste, ou auséncia de podriddo na haste, seguida de
dessecacdo e morte da planta sdo os sintomas mais comuns. A alta umidade
relativa tende a reduzir a dessecacdo e favorece a podriddo-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 dessecacdo da planta por inteiro. Além
disso, descoloracdo do sistema vascular na base da haste pode ser observada,
seguido pelo escurecimento externo, como o sintoma tipico descrito para

canela-preta.



Estudos mais recentes relatam que os sintomas em plantas de batata
causados pelas estirpes de Dickeya séo 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 regido da medula ja foi encontrada na haste, sem qualquer vestigio
de podridao externa. Esses sintomas foram encontrados em lavouras de batata
na Finlandia, Israel, Africa do Sul e Espanha, estando associados a baixa
umidade relativa. Em clima tropical, como no Peru e em regides temperadas,
como Japdo e Suica, podriddo extensiva da haste tem sido relatada,
possivelmente devido a alta umidade relativa nas lavouras.

Estudos apontavam que estirpes de Dickeya sp. associadas a batata
sempre pertenciam aos biovares 1 e 7, os quais coincidem com D. dianthicola,
uma espécie mais associada com regides frias, que se encontra disseminada
por toda a Europa. Nos outros continentes, as estirpes de batata pertencem ao
biovar 3, atualmente D. dadanti e D. zeae. Estas apresentam maior
temperatura de crescimento e sdo mais adaptadas a climas quentes. Mais
recentemente, variantes adicionais de Dickeya sp. tém sido encontradas na
Finlandia, Dinamarka, Escocia, Israel, Holanda, Franca e Espanha. A presenca
de um grupo de Dickeya sp. bastante divergente de D. dianthicola foi descrito
baseando-se em sequéncias espacadoras intergénicas do rDNA 16S-23S.
Estirpes deste novo grupo foram consideradas mais virulentas do que D.
dianthicola em ensaios de casa de vegetacdo e campo. Do aumento destes
surtos epidémicos de canela-preta e murcha provocados por Dickeya sp. na

Europa, surge a necessidade de estudos de populacdo desses patdégenos em



lavouras de batata no Brasil, com o objetivo de verificar se as estirpes desse
género bacteriano estdo presentes nos tubérculos-semente.

A principal fonte de inéculo e a mais importante forma de disperséao de
Pectobacterium ou Dickeya spp. a longas distancias sdo reconhecidamente os
tubérculos-semente contaminados. A producdo de lotes de sementes livres
desses patégenos é considerada a mais importante estratégia para controlar a
disseminacdo dos agentes causais da canela-preta. A reducdo da
contaminacdo de tubérculos pode ser alcancada pela restricdo do niumero de
geracdes de populacbes patogénicas no campo. Métodos de reducdo da
populacdo do patdégeno nos tubérculos infectados foram testados, tais como, o
tratamento com agua quente, uso de antibidticos (estreptomicina) e compostos
a base de cobre, mas nenhum deles resultou em erradicacdo dessas bactérias.

O conhecimento da distribuicdo geografica de populacdes de espécies
de Dickeya e Pectobacterium nos tubérculos-semente deve ser implementado
em amostragens para programas de certificacdo de sementes, uma vez que
pouca informacdo se tem da distribuicdo de espécies de Pectobacterium e
Dickeya em tubérculos-semente no Brasil, e do nivel de infecgcdo latente
encontrado nos mesmos.

Outra doenca que vem causando problemas na cultura da batata é a
murcha bacteriana causada por Ralstonia solanacearum. Essa doenca €
considerada atualmente uma das mais importantes para a cultura, em funcgéo
de a bactéria ser considerada praga quarentenaria A1 em paises, como Canada

e EUA; por ser um patdgeno com ampla gama de hospedeiros, e também por



apresentar a capacidade de permanecer em baixos niveis populacionais sem
causar sintomas nos tubérculos-semente.

A ocorréncia 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 sdao semelhantes, comprometendo o diagndstico
visual. Com isso, existe a necessidade de métodos diagndsticos mais apurados
e sensiveis para identifica-las.

A ocorréncia de infecgbes latentes causadas por R. solanacearum nos
tubérculos-semente ocorre com a mesma problematica do que com
Pectobacterium e Dickeya spp. e os programas de certificacdo devem ser
intensificados para evitar a disseminacdo. A avaliacdo de infec¢Oes latentes
causadas por essas bactérias nos tubérculos ainda ndo € utlizada em
programas de certificacdo dos tubérculos-semente. O uso dessa avaliagcdo na
certificacdo pode impedir a entrada de tubérculos infectados com baixo nivel
populacional dessas bactérias, que podem acarretar em possiveis epidemias
dessas doencgas no campo.

Por enquanto, ndo existe na legislacdo brasileira nenhuma instrugcéo
normativa que defina a inspecdo da presenca de infecgbes latentes nos
tubérculos-semente. A inspecdo nos tubérculos-semente importados avalia a
presenca de virus e nematoides em laboratério. Para bactérias e fungos, €
feitos apenas a inspecdo visual nos tubérculos, para verificar a presenca de
sintomas da doenca, baseando-se nos niveis de tolerancia para semente
bésica, registrada e certificada. R. solanacearum apresenta niveis de tolerancia

zero para as trés classes de batata-semente. Os niveis de tolerancia para



Pectobacterium e Dickeya spp. € de 1,0% para semente-basica e registrada, e
de 2,0% para sementes registradas. Porém, a inspecdo fitossanitaria para
tubérculos-semente importados ndo corrige esse problema da entrada de
bactérias presentes na forma de infeccéo latente, o que implica na entrada de
novas espécies, de estirpes ndo relatadas no pais por esses tubérculos, ou por
outros 6rgdos propagativos (bulbos), mudas, plantas ornamentais, frutos e
flores importados.

Atualmente, 70% dos tubérculos-semente utilizados no pais sao
importados de paises da Unido Européia (Holanda, Franca, Reino Unido:
Inglaterra, Escécia, Pais de Gales e lIrlanda do Norte), América do Sul
(Argentina e Chile) e América do Norte (Canada e EUA). A ocorréncia de
infeccbes latentes por essas bactérias nos tubérculos-semente torna a
importacdo um risco para a cultura da batata, visto que esses tubérculos podem
apresentar a bactéria, mas ndo apresentarem sintomas dessas doencas. Além
disso, ainda se tem o risco de importacdo de outros produtos (mudas, plantas,
frutos e flores) que podem carregar indculo dessas bactérias e disseminar-se no
pais para outras culturas até chegar na batata. O uso da certificacdo de
sementes com a deteccdo de infeccdes latentes deve ser implantado, com o
uso de ferramentas mais sensiveis para deteccdo de fitopatdbgenos em baixo
nivel populacional.

A deteccao e identificacdo de bactérias fitopatogénicas tém sido feita até
0 momento por caracterizacdo bioquimica e fisiolégica, métodos sorologicos
(ELISA, imunofluorescéncia), marcadores moleculares (RFLP, RAPD, AFLP),

macro e microarranjos de DNA, e métodos baseados em PCR (Reacdo em



Cadeia da Polimerase), na qual os ultimos tém se mostrado mais promissores e
amplamente utilizados em funcédo da sensibilidade, especificidade e facilidade
de realizacdo dos ensaios em relacdo aos outros métodos. A PCR pode ser
utiizada para verificar a presenca de patdgenos ao nivel de espécie,
subespécie, biovar, raca em uma mesma reacdo (PCR multiplex) ou
isoladamente.

A quantificacdo da carga de in6culo presente em amostras de plantas
pode ser feita por gPCR (PCR em tempo real). A sensibilidade da PCR ¢é de
aproximadamente 100 pg de DNA gendmico e de aproximadamente 10 fg de
DNA, através da gPCR. Um nanograma de DNA gendémico bacteriano equivale
a aproximadamente 10°moléculas de um gene-alvo de cépia Unica, 0 que
corresponde ao numero de células bacterianas. A gPCR permite a deteccdo de
aproximadamente 100 fg.mL™. Considerando que a maioria dos genomas
bacterianos pesam em média 5 fg, a deteccdo de 20 células presentes em um
mililitro € possivel, dependendo da eficiéncia da reacdo e do método de
extracdo do DNA.

A sensibilidade da qPCR parece promissora para avaliar a ocorréncia de
infeccdes latentes causadas por fitopatdbgenos em tubérculos-semente, plantas
e frutos. As infeccOes latentes sdo caracterizadas por apresentar populacoes de
fitopatdogenos (ex. bactérias) em baixos niveis nos tecidos do hospedeiro, sem
gualquer manifestacdo dos sintomas, dificultando sua deteccdo por técnicas
consideradas ‘ouro’ como ELISA e PCR convencional.

A utilizacdo de técnicas baseadas em PCR para deteccdo de bactérias

fitopatogénicas em tubérculos-semente requer métodos apurados para extragao



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 maximo de 25.000 kg. A dificuldade de
se extrair o DNA em tubérculos torna-se bastante dificultada, em funcédo do
namero e volume de tubérculos trazidos ao laboratério. A amostra composta
consta de 110 cones retirados da regido do estoldao, onde se concentram 0S
vasos do xilema. Métodos para facilitar esse processo devem ser aprimorados,
para reduzir o nimero de tubérculos analisados que resultem em uma deteccao
com sensibilidade analitica consideravel. As populacdes de Pectobacterium
spp., Dickeya spp. e Ralstonia solanacearum em infeccdes latentes podem ser
de aproximadamente 1 x 10° células bacterianas por mL de suco dos
tubérculos.

O uso de cartbes FTA (Whatman, GE) pode auxiliar na coleta de
amostras de DNA de plantas, principalmente de tubérculos. Alguns relatos do
uso desses cartdes para coletar amostras de plantas tém sido feito com folhas
de tomateiro, videira, alfafa e mandioca. A deteccdo de fitopatdbgenos em
plantas utilizando a matriz de FTA para a coleta, armazenamento e extracao de
acidos nucléicos (DNA e RNA) tem sido utilizada para virus. Até o momento,
cartdes FTA para coleta extracdo e armazenamento de DNA tém sido utilizados
para coleta de DNA/RNA de patdégenos de humanos e animais. A coleta de
DNA/RNA por cartdes FTA para analises por PCR em plantas e principalmente
tubérculos de batata para a deteccao de fitopatdgenos tem poucos relatos.

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

validar um método para deteccdo molecular de pectobactérias (Pectobacterium



spp. e Dickeya spp.) e Ralstonia solanacearum presentes em baixa densidade
populacional em tubérculos-semente. A deteccdo molecular dessas bactérias
utilizou o método de qPCR por Quantificacdo absoluta do in6culo, atraves de
sondas de hidrélise (sondas TagMan® MGB) e fluoréforo intercalante de DNA
fita-dupla (SYBR-Green 1). A coleta de amostras de DNA dos tubérculos usou o
método do cartdo FTA. Esse método como um todo poderd constituir uma
ferramenta para estudos epidemioldgicos, certificacdo de tubérculos-semente e
inspec¢ao quarentenaria.

Entre os objetivos especificos, incluiu-se: (i) validar um método para
coleta e extracdo de DNA de amostras de tubérculos; (i) desenhar um par de
oligonucleotideos iniciadores e sondas para Pectobacterium spp. para detecgéo
através de gPCR (Sistema TagMan); (iii) desenhar um par de oligonucleotideos
iniciadores para Dickeya spp. para uso em gPCR (Sistema SYBR Green); (iv)
avaliar um par de oligonucleotideos iniciadores ja relatado na literatura para
deteccdo de R. solanacearum através de PCR para uso em gPCR (Sistema
SYBR-Green) e (iv) validar o método quantitativo (QPCR) para deteccéo

molecular de infec¢fes latentes de pectobactérias e R. solanacearum.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura da Batata

A batata (Solanum tuberosum L.) € uma espécie da familia das
Solanéceas, originaria da América do Sul, mais precisamente na divisa entre
Bolivia e Peru, proximo ao lago Titicaca, o qual se localiza a 3800 m acima do
nivel do mar, proximo a Cordilheira dos Andes (Pereira, 2003; Cib, 2008). No
Brasil, a cultura difundiu-se ao longo do periodo colonial pelos portugueses e
inicialmente era cultivada em pouca quantidade, em hortas familiares. Com a
chegada de outras culturas e o crescimento da populacédo, o cultivo tornou-se
mais comum, e um exemplo disso foram os ingleses que aqui viviam e estavam
envolvidos na construcdo de ferrovias, e exigiam sempre a mesa, a ponto de
ser chamada de batata “inglesa” (Pereira, 2003).

Atualmente, a batata € um dos alimentos mais consumidos no mundo e
pesquisadores da historia da alimentacdo apontam duas hipoteses basicas para
0 éxito e a disseminagdo da batata no mundo: o valor energético e auséncia de
colesterol, aléem de possuir sabor e cheiro pouco acentuado, possibilitando

centenas de combinagdes que resultam em sabores diferentes (Prokop, 2008).
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Seu valor energético agregado ao teor de proteinas e vitaminas acentua
ainda mais sua importancia como a base alimentar para uma populagédo
desnutrida em paises populosos e subdesenvolvidos (Fao, 2008; Prokop,
2008). Esse aumento drastico da producdo e consumo de batata nos paises
subdesenvolvidos tem ocorrido em fungédo 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 industrias de processamento de
batata nesses paises (Fao, 2008).

Com isso, o setor produtivo de batata nas ultimas décadas vem sofrendo
algumas mudancas como o aumento do consumo e producio na Asia, Africa 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 € a China que produz aproximadamente 70 milhdes
de toneladas por ano, e produtividade de 15 toneladas por hectare. As maiores
produtividades ainda sdo encontradas nos EUA e Canad4, com
aproximadamente 40 toneladas por hectare, seguidos por paises europeus e
América Latina, com 17 e 16 toneladas por hectare, respectivamente, em
virtude do alto nivel tecnolégico e qualidade dos tubérculos-semente
empregados (Fao, 2008).

As épocas de plantio, tipos de solo, destino da producdo em relacdo ao
consumo (frita, cozida, assada e ‘chips’), fotoperiodo, resisténcia a doencas e a
produtividade s&o algumas caracteristicas consideradas importantes para a

escolha de variedades para uma regido (Prokop, 2008). No Brasil, as
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variedades mais plantadas atualmente sdo: Agata, Asterix, Monalisa, Atlantic,
Caesar, Vivaldi, Elvira e Baraka (Pereira, 2003; Cib, 2008).

Novas regides produtoras vém surgindo e em um novo mapa produtivo,
destacam-se os estados de Goiés, Bahia e regides do Triangulo Mineiro/ Alto
Paranaiba (MG), onde se constitui de grandes produtores, e estas regibes ja
influenciam a oferta nacional e o comportamento dos precos. Em média, os
produtores goianos e baianos alcancam uma produtividade de até 40 toneladas
por hectare e a proximidade desses dois estados dos centros consumidores
nao produtores, como o Nordeste e o Centro-Oeste brasileiros tem estimulado o
aumento da produgdo nessas regides. Em Minas Gerais, a fronteira da
producdo de batata é a regido do Triangulo Mineiro, Sul de Minas e Alto do
Paranaiba, e ambas apresentam as mesmas condigcbes produtivas e
mercadoldgicas da Bahia e de Goids, mas apresentam meédios e pequenos
produtores compondo a estrutura fundiaria, porém esses sao bastante
tecnificados (Pereira, 2003; Cib, 2008; Ibge, 2009).

A produtividade média no Brasil varia entre regides e estados, chegando
a 40 t.ha™ na Chapada Diamantina (BA), 29 t.ha™ em Minas Gerais, 25 t.ha™
em S&o Paulo, 23 t.ha™ no Parana, 17 t.ha® em Santa Catarina e 16 t.ha™ no
Rio Grande do Sul (Ibge, 2009). A cultura da batata ja foi considerada uma
cultura de pequenos produtores, que utilizava principalmente a mao-de-obra
familiar, sobretudo no sul de Minas Gerais, que atualmente € uma das maiores
regides produtoras do pais. Somando-se a producdo dessa regido com a de
outros tradicionais estados produtores, como S&o Paulo, Parana e Rio Grande

do Sul, ttm-se 90% da producéo nacional (Cib, 2008; Ibge, 2009).
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No Brasil, o clima & bastante irregular e considerado um fator de risco
constante para o cultivo, apresentando diferentes regides produtoras de batata,
desde a regido sul e sudeste até a regido nordeste, com trés épocas de
producao (safra das aguas, safra de inverno e safra da seca) (Camargo Filho,
2005; Cib, 2008). A principal época de cultivo de batata que ocorre nas regides
sul e sudeste do Brasil é a “das aguas”, que é plantada nos meses de agosto-
dezembro e colhida nos meses de novembro em diante. Ja o plantio “de
inverno”, realizado de abril a julho e colhido em julho-outubro, é praticado nas
regides sudeste e nordeste, em locais onde ndo ocorrem geadas, dependendo
principalmente de irrigagdo durante todo o ciclo de cultivo. J& o cultivo “da
seca”, que comecga em janeiro-mar¢o, deve ser realizado o mais cedo possivel
para evitar as geadas em regides com O inverno um pouco mais rigoroso
(Pereira, 2003).

Apesar do grande potencial brasileiro em termos de area plantada, a
meédia da produtividade das lavouras brasileiras se comparada com a de outros
paises produtores (paises da Europa e América do Norte) ainda é muito baixa,
ndo ultrapassando 25 toneladas de batata por hectare em média (Fao, 2008;
Fao, 2008). Uma das raz0es da baixa produtividade aqui no Brasil é a escassez
de batata-semente de boa qualidade a precos acessiveis (Aliceweb, 2009; Cib,
2008). A dependéncia da importacédo de tubérculos-semente de outros paises é
alta, ficando em torno de 70%, e essa importacdo pode facilitar a entrada de
patogenos por infecgbes latentes, que sdo agentes causais das principais
doencas da cultura, como podriddo-mole, canela-preta e murcha bacteriana

(Cib, 2008).
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A baixa qualidade fitossanitaria dos tubérculos-semente utilizados no
plantio € um dos fatores que afetam a produtividade, uma vez que esta forma
de propagacdo favorece a disseminagdo de varios patdgenos 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 disseminacdo de
patdégenos, visto que nédo é feita a certificagdo nestes tubérculos. Com isso, a
incidéncia de doengas na cultura vem aumentando no Brasil em fungao do uso
crescente de batata-semente com qualidade fitossanitaria duvidosa e/ou uso de

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

2.2 Canela-preta, podridao da haste e podriddo-mole  dos tubérculos

A canela preta, podriddo aérea e a podriddo-mole dos tubérculos séo
doencas similares causadas por diversas espécies de Pectobacterium e
Dickeya. A canela-preta e a podriddo-mole iniciam-se a partir de tubérculos-
semente infectados durante a estacdo de cultivo. A podriddo aérea é também
amplamente disseminada, sendo mais severa sob irrigagcdo por aspersdo. Os
sintomas de canela-preta e podriddo-mole podem ocorrer em diversos estagios
de desenvolvimento da planta de batata, onde em casos mais severos,
tubérculos inteiros junto com os brotos apodrecem no solo antes da emergéncia
da planta, resultando na reducdo do estande. A canela-preta pode ainda
desenvolver-se apdés a emergéncia das plantas até o estagio de florescimento
(Perombélom, 1992a, 2002b). Nestes casos, a base da haste de plantas
doentes apresenta-se escurecidas e amolecidas pela podriddo. Essa se origina

do tubérculo-semente extendendo-se a alguns centimetros 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 podriddo da haste (também chamada de podriddo aérea da haste ou
canela-preta aérea) € iniciada pelas mesmas bactérias, porém, de fontes
externas ao tubérculo-semente. A infeccdo pode ocorrer, através de ferimentos
ou aberturas naturas, tais como as cicatrizes foliares. Lesbes em hastes
doentes, primeiramente aparecem como areas escurecidas irregulares, que
depois aumentam resultando em podriddo-mole em toda a haste, levando a
murcha e morte da planta (Pérombelon, 1992; De Boer & Ward, 1995;
Pérombelon, 2002).

Os tubérculos com podriddo-mole apresentam os tecidos com aparéncia
amolecida e encharcada, até consisténcia levemente granular, de coloragéo
creme a marrom claro, e uma borda negra, separa areas com tecido sadio do
tecido doente. Em estdgios avancados da doenca, € bastante comum a
presenca de um odor desagradavel, devido a ocorréncia de proliferacdo de
bactérias secundarias que invadem os tecidos ja infectados. A maioria dos
tecidos internos € consumida pelas bactérias restando no armazenamento ou
no solo somente a casca do tubérculo (Pereira, 2003).

As bactérias do género Pectobacterium e Dickeya apresentam a
capacidade de sobrevivéncia em agua de rios, lagos e oceanos (Laurila et al.,
2008; Pitman et al., 2008; Laurila et al., 2009). Essas ainda sao capazes de
multiplicar-se e persistirem no sistema radicular de diversas plantas
hospedeiras e ndo hospedeiras, sob a forma de infec¢des 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 infecgdo, porém,
essas bactérias permanecem dormentes e ndo causam doenga, a menos que
as condicdes ambientais favorecam este acontecimento.

A podriddo aérea pode ser causada pelas bactérias que estao presentes
no solo, ou sao introduzidas pela agua de irrigacao, 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 progénie
dos tubérculos, nas raizes e na regido do estoldo.

Sendo assim, as perdas com essas doencas 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 funcdo da reducéo do
estande e podriddo da progénie dos tubérculos (Pereira, 2003). Porém, isso
pode depender da incidéncia de infec¢des latentes nos tubérculos-semente,
onde quanto maior a quantidade de tubérculos com infec¢des latentes, maior

pode ser a incidéncia da doenga no campo e no armazenamento.

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

doencas em batata

Pectobacterium e Dickeya spp. sdo enterobactérias fitopatogénicas

gram-negativas, em forma de bastonete reto, moveis por flagelos peritriquios,



17

ndo formadoras de esporos, anaerobicas facultativas, e causam doencas em
diversas espécies de plantas, em regides tropicais e temperadas em todos os
continentes  (Pérombelon, 1992; Pérombelon, 2002). Pertencem a familia
Enterobacteriaceae, ao qual também estdo presentes bactérias patogénicas a
humanos e animais, tais como Escherichia coli, Salmonella spp., Klebsiella spp.
e Yersinia spp (Van Sluys et al.,, 2002). Dentro desta familia também estéo
presentes outras bactérias fitopatogénicas 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 género
Erwinia, como todas as bactérias fitopatogénicas, e foram estudadas por mais
de 120 anos por fitopatologistas, ao qual publicaram centenas de relatos de
doencas em plantas (Charkowski, 2006).

O género Erwinia foi nomeado por Winslow em 1918, em homenagem ao
bacteriologista Erwin Frink Smith, o descobridor da fitobacteriologia, para incluir
todas as enterobactérias fitopatogénicas (Charkowski, 2006). Entretanto, as
enterobactérias fitopatogénicas formavam um grupo diverso de microrganismos,
e desde o estabelecimento desse género, diversos novos géneros foram
sugeridos a partir de Erwinia. O género Erwinia foi constituido de dois
subgrupos: o grupo das erwinias necrogénicas (E. amylovora e outras) que
causam necrose em 6rgaos vegetativos e reprodutivos de plantas e o grupo das
erwinias causadoras de podriddo-mole ou pectoliticas (E. carotovora e E.

chrysanthemi) (Hauben et al., 1998).
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As erwinias pectoliticas causam murcha, podriddo de hastes e podridao
mole em diversas espécies de importancia agricola e ornamental, e séo
distinguidas de outras enterobactérias fitopatogénicas por produzirem grandes
guantidades de enzimas pectoliticas, que degradam a parede celular das
plantas hospedeiras (Pérombelon, 2002; Toth et al., 2003; Charkowski, 2006).

Por diversas décadas, bactérias associadas com podriddo-mole foram
classificadas como E. carotovora ou E. chrysanthemi, que pertenciam ao
mesmo grupo das erwinias necrogénicas. Porém, ficava forte a evidéncia que
as erwinias pectoliticas e as erwinias necrogénicas nao deveriam pertencer ao
mesmo género, em funcdo da heterogeneidade entre elas dentro deste grande
grupo (Hauben et al., 1998; Gardan et al., 2003). Uma classificacdo ao nivel de
subespécie de estirpes de E. carotovora de acordo com o hospedeiro foi
sugerida: subsp. atroseptica (batata), betavasculorum (beterraba), odorifera
(chicoria) 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 caracteristicas bioquimicas e
fisiolégicas (Gardan et al., 2003). Erwinia chrysanthemi subdividia-se em
biovares, patovares e subespécies causando doenca em uma ampla gama de
hospedeiros (Charkowski, 2006).

Um novo género foi proposto e nomeado de Pectobacterium para
agrupar todas as erwinias pectoliticas, porém, este sO foi aceito pela
comunidade cientifica no final dos anos 90, onde seqUéncias do RNA
ribossomal 16S foram usadas por um grupo de pesquisadores para examinar a

filogenia de algumas espécies de Erwinia. A partir dai, o género Pectobacterium
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passou a ser utilizado ao se dirigir as erwinias pectoliticas (Hauben et al., 1998).
O género 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 nivel 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 género Dickeya, na
qual é constituido 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 pectoliticas, algumas séo
consideradas os principais agentes causais de podriddo-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 areas onde
a batata é cultivada no mundo. A distribuicdo geografica envolve fatores
climaticos, tais como a temperatura de desenvolvimento dessas espécies, onde
Pa, Pbet e Ddia sdo adaptadas a temperaturas mais amenas (clima temperado
a subtropical), j& as outras espécies ocorrem desde regides de clima temperado
a clima tropical. O Brasil é um pais bastante amplo com diferentes regides

produtoras de batata, desde a regido sul e sudeste até a regido nordeste, com
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até trés épocas de producédo (safra das aguas, safra de inverno e safra da
seca), abrangendo regifes subtropicais a tropicais (Pereira, 2003; Camargo
Filho, 2005; Cib, 2008). O aumento da temperatura global nas diferentes
regides produtoras de batata no mundo pode acentuar ainda mais a presenca
de diferentes perfis populacionais dessas espécies bacterianas nas lavouras
(Kapsa, 2008).

Em regides de clima temperado, P. atrosepticum tem sido tipicamente
considerada como o principal agente causal da canela-preta em batata no
campo e podriddo-mole nos tubérculos em armazenamento. Entretanto, a
possibilidade da ocorréncia de P. carotovorum subsp. carotovorum causando
canela-preta em condi¢bes de clima frio ndo deve ser descartada, visto que
esta ja foi encontrada no campo causando canela-preta na Holanda e na
Franca (Haan et al.,, 2008; Czajkowski et al., 2009). P. carotovorum subsp.
carotovorum até o momento foi relatada somente como agente causal de
podriddo-mole em tubérculos.

Estudos realizados com tubérculos e hastes inoculados com P.
carotovorum subsp. carotovorum indicam que essa bactéria pode causar
sintomas tipicos de canela-preta no campo, porém, em regides de clima
temperado é considerada patdégeno secundario, onde somente causa sintomas
apos a infeccdo com outras bactérias, principalmente P. atrosepticum e Dickeya
spp. Relatos frequentes da deteccéo de P. carotovorum subsp. carotovorum em
plantas doentes sem a presenca de P. atrosepticum e Dickeya spp. resultaram

na hipotese de que essa bactéria pode ser considerada um dos agentes
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causais primarios de canela-preta, ou ainda, que essa permite a entrada desses
patdgenos para causarem a canela-preta. (Haan et al., 2008).

Pectobacterium wasabiae apresenta uma gama de hospedeiros restrita,
apresentando somente um hospedeiro, 0 wasabi (conhecida como horseradish
ou raiz forte utilizada na culindria japonesa). Entretanto, uma recente
caracterizacdo de isolados patogénicos de pectobactérias em batata levou a
identificacdo desses como isolados putativos de P. wasabiae na Nova Zelandia.
Neste estudo, foram realizadas analises filogenéticas de sequéncias dos genes
acnA e mdh e andlises de polimorfismos por AFLP fluorescente para confirmar
a identidade dos isolados putativos de P. wasabiae. Os autores confirmaram
gue P. wasabiae esta ocorrendo naturalmente no ambiente causando doenca
em batata. Além disso, verificou-se que essa espécie ndo apresenta 0s
mesmos mecanismos de viruléncia 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 Secrecdo do Tipo lll, na qual apresenta os genes
associados com o SST3. No entanto, fatores de viruléncia putativos (HecB e
DspE) néo foram detectados nessas estirpes (Pitman et al., 2010).

Uma nova espécie para o género 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 obtencdo de 408 isolados, com 55%, 42% e 1% identificados
com base nas caracteristicas bioquimicas e fisiolégicas como P. atrosepticum,

P. carotovorum e Dickeya sp. (E. chrysanthemi), respectivamente. Porém, oito
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isolados apresentaram caracteristicas intermediarias que ndo corresponderam
ao padrado bioquimico e fisiologico de nenhuma dessas espécies (Oliveira,
2001; Oliveira et al., 2003), sendo consideradas estirpes atipicas. Anteriormente
a este trabalho, autores ja haviam relatado que isolados de plantas de batata
com canela-preta ndo puderam ser identificados no Rio Grande do Sul por
testes bioquimicos e soroldgicos, alegando que essas estirpes brasileiras
apresentavam caracteristicas intermediarias entre as espécies descritas
(Jabounski et al., 1986).

Andlises soroldgicas (ELISA), testes bioquimicos e de composicdo de
acidos graxos confirmaram a existéncia dessa nova espécie, P. brasiliensis e
gue esta difere de P. atrosepticum. Além disso, a analise de sequéncias do
DNA ribossomal 16S e 23S e regifes espacadoras entre eles (IGS) e andlise de
restricdo dessas regides confirmaram que as estirpes brasileiras séo 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
oligonucleotideo iniciador especifico para essa espécie foi desenhado
baseando-se no sitio de restricdo da enzima SexAl na regido IGS, onde os
autores concluiram que essa regido ao qual essa enzima corta esta
aparentemente ausente nas outras espécies de pectobactérias (Duarte et al.,
2004; El Tassa Colodel, 2004). Porém, quando este oligonucleotideo foi
utiizado na PCR para identificagdo de um grande numero 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 sitio de restricdo da enzima SexAl
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na mesma posicdo que P. brasiliensis, inviabilizando o uso desse
oligonucleotideo para discriminacdo dessa espécie por PCR (El Tassa &
Duarte, 2004).

Caracterizacdo genética por marcadores do tipo ERIC-, BOX-, REP-PCR
e RAPD evidenciaram ainda que estirpes de P. brasiliensis formavam um grupo
genético homogéneo e distinto das demais espécies de Pectobacterium, sendo
gue REP-PCR foi a técnica que melhor evidenciou isso. PCR-RFLP do gene
recA utilizando as enzimas Tasl e Hhal evidenciou a formacdo de grupos
distintos, principalmente para P. brasiliensis, na qual as 19 estirpes foram
agrupadas em trés grupos diferentes (EI Tassa & Duarte, 2006). Estes
resultados somados confirmam a ocorréncia de P. brasiliensis em plantas de
batata sintomaticas e em tubérculos-semente assintomaticos, e a presenca em
menor proporcao de P. atrosepticum nas lavouras.

A selecéo de oligonucleotideos iniciadores para serem usados em PCR,
e posteriormente, comporem uma matriz de sondas para deteccdo de
pectobactérias pode permitir a discriminacdo por espécie, utlizando a
tecnologia de arranjos de DNA. Isso foi verificado por (Palma, 2006), ao qual
selecionou alguns oligonucleotideos iniciadores (PCR) j& anteriormente
descritos, que foram especificos por espécie, tais como 149IF/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); ECALF/ECALR e Y45/Y46 (De Boer & Ward, 1995; Fréchon et al., 1998)
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para P. atrosepticum, RdgF/RdgR e PnlIF/PnIR 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 oligonucleotideos iniciadores especificos para P. brasiliensis. Os
alinhamentos das sequéncias de nucleotideos dos genes pnl e rdg mostraram a
existéncia de sequéncias conservadas entre as estirpes de P. brasiliensis, a
partir das quais foram projetados os oligonucleotideos iniciadores Pcbr_PnlIF/
Pcbr_PnIR e Pcbr_RdgF/Pcbr_RdgR. Esses oligos geram produtos de
amplificacdo de 160 e 214 pb para os genes pnl e rdg, respectivamente. A
incidéncia de canela-preta avaliada por PCR com o0 uso desses
oligonucleotideos iniciadores variou de 45-50% (Ribas, 2007), confirmando a
presenca 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
sequenciados e comparados com o genoma de P. atrosepticum e foram
consideradas como linhagens divergentes dentro do género Pectobacterium.
Proteinas ort6logas codificadas pelo genoma de P. carotovorum e P.
brasiliensis evidenciam que estas sdo 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 regulatorios, os quais estédo relacionados com a adaptacdo dessas

bactérias em nichos ecoldgicos especificos. Cada uma das espécies pode
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responder a diferentes estimulos, como a variacdo de temperatura e condicdes
adversas estressantes (Glasner et al., 2008).

Essa proposta de uma nova espécie para essa estirpe brasileira merece
maior interesse pela comunidade cientifica em funcdo desta ser considerada
distinta geneticamente das outras espécies previamente descritas para o0
género, compartilhando 82% de seus genes com P. atrosepticum e 84% com P.
carotovorum subsp. carotovorum. No entanto, ela apresenta 13% dos genes
gue so6 sdo encontrados no genoma dela (Glasner et al., 2008).

Registros da ocorréncia de P. brasiliensis em Israel e nos Estados
Unidos ja foram confirmados, e nos anos de 2006 e 2007 no sul da Africa foram
registradas epidemias de canela-preta causadas por essa especie. ISso mostra
gue ela estd presente em outros paises e pode apresentar uma ampla
distribuicdo geografica (Ma et al., 2007; Kim et al., 2009; Van Der Merwe et al.,
2009).

O g¢género Dickeya, nomeado anteriormente como Pectobacterium
chrysanthemi (sin. Erwinia chrysanthemi) atualmente é composto de seis
espécies, que sdo caracterizadas como agentes causais da podridao seca da
haste, murcha e canela-preta em batata, e em diversas espécies de plantas em
regides de clima tropical e subtropical (Samson et al.,2005). Atualmente,
espécies de Dickeya tém sido consideradas patogenos de elevada importancia
para a cultura da batata na Europa e estdo associadas com sintomas tipicos 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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ocorréncia foram registrados na Dinamarca, Finlandia, Franca, Hungria,
Polbnia, Eslovénia, Espanha e Suica, sendo a maioria desses surtos
epidémicos provocados por D. dianthicola (Saddler, 2009).

A variabilidade dentro desse género é bastante alta, onde as estirpes sao
divididas categoricamente até o momento, em seis espécies e em 7 biovares.
Estirpes de biovar 3 de D. chrysanthemi, D. dadantii e D. zeae sdo patdgenos
de batata em regifes de clima quente, e estirpes de D. dianthicola (biovares 1 e
7) sdo 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 agua para irrigacdo podem ser potentes agentes para
disseminacdo do patégeno nas lavouras (Palacio-Bielsa et al., 2006; Palacio-
Bielsa et al., 2007; Laurila et al., 2008; Laurila et al., 2009).

A incidéncia de canela-preta na cultura da batata tem flutuado ano a ano,
porém, nos ultimos cinco anos tem aumentado consideralvelmente com a
ocorréncia de Dickeya sp., ao invés de P. atrosepticum. Isso tem provocado um
aumento das perdas na cultura em diversos paises 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
presenca de estirpes atipicas 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 tém 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 lIsrael, Polbnia, Finlandia, Franca,
Espanha e Holanda, em anos que ocorreram temperaturas mais elevadas,
causando surtos epidémicos de canela-preta e murcha. Essas estirpes
apresentam crescimento em temperatura mais elevada (= 27 C) do que D.
dianthicola, dando indicios 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 producéo total de batata no pais e
foram decorrentes de epidemias provocadas por Dickeya sp., na qual foram
identificadas primeiramente como estirpes atipicas de D. dianthicola, que
atualmente sao consideradas pertencentes a espécie D. solani (Saddler, 2009).

Como foi dito anteriormente, varias espécies desse grupo das
enterobactérias pectoliticas podem estar associadas a essas doencas,
dependendo basicamente do clima da regido (temperatura), além de outros
fatores, como a disseminacdo de novas espécies para locais onde elas nao
ocorrem. No Brasil, relatos de Dickeya spp. na cultura da batata ainda s&o
bastante escassos, e estudos epidemiolégicos de P. brasiliensis, P.
atrosepticum, P. carotovorum, P. betavasculorum e P. wasabiae em batata s&o

imperceptiveis.
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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, esta distribuida na maioria das regides de clima tropical,
subtropical e temperado. E considerada atualmente, a doenga mais importante
para a cultura da batata e uma das mais importantes para as outras espécies
de solan&ceas (tomate, berinjela, pimentdo). A R. solanacearum é considerada
uma espécie capaz de infectar mais de 200 espécies, as quais representam
mais de 50 familias botanicas, porém, ela apresenta diferentes variedades
patogénicas (ragas) dentro das espécies hospedeiras, 0 que acaba limitando a
gama de hospedeiros em funcdo dessas ragas causarem doencas em
determinados hospedeiros (Fegan & Prior, 2005).

Atualmente, vem sendo denominada como um ‘espécie complexa’, em
funcdo da diversidade encontrada dentro dessa espécie. E classificada
hierarquicamente em cinco racas de acordo com a gama de hospedeiro, seis
biovares de acordo com a utilizacdo de fontes de carbono, quatro filotipos
baseados nas analises filogenéticas de sequéncias da regido ITS, gene hrpB e
gene egl, 23 sequevares baseados em seqienciamento do gene egl e analises
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

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

Van Elsas (2010).

TABELA 1. Esquema de classificacdo de Ralstonia solanacearum (Fegan &
Prior, 2005). Porto Alegre, RS, 2009.

Equivaléncia Método de
Nomenclatura

Nivel Taxondmico

taxonbmica identificacé@o
R.
Espécie Espécie PCR
solanacearum
o o Filotipos I, II, 111 PCR multiplex
Filotipo Subespécie )
elv (regido ITS)
Sequenciamento e
Grupos Sequevares 1- .
Sequevar _ » analises do gene egl
infrasubespecificos 23
(endoglucanase)
Fingerprinting do
_ _ genoma (rep-PCR,
Clone Linhagens clonais

RAPD, AFLP, PFGE
(pulsotipo), etc)

Dois grupos de estirpes sédo capazes de infectar lavouras de batata, um
deles pertence a raca 1, biovar 1 e o outro grupo pertence a raga 3, biovar 2.
Estirpes da raca 1 biovar 1 possuem um grande numero de espécies
hospedeiras e maior capacidade de persistir no solo, predominando em regides
de clima quente. As estirpes da raca 3 biovar 2 infectam basicamente cultivos
de batata em regides de clima temperado e apresentam maior capacidade de
produzir infeccdes latentes (Silveira et al., 2002).

Evidéncias filogenéticas recentes indicaram que as estirpes causadoras
de murcha em batata estdo agrupadas dentro do filotipo IIB sequevar 1 (1IB1),
ao qual sdo pertencentes ao grupo das estirpes do biovar 2 dos Andes,

historicamente conhecidas como raca 3, biovar 2. Essas estirpes sdo bastante
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virulentas a batata e tomate, e adaptadas a temperaturas mais amenas que
ocorrem em regides montanhosas (Horita & Tsuchiya, 2001; llagan 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 trés dos quatro filotipos de R.
solanacearum podem causar a murcha em plantas de batata, porém, as
estirpes 1IB1 sdo consideradas patégenos de risco em funcdo de causarem
infecgcBes latentes (assintoméaticas) em tubérculos-semente.

Na legislacdo da Unido Européia (Eppo) e Norte Americana (Nappo), R.
solanacearum ¢ listada como um dos principais organismos quarentenarios,
passando por processos de erradicacdo 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 funcéo do impacto econdmico da murcha bacteriana e sua potencial
caracteristica de disseminacgéo sob a forma de infeccdo latente desta bactéria, é
altamente desejavel o desenvolvimento de métodos sensiveis de deteccéo das
estirpes de R. solanacearum, considerando a alta diversidade fenotipica e
genotipica das estirpes.

A murcha bacteriana constitui hoje uma das maiores limitagdes ao cultivo
da batata e outras culturas em regides de clima tropical, subtropical e clima
temperado em todo o mundo. A significancia dessa doenca no Brasil e no
mundo pode ser percebida pelo rigor da legislacéo vigente para certificagdo de
tubérculo-semente, onde em campos de producdo de batata-semente
certificada, registrada e basica, a presenca de pelo menos uma planta com

sintomas de murcha em toda lavoura ja € suficiente para a condenacao do lote
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inteiro produzido nessa area (Swanson et al., 2007). Essa medida é justificavel,
devido a possibilidade da bactéria sobreviver no solo em média até 10 anos,
permanecer viavel também em aguas de rios e lagos e em tubérculos
produzidos por plantas que ndo apresentam sintomas da doenca (Steven & Van
Elsas, 2010).

A murcha bacteriana caracteriza-se principalmente pelo sintoma de
perda da turgescéncia 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 descoloracdo vascular e
exsudacgdo de pus bacteriano. Esses sintomas séo incitados pela bactéria que
invade a planta pelas raizes e coloniza sistemicamente os tecidos da parte
aérea, 0 que resulta em obstrucdo dos vasos do xilema, que ficam preenchidos
pela bactéria e por gomas e tiloses formadas pelo hospedeiro em resposta a

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

2.3.1 Variabilidade de Ralstonia solanacearum e implicacdes na
identificacdo e deteccéo das estirpes no campo

A bactéria R. solanacearum vem sendo classificada em racas com base
na espécie hospedeira e em biovares de acordo com a capacidade de
metabolizar acucares (celobiose, lactose e maltose) e alcoois (manitol, sorbitol
e dulcitol) (Hayward & Fegan, 2004).

O conhecimento da estrutura genética populacional de R. solanacearum
é fundamental para estudos epidemiolégicos e o controle efetivo da doenca,

principalmente para o desenvolvimento de gendtipos resistentes (Van Der Wolf
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et al., 2004). A ampla diversidade genética dessas bactérias encontradas no
solo e a diferenciacdo genética destas populacbes podem chegar ao nivel
microgeografico, dependendo do tipo de solo e da rizosfera do hospedeiro
(Silveira et al., 2002). Técnicas moleculares tém permitido estudos evolutivos de
R. solanacearum e de variabilidade genética em nivel intra-especifico (Silveira
et al., 2002). A andlise de DNA utilizando marcadores moleculares como o
RFLP, AFLP, RAPD e rep-PCR sao utilizadas amplamente na caracterizacao da
variabilidade de R. solanacearum (Seal et al., 1999).

Andlises baseadas em RFLP de genes de viruléncia e hipersensibilidade
tém separado R. solanacearum em duas divisdes importantes por origem
geogréafica, uma originéria da Asia e outra da América, sugerindo uma distante
dicotomia evolutiva. A divisdo | apresenta as estirpes da raca 1, relacionadas as
biovares 3, 4 e 5, e a divisdo Il apresenta as estirpes das racas 1 e 2
relacionadas as biovares 1, e da raca 3 relacionada a biovar 2. Além disso, foi
sugerido de que as estirpes pertencentes aos biovares 1 e 2 formam um grupo
homogéneo (Fegan & Prior, 2005).

Posteriormente, estudos confirmaram essas duas divisdes e incluiram as
estirpes da biovar 2T (N2) relacionadas a raca 1 (Gillings et al., 1993). Um
terceiro grupo de estirpes originarias da Africa também foi identificado (Poussier
et al., 1999), sendo que a caracteristica mais fortemente correlacionada aos
grupos RFLP foi a origem geogréfica das estirpes, onde as estirpes da divisao |
s&o originarias da Asia e Australia e as da divisdo Il originarias das Américas

(Gillings et al., 1993).
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A entrada de tubérculos de batata com infeccdes latentes em regides
livres do patogeno (Gillings et al., 1993) tem permitido a disseminacdo dessa
biovar. As estirpes da biovar 2 sdo pertencentes a dois grupos de de RFLP
bastante homogéneos e préximos, com origem na regido dos Andes, mais
precisamente na regido ocidental desta (Silveira et al., 2002). No entanto, a
biovar 2T € composta por grupos de RFLP heterogéneos, com origem na regiao
Amazobnica. Esta biovar esté relacionada a regifes de clima tropical de baixa
altitude. No Brasil, além da regido Amazbnica, ela € encontrada no Distrito
Federal, Minas Gerais e S&o Paulo, porém, em outros paises esta biovar nao foi
encontrada (Figueird, 2008).

No entanto, as estirpes da raca 1 ndo apresentam relacéo filogenética ou
evolutiva (Gillings et al., 1993) e sobrep6em a classificagao de divisdo e biovar.
No Brasil, as estirpes da biovar 1, raga 1 apresentam grande variabilidade
genética e predominam na regido Central, mas sdo encontradas desde o Rio
Grande do Sul até o Amazonas (Figueird, 2008).

Andlise de sequéncias do rRNA 16S, dos genes mutS, hrpB e egl e
regides ITS levaram a uma nova classificacédo 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 geogréafica da estirpe, onde os filotipos | e Il apresentam estirpes da Asia
e América, respectivamente, enquanto que os membros da Africa pertencem ao
filotipo lI; j& o filotipo IV agrupa isolados de Ralstonia syzygii e BDB (Blood

Disease Bacterium), da Indonésia, Japdo e Austrélia (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 pais, através de outros hospedeiros (Norman et al.,, 2009). Os
autores verificaram que novas estirpes da biovar 1 estavam entrando no pais e
infectando ornamentais. Essas estirpes introduzidas sdo geneticamente
distintas das estirpes geralmente encontradas infectando a produgdo de
hortalicas, e apresentam uma ampla gama de hospedeiros podendo infectar
ndo somente tomate, fumo e batata, mas também anturio, a espécie ornamental
jibdia (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 sdo pouco caracterizadas ou ainda nem descritas, a
gama de hospedeiros ao qual sdo capazes de infectar € desconhecida (Norman
et al., 2009).

Estes estudos mostraram que as populacdes bacterianas podem sofrer
diferentes processos seletivos, dando origem a diversos padrdes de diversidade
genética. Além disso, a distancia geografica também pode ser responsavel por
influenciar a variagéo e a estrutura genética da populacédo devido a diminuigédo
do fluxo génico, induzindo a divergéncia (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 doenca, em funcdo das dificuldades na obtencéo de

linhagens de plantas resistentes e no diagnostico dessas estirpes no campo.
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2.4 Métodos de deteccdo e identificacdo de pectobac térias e
Ralstonia solanacearum baseados em PCR

Diversos autores ja descreveram métodos para deteccdo de R.
solanacearum e pectobactérias em tubérculos e plantas de batata e dentre
essas técnicas, boa parte delas sao soroldgicas (ELISA, imunofluorescéncia).
No entanto, técnicas soroldgicas podem gerar reacdes cruzadas com bactérias
saprofitas presentes em tecidos das plantas ou no solo, o que pode levar a
resultados falsos-positivo. As metodologias de deteccdo tem se beneficiado
com o advento de tecnologias moleculares mais modernas. Técnicas
moleculares baseadas em PCR sao consideradas mais promissoras (Ozakman
& Schaad, 2003).

Os ensaios baseados em PCR para deteccdo de pectobactérias e R.
solanacearum podem ser divididos em duas categorias, aqueles usados para
determinar se uma amostra de planta esta infectada com uma dessas espécies
e agueles usados para caracterizacdo de isolados ou estirpes de uma
determinada espécie (Charkowiski, 2006). A maioria desses ensaios foi
desenvolvida antes do uso da técnica de gPCR (PCR em tempo real) ser
amplamente difundida, sendo bem provavel 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. Dbrasiliensis, Dickeya dadanti, D. chrysanthemi, R.
solanacearum ja estéo disponiveis no banco de dados (Perna et al., 2007; Inra

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

Para muitas bactérias fitopatogénicas, os genes do RNAr 16S e 23S séo
bastante utilizados como crondmetros moleculares para inferir a filogenia
microbiana e apresentam um impacto importante nas consideracoes
taxondmicas. Além disso, os genes do RNAr tem sido usados como alvos para
deteccdo com alta sensibilidade para discriminacao entre espécies ou géneros.
Por outro lado, polimorfismos de seqiiéncia nas regides espacadoras do RNAr
16S-23S (IGS) podem ser usadas para diferenciar bactérias intimamente
relacionadas. Muitas bactérias apresentam mudltiplas regides IGS, diferenciadas
com base no tamanho e polimorfismos nos sitios de restricdo, refletindo 1 a 11
alelos de loci génicos do RNAr, descritos para eubactérias. Polimorfismos nas
regibes IGS tém sido usados para identficar e diferenciar varias
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 especifico
para a projecdo de oligonucleotideos iniciadores é que normalmente estédo
presentes na forma de copia simples na célula, o que pode acarretar numa
diminuicdo consideravel da sensibilidade se comparada com genes que
possuem multiplas copias, tais como DNAr 16S (Pastrik & Maiss, 2000; Pastrik
et al., 2002). Embora, a presenca de multiplas copias de DNAr 16S em células
bacterianas aumentarem a sensibilidade, os oligonucleotideos iniciadores

projetados a partir destas sequéncias ndo tém sido muito especificos (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 a viruléncia e patogenicidade
vém sendo utilizados na deteccdo e caracterizacdo 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 € o método mais utilizado atualmente na deteccao
de fitopatdgenos por permitir quantificar produtos de amplificacdo 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 auséncia da eletroforese em gel de agarose para detectar o produto
da reagdo, uma vez que a leitura e mensuragdo do acumulo de produtos séo
obtidos a cada ciclo, usando um dos dois sistemas: uma molécula quimica
intercalante de DNA de fita dupla (SYBR-Green | ou outros fluoroforos); ou um
sistema que utilize sonda de oligonucleotideos marcada com fluoroforos nas
extremidades 3' e 5 (sistema TagMan®, sondas FRET®, Molecular Beacons® e
oligonucleotideos Scorpions®) (Schaad & Frederick, 2002). Com isso pode-se
guantificar o numero de células de um patégeno que estdo presentes em
determinadas amostras.

SYBR-Green € um fluoréforo que se liga ao DNA de dupla-fita, por
incorporacdo nos produtos de amplificacdo a cada ciclo de PCR, e a
intensidade da emissdo de fluorescéncia € aumentada (Figura 1). A
mensuracao da fluorescéncia durante a amplificacdo por PCR se da em fungéo

da quantidade de produtos de amplificagdo presentes na mistura de reacéo (De
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Boer et al., 2007) como mostrado esquematicamente pela Figura 1. A vantagem
desta molécula em relacdo aos outros métodos de PCR em tempo real é que
nenhuma sonda adicional é requerida. Entretanto, analise poés-amplificacdo é
necessaria para identificar o produto de amplificacdo, que se da através da
analise da curva de dissociacao (Figura 1). O método detecta todos os produtos
gue sao amplificados, inclusive fragmentos de DNA inespecificos e estruturas
formadas a partir da complementariedade entre os oligonucleotideos (formacao
de dimeros e estruturas secundarias). A analise da curva de dissociacéo, passo
posterior a amplificacdo € realizado no préprio equipamento para confirmar a
amplificacdo especifica, através da temperatura de dissociagdo do produto de
amplificacdo, que produz um Udnico pico na curva de dissociacdo (Schaad &

Frederick, 2002).
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FIGURA 1. Representacdo esquematica de gPCR pelo método de
deteccdo com fluoroforo intercalante de DNA fita-
dupla (QPCR SYBR Green). Porto Alegre, RS, 20009.
Sistemas que utilizam oligonucleotideos marcados com fluoréforos ou
sondas de oligonucleotideos também marcada com fluoréforos nas duas
extremidades 5 e 3’ sdo mais especificos do que o sistema utilizando o
intercalante de DNA de fita-dupla, visto que estes somente hibridizam-se a
regides especificas do DNA, gerando a fluorescéncia somente quando essas
sondas séo degradadas (Schaad & Frederick, 2002; De Boer et al., 2007).
O sistema utilizando sondas de hidrdlise (ex. TagMan ou nuclease 5’) € o
mais utilizado atualmente. Esse sistema requer dois oligonucleotideos

iniciadores que amplificam um fragmento de DNA de 50-300 pb, e uma sonda
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marcada com fluoréforos que é desenhada para hibridizar em uma regiao
especifica dentro do produto de amplificacdo (Orlando et al., 1998; Director-
Myska et al., 2001; Dyer et al., 2001; Ibekwe et al., 2002; Papin et al., 2004)

como ilustrado na Figura 2.
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FIGURA 2. Representacdo esquematica da qPCR pelo sistema de
deteccdo com sonda de hidrélise (QPCR TagMan®).
Porto Alegre, RS, 2009.

A sonda € marcada com um fluoréforo repérter e uma molécula

denominada de quencher, na regido 5’ e 3’, respectivamente (Figura 2). Quando
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o fluor6foro repérter se encontra proximo do quencher, nenhum sinal de
fluorescéncia escapa da molécula reporter, e a molécula quencher absorve a
fluorescéncia emitida pelo reporter. Isso ocorre quando a sonda esta livre na
mistura de reacgdo, ou ela estad recém-hibridizada a sequéncia de DNA-alvo.
Subsequentemente, durante a amplificacdo a atividade de nuclease 5 da Taq
polimerase degrada a sonda, separando os fluoréforos, o que permite a leitura
do sinal de fluorescéncia do fluoréforo repérter. Ciclos repetidos da PCR
resultam em amplificacdo exponencial do produto amplificado e o acumulo de
sondas degradadas, que consequentemente, aumenta a intensidade da
fluorescéncia. (Schaad & Frederick, 2002; De Boer et al., 2007).

A mensuragdo da fluorescéncia a cada ciclo apresenta-se como uma
forma para analisar a cinética da reacdo (eficiéncia da reacdo) e quantificar o
acumulo de produtos (Applied Biosystems, 2008). Esta eficiéncia aumentada
esta associada com maior especificidade das sondas com o produto ou
somente dos oligonucleotideos iniciadores a seqiiéncia-alvo, durante cada ciclo
de PCR (Applied Biosystems, 2008; Bustin et al., 2009).

A mensuracdo da fluorescéncia a cada ciclo elimina a necessidade de
processamento apos a PCR para revelar a presenca do produto desejado, onde
as leituras de fluorescéncia podem ser usadas simplesmente para determinar a
presenca ou auséncia do DNA amplificado, corroborando com a presenca ou
auséncia da bactéria-alvo nas amostras (De Boer et al., 2007).

O numero de ciclos requerido para atingir um limiar pré-determinado
(ciclo threshold, Ct ou ciclo de quantificagdo, Cy) € correlacionado com a

concentracdo de DNA originalmente presente na amostra (Applied Biosystems,
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2008). Para isso, a construcdo de uma curva-padrdo com preparacdes de DNA
padrdo com concentracdes conhecidas (DNA clonado em um vetor e
guantificado) é necesséria, onde se extrapolam os ciclos Cy das amostras com
os padrdes e estima-se 0 quanto de bactéria se tem na amostra, por nimero de
células bacterianas (Schaad & Frederick, 2002; De Boer et al., 2007).

O método de gPCR como todo método considerado como padréo-ouro
para diagndstico necessita de que alguns quesitos sejam seguidos e testados,
tais como: i) sensibilidade analitica: que corresponde ao nimero minimo de
copias em uma amostra que podem ser medidas com acuracia dentro de um
ensaio; ii) sensibilidade clinica: que é o percentual de individuos com uma dada
desordem ao qual o ensaio identifica como positivo; iii) LOD (limite de
deteccdo): que € a concentracdo que pode ser detectada com confianca (95%
probabilidade, € o comumente usado) com um dado procedimento analitico; iv)
especificidade analitica: refere-se ao qPCR detectando a sequéncia-alvo
correta ao inves de alvos inespecificos presentes em uma amostra; V)
especificidade diagnostica € a porcentagem de individuos que em uma
determinada condicdo do ensaio podem ser identificados como negativos para
essa condicdo; vi) acuracia: refere-se a diferencas entre amostras medidas
experimentalmente e concentracdes verdadeiras, apresentadas como
estimativas do numero de copias; vii) repetibilidade (precisdo a curto prazo ou
variancia intra-ensaio): refere-se a precisdo e robustez do ensaio com as
mesmas amostras analisadas repetidamente, e viii) reprodutibilidade (preciséo
a longo prazo ou variancia interensaio): que refere-se a variacdo em resultados

entre cada reacdo ou entre laboratorios diferentes e € tipicamente expressa
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como desvio-padrdo ou coeficiente de variacdo do numero de coOpias ou
concentracdes (Bustin et al., 2009).

As vantagens desse método em geral sdo: possibilidade de deteccéo
guantitativa dos patdgenos, potencial para o uso em um numero elevado de
amostras e a auséncia da necessidade de analise p6s-PCR, além da rapidez na
obtencéo dos dados (< 1 a 2 horas) (Schaad & Frederick, 2002; De Boer et al.,
2007).

O uso de gPCR em diagnéstico de doencas de plantas pode auxiliar na
deteccdo de patdgenos presentes em populacdes reduzidas em infeccbes

latentes e na detecc¢éo de carga viral.

2.5 Tecnologia para extracdo e purificacdo de acido s nucléicos de
fitopatdgenos para o diagnostico molecular de doeng as de
plantas

Para um diagnostico molecular eficiente e rapido de doencas em plantas

€ necessario meétodos de extracdo de acidos nucléicos eficientes, rapidos, que
eliminem por completo as substancias inibidoras da PCR (tais como, proteinas,
polifendis e acidos polissacaridicos). A coleta de amostras e a purificacdo séo
0S primeiros passos, e mais importantes para uma analise genética e
diagnostica. Acidos nucléicos (DNA ou RNA) com impurezas e de baixa
gualidade podem comprometer as aplicagcbes posteriores facilmente, onde
amostras e fontes valiosas podem ser perdidas. A manutencdo da integridade
das amostras antes de qualquer andlise também €& de extrema importancia

(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 laboratorios de
pesquisa, financeiramente compensadora, uma vez que necessita somente da
colénia crescida em meio de cultura ou o préprio material de planta infectado.
Se uma alta concentracdo de DNA ou um DNA purificado € exigido nas
analises, pode-se proceder a purificacdo deste a partir do sobrenadante com
etanol e sais. Dessa forma, o DNA purificado sera resuspendido em agua ou
tampao TE (Charkowski, 2006). Apesar da facilidade e rapidez da extracao de
DNA por fervura, esse método apresenta algumas desvantagens quando as
amostras sao de campo, uma vez que as plantas apresentam diversas
substancias inibidoras da PCR, que ndo sdo 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 sdo necessarios reagentes mais toxicos e
perigosos para uma extracdo de DNA ou RNA eficiente, tais como fenol e
cloroférmio, além do mais os protocolos convencionais de extragdo sao
bastante longos, com vérias etapas que levam até 24 h para se obter o DNA
purificado para utilizagdo em analises genéticas (Rogers & Bendich, 1985;
Wang et al., 2003; Fulton et al., 1995). Para uso em diagndstico de rotina de
alto desempenho, tém aumentado a disponibilidade de alternativas com
reagentes menos téxicos, podendo ser automatizadas, tais como imunocaptura-
PCR (IC-PCR); resina Chelex, colunas de extracdo e purificacdo de DNA a
base de silica; digestdo enzimética de proteinas usando proteinase K e

matrizes de protecao e purificacdo de acidos nucléicos (De Boer et al., 2007).
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Dentre os kits disponiveis no mercado, alguns sdo especificos para a
utilizacdo com materiais vegetais e microrganismos, tais como as colunas de
purificacdo e matrizes de protecédo e purificacdo. Porém, os kits com colunas
sdo bastante caros e vem em numero reduzido para poucas amostras, ja as
matrizes de purificacéo e protecdo apresentam-se na forma de cartdes e ainda
sao bastante utilizadas em pesquisa com humanos e animais, na qual podem
ser armazenadas varias amostras para posterior purificacdo do DNA. Existe
uma ampla gama deste tipo de cartdo disponivel, incluindo IsoCode Card
(distribuido por Schleicher and Schuell, Diagnostik, Alemanha) e cartbes FTA
(Whatman, Kent, UK) (Mas et al., 2007). A tecnologia que utiliza cartdes para
purificacdo do DNA e RNA de humanos, animais, plantas, microrganismos e
demais organismos foi desenvolvida pela Flinders Technology Associates
(Whatman, 2002).

Os cartdes FTA (Flinders Technology Associates) € um método
desenvolvido para rapida coleta, purificacdo e analise do material genético de
uma ampla gama de materiais bioldgicos, tais como sangue, saliva, fluido
amniético, homogeneizado de tecidos de plantas, cultura de células, células
bucais, bactérias transformadas, plasmideos purificados, estoques de glicerol,
bactérias, leveduras, virus e outros microrganismos, sémen, urina, tecidos,
amostras de carne, figado, tumores, medula éssea, tecidos de plantas néo
homogeneizados, raizes 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 cartbes FTA foram desenvolvidos para fixar e armazenar os acidos
nucléicos diretamente dos tecidos frescos pressionados ou homogeneizados
em tampao e transferidos para o papel. A matriz de papel é impregnada com
uma mistura de reagentes, contendo desde tampbes fortes, agentes
desnaturantes de proteinas 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, oxidacdo e danos
causados pela luz UV, e degradacao fungica e microbiana (Smith & Burgoyne,
2004; Kubo & Fujita, 2006). Esta tecnologia tem aumentado a sensibilidade de
deteccdo comparada a métodos de extracdo convencionais do DNA, além de
propiciar a coleta de um grande numero 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 purifica-las no momento desejado, além da rapidez no
processo de purificacdo que dura em média de 20 a 30 min por amostra. A
utilizacdo dos cartdes FTA para deteccdo de fitobactérias em batata (plantas e
tubérculos) foi utilizada primeiramente por Ribas (2007) e Figueiré (2008). Além
disso, a presenca de Pseudomonas sp. em gemas florais de pereira também foi
detectada por PCR, onde os cartdes FTA foram utilizados para a coleta e
extracdo do DNA total (Rommel, 2009) para a deteccdo dessas bactérias

fitopatogénicas.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Estirpes bacterianas de referéncia e condigbes de

crescimento

As estirpes de referéncia utilizadas neste estudo estédo listadas na
TABELA 2. As estirpes de Pectobacterium e Dickeya spp. foram cultivadas
rotineiramente em meio CPG (casamino acida, peptona, D-glicose e agar) e
NA (Agar nutritivo: peptona, extrato de carne, extrato de levedura, cloreto de
sbédio e Agar) e as estirpes de R. solanacearum foram cultivadas em SPA
(sacarose, peptona, fosfato de potassio dibasico, sulfato de magnésio e agar)
e TTC (Cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazélio, casamino &cida, peptona, D-glicose
e agar) (Schaad, 2001). A preservacao das estirpes foi realizada em ampolas
de criopreservacao em glicerol 40%.

As estirpes bacterianas foram previamente cultivadas sob agitacdo
(150 rpm) em caldo LB (Luria-Bertani: triptona, extrato de levedura, cloreto de

sédio) por 24 h a 28 <€ até atingr uma D.O.g0om=0,3.
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A cultura bacteriana (0,5 mL) foi misturada com 0,5 mL de glicerol
80% em ampolas de criopreservacdo identificadas, que logo foram
depositadas em freezer a -20 C. Para a extracdo de DNA ou recuperacao
das estirpes preservadas a -20 °C, as estirpes foram cultivadas em caldo
LB por 24 h a 28 °C sob agitacdo para a coleta da cultura na fase log de

crescimento (D.O.500nm=0,3).

TABELA 2. Estirpes bacterianas utilizadas no estudo como referéncia

(controles) em PCR e gPCR. Porto Alegre, RS, 2009.
Estirpes Hospedeiro Origem Fonte

Pectobacterium atrosepticum
Pa 31 Batata Canada De Boer, S. H.!

Pa 790" Batata Reino Unido  Instituto Biol6gico®

Pectobacterium carotovorum

IBSBF 1442 Cravo Brasil Instituto Biolégico®

IBSBF 791 Batata Dinamarca Instituto Biolégico®

47 Mandioquinha Brasil Henz, G. P.}
-salsa

Pectobacterium brasiliensis
IBSBF 1692 (212) Batata

RS, Brasil Duarte, V.*
IBSBF 1697 (213) Batata

Pectobacterium
betavasculorum
IBSBF 787" Beterraba EUA Instituto Biolégico®
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continuagdo TABELA 2. Estirpes bacterianas utilizadas no estudo como
referencia (controles) em PCR e gqPCR. Porto

Alegre, RS, 20009.
Dickeya chrysanthemi bv.

chrysanthemi

IBSBF 231" Crisantemo EUA Instituto Biolégico®
IBSBF 920 Batata Brasil Instituto Biolc’Jgico2
Dickeya dianthicola

IBSBF 856 Batata Franca Instituto Biolégico®
Dickeya sp.

CEN8O Cenoura MG, Brasil Henz, G. P.}
Ralstonia solanacearum

Biovar 1

1 Tomate RS, Brasil Silveira, J. R. P.°
93 Batata SP, Brasil Instituto Biolc’Jgico2
Biovar 2

126 Batata SP, Brasil Instituto Biol6gico®
R56 Batata RS, Brasil Silveira, J. R. P.°

TEstirpe tipo bacteriana: linhagem de referéncia em cultura pura com as caracteristicas de determinada

espécie ou subspécie.

'Centre for Animal and Plant Health, Charlottetown, PE, Canada

2Colecao de Fitobactérias do Instituto Biolégico, Campinas, SP, Brasil.

SEmbrapa Hortalicas, Brasilia, DF, Brasil.

“Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Faculdade de Agronomia, Dep. Fitossanidade, Porto Alegre,
RS.

® Fundacao Estadual de Pesquisa Agropecuaria (FEPAGRO), Porto Alegre, RS, Brasil.

3.2 Extracdo de DNA das estirpes de referéncia por  lise alcalina

O DNA das estirpes de referéncia foi extraido pelo método de lise
alcalina. Células bacterianas presentes em 1,0 mL de cultura
(DOg0o=0,1=1x10°® UFC.mL™) foram precipitadas por centrifugacdo (12 000
X g por 2 min) e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, as células
foram suspendidas em 100 pL de TE (10 mM Tris-HCI,1 mM EDTA, pH 8,0)
e lisadas pela adicdo do tampéao de lise (0,2 N NaOH, 1% SDS).

Subsequentemente, o lisado de células foi submetido a neutralizagdo e
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precipitacdo com 300 pL de acetato de amobnio 7,5 M, seguido de
centrifugacdo 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 centrifugacédo por 15 min a 12000 X g. A etapa de lavagem
do DNA para eliminar os sais foi realizada com etanol 70%, através de
centrifugacdo por 5 min. O DNA dessas estirpes foi solubilizado em 50 ou

100 pL de agua milli-Q, contendo RNAse-A 1 mg.mL™.

3.3 Extracdo de DNA das estirpes de referéncia pelo  método do

cartao FTA

Culturas bacterianas das estirpes de referéncia crescidas em caldo
LB foram armazenadas em cartbes FTA (Whatman, GE Healthcare, EUA)
para posterior purificacao e eluicdo do DNA.

Diluicbes em série (10%-10®) dessas culturas em PBS foram
ajustadas a DOg=0,1=1x10% UFC.mL™, e antes da aplicac&o, a suspenséo
bacteriana foi homogeneizada em vortex. As diluicbes foram distribuidas
diretamente em quadrantes nos cartbes FTA. Foram utilizados volumes de
100 pL para cada diluicdo. Os cartbes FTA foram secos a temperatura
ambiente por 24 h, e depois foram armazenados em pacotes plasticos
guardados a temperatura ambiente, em caixas plasticas contendo silica até

0 momento da purificagdo do DNA.
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3.4 Padronizacéo e validacdo do meétodo de coleta, t ransferéncia
de amostras de tubérculos e extracdo de DNAcomou so de
cartdes FTA

Antes da coleta de amostras com o cartdo FTA, um método foi
padronizado e validado para a coleta e transferéncia de amostras de
tubérculos de batata, que seriam submetidas as analises moleculares (PCR
e gPCR).

Foram testados trés métodos de coleta e transferéncia de amostras,
utiizando uma amostra composta de 10 tubérculos de batata. Uma
suspensdo de células bacterianas (DOgy=0,1=10°) foi preparada em PBS
(Romeiro, 2001) e diluida sucessivamente (1:10) até 10® para avaliacdo
da sensibilidade por PCR, de cada método de coleta e transferéncia de
amostras para o cartdo FTA. Essas diluicbes foram aplicadas nos cartbes,
de acordo com os métodos de coleta e transferéncia de amostras dos
tubérculos.

Os trés meétodos avaliados foram: (1) pressao direta dos cones - que
consistiu no corte na forma coénica, do tubérculo na regido da inser¢cdo do
estoldo, com uma faca, trituracdo da extremidade do cone e contato do
suco + 10 pL das diluicdes de células bacterianas com a superficie do
cartdo; (2) cones macerados em PBS - consistiu da retirada dos cones,
maceracdo dos mesmos com 5 mL de PBS (diluicbes das células
bacterianas) em tubos Falcon e aplicacdo de 100 pL do macerado

(cones+suspensdo de células bacterianas) nos cartdes, e (3) fragmentos
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de seringa macerados em PBS (diluicdes das células bacterianas) -
consistiu da retirada dos fragmentos do tubérculo, na regido de inser¢ao do
estoldo, com uma seringa de insulina sem agulha, maceracdo dos
fragmentos com 500 pL de PBS (diluigcbes de células bacterianas) em tubos
de 1,5 mL, e aplicacdo de 100 pL do macerado (batatatsuspensdo de
células bacterianas) nos cartdes.

As diluicbes sucessivas da suspensdo bacteriana adicionada nos
meétodos de transferéncia 1, 2 e 3 foram repicadas para placas contendo
meio NA para contagem do numero de UFC (unidade formadora de
coldnias) ou namero de células viaveis pela técnica da microgota (Romeiro,
2001). Cada placa foi dividida em 16 circulos impressos na superficie do
meio de cultura, com um tubo de ensaio, e 10 yL da suspensao bacteriana
(microgota) foi transferida para cada circulo, com 5 repeticdes por diluicdo
da suspensédo. As placas foram incubadas a 28 T por 24 h, onde depois
foram feitas contagens do niumero de UFC por circulo e esses dados foram
transformados para UFC.mL™.

Os cartbes foram secos a temperatura ambiente por 24 h, e
guardados em pacotes plasticos contendo silica. Os pacotes com 0s
cartdes foram depositados dentro de caixas plasticas e armazenados no
escuro a temperatura ambiente.

A distribuicdo das amostras na area do cartdo foi avaliada quanto a
homogeneidade de distribuicdo das amostras, que estaria associada a

amplificacdo de produtos na PCR. Um cartdo FTA contendo suspensao
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bacteriana (DOe00=0,1) e outro contendo suspensao bacteriana
(DO600=0,01) + suco de batata foram avaliados por PCR utilizando os
discos como amostra de DNA. A area do cartdo 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

purificacdo do DNA do disco e analise 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 regibes produtoras de batata do Brasil e de outros paises. Foram
coletadas 206 amostras com distribuicdo aleatdria entre regibes e
cultivares nos anos de 2007 a 2009. As regides (estados, municipios, pais)
ao qual foram obtidas as amostras estédo presentes na Tabela 3.

Foram coletadas amostras das cultivares Agata (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. NUumero de amostras coletadas no Brasil e em outros paises.
Porto Alegre, RS, 2009.

Estado ou Municipio ou Pais de origem das amostras N° amostras
Minas Gerais 114
Bueno Brandao 20
Pouso Alegre 90
Serra do Salitre

Parand

Contenda

Rio Grande do Sul 54
Ibiraiaras 16
Sao Francisco de Paula 8

Sao José dos Ausentes
Tainhas 29
Santa Catarina 26
Capao Alto 13
Criciima

Sao Joaquim
Outros paises
Bolivia

Chile
Holanda

N A W O b~ ©

O método de pressdo direta para a trasferéncia de amostras e
extracdo do DNA foi utilizado nas coletas de amostras dos tubérculos. Os
cartdes FTA, ap0s a coleta das amostras, foram colocados para secar e
armazenados a temperatura ambiente, dentro de caixas plasticas, até o

momento da purificacdo do DNA.
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3.4.2 Purificacdo do DNA dos cartdes FTA

Discos dos cartdes FTA (3.0 mm de diametro) foram cortados e
retirados com um cortador Harris Micro Punch (Fitzco Inc., MN, USA), e
colocados em tubos para PCR (200 pL). O cortador Harris Micro Punch foi
limpo entre cada corte de disco com etanol 70%, para minimizar
contaminagdo cruzada entre as amostras. Além disso, discos sem a
presenca de amostras foram retirados e utilizados como controle negativo
para o uso do cartdo FTA. Todos os discos foram lavados duas vezes com
200 pL de SDS 0,5% e incubados durante 5 min, e enxaguados duas vezes
com tamp&o TE™* (10 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 8,0) por 5 min. O
SDS e o tampao TE foram removidos por pipetagem. Os discos foram
secos a 56 °C por 20 min com os tubos abertos no bloco de aquecimento
do termociclador. Apds a secagem dos discos, eles foram submetidos a
eluicdo do DNA, que consiste na liberacdo do DNA do disco para uma
solugédo tampéo (TE), utilizando o tratamento com pH elevado (solucdo
alcalina).

O DNA total presente nos discos foi eluido, pelo método alcalino
descrito pelo fabricante, ao qual requer dois reagentes, uma solucao
alcalina (0,1 N NaOH; 0,3 mM EDTA, pH 13.0) e uma soluc¢do neutra (0,1
M Tris—HCI, pH 7.0). A primeira solucéo possilita que o DNA purificado seja
liberado da matriz, porém, encontra-se desestabilizado. A segunda solucao

com pH neutro € adicionada para que ocorra a estabilizacdo da fita dupla
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de DNA. Dois discos de 3 mm retirados dos cartdes foram purificados no
passo anterior e colocados em tubos de 1,5 mL, onde foram adicionados
35 pL da solugédo alcalina e foram incubados por 5 min a temperatura
ambiente. Depois, 65 pL da solugcdo neutra foram adicionados, seguidos
por homogeneizagdo em vortex. Essa solugédo é incubada por 10 min com
o disco, e homogeneizada novamente. Os discos sdo removidos com
ponteiras da solucdo, na qual contém o DNA eluido (100 pL). Logo, esse

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

3.5 Escolha dos genes para desenho de oligonucleoti deos
iniciadores e sondas para deteccdo de pectobactéria s por
gPCR

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

para analises de sequéncias multiloci (MLST) por Ma et al. (2007), na qual
verificaram a separagcdo 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, analises de cada um desses
genes utilizando essas mesmas sequéncias foram realizadas para avaliar
qual (is) o melhor (es) genes para o desenho dos oligonucleotideos
iniciadores para Pectobacterium e Dickeya spp.. Esses sete genes foram

avaliados manualmente através de alinhamento mudultiplo de sequéncias
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utiizando o programa MEGA4 (Tamura, 2007), buscando regibes
conservadas entre os géneros Dickeya e Pectobacterium.

A partir dessas analises, foram escolhidos dois genes, 0 achA e o
mtlD (Tabela 4) que foram analisados isoladamente, através de
alinhamentos e analises filogenéticas para verificar se ocorria 0 mesmo
perfil filogenético obtido por Ma et al., (2007), a separacdo entre os dois
géneros bacterianos e entre as espécies de Pectobacterium. Quarenta e
seis sequéncias de nucleotideos 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. Analises
filogenéticas dessas 46 sequéncias correspondentes as estirpes
bacterianas de Pectobacterium e Dickeya spp. foram realizadas, utilizando
o método computacional de Neighbor-Joining para construir arvores
filogenéticas. O método de p-distance foi utilizado para estimar as
distancias entre as sequéncias e o teste de bootstrap (1000 repeti¢coes) foi
utilizado para quantificar o erro padrdo das estimativas de distancia. As
espécies Ralstonia solanacearum e R. eutropha foram utilizadas como
grupo externo na reconstrucdo da filogenia de Pectobacterium e Dickeya.
As figuras com os alinhamentos mdultiplos foram geradas no programa
GeneDoc.

Os oligonucleotideos iniciadores e as sondas do tipo TagMan® foram
desenhados manualmente baseando-se nos alinhamentos entre

Pectobacterium spp. e Dickeya spp., buscando sempre a mesma
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temperatura de hibridizacédo (temperatura de anelamento-T,) para os pares
de oligonucleotideos. Dois pares de oligonucleotideos iniciadores foram
desenhados para Pectobacterium e Dickeya, utilizando os genes achA e

mtID, respectivamente.

TABELA 4. Oligonucleotideos iniciadores desenhados para o estudo das
pectobactérias, utilizando os genes acnA para Pectobacterium
spp. e mtID para Dickeya sp. Porto Alegre, RS, 20009.

L A . . I Tamanho m

Espécie Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores do produto (T)
AcnA-F: TRGGYGGCGATGTKAAYAAGG 66,1

P. brasiliensis AcnA-R: TWCCARATRGCCTTRGCVAGA 252 pb 65,6
AchA-F: TRGGYGGCGATGTKAAYAAGG 66,1

P. atrosepticum AcnA-R: TWCCARATRGCCTTRGCVAGA 252 pb 65,6
AchA-F: TRGGYGGCGATGTKAAYAAGG 66,1

P. carotovorum AcnA-R: TWCCARATRGCCTTRGCVAGA 252 pb 65,6
AcnA-F: TRGGYGGCGATGTKAAYAAGG 66,1

P. betavasculorum  AcnA-R: TWCCARATRGCCTTRGCVAGA 252 pb 65,6
Dickeva s mtiD-F: YGTCGGYGAACAGCAGC 208 bb 64,6
yasp. mtID-R:AGGCRATRATATTCAGCGGCG P 65,6

Obs.:R=A,G;Y=C, T;K=G, T;W=A,T;eV=A,C, G

As sondas foram desenhadas para hibridizar com a sequéncia-alvo,
entre os dois oligonucleotideos (no meio do produto de amplificagdo) a uma
temperatura de 10 € a mais que a temperatura dos o ligonucleotideos
como recomendacdo do fabricante, para assegurar que 0s
oligonucleotideos iniciadores hibridizem antes a sequéncia-alvo. Os
oligonucleotideos iniciadores apresentavam degenerescéncia de bases,
onde o par de oligonucleotideos acnA hibridiza somente com

Pectobacterium spp. e o par de oligonucleotideos mtID hibridiza somente
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com Dickeya spp. (Tabela 4). As sondas desenhadas séo especificas para

cada espécie de Pectobacterium (Tabela 5).

TABELA 5. Sondas de hidrolise desenhadas para as espécies de
Pectobacterium para uso em gPCR (Sistema TagMan). Porto
Alegre, RS, 2009.

Tamanho ™™
Espécie Gene do Sequencia da sonda 5'-3'
produto (C)

P. brasiliensis acnA 252 pb 'FAM-TGATTGACCACTCGGTGACGGTTG-NFQ 67,6

P. atrosepticum acnA 252 pb 1VIC-CAACCCGCTGTCGCCG-NFQ 64,7
P. carotovorum acnA 252 pb 'NED-CGACCACTCGGTGACGGTG- NFQ 65,7
P

. 1
betavasculorum acnA 252 pb VIC-TTCGCCAGTCGATCTGGTTATTGACC-NFQ 67,4

"Sondas do tipo MGB (Minor Groove Binder) para deteccdo de P. brasiliensis, P. atrosepticum, P. carotovorum
subsp. carotovorum e P. betavasculorum com os fluoréforos FAM, VIC, NED e VIC, respecitivamente. Estes
sdo ligados na regido 5’ e a molécula quencher néo fluorescente (NFQ) é ligada na regiéo 3'.

A especificidade das sondas e oligonucleotideos ao nivel 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 hibridizacdo, a formacao
de dimeros e formacdo de estruturas secundéarias de oligonucleotideos e

sondas.
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3.6 Deteccdo de Pectobacterium spp., Dickeya sp. e Ralstonia

solanacearum por PCR

Oligonucleotideos iniciadores ja relatados na literatura para P.

carotovorum, P. atrosepticum, P. betavasculorum, P. brasiliensis e Dickeya

sp. foram usados em analises por PCR das amostras de tubérculos (Tabela

6). As condigbes da PCR com os oligonucleotideos iniciadores presentes

na Tabela 6 foram descritas pelos autores. (Tabela 6).

TABELA 6. Oligonucleotideos iniciadores utilizados na PCR. Porto Alegre,
RS, 2009.

Oligonucleotideos

Gene ou regido

o Espécie ou Género Referéncia
iniciadores espacadora
Regiao
espagadora Pectobacterium e (Fessehaie et al.,
149LF/L1IRA/LIRG . ) .
intergénica do Dickeya spp. 2002)
rRNA 16 S e 23S
pelA, D, E (pectato . (Nassar et al.,
ADE1/ADE2 . Dickeya spp.
liase) 1996)
) (De Boer Ward,
ECAL1F/ECA2ZR NI P. atrosepticum
1995)
pelB ) (Fréchon et al.,
Y45/Y46 ) P. atrosepticum
(Pectato liase) 1998)
P. carotovorum (Kang et al.,
EXPCCF/EXPCCR NI
subsp. carotovorum 2003)
Rdg
(proteina

Pbr_rdgF/Pbr_rdgR

oLIyy2!

P. brasiliensis
reguladora da

pectina liase)
Ralstonia

rRNA 16S
solanacearum

(Ribas, 2007)

(Seal et al., 1999)

*Oligonucleotideos iniciadores usados em PCR e em qPCR para deteccéo de R. solanacearum.

NI: ndo identificado.
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3.7 Obtencao dos padrdes para a curva de calibracdo  da qPCR

Os padrbes utilizados na constru¢ao da curva de calibragéo (curva-
padrdo) de DNA em gPCR foram plasmideos contendo os insertos
desejados (fragmentos dos genes de interesse para cada espécie
bacteriana). Os produtos de amplificacdo por PCR obtidos de estirpes de P.
carotovorum subsp. carotovorum, P. betavasculorum, P. brasiliensis e P.
atrosepticum com o par de oligonucleotideos iniciadores acnA, de Dickeya
spp. com o par de oligonucleotideos iniciadores mtlD, e de Ralstonia
solanacearum com o par de oligonucleotideos iniciadores OLI1/Y2 foram
clonados utilizando o vetor pCR 2.1 (Invitrogen Life Technologies). A
reacao de ligacao foi realizada em volume de 10 pL, utilizando-se 2 pL dos
produtos de amplificacdo, 1 puL de T4 DNA ligase, 1 yL de tampao de
ligagdo 10X, 2 L de vetor pCR 2.1 e 4 pL de &gua ultra-pura. As reacdes
de ligacéo foram incubadas a 14 °C overnight. Em seguida, esses produtos
de ligacdo foram transformados em bactérias competentes (cepa XL1 de
Escherichia coli) pelo processo de choque térmico.

Na transformacdo, uma aliquota de 5 pL do produto de ligacdo foi
adicionada a um tubo contendo 50 pL de bactérias competentes
previamente resfriadas no gelo. Os tubos foram incubados por 30 min no
gelo. Posteriormente, os tubos foram incubados a 42 °C por 1 min em
banho-maria, e imediatamente transferidos para o gelo. Uma aliquota de 1
mL de meio LB foi adicionada aos tubos, e estes foram incubados em

banho-maria a 37 °C por 1 h. Uma aliquota de 200 uL das bactérias
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transformadas foi inoculada em placas contendo meio LB e o0s antibioticos
canamicina e ampicilina (100 mg.mL™). O cofator IPTG (100 mM) e o
substrato Blue-Gal (40 mg.mL') da enzima PB-galactosidase foram
adicionados junto com a aliquota de bactérias transformadas nos seguintes
volumes, 40 e 80 pL, respectivamente. Essas placas foram incubadas
overnight a 37 °C.

A selecado de clones positivos foi feita com antibidticos (Kanamicina
e ampicilina), através da avaliacdo da coloracdo das col6nias. As col6nias
de interesse (brancas) foram selecionadas para extragdo dos plasmideos.

Esses plasmideos foram confirmados por PCR para verificar a
presenca do inserto desejado (fragmento do gene acnA, mtiID e rDNA 16S)
e depois foram quantificados por leitura em espectrofotbmetro a 260 nm.
Foi feita a leitura a 280 nm para avaliar a qualidade do DNA, através da
relacdo 260/280 nm. Posteriormente, os plasmideos foram diluidos em
concentracdes conhecidas de DNA para serem utilizados em gPCR, como

padrbes na curva de calibracéo.

3.8 Padronizacdo e validagdo de gPCR por quantifica c¢éo
absoluta para deteccdo de pectobactérias ( Pectobacterium

spp. e Dickeya sp.) e Ralstonia solanacearum

Os oligonucleotideos iniciadores achnA e mtID para deteccdo de

pectobactérias foram testados primeiramente em PCR com amostras de
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DNA obtidas das estirpes de referéncia e de amostras de tubérculos em um
termociclador PT-100 (MJ Research Inc). As condi¢cbes da reagao foram
padronizadas para identificar a melhor temperatura de hibridizacdo dos
oligonucleotideos iniciadores juntamente com a concentracdo adequada
dos reagentes (oligonucleotideos, MgCl,, Tag polimerase e dNTPs). As
reacoes foram conduzidas em volume de 20 pL, onde as concentracdes de
oligonucleotideos foram de 0,4 puM de oligonucleotideos iniciadores acnA
(F+R) ou 0,2 uM de oligonucleotideos iniciadores mtID (F+R), 50 uM de
dNTPs, 3,0 mM MgCl,, 1X Buffer PCR (20 mM Tris-Cl pH 8,4; 50 mM KCI
sem MgCl,) e 0,25 U de Platinum® Taq polimerase (Invitrogen), sendo
utilizados 12,5 pL da mistura de reacdo e 12,5 pL de DNA diluido. As
reacdes foram conduzidas a 94 °C por 10 s, 60 °C por 15 s, 72 °C por 10 s,
durante 40 ciclos, com um passo de desnaturacéo inicial de 94 °C por 5
min. Aliquotas de 10 puL do produto da amplificacdo foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 2,0% (p/v) corado com brometo de etideo a
60 V.min™. Os produtos de amplificac&o no gel foram visualizados sob luz
UV e fotografados com camera digital Cyber-Shot DSC P93 (Sony).

A padronizacdo de gPCR pelo método de quantificacdo absoluta
com sondas de hidrélise (TagMan®) para deteccdo das espécies de
Pectobacterium em tubérculos (Tabela 5) utilizou padrées diluidos de cada
espécie para a construcao da curva de calibracao.

A concentracdo das sondas para P. atrosepticum, P. brasiliensis, P.

carotovorum e P. betavasculorum foi de 0,1 uM de cada sonda. Foram
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utilizados 0,4 uM de oligonucleotideos iniciadores acnA (F+R), 50 uM de
dNTPs, 3,0 mM MgCl,, 1X Buffer PCR (20 mM Tris-Cl pH 8,4; 50 mM KCI
sem MgCl,), 0,005 X fluoréforo de referéncia passiva (ROX) (Invitrogen) e
0,25 U de Platinum® Taq polimerase (Invitrogen). A gPCR foi conduzida no
aparelho 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City,
USA) em volume de 25 uL, a 94 °C por 10 s, 60 °C por 15 s, 72 °C por 10 s,
seguida pela leitura de fluorescéncia a 60 €T por 35 s, durante 40 ciclos,
com um passo de desnaturacao inicial de 94 °C por 5 minutos.

A padronizacéo e validacdo da gPCR pelo método de SYBR Green
para deteccdo de Dickeya sp. foi realizada em volume de reagéo de 25 pL:
0,2 uM de oligonucleotideos iniciadores mtID (F+R), 50 uM de dNTP, 3,0
mM MgCl,, 1X Buffer PCR (20 mM Tris-Cl pH 8,4; 50 mM KCI sem MgCly),
0,005 X fluoréforo de referéncia passiva (ROX) (Invitrogen), 0,1 X fluoréforo
SYBR Green (Invitrogen) e 0,25 U de Platihum® Taqg polimerase
(Invitrogen). As reacdes foram conduzidas a 94 °C por 10 s, 60 °C por 15 s,
72 °C por 10 s, seguida pela leitura de fluorescéncia a 60 T por 35 s,
durante 40 ciclos, com um passo de desnaturacgao inicial de 94 °C por 5
minutos, seguidas pelo passo da dissociagao (94 € por 10 s, 50 T por 2
min, 99 € com A 0,1 T/s).

A gPCR para deteccdo de R. solanacearum foi realizada pelo
método de SYBR Green, utilizando o par de oligonucleotideos iniciadores
OLI1/Y2 (Tabela 4). As reacgdes foram conduzidas em volume de reacao de

25 pL com 0,2 uM de oligonucleotideos iniciadores OLI1/Y2 (F+R), 50 uM
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de dNTP, 3,0 mM MgCl,, 1X Buffer PCR (20 mM Tris-Cl pH 8,4; 50 mM KCI
sem MgCl,), 0,005 X fluoréforo de referéncia passiva (ROX) (Invitrogen),
0,1 X fluoréforo SYBR Green (Invitrogen) e 0,25 U de Platinum® Taq
polimerase (Invitrogen). As rea¢des foram conduzidas a 94 °C por 10 s, 68
°C por 15 s, 72 °C por 10 s, seguidas pela leitura de fluorescéncia a 60 T
por 35 s, durante 40 ciclos, com um passo de desnaturacgéo inicial de 94 °C
por 5 minutos, seguidas pelo passo da dissociacdo (94 € por 10 s, 50 €
por 2 min, 99 T com A 0,1 C/s).

Os dados de PCR em tempo real quantitativo para ambas as
analises (pectobactérias e R. solanacearum) foram analisados
manualmente e pelo software do aparelho 7500 Real Time PCR System
versao 2.0.1 (Applied Biosystems, Foster City, USA). As analises por gPCR
pelo método de quantificacdo absoluta, geraram curvas de calibracdo para
cada espécie bacteriana (Pectobacterium spp., Dickeya sp. e R.
solanacearum), relacionando o valor de Cy com as concentragbes dos
padrbes (clones Pbr_acnA, Pa_acnA, Pcc_acnA, Pbet_acnA, Dick_mtID e
RS_OLI1_Y2). A concentracdo do DNA é medida por Azeo € convertida ao
namero de cdpias presentes na amostra usando o peso molecular do DNA,
correspondendo ao numero de células bacterianas.

Foram calculados a eficiéncia para cada reacao de qPCR a partir
dos dados da curva de calibragdo. A eficiéncia de reagdo € calculada
baseando-se no slope (inclinacdo da curva de calibragdo) com a seguinte

formula; E= 100°P®) _ 1 A partir dos dados de Cr, foram calculados a
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média e o desvio-padrdo entre as amostras a partir de triplicatas

experimentais e de reacao para avaliar a precisao da gPCR.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Padronizacao e validacdo do método de coleta, t ransferéncia
de amostras de tubérculos e extracdo de DNA com ou so de
cartdes FTA
Trés meétodos de coleta e transferéncia de amostras dos tubérculos
foram avaliados, sendo eles presséo direta dos cones, cones macerados em
PBS e fragmentos de seringa macerados em PBS. Nas condicdes
experimentais, o método de presséao direta foi mais sensivel do que os outros
dois métodos de transferéncia, sendo detectadas até 100 UFC/mL (limite de
deteccdo do método de extracdo de DNA a partir da PCR) (Figura 3).

O método menos sensivel foi o da seringa, onde o limite de detec¢ao
foi de 1,0 x 10°-10° UFC/mL. O método intermediario em termos de
sensibilidade foi o método dos cones triturados, que apresentou limite de

deteccéo de 1 X 10* UFC/mL (Figura 3).
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O método de coleta de cones de tubérculos ja é utlizado para
extracdo de DNA de tubérculos para deteccdo de Clavibacter michiganensis
e R. solanacearum, onde estes também s&o triturados, no entanto, retira-se
uma aliguota que é adicionada em meios de enriquecimento, no qual é feito
a extragdo do DNA ou essa aliqguota € adicionada diretamente na PCR
(Schaad et al., 1999). Em outros estudos, o método de coleta utilizando a
seringa mostrou-se viavel para utilizacdo em amostragem de amostras de
tubérculos, seguido de enriquecimento ou somente aplicagdo do macerado

nos cartdes para deteccao de R solanacearum (Figueird, 2008).
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Pressdo direta

FIGURA 3. Sensibilidade dos métodos de coleta e transferéncia de
amostras com suspenséao bacteriana de P. brasiliensis (D.O.
600nm=0,1) para o cartdo FTA por PCR utilizando os
oligonucleotideos iniciadores acnA. 1. DNA gen6mico de P.
brasiliensis (Pbr1692) extraido pelo método de lise alcalina
(controle positivo da PCR), 2. Controle positivo do cartdo
FTA com suspensao bacteriana de P. brasiliensis
(DOg0o=1,0), 3. Controle positivo do cartdo FTA com
suspenséo bacteriana de P. brasiliensis (D.O. 600nm=1,0) +
Batata, 4. Suspensédo bacteriana de P. brasiliensis 1 x 108,
5.1x107,6.1x10°% 7.1 x10° 8.1x10% 9.1x10% 10. 1 x
10% UFC/mL. CN: Controle negativo da PCR. Porto Alegre,
RS, 2009.
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O método de pressao direta dos tubérculos sobre a matriz do cartdo
FTA ainda ndo havia sido relatada, porém, mostrou-se mais eficiente na
deteccdo de células bacterianas, mostrando a populacéo real de bactérias
presentes nos tubérculos. O uso de cartdes FTA pode dispensar o
enriguecimento prévio das amostras para a deteccdo de bactérias em
tubérculos. O uso de 10 cones pressionados sobre o cartdo FTA facilita o
processamento das amostras, dispensando o transporte dos tubérculos até o
laboratorio. Alguns estudos para deteccdo de pectobactérias por PCR
utilizaram o enriquecimento e extracdo de DNA pelo método convencional ou
kits de extracdo (El Tassa & Duarte, 2004; Degefu et al., 2009) para a
deteccdo de infeccdes latentes de pectobactérias nos tubérculos, porém,
utilizou-se a PCR para detec¢ao nessas amostras.

O passo do enriqguecimento 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 nivel populacional e ndo serem detectadas. O uso da qPCR aliada
ao metodo de extracdo com os cartdes FTA jA vem sendo utilizado na
deteccdo de virus em animais e bactérias em humanos (Rajendram et al.,
2006; Muthukrishnam et al., 2008), possibilitando o diagnostico de muitas
doencas sem o prévio isolamento e enriquecimento.

O uso dos cartdes FTA para extracao de DNA visando a deteccao de
bactérias fitopatogénicas em tubérculos e plantas de batata foi empregado

sem enriguecimento prévio (Ribas, 2007; Figueir6, 2008). Esses autores
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obtiveram resultados positivos com amostras com sintomas de canela-preta
e murcha, ou seja, com a presenca de pectobactérias e R. solanacearum
com elevados niveis populacionais, respectivamente. O método do cartdo
FTA para extracdo de DNA também foi empregado para coleta e deteccéo de
Pseudomonas sp. em gemas florais de pereira (Rommel, 2009), na qual a
deteccao so foi possivel com o uso do cartdo FTA com um limite de deteccéo
de 100 UFC por mL.

No presente estudo, o método de FTA foi utilizado para facilitar a
coleta de amostras, em grande numero, sem a necessidade de
enriquecimento prévio para a deteccao de infec¢des latentes nos tubérculos.

Na logistica da coleta, o uso dos cartbes FTA permitiu que os
tubérculos amostrados ndo fossem trazidos ao laboratorio para ser feita a
coleta do DNA, onde primeiramente, foi estabelecido um método de
transferéncia de amostras para o cartdo, que apresentasse sensibilidade na
deteccdo de bactérias por PCR, e que fosse relativamente menos exaustivo
do que os métodos convencionais para a extracdo do DNA. Depois, foi
padronizado um meétodo de deteccdo mais sensivel do que a PCR
convencional para o diagnostico das infeccbes latentes de pectobactérias e
R. solanacearum.

A distribuicdo das amostras nos cartbes FTA foi avaliada por PCR
(Figura 4). Amostras de DNA de suspensao bacteriana apresentaram
amplificacdo por PCR em quase todas as amostras analisadas (discos

retirados de todos os quadrantes), com excecao da amostra de n°® 15. Em
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amostras com bactéria e com macerado dos tecidos de tubérculos também
nao houve amplificacdo em uma das amostras (amostra n° 25) na Figura 4.
No entanto, analisando a posicdo do quadrante no cartdo de onde foram
retirados esses dois discos, verificou-se que estes se localizam nas

extremidades ou laterais da area do cartao.

CN1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 1415 16 17 18

300 pb
200 pb

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

300 pb
200 pb

FIGURA 4. Avaliagao da distribuicdo das amostras no cartao retiradas de
cada quadrante (16 quadrantes). CN: controle negativo da
reacdo. 1. Controle positivo da PCR e FTA Card (Pbrl1692),
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 regifes periféricas na area do cartdo podem
levar a resultados falso-negativos de acordo com os resultados obtidos, visto
gue a distribuicdo do suco dos tubérculos por pressdo das amostras sobre o

cartdo pode nado ocorrer de forma homogénea. ISso ocorre porque O
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rompimento dos tecidos vegetais pode ndo ocorrer por completo em toda a
area do cartdo, quando amostras sélidas (cones) sao pressionadas contra o

cartdo FTA de acordo com o fabricante (Whatman, 2003).

4.2 Escolha dos genes para desenho de oligonucleoti  deos
iniciadores e sondas para deteccdo de Pectobactéria s por
gPCR

A andlise filogenética dos genes acnA e mtID revelou que o genéro
Pectobacterium foi dividido em cinco grupos, correspondentes as 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 género Dickeya formou um clado Unico, porém, o género foi
pouco representado ao nivel de espécie, devido a escassez de sequéncias
disponiveis que se tem para as especies.

Ma et al. (2007) e Pitman et al. (2010) também em suas analises
filogenéticas obtiveram resultados semelhantes. Ma et al. (2007) trabalharam
com esses dois genes, porém, suas analises foram feitas com mais cinco
genes concatenados de enterobactérias para estudar a filogenia dos géneros
Dickeya e Pectobacterium. Pitman et al. (2010) utilizaram sequéncias dos
genes acnA e mdh concatenadas para estabelecer as relacdes entre
isolados de pectobactérias da Nova Zelandia.

A estirpe Eca6 de P. atrosepticum foi alocada no clado de P.

carotovorum para 0 gene acnA, 0 que ndo aconteceu quando se utilizou o
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gene mtID (Figura 5 e 6). Para o gene mtID (Figura 6), esse taxon agrupou-
se com P. atrosepticum como j4 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 taxon Pcl06 permaneceu como um taxon isolado entre os

clados de P. brasiliensis e P. wasabiae (Figura 6).
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FIGURA 5. Arvore filogenética baseada no método de

Neighbour Joining utilizando sequéncias
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 distancias entre as
sequéncias e o teste de bootstrap (1000
repeticdes) foi utilizado para quantificar o
erro padrdo das estimativas de distancia.
Porto Alegre, RS, 2009.
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Ralstonia eutropha (NCBI). O método de p-
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Esses dois genes mostraram-se representativos para identificar
Pectobacterium spp. e Dickeya spp., visto que a analise filogenética permitiu
diferencia-las ao nivel de espécie para Pectobacterium e apresentam arvores
filogenéticas congruentes com outros estudos, o que denota que podem
auxiliar na classificacdo e identificacdo dessas enterobactérias (Ma et al.,
2007; Pitman et al., 2010). A diferenciacdo ao nivel de espécie para Dickeya
ndo foi possivel, devido ao fato de existirem poucas sequéncias génicas
disponiveis das espécies descritas para esse género. Neste sentido, 0 uso
desses genes para o desenho de oligonucleotideos iniciadores e sondas
pode auxiliar no diagndstico de doengas causadas por essas bactérias.

A partir dos alinhamentos dos genes acnA e mtID (Figuras 7 e 8)
foram verificadas diferengcas nas sequéncias de nucleotideos entre
Pectobacterium spp. e Dickeya spp., a qual permitram o desenho de
oligonucleotideos iniciadores, com o objetivo de separagcao entre os géneros.
Sondas para deteccdo por gPCR com o intuito de identificar cada uma das
espécies de Pectobacterium também foram desenhadas baseando-se nos
alinhamentos que mostravam diferencas entre as espécies desse género e

de Dickeya spp.
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TEEECEEAAAGETCAGCCG- GOT GAACCCAT TGACGCCGGTAGATCTG- GTCATCOACCATTCGGTCA- - COGT GG
TOGGEGECAATGTCAGT OG- GGTCAAT COGATGACGCOGGT CGATCTG- GT TATCGACCAT TCOGTGA- -~ COGTCG
TEGGOGEECAGETCAGCCG=GETGAAT COGCTGACGCCGGTAGATCTG=GTCATCGACCA! GGTCA==CGGTGE
TGGECGEAAAGETCAGCCG- T GAACCCATTGACGCCGGT GOATCTG- GTCATCOACCA! GGTCA--CGGTGE
TOFEOGEECAGETCAACCG-GGTGAAT COGCTGACGCCGGTGGATTTG- GTCATCGACTA GETCA~-~CGGTGE
T EEARAGGTCAGCCG- CoT GAACCCAT TGACGOCEGT COATCTG- CTCATCGACCA!

GGTCA==CGGTGE
GETCA--CGGTGE
TAGFOGGGCAGGT TAGCT G- GGT GAGT COGATGACGCC GETTA==CHGTGE
T - BT CAACCCGCTCTCGOCG e

GATCTG- GTGATTGACCACT CGGTGA-~COGTTG
GATCTG- GCTGATTGACCACTCGGTGA==CGGTTG
TAACCCGCTGTCGCCGETOGATCT G- CTGATTGACCACT CAGT GA--COGTTG
TAACCCGCTGTCGOOGGTCGATCTG- GTIGAT TGACCACT COGTGA--COGTTG

GATCT G- GTGATTGACCACT CGGTGA==CGGTTG
GATCTG- CTGATTGACCACT CEGTGA-~COGTTG
- CTGATTGACCACTCGGTGA--COGTTG

ATCGOCAGTCGATCTG- GTTATCGACTA
TAATCCGCTATCGOCAGTCGATCT G~ CTTATCGACCAC
TAAT COGCTATCGOCAGTCGATCTG- GTTATCGACT A

CGOCEGTCGATCTG- GTTATTGACCACTCGGTGA-~COGTTE |

CGGTTA-~CAGITG]

TCTGEOGAAMGCGETTTGRAG
TCTGGCGAMAGTGGTGTRGTC
TCTGGCGAAGGCGGTCTGRAG
TCTGGECGAAAGCGET CTGRA-
TCTGGOGAAAGCGGTCTGGAG
TCTGGCGARMGOGGTCTGRAG
TCTSGOGAAAGCGETCTGRAG
TCTGGCGAAAGCGGTCTGGAG
TCTGGCGAAAGCGETCTGGAG
CCTGECAAAGETGETCTRECA

Pcc :

'Pa

Pbr #

(0 go Antisenseo

FIGU

RA 7.

Alinhamento de sequéncias do gene acnA de Pectobacterium

spp. e Dickeya sp. e posicionamentos dos oligonucleotideos
iniciadores e sondas para Pectobacterium spp. As espécies
foram representadas como: Pcc (P. carotovorum subsp.
carotovorum); Pa (P. atrosepticum); Pbr (P. brasiliensis); Pw
(P. wasabiae); e Pbet (P. betavasculorum) em vermelho.

Porto Alegre, RS, 2009.
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FIGURA 8. Allnhamento do gene fntID de Pectbbacterlum sp. e Ijlckeya
sp. e posicionamento dos oligonucleotideos para Dickeya spp.
Os géneros Pectobacterium e Dickeya foram representados
por Pecto e Dick em vermelho, respectivamente. Porto Alegre,

RS, 2009.
4.3. Deteccédo de pectobactérias (Pectobacterium spp. e Dickeya

spp.) e Ralstonia solanacearum por PCR

Amostras de campo (tubérculos coletados pelo método FTA) foram
primeiramente submetidas a PCR, utilizando um par de oligonucleotideos
universal para deteccdo de pectobactérias para a regido intergénica do
RNAr 16S e 23S. Das 206 amostras analisadas, 84 amostras apresentaram

0os padroes de amplificacdo para Dickeya spp. (356 e 491 pb) e

Pectobacterium 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 oligonucleotideos iniciadores ECA1F/2R e Y45/Y46
especificos para P. atrosepticum ndo detectaram a presenca 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 ja foi relatada no Rio Grande
do Sul e foi caracterizada por métodos bioquimicos, fisioldgicos,
sorolégicos e moleculares (Jabuonski et al., 1986; Silveira, 1992; Oliveira,
2001; Oliveira et al., 2003). No presente estudo, utilizando os oligos
ECALF/2R e Y45/Y46, essa espécie ndo 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 ndo estava presente entre os isolados
analisados de tubérculos-semente de batata.

El Tassa & Duarte (2004) utilizando os oligonucleotideos
BriF/L1RA/L1RG, onde BrilF 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 oligonucleotideos amplificam DNA de P.
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carotovorum subsp. carotovorum, o0 que demonstra que ndo s&o
especificos 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 ocorréncia de P. brasiliensis no
Sul da Africa por analise filogenética da regido espacadora intergénica do
DNA ribossomal 16S-23S, onde verificou-se que os isolados pertenciam a
essa espécie. Além disso, comparacao de padroes de PCR-RFLP do rDNA
16-23S entre os isolados confirmaram a identidade das estirpes de P.
brasiliensis causando canela-preta no sul da Africa por comparacdo com
estirpes isoladas primeiramente no Brasil (Van der Merwe et al., 2010).
Essa espécie tem se mostrado presente no Brasil e no mundo, onde ja foi
registrada também nos EUA e Israel (Ma et al., 2007; Kim et al., 2009).

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum é encontrada em
vérias regides do mundo, causando doenca em diversos hospedeiros, mais
precisamente podriddao-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 Franca, causando canela-preta em plantas de
batata, 0 que demonstra que essa espécie pode estar associada com essa
doenca 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 regides 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 aguas, 0 que
pode contribuir para que Pcc esteja presente em algumas amostras.

No Brasil, Dickeya sp. também ja foi relatada no Brasil em menor
incidéncia em batata (El Tassa & Duarte, 2004; Oliveira, 2001; Oliveira et
al., 2003; Tumelero, 2003), porém, nesse estudo ocorreu 0 contrario, onde
Dickeya sp. ocorreu em alta frequiéncia (26%). Em paises como Finlandia,
Holanda, Espanha, Nova Zelandia 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 estdo associados a surtos
epidémicos causados por espécies de Dickeya.

Em trabalho recente com tubérculos de batata realizado por Figueiro
(2008), R. solanacearum com os oligos OLI1/Y2 também foi detectada em
poucas amostras. Figueir6 (2008) também hipotetizou que esse par de
oligos pode formar dimeros de oligos durante a PCR, reduzindo a
amplificacdo da sequéncia-alvo, o que acaba reduzindo também a
sensibilidade da PCR. No presente estudo, foi reduzida a concentracéo
desse par de oligos na PCR, e néao foi verificada a formacéo de dimeros de
oligos na PCR em gel de agarose 2%.

Nas condicdes experimentais, a PCR pode detectar a presenca

dessas espécies bacterianas diretamente dos tecidos de tubérculos através
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do método do cartdo FTA para a coleta e extracdo do DNA. O uso de
métodos mais sensiveis deve ser implementado para a deteccdo de
pequenas populacbes bacterianas (< 10° células bacterianas), visto que

essas podem aumentar a ocorréncia de epidemias.

TABELA 7. Deteccdo de pectobactérias (Pectobacterium spp. e Dickeya
spp.) e Ralstonia solanacearum por PCR. Porto Alegre,
RS,20009.

R

Pectobactérias (Pectobacterium e Dickeya spp.) solanacéarum

Amostras  149LF/
L1RA/
LIRG

ECALF/ Y45/ EXPCCF/ Pbr_Rdg/ ADE1/

ECA?2R Y46 EXPCCR Pbr RdgR ADE2  OH1/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 + - - - + - -



84

continuagcdo TABELA 7. Deteccdo 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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continuagcdo TABELA 7. Deteccdo 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 - - - - - - -

lbil - - - - - - -

Ibi2 + - - + - - -

1bi3 - - - - - - -

Ibi4 + - - + - - -

Ibi5 + - - + - - -

Ibi6 - - - - - - -

bi7 + - - + - - -

Ibi8 - - - - - - -

1bi9 - - - - - - -

MG-1 + - - - - + -

MG-2 - - - - - - -

MG-3 - - - - - - -

MG-4 - - - - - - -

MG-5 - - - - - - -

MG-6 - - - - - - -

MG-7 - - - - - - -

MG-8 - - - - - - -

MG-9 - - - - - - -
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continuagcdo TABELA 7. Deteccdo 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

+ + + o+
+ + + +

+ + + + o+
1
1
1
1

+ + + + o+
1
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continuagcdo TABELA 7. Deteccdo 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

+ + + + + + + + + + + + + + 4+ + + + + + + + + + o+ + o+ o+
+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + o+

1 ] =+ ] 1
1 1 1 1 1
1 ] ] ] 1
1 1 1 1 1
1 ] + ] 1
1 1 1 1 1
1 1 1 1 1

+ o+ +
1
]
]
+ o+ +
1
1
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continuagcdo TABELA 7. Deteccdo 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 - - - - - -
Scl + - - + - -
Sc2 - - - - - -
Sc3 - - - - - -
Sc4 - - - - + -
Sc5 - - - - - -
Sc6 - - - - - -
Sc7 + - - + - -
Sc8 - - - - - -
Sc9 - - - - - -

+ + + + + + + +
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4.4 Padronizacdo e Validacdo de gPCR para deteccdo de

pectobactérias e Ralstonia solanacearum

4.4.1 Dickeya spp.

Os oligonucleotideos mtIDF/R produziram um Unico produto de
amplificacdo entre as estirpes de referéncia de Dickeya spp. (Tabela 8) e
amostras de campo como mostrado na Figura 9, o que indica que os oligos

séo especificos para Dickeya sp.

FIGURA 9. Produtos de amplificacdo das estirpes de referéncia de
Dickeya spp. M. Marcador de peso molecular 1 Kb DNA
plus ladder (Invitrogen); 1. Controle negativo (dgua
deionizada); 2. e 3. Dickeya chrysanthemi bv.
chrysanthemi (IBSBF 231 e IBSBF 920); 4. Dickeya
dianthicola (IBSBF 856); 5. Dickeya sp. (CENS8O0); 6.
Amostra 1038, e 7. MG-1. Porto Alegre, RS, 2009.

A especificidade do par de oligonucleotideos mtID também foi
confirmada por andlise in silico (BLASTN) com todas as sequéncias de DNA

bacteriano depositadas no GenBank, onde sequéncias de Dickeya spp.

(gene mtlD) apresentaram menor e-value.
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TABELA 8. Especificidade dos oligonucleotideos iniciadores utilizados em
gPCR pelo sistema SYBR Green | para deteccdo de Dickeya
sp. Porto Alegre, RS, 20009.

Estirpes Origem Oligos mtIDF/R ?

Pectobacterium atrosepticum

Pa 31 Canada -
Pa 790" Reino Unido -
Pectobacterium carotovorum

IBSBF 1442 Brasil -
IBSBF 791 Dinamarca -
47 Brasil -

Pectobacterium brasiliensis
IBSBF 1692 (212) -

IBSBF 1697 (213) RS, Brasil -
Pectobacterium betavasculorum

IBSBF 787" EUA -
Dickeya chrysanthemi bv. chrysanthemi

IBSBF 231" EUA +
IBSBF 920 Brasil +
Dickeya dianthicola

IBSBF 856 Franca +
Dickeya sp.

CENS8O MG, Brasil +
Ralstonia solanacearum

Biovar 1

1 RS, Brasil -
93 SP, Brasil -
Biovar 2

126 SP, Brasil -
R56 RS, Brasil -

TEstirpe tipo bacteriana: linhagem de referéncia em cultura pura com as caracteristicas de determinada
espécie ou subspécie.

%+ indica sinal de fluorescéncia detectado até 35 ciclos ou menos e — indica que nenhum sinal de
fluorescéncia foi detectado apés 35 ciclos.

Ambas andlises in silico e in vitro confirmaram que esse par de
oligonucleotideos foi especifico as estirpes bacterianas de Dickeya spp. Nao
houve amplificacdo por PCR e gPCR entre as estirpes de Pectobacterium
spp. e R. solanacearum. (Tabela 8, Figuras 9 e 10). Em gPCR, houve a
formacdo de picos especificos na curva de dissociacdo para amostras de
Dickeya, o que corrobora com o Unico produto de amplificacdo visualizado

em gel de agarose 2% (Figuras 9 e 10). Amostras consideradas positivas em
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PCR e gPCR apresentaram um Unico pico na curva de dissociacdo, ao qual
corresponde a um produto de 208 pb, com temperaturas de desnaturagao
variando de 85 a 92 C, como mostrado nas Figuras 10 e 11. Em fung&o do
valor de Cy, verificou-se que em amostras positivas em PCR e gPCR existe
um maior numero de células de Dickeya spp. nos tubérculos, e
consequentemente apresenta uma maior quantidade de DNA para a
deteccdo por PCR. Em amostras consideradas negativas por PCR e
positivas por gqPCR, verificou-se que a amplificacdo ocorre no limite de
deteccdo da qPCR e consequentemente, os tubérculos apresentam um
menor numero de células bacterianas que ndo sdo detectadas por PCR. Em
amostras negativas para a presenca de Dickeya spp. € no controle negativo
em gPCR, verificou-se que quando ocorria amplificag&o, o limite de deteccao
da qPCR era extrapolado (Ct > 35 ciclos) e produzia-se um pico inespecifico
aos produzidos por Dickeya spp. com temperatura de desnaturagao abaixo
de 85 T e esse produto de amplificacdo ndo era vis ualizado em gel de

agarose 2% (Figura 10).
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FIGURA 10. Grafico de amplificacdo e curva de dissociacdo na qPCR e
eletroforese em gel de agarose (2%) em amostras de
controle positivo (positivo para gPCR e PCR), amostras de
campo (positivo para gPCR e negativo para PCR) e controle
negativo (negativo para gPCR e PCR). Em detalhe,
Temperatura de Melting (Tm). Porto Alegre, RS, 2009.

Apesar da qPCR por SYBR Green | mostrar-se especifica para a
deteccdo de Dickeya spp., ndo foi possivel identificar qual(is) a(s) espécie(s)
gue estava ocorrendo nas amostras de campo. No entanto, verificou-se que
as estirpes de referéncia de Dickeya sp.: D. dianthicola e D. chrysanthemi
apresentaram temperatura de desnaturacéo (melting) variando entre 85,83 e
92,35 C, o que ocorreu também em amostras de campo (Figura 11). Nao

foram verificados a formacéo de dimeros de oligonucleotideos pelas analises

da curva de dissociacdo e por analise do produto de amplificacdo em
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eletroforese em gel de agarose 2%. Foram gerados produtos de amplificacao
de 208 pb entre as estirpes de referéncia de Dickeya spp. e amostras
positivas em gPCR (Figuras 9 e 11).

A temperatura de desnaturacdo (melting) pode ser afetada pelo
conteudo GC, pelo tamanho do produto de amplificagédo e pela quantidade de
produto de amplificacéo (Cheng et al., 2006).

Na Figura 8, a partir do alinhamento entre as sequéncias de Dickeya
sp. obtidas do GenBank verificou-se algumas mutagfes dentro do fragmento
de 208 pb obtido com os oligos mtIDF/R. A ocorréncia dessas mutagfes em
alguns pares de bases entre as espécies de Dickeya pode ocasionar em

diferencgas na temperatura de desnaturacao.
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FIGURA 11. Curvas de dissociacdo para Dickeya sp. com o0s

oligonucleotideos mtID 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 ocorréncia de polimorfismos em um Unico par de bases (SNP) em

um produto de amplificacdo pode diferenciar entre estirpes bacterianas de

uma mesma espeécie, ou entre diferentes espécies bacterianas, baseando-se
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na temperatura de desnaturagédo dos produtos gerados pela gPCR (Cheng et
al.,, 2006). Esses polimorfismos ou gendtipos diferentes podem ser
detectados por andlises de qPCR, seguida de desnaturacdo ou dissociacao
de alta resolugdo (HRM, High-Resolution Melting) (Cheng et al., 2006;
Schwartz et al., 2009), utilizando além do SYBR Green | outros fluoréforos
tais como LCGreen (Gundry et al., 2003; Wittwer et al., 2003; Reed et al.,
2007).

A deteccéo e identificacdo de bactérias em humanos tem sido feita
pela caracterizacdo do gene que codifica 0 RNA ribossomal 16S por analises
filogenéticas e seqlenciamento de regibes desse gene, porém, esses dois
métodos sdo bastante exaustivos e consomem bastante tempo. Atualmente,
analise da dissociacdo de alta resolucdo (HRM-High Resolution Melting) de
produtos de amplificacdo da qPCR com um fluoréforo intercalante de DNA
fita-dupla vem sendo utilizada com o objetivo de identificar isolados e
caracterizar espécies bacterianas, que estdo associadas a doencas
importantes em humanos. Esse método ja vem sendo utilizado para
deteccdo de variantes de sequéncia em heterozigose ou homozigose
(variacdo em uma Unica base) para genotipagem, analises de busca de
variagdo de sequéncias em humanos, identificacdo de defeitos e doencas
genéticas (Cheng et al., 2006).

No presente estudo nédo foi utilizado HRM, porém, a ocorréncia de
diferentes temperaturas de desnaturacdo entre as amostras de campo e

7

estirpes de referéncia é um indicativo de que existe diferencas entre as
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espécies de Dickeya, corroborando com diferencas nas sequéncias 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 diagnostico causado pelas estirpes em
diferentes hospedeiros, e consequentemente, contribuir para o conhecimento
epidemioldgico de doencgas provocadas por essas especies.

A validacdo da técnica de qPCR para deteccdo de Dickeya spp. foi
realizada com a avaliacdo de alguns parametros, tais como especificidade,
precisdo, sensibilidade, limite de deteccdo, eficiéncia da amplificacéo,
coeficiente de correlacdo (r*) da curva-padréo (valores de Cr x logaritmo das
concentracdes de DNA de cada diluicdo) e inclinagéo da curva (slope).

A especificidade do produto de amplicacdo foi verificado em gel de
agarose 2% e através da curva de dissociacdo como mostrado nas Figuras
9, 10 e 11, na qual os produtos de amplificacdo e curvas de dissociacao
foram especificos para Dickeya spp. A precisdo dos dados de gPCR foi
avaliada a partir do desvio padrédo entre as 3 replicatas de reacdo por
amostra coletada, na qual variou de 0,01 a 4,4, onde maiores desvios foram
verificados em amostras com menor numero de células bacterianas, quase
no limite de deteccao (Tabela 9 e 10).

A eficiéncia da amplificagcdo dos oligos mtIDF/R obtida a partir da
curva de calibracdo com os padroes de DNA foi de 91%, o que indica que a
cada ciclo o produto de amplificacdo vem sendo duplicado. Outro parametro

avaliado foi o limite de deteccao da qPCR que foi de 39 células bacterianas,
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com um C; de 33,51(Tabela 9). Amostras com menor valor de Ct do que os
limites de deteccdo apresentavam desvio padrao alto, onde essas amostras
ndo foram consideradas positivas, visto que o limite de deteccédo encotrado
na curva-padrao foi de 39 células com C; de 33,51 (Tabela 9). Diluicdes
menores abaixo de 39 células (CT > 33,5) foram feitas, mas ndo houve
amplificacdo abaixo desse limite. As amostras coletadas que foram
consideradas positivas para a presenca de Dickeya sp. apresentaram de 40

até 17.000 células presentes nos tecidos dos tubérculos (Tabela 10).

Tabela 9. Quantidade de DNA dos padrbes de Dickeya sp. empregados na
curva de calibracdo e numero de células detectadas em gPCR.
Porto Alegre, RS, 2009

Quantidade DNA Cr desvio
(ng/ul) Ctmedia  padrao  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 regresséo linear na curva de calibragéo foi de (-
3,554) como mostrado na Figura 12, o qual se encontra dentro do intervalo
aceitavel de -3,1 a -3,6 (E=90-110%), que € considerado um limite toleravel
para a eficiéncia de amplificacdo dos oligonucleotideos (Raymaekers et al.,
2009). A eficiéncia calculada pelo método da curva-padrdo assume que

eficiéncias de amplificacdo entre os padrbes de quantificacdo e amostras



98

desconhecidas testadas sejam as mesmas, ou seja, 0s oligonucleotideos
amplificam o fragmento esperado de DNA com a mesma eficiéncia para as
diluicbes de DNA conhecidas e amostras de campo com concentragdes
variaveis. Essa eficiéncia de amplificacdo mostra o quao sensivel sera os
oligos para detectar a sequéncia-alvo na PCR (Applied Biosystems, 2008).

O coeficiente de correlacdo (r*) mostra o qudo bom um valor é na
predicdo de outro, onde o valor >0,99 apresentado neste estudo
proporcionou confiabilidade para a correlagdo de dois valores (Applied
Biosystems, 2008), o Ct e a concentracdo de DNA nas amostras (Figura 12).
O DNA presente nas amostras corresponde ao numero de células
bacterianas, baseando-se no tamanho do genoma de cada espécie
bacteriana.

Esse método foi validado com amostras de tubérculos que néo
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

deteccdo como mostrado na Tabela 10.
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FIGURA 12. Curva de calibracdo da concentracdo de DNA (ng/uL) de
Dickeya sp. em relacdo 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 gPCR, essas amostras foram consideradas positivas para a
presenca de Dickeya sp. A sensibilidade de gPCR para a deteccao de baixos
niveis populacionais de Dickeya spp. nos tecidos dos tubérculos foi
demonstrada.

Laurila et al. (2010), também detectou Dickeya sp. em amostras de
campo através de gPCR, com um limite de deteccdo de 10° células
bacterianas ou mais por mL. Porém, os autores realizavam o isolamento das

estirpes bacterianas das hastes de plantas com sintomas. No presente



100

estudo, o limite de deteccao foi de aproximadamente 40 células bacterianas
encontradas diretamente nos tecidos dos tubérculos (Tabela 10). Isso mostra
gue o método de qPCR aliado ao método de coleta de amostras e extracao
de DNA através dos cartbes FTA foi eficiente na detecdo de Dickeya sp. em
tubérculos.

Os resultados encontrados para incidéncia de Dickeya sp. em um
namero elevado de amostras de tubérculos nesse estudo corroboram com os
resultados também encontrados em paises da Europa, onde a incidéncia
dessa espécie e a ocorréncia de epidemias de canela-preta tem aumentado
severamente (Saddler, 2009: Toth et al., 2009). Em estudos anteriores no
Brasil, essa espécie apresentou menor incidéncia dentre as demais espécies
de pectobactérias (Oliveira et al., 2003; El Tassa & Duarte, 2004), o que
indica que a incidéncia de Dickeya spp. tem aumentado gradativamente ao
longo dos anos. Além disso, o género Dickeya é composto por seis espécies,
onde trés dessas podem causar canela-preta e podriddo-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 ja sdo
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 incidéncia elevada desse grupo de pectobactérias em tubérculos, o
gue indica que surtos epidémicos de canela-preta causados por esse grupo

tem aumentado ao longo dos anos.
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TABELA 10. Detecgcdo de Dickeya sp. por gPCR pelo sistema SYBR-
Green |. Porto Alegre, RS, 2009.

Amostra Média Ct Desvio padrdo n° células _qPCR
Cr oligos mtID
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 +



102

continuacdo TABELA 10. Deteccdo de Dickeya sp. por gPCR pelo
sistema SYBR Green |. Porto Alegre, RS,

1032
1004
1033
1018
1024
1008
1041
1020
1042
1022
1019
1021
1009
MG-35
MG-22
MG-32
MG-31
MG-28
MG-34
4641
4640
5897
5899
5898
MG-15
MG-1
MG-50
MG-56
MG-45
MG-54
MG-55
MG-60
MG-59
MG-69
MG-64
MG-61
MG-68
MG-65
MG-58
MG-70
MG-66
MG-63
MG-62
MG-52
MG-67
MG-73
MG-53

28,43
28,66
29,13
29,68
29,74
29,95
30,20
30,94
31,83
32,03
32,25
32,34
32,46
25,21
25,33
27,19
27,31
27,43
27,45
25,03
25,41
26,03
26,17
26,31
24,52
24,21
24,73
24,99
25,13
25,40
25,54
25,89
25,92
25,95
25,96
26,00
26,00
26,06
26,09
26,12
26,16
26,32
26,35
26,43
26,44
26,45
26,47

2009.

0,13
0,13
0,26
0,25
0,23
0,25
0,14
0,77
0,55
0,93
0,76
0,48
0,64
0,24
0,22
0,10
0,03
0,28
0,40
0,22
0,27
0,46
0,52
0,19
0,22
1,22
0,22
0,09
0,45
0,98
0,29
0,29
0,57
0,43
0,60
0,34
0,10
0,21
0,42
0,56
0,07
0,38
0,09
0,57
0,35
0,23
0,25

552,0
477,6
352,5
245,3
236.8
207,2
175,3
109,0
61,0
53,7
46,5
43,9
40,8
4462,0
4115,0
1232,0
1140,8
1056,5
1044,9
5020,4
3901,8
2615,3
2397.9
2191,2
6968,1
8525,6
6093,0
5128,5
4702,2
3932,7
3608,5
2861,3
2812,2
2756,4
2737,6
2673,3
2666,9
2564.,8
25144
2477,5
2404.,9
2168,8
2129,3
2019,4
2012,4
1996,7
1972,7

L S S T T T T T S T S e S e S e S e e I T T T T T T T T e S S e

+ + 4+ +
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continuacdo TABELA 10. Deteccdo de Dickeya sp. por gPCR pelo
sistema SYBR Green |. Porto Alegre, RS,

MG-71
MG-51
MG-74
MG-72
MG-46
MG-48
MG-49
MG-57
MG-37
MG-36
MG-47
MG-39
MG-43
MG-40
MG-44
MG-42
RS1
1038
1037
1023
1034
1017

26,52
26,53
26,54
26,55
26,62
26,66
26,94
26,94
26,96
27,17
27,18
27,21
27,21
27,31
27,43
27,43
25,99
23,13
23,16
24,67
26,03
26,65

2009.

0,27
0,46
0,46
0,23
0,65
0,20
0,16
0,53
0,25
0,33
0,51
0,19
0,48
0,41
0,91
0,08
0,77
0,24
0,27
0,19
1,20
0,66

1911,3
1892,8
1885,1
1875,1
1792,1
1737,3
1454,4
1451,4
1432,1
1254,9
1245,3
1219,6
12171
1140,4
1055,7
1054,8
2687.,9
17118,5
16804,5
6330,9
2616,1
1749,3

T I T S S S I T I I T T T I I i s

NI: ndo identificado

1 ne de células Dickeya sp. detectadas por qPCR
% Resultados positivos por PCR

4.4.2 Pectobacterium spp.

Os oligonucleotideos acnAF/R amplificam um fragmento de DNA de

252 pb do gene acnA das estirpes de referéncia das espécies de

Pectobacterium e amostras de campo positivas para Pectobacterium spp.

como mostrado na Figura 13.
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FIGURA 13. Produtos de amplificacdo das estirpes de referéncia de
Pectobacterium spp. M. Marcador de peso molecular 1 Kb
DNA plus ladder (Invitrogen); 1. Controle negativo (agua
deionizada); 2. Pectobacterium atrosepticum (Pa 790); 3.
Pectobacterium brasiliensis  (IBSBF 1692); 4.
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (IBSBF
791); 5. Pectobacterium betavasculorum (IBSBF 787), e 6.
Amostra 1027. Porto Alegre, RS, 2009.

Nenhum produto de amplificacdo foi gerado para Dickeya spp. e R.
solanacearum (Tabela 11), o que indica que os oligos acnhAF/R sao
especificos para Pectobacterium spp.

Além disso, os oligonucleotideos achAF/R foram analisados in silico
através da ferramenta BLASTN contra varias sequéncias depositadas no
GenBankK, sendo que o e-value foi menor para sequéncias do gene acnA de

Pectobacterium spp. Essas andlises mostraram que os oligos séo especificos

para deteccdo do gene acnA de espécies de Pectobacterium.
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TABELA 11. Especificidade dos oligonucleotideos acnAF/R para deteccéo
de Pectobacterium spp. por PCR Porto Alegre, RS, 2009.

Estirpes Origem Oligos acnAF/R

Pectobacterium atrosepticum

Pa 31 Canada +

Pa 790" Reino Unido +
Pectobacterium carotovorum

IBSBF 1442 Brasil +
IBSBF 791 Dinamarca +

47 Brasil +
Pectobacterium brasiliensis

IBSBF 1692 (212) RS, Brasil +

IBSBF 1697 (213)
Pectobacterium betavasculorum

IBSBF 787" EUA +
Dickeya chrysanthemi bv. chrysanthemi

IBSBF 231" EUA -
IBSBF 920 Brasil -
Dickeya dianthicola

IBSBF 856 Franca -
Dickeya sp.

CENSO MG, Brasil -
Ralstonia solanacearum

Biovar 1

1 RS, Brasil -
93 SP, Brasil -
Biovar 2

126 SP, Brasil -
R56 RS, Brasil -

Os oligos acnAF/R foram desenhados com bases degeneradas para
amplificar todas as espécies de Pectobacterium. A especificidade dos
ensaios de gPCR para as espécies P. atrosepticum, P. brasiliensis, P.
carotovorum subsp. carotovorum e P. betavasculorum foi determinada
através das sondas de hidrdlise.

Vérios ensaios ja foram desenhados para a deteccdo e identificacdo
de fitopatdgenos intimamente relacionados filogeneticamente (Bach et al.,

2003; Zijlstra & Van Hoof, 2006; Cullen et al., 2007; Arzanlou et al., 2007;
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loos et al., 2010) utilizando sondas de hidrolise para diferencia-los a nivel de

espécie.

4.4.2.1 Pectobacterium atrosepticum

A validacéo de gPCR para deteccao de P. atrosepticum foi realizada
com a avaliacdo de parametros como especificidade, sensibilidade, preciséo,
limite de deteccéo, eficiéncia de amplificacdo, coeficiente de correlacdo da
curva-padrao da diluicdo de DNA e inclinagéao da curva-padréo (slope).

A especificidade do ensaio de gPCR com sonda de hidrolise (TagMan)
para deteccdo de P. atrosepticum foi determinada in silico (BLASTN) e in

vitro, sendo considerado especifico para essa espécie (Tabela 12).
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TABELA 12. Especificidade dos oligonucleotideos iniciadores acnAF/R e
sondas Pa utilizados em gPCR pelo sistema TagMan para
deteccdo de Pectobacterium atrosepticum. Porto Alegre,

RS, 2009.
Estirpes Origem Oligos acnAF/R +
sonda Pa®
Pectobacterium atrosepticum
Pa 31 Canada +
Pa 790" Reino Unido +
Pectobacterium carotovorum
IBSBF 1442 Brasil -
IBSBF 791 Dinamarca -
47 Brasil -
Pectobacterium brasiliensis
IBSBF 1692 (212) ) -
IBSBF 1697 (213) RS, Brasil -
Pectobacterium wasabiae
IBSBF 807" Japao -
Pectobacterium betavasculorum
IBSBF 787" EUA -
Dickeya chrysanthemi bv. chrysanthemi
IBSBF 231" EUA -
IBSBF 920 Brasil -
Dickeya dianthicola
IBSBF 856 Franca -
Dickeya sp.
CENS8O0 MG, Brasil -
Ralstonia solanacearum
Biovar 1
1 RS, Brasil -
93 SP, Brasil -
Biovar 2
126 SP, Brasil -
R56 RS, Brasil -

TEstirpe tipo bacteriana: linhagem de referéncia em cultura pura com as caracteristicas de determinada

espécie ou subspécie.

%+ indica sinal de fluorescéncia detectado até 32 ciclos ou menos e — indica que nenhum sinal de

fluorescéncia foi detectado apés 32 ciclos.
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O limite de deteccdo do ensaio de qPCR para deteccdo de P.
atrosepticum foi de 25 células bacterianas detectadas em 10 tubérculos de
batata analisados por amostra, que corresponde ao C; 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 presenca de
P. atrosepticum (Tabela 13). Diluicao de DNA padréo abaixo do limite de
deteccao estabelecido ndo foi detectado pela técnica de qPCR.

A equacado da curva-padrdo (curva de calibracdo) y=-3,429 + 13,81,
com eficiéncia de reacao de 95,7% e r2 =0,991 para o0 gene acnA de P.
atrosepticum foi testado com diluicdo seriada do DNA variando de 10 ng.puL*
a 10 fg.uL™*. A curva-padrdo mostrou uma correlacdo linear entre DNA e

valores de Cr (Figura 14).

Tabela 13. Quantidade de DNA dos padroes de Pectobacterium atrosepticum
empregados na curva de calibracio e numero de células
detectadas em gPCR. Porto Alegre, RS, 2009.

Quantidade DNA Cr gesvio
(ng/uL) Ctmedia  padriio 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 eficiéncia de amplificacdo da qPCR para deteccdo 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 aceitavel (-3,1~-3,6), com eficiéncia de 90-110%. O
coeficiente de correlacéo (r?) da curva-padréo foi de 0,991, o que indica que

existe relacdo linear entre o valor de Ct e a quantidade de DNA dos padrbes

(Figura 14).
Pa
35,00 -
y =-3,429x + 13,81
30,00 - R2? = 0,991
S 2500 Eficiéncia=95,7%
T
2 2000 -
;]
o
< 15,00 -
Q
- *
Q i
S 10,00
5,00 -
000 T T T T T T T 1
6 5 -4 -3 2 -1 0 1 2
Log .o Quantidade de DNA (ng/uL)

FIGURA 14. Curva de calibracdo da concentracdo de DNA (ng.uL™) de
Pectobacterium atrosepticum em relag&o ao ciclo threshold.
Porto Alegre, RS, 2009.

A precisdo do ensaio foi avaliada a partir dos desvios-padrboes para
cada amostra, na qual foram analisadas trés replicatas de reacéo, na qual os
desvios variaram de 0,14 a 0,77 entre os padrbes e amostras de campo

(Tabelas 13 e 14).
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A validacéo do ensaio de gPCR para deteccao 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 gPCR para deteccado de P. atrosepticum foi promissor
para avaliar infeccdes latentes dessa espécie. O relato da ocorréncia de
infecgBes latentes de P. atrosepticum em tubérculos no Brasil tem poucos
estudos, e este estudo mostrou que essa espécie estd presente em baixa
incidéncia como também relatado por Oliveira et al. (2003) e El Tassa &
Duarte (2004), porém, estudos devem ser aprofundados para questionar se
P. atrosepticum € o0 agente causal da canela-preta, ou sdo outras espécies

que causam a doenga no pais.

TABELA 14. Deteccdao de Pectobacterium atrosepticum com o0s
oligonucleotideos acnA e sonda Pa por gPCR. Porto
Alegre, RS, 2009.

Desvio padréo Oligonucleotideos

Amostra Média Ct Cr n° células 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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continuacdo TABELA 14. Deteccéo de Pectobacterium atrosepticum com
os oligonucleotideos acnA e sonda Pa por
gPCR. 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 validagdo de gPCR para deteccdo de P. brasiliensis em
tubérculos foi feita pela avaliacdo de parametros como a especificidade e
sensibilidade do ensaio, limite de deteccado, eficiéncia de amplificacao,
coeficiente de amplificacéo (r%) e slope da curva-padréo.

A especificidade do ensaio de gqPCR para deteccdo de P.
brasiliensis foi avaliada primeiramente in silico, através de BLASTN da sonda
Pbr, onde menor e-value foram obtidas com sequéncias dessa espécie. As
estirpes de referéncia foram testadas em gPCR, onde a sonda foi altamente
especifica para a deteccado de P. brasiliensis. Nao houve amplificacdo por
gPCR com a sonda Pbr das outras espécies de Pectobacterium, Dickeya

spp. e R. solanacearum (Tabela 15).
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TABELA 15. Especificidade dos oligonucleotideos iniciadores acnAF/R +
sonda Pbr utilizados em gPCR pelo sistema TagMan para
deteccdo de Pectobacterium brasiliensis. Porto Alegre, RS,

2009.
Estirpes Origem Oligos acnAF/R +
sonda Pbr ?
Pectobacterium atrosepticum
Pa 31 Canada -
Pa 790" Reino Unido -
Pectobacterium carotovorum
IBSBF 1442 Brasil -
IBSBF 791 Dinamarca -
47 Brasil -
Pectobacterium brasiliensis
IBSBF 1692 (212) ) +
IBSBF 1697 (213) RS, Brasl +
Pectobacterium wasabiae
IBSBF 807" Japao -
Pectobacterium betavasculorum
IBSBF 787" EUA -
Dickeya chrysanthemi bv. chrysanthemi
IBSBF 231" EUA -
IBSBF 920 Brasil -
Dickeya dianthicola
IBSBF 856 Franca -
Dickeya sp.
CENS8O0 MG, Brasil -
Ralstonia solanacearum
Biovar 1
1 RS, Brasil -
93 SP, Brasil -
Biovar 2
126 SP, Brasil -
R56 RS, Brasil -

TEstirpe tipo bacteriana: linhagem de referéncia em cultura pura com as caracteristicas de determinada
espécie ou subspécie.

%+ indica sinal de fluorescéncia detectado até 35 ciclos ou menos e — indica que nenhum sinal de
fluorescéncia foi detectado apés 35 ciclos.
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A curva-padréo de P. brasiliensis (gene acnA) foi construida com DNA
em concentragdes que variaram de 100 ng.uL™* a 100 fg.uL™*(Tabela 16). O
limite de deteccao do ensaio de qPCR para deteccao de P. brasiliensis foi de
225 células bacterianas (Tabela 16), com uma eficiéncia de amplificacdo de

100%, com um coeficiente de correlacdo de 0,995 (Figura 15).

Tabela 16. Quantidade de DNA dos padrdoes de Pectobacterium brasiliensis
empregados na curva de calibracio e numero de células
detectadas em gPCR. Porto Alegre, RS, 2009.

Quantidade DNA Cr desvio
(ng/ul) Ctmedia  padmo  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 diagnéstico de doencas causadas por
P. brasiliensis em amostras de batata, 206 amostras foram submetidas a
analises por gPCR através de quantificacdo absoluta, porém, somente 34
amostras foram positivas para essa espécie (Tabela 17). Dentro desse
ensaio foram utilizados tubérculos sem qualquer manifestacdo de sintomas
de podriddo-mole.

A eficiéencia de amplificacdo de 100% mostrou que 0 ensaio para
deteccdo de P. brasiliensis através de qPCR pelo sistema de quantificacdo

absoluta com sondas de hidrélise é especifico e sensivel em amostras de
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tubérculos sem manifestacdo de sintomas. O slope ou inclinagdo da curva
apresentou-se dentro do limite adequado na qual a eficiéncia calculada foi de
100%, onde a cada ciclo de PCR, ocorre duplicacdo da amostra de DNA. O
limite de deteccdo do ensaio foi de 225 células bacterianas detectadas em 10
tubérculos coletados por amostra, que corresponde a 100 fg.uL™ de DNA,
sendo que nas amostras de campo foram encontradas desde 252 células a
3,7 x 10® células. A precisdo do ensaio foi avaliada pelos desvios-padrdes,
ao qual variaram de 0,10 até 3,72 (Tabelas 16 e 17) entre os padrbes e

amostras de cam po.
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FIGURA 15. Curva de calibracdo da concentracdo de DNA (ng.uL™) de
Pectobacterium brasiliensis em relacdo 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 incidéncia dessa bactéria (Figura 20). A incidéncia
de P. brasiliensis nos tubérculos sem manifestagdo dos sintomas ja 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
ndo foram realizados isolamentos, porém, a presenca da bactéria em baixos
niveis populacionais nos tubérculos foi demonstrada.

A ocorréncia de P. brasiliensis em outros paises como Israel, EUA (Ma
et al., 2007; Kim et al., 2009) e no sul da Africa (Van Der Merwe et al., 2010)
€ um indicativo de que pode estar ocorrendo a disseminacdo dessa espécie
pelo mundo em tubérculos-semente ou ainda em outros hospedeiros sob a
forma de infecgBes latentes. Essa técnica mostrou sensibilidade e
especificidade para a deteccdo dessa espécie em populacdes baixas nos
tecidos, podendo auxiliar em programas de certificacdo de tubérculos-
semente, estudos de epidemiologia e inspecdo quarentenaria desse
patogeno no Brasil e no mundo.

Em outros estudos foi verificado também maior incidéncia de P.
brasiliensis em relacdo as outras espécies de pectobactérias (El Tassa &

Duarte, 2004; Ribas, 2007).
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TABELA 17. Deteccdo de Pectobacterium brasiliensis por gqPCR com os
oligonucleotideos iniciadores acnA e sonda Pbr Porto
Alegre, RS, 2009.

oy Desv~io . Oligonucleotideos
Amostra Média Ct pag;ao n° células 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 22215 +
1038 32,11 0,12 4439 +
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 deteccdo de P. carotovorum subsp. carotovorum com
os oligos acnAF/R e a sonda Pcc utilizou o sistema de quantificacdo absoluta
com construgdo de uma curva-padrédo com o DNA padréo diluido.

Os padrdes de DNA apresentavam-se a uma concentracdo de 100
ng.uL* até 10 fg.uL™ (Tabela 18). Essa concentracéo de DNA corresponde &
2,25 x 10" a 2 células bacterianas, que correspondem ao Cr de 8,84 + 0,08 e
30,62 + 0,26, respectivamente.

A especificidade do ensaio para deteccdo de P. carotovorum subsp.
carotovorum foi determinada in vitro através da qPCR com os oligos achAF/R
e sonda e in silico através da ferramenta BLASTN, na qual foram testadas
contra varias sequéncias depositadas no GenBank.

O ensaio de gPCR de P. carotovorum subsp. carotovorum foi
especifico, uma vez que detectou somente as estirpes dessa espécie
(Tabela 18). Nao foi verificada amplificagdo para outras espécies de
Pectobacterium, Dickeya sp. e R. solanacearum (Tabela 18). Através do
BLASTN, obteve-se menor e-value com sequéncias do gene acnhA de P.
carotovorum subsp. carotovorum, o que indica que a sonda é especifica para

detectar a presenca dessa espécie em amostras.
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TABELA 18. Especificidade dos oligonucleotideos iniciadores achAF/R e
sonda Pcc utilizados em gPCR pelo sistema TagMan para
deteccdo de  Pectobacterium  carotovorum  subsp.
carotovorum. Porto Alegre, RS, 2009.

Oligos acnAF/R +

Estirpes Origem sonda Pec @

Pectobacterium atrosepticum

Pa 31 Canada -
Pa 790" Reino Unido -
Pectobacterium carotovorum

IBSBF 1442 Brasil +
IBSBF 791 Dinamarca +
47 Brasil +

Pectobacterium brasiliensis
IBSBF 1692 (212) -

IBSBF 1697 (213) RS, Brasil -
Pectobacterium wasabiae

IBSBF 807" Japao -
Pectobacterium betavasculorum

IBSBF 787" EUA -
Dickeya chrysanthemi bv. chrysanthemi

IBSBF 231" EUA -
IBSBF 920 Brasil -
Dickeya dianthicola

IBSBF 856 Franca -
Dickeya sp.

CENS8O MG, Brasil -
Ralstonia solanacearum

Biovar 1

1 RS, Brasil -
93 SP, Brasil -
Biovar 2

126 SP, Brasil -
R56 RS, Brasil -

TEstirpe tipo bacteriana: linhagem de referéncia em cultura pura com as caracteristicas de determinada
espécie ou subspécie.

%+ indica sinal de fluorescéncia detectado até 31 ciclos ou menos e — indica que nenhum sinal de
fluorescéncia foi detectado ap6s 31 ciclos.

A sensibilidade do ensaio baseada no limite de deteccdo do fragmento

do gene acnA para P. carotovorum subsp. carotovorum foi de 28,1 células
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detectadas (Tabela 19), na qual corresponde a concentracao limite de 2,3
células bacterianas.uL® (10 fg DNA. pL?'). As amostras de campo
apresentaram desde 106 até aproximadamente 36.000 células detectadas

nos tubérculos (Tabela 20).

Tabela 19. Quantidade de DNA dos padrdes de Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum empregados na curva de calibragdo e numero
de células detectadas em gPCR. Porto Alegre, RS, 2009.

Quantidade DNA Cr desvio

(ng/ul) Ctmedia  padio  N. CElulas/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 2577 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 eficiéncia de amplificacio da gPCR com a sonda Pcc e
oligonucleotideos acnAF/R foi de 100%, o que demonstra que além da
especificidade dos oligos para a espécie, a deteccdo de P. carotovorum
subsp. carotovorum também foi sensivel. O slope ou inclinagdo da curva-
padrao foi de -3,202, ao qual é considerada o padrdo ideal onde a eficiéncia
de amplificacdo é maxima como mostrado na Figura 16. A precisdo dos
dados foi determinada pelo desvio-padrdo dos valores de Ct entre as
amostras na qual variou de 0,08 (DNA padréo) até 0,83 (amostras de campo)

como mostrado nas Tabelas 19 e 20.
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FIGURA 16. Curva de calibracdo da concentracdo de DNA (ng.pL™) de

Pectobacterium carotovorum subsp.

relacdo ao ciclo threshold. Porto Alegre, RS, 2009.

carotovorum em

A validacdo do ensaio de gPCR para o uso em diagndstico de

doencas 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 presenca dessa espeécie, 0 que

corresponde a 6,3% incidéncia nos tubérculos (Tabela 20 e Figura 20).
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TABELA 20. Deteccdo de Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum por gPCR com os oligonucleotideos
iniciadores acnA e a sonda Pcc. Porto Alegre, RS, 2009.

Desvio Oligos
Amostra Média Ct padrao n° células acnA e sonda

Cr 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 +
IBl4 21,46 0,48 31711,1 +
IBIS 21,27 0,22 36157,6 +
IBI6 27,37 0,83 4527 +
IBI7 22,28 0,68 17575,1 +

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum foi recentemente
relatada causando canela-preta em regides de clima temperado na Europa
(Haan et al., 2008). No presente trabalho, verificou-se a ocorréncia de P.
carotovorum subsp. carotovorum nos estados da regido sul, na qual
apresentam temperaturas mais amenas na época de cultivo da batata.

Em outros paises, P. carotovorum tem sido considerada um risco para
lavouras de batata, mostrando a importancia dessa espécie (Haan et al.,
2008; Czajkowski et al., 2009). Até o momento, nenhum ensaio foi
desenvolvido para deteccdo de P. carotovorum subsp. carotovorum
utilizando gPCR. 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. Entdo, o uso desta técnica € justificavel para detec¢ado de
baixos niveis populacionais dessa espécie em programas de certificacdo de

tubérculos-semente e em levantamentos epidemiologicos.

4.4.2.4 Pectobacterium betavasculorum

O ensaio de gPCR com sondas de hidrélise foi desenvolvido para
deteccdo de P. betavasculorum, com a construcdo da curva-padrdo com o0s
padrées de DNA com concentragdes conhecidas, que variaram de 125 ng.puL’
1a 12,5 fg.uL?* (Tablea 22).

A especificidade do ensaio de gPCR com a sonda Pbet e oligos
acnAF/R foi determinada in vitro e in silico. Os oligos achAF/R e sonda Pbet
detectou somente a estirpe de P. betavasculorum presente na Tabela 20.
Com relacdo a especificidade do ensaio, ndo houve amplificacdo de
nenhuma das outras espécies relatadas no presente estudo.

Dentre as sequéncias do gene acnA depositadas no GenBanK, a
sonda Pbet apresentou homologia de 100% com sequéncias de estirpes de

P. betavasculorum (< e-value).
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TABELA 21. Especificidade dos oligonucleotideos iniciadores achAF/R e
sonda Pbet utilizados em gPCR pelo sistema TagMan para
deteccdo de Pectobacterium betavasculorum. Porto Alegre,

RS, 2009.
) ) Oligos acnhAF/R +
Estirpes Origem
sonda Pcc ?
Pectobacterium atrosepticum
Pa 31 Canada -
Pa 790" Reino Unido -
Pectobacterium carotovorum
IBSBF 1442 Brasil -
IBSBF 791 Dinamarca -
47 Brasil -
Pectobacterium brasiliensis
IBSBF 1692 (212) . -
IBSBF 1697 (213) RS, Brasil -
Pectobacterium wasabiae
IBSBF 807" Japao -
Pectobacterium betavasculorum
IBSBF 787" EUA +
Dickeya chrysanthemi bv. chrysanthemi
IBSBF 231" EUA -
IBSBF 920 Brasil -
Dickeya dianthicola
IBSBF 856 Franca -
Dickeya sp.
CENS80 MG, Brasil -
Ralstonia solanacearum
Biovar 1
1 RS, Brasil -
93 SP, Brasil -
Biovar 2
126 SP, Brasil -
R56 RS, Brasil -

TEstirpe tipo bacteriana: linhagem de referéncia em cultura pura com as caracteristicas de determinada
espécie ou subspécie.

%+ indica sinal de fluorescéncia detectado até 34 ciclos ou menos e — indica que nenhum sinal de
fluorescéncia foi detectado ap6és 34 ciclos.

A sensibilidade do ensaio de PCR para deteccdo de P.

betavasculorum foi de 35,2 células detectadas (limite de detec¢cdo) como
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mostrada na Tabela 22, o que equivale a concentracdo de 2,8 células.pL™

(10 fg DNA.uL™).

TABELA 22. Quantidade de DNA dos padroes de Pectobacterium
betavasculorum empregados na curva de calibracdo e
namero de células detectadas em qPCR. Porto Alegre, RS,

20009.
Quantidade DNA Cr desvio
(ng/ul) Ctmedia  padmo  N. cOpias/ulL 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 eficiéncia de amplificacdo do ensaio de gPCR para deteccdo de P.
betavasculorum foi de 94%, com slope de -3,475, que se encontram dentro
do limite toleravel de eficiéncia (90-110%). O coeficiente de correlacdo (r?) de
0,996 mostra que existe correlacdo linear entre o valor de Cy e a
concentracao de DNA (Figura 17).

Até o momento, nenhum ensaio baseado em gPCR e PCR foi
desenvolvido para deteccdo de P. betavasculorum, mostrando que essa
técnica pode ser utilizada para deteccdo desta espécie em batata e em

outros hospedeiros.
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FIGURA 17. Curva de calibracdo da concentracdo de DNA (ng.pL™) de
Pectobacterium betavasculorum em relagdo ao ciclo
threshold. Porto Alegre, RS, 2009.

Das 206 amostras coletadas, apenas quatro amostras foram
consideradas como positivas para a presenca de P. betavasculorum. No
Brasil, P. betavasculorum n&o havia sido identificada em batata. No
entanto, como verificado por Pitman et al. (2010) outras espécies de

Pectobacterium podem estar associadas com a podriddo-mole ou canela-

preta em batata.
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TABELA 23. Deteccdo de Pectobacterium betavasculorum por qPCR
com os oligonucleotideos iniciadores acnAF/R e a sonda
Pbet. Porto Alegre, RS, 2009.

Desvio Oligos
Amostra Média Ct padrao n° células acnA e sonda
Cr 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 podriddo mole (Thomson et al.,
1977). O presente trabalho é o primeiro que relata a presenca de P.
betavasculorum em tubérculos de batata, o0 que mostra que essa espécie
também pode estar associada a surtos de canela-preta ou podriddo-mole na

cultura da batata.

4.4.3 Ralstonia solanacearum

Os oligonucleotideos iniciadores OLI1/Y2 ja havia sido relatada para
deteccdo de R. solanacearum em PCR em diversos estudos (Seal et al.,
1999; Silveira et al., 2002; Silveira et al., 2007; Figueird, 2008), porém, até o
momento ndo havia sido testado para a deteccdo por gPCR pelo método de
SYBR Green. No presente estudo, esse par de oligonucleotideos iniciadores
foi testado em gPCR, devido apresentar um tamanho de produto de

amplificacdo (288 pb) passivel de ser utilizado pelo método de SYBR Green.
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A especificidade dos oligos OLI1/Y2 foi avaliada in vitro e in silico.
Esses oligos foram testados em qPCR e PCR, onde foram verificados que
somente as estirpes de referéncia de R. solanacearum produziram um
fragmento de 288 pb, que correspondia ao pico esperado em gPCR com

uma Tm de 89,86 T (Figura 18).
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FIGURA 18. Temperatura de desnaturacdo na curva de dissociacdo e
perfil eletroforético de Ralstonia solanacearum. Tamanho
do fragmento: 208 pb. Porto Alegre, RS, 2009.
Os oligos OLI1/Y2 detectaram todas as estirpes de referéncia de R.
solanacearum (Tabela 24) por PCR e gPCR. Nenhum produto de

amplificacao foi gerado com os oligos para Pectobacterium spp. e Dickeya

spp.
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TABELA 24. Especificidade dos oligonucleotideos iniciadores OLI1/Y2
utiizados em gPCR pelo sistema SYBR Green | para
deteccdo de Ralstonia solanacearum. Porto Alegre, RS,

2009.
Estirpes Origem Oligos OLI1/Y2 ?

Pectobacterium atrosepticum
Pa 31 Canada -
Pa 790" Reino Unido -
Pectobacterium carotovorum
IBSBF 1442 Brasil -
IBSBF 791 Dinamarca -
47 Brasil -
Pectobacterium brasiliensis
IBSBF 1692 (212) _ -
IBSBF 1697 (213) RS, Brasi -
Pectobacterium wasabiae
IBSBF 807" Japao -
Pectobacterium betavasculorum
IBSBF 787" EUA -
Dickeya chrysanthemi bv. chrysanthemi
IBSBF 231" EUA -
IBSBF 920 Brasil -
Dickeya dianthicola
IBSBF 856 Franca -
Dickeya sp.
CENB8O0 MG, Brasil -
Ralstonia solanacearum
Biovar 1
1 RS, Brasil +
93 SP, Brasil +
Biovar 2
126 SP, Brasil +
R56 RS, Brasil +

TEstirpe tipo bacteriana: linhagem de referéncia em cultura pura com as caracteristicas de determinada

espécie ou subspécie.

%+ indica sinal de fluorescéncia detectado até 26 ciclos ou menos e — indica que nenhum sinal de

fluorescéncia foi detectado ap6s 26 ciclos.
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A sensibilidade do ensaio de gPCR (limite de deteccéo) para deteccéo
de R. solanacearum foi de aproximadamente 22 células bacterianas
detectadas por amostra (10 tubérculos). A sensibilidade foi testada com
padrées de DNA diluidos e testados em gPCR, onde foram utilizadas as
concentracdes de 100 ng.uL™ até 10 fg. pL*, com valores de Cr que

variaram de 6,10 + 0,53 até 26,03 + 0,42, respectivamente (Tabela 25).

TABELA 25. Quantidade de DNA dos padrdes de Ralstonia solanacearum
empregados na curva de calibragdo e numero de células
detectadas em gPCR. Porto Alegre, RS, 2009.

Quantidade DNA C1 desvio
(ng/ul) Ctmédia  padrao 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 2459 0,22 17,5 218,8
0,00001 26,03 0,42 1,75 21,9

A eficiéncia de amplificacdo dos oligonucleotideos iniciadores OLI1/Y2
foi de 100%, com limite de deteccdo de aproximadamente de 21,9 células
detectadas em gPCR (Figura 19, Tabela 25), com slope de -3,297. O
coeficiente de correlacdo de 0,998 mostra que existe correlagao linear entre
os valores de C; e a concentracdo de DNA. A precisdo do ensaio foi
determinada pelo desvio-padrao variaram desde 0,05 (DNA padrao) até 0,84

(amostras de campo) como mostrado na Tabela 26.
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FIGURA 19. Curva de calibracdo da concentracdo de DNA (ng.uL™) de
Ralstonia solanacearum em relacdo ao ciclo threshold.

Porto Alegre, RS, 2009.
O ensaio de qPCR pelo sistema SYBR Green com os oligos OLI1/Y2
para deteccdo de R. solanacearum foi validado com analises 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 presenca 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 deteccédo de infec¢bes

latentes nos tubérculos, na qual foram detectadas até 22,6 células

detectadas.
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TABELA 26. Deteccdo de Ralstonia solanacearum por q°PCR com o0s
oligonucleotideos iniciadores OLI1/Y2 pelo sistema SYBR
Green. Porto Alegre, RS, 2009.

Amost Média C Dedsvjo o célul Oligos
mostra edla CT paC[’raO n- celulas OLI1/Y?2
3764 26,38 0.21 345 T
3766 26,61 0,37 29,0 +
4508 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 0,75 371 +
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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continuacdo TABELA 26. Deteccdo de Ralstonia solanacearum por gPCR
com os oligonucleotideos iniciadores OLI1/Y2.
Porto Alegre, RS, 2009.

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
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

26,62
26,67
26,63
26,74
26,69
26,40
26,43
26,67
21,16
26,57
26,80
26,40
26,90
26,81
26,89
26,31
26,79
26,34
2591
26,67
26,00
26,34
26,39
26,13
26,29
2591
2591
26,10
25,83
25,63
25,84
26,18
25,98
26,16
25,94
26,18
26,31

0,17
0,08
0,16
0,02
0,18
0,38
0,44
0,38
0,16
0,13
0,06
0,84
0,36
0,11
0,42
0,32
0,12
0,15
0,55
0,03
0,26
0,10
0,01
0,29
0,08
0,44
0,20
0,19
0,41
0,53
0,32
0,14
0,07
0,14
0,08
0,24
0,40

28,5
27,6
28,4
26,1
27,0
34,0
33,2
27,5
1916,9
29,7
25,0
34,0
23,1
24.8
23,3
36,3
25,1
35,4
49,7
27,6
46,3
35,6
34,2
41,6
36,9
49,5
49,3
42,8
52,5
61,6
52,1
40,1
46,8
40,8
48,5
40,2
36,3

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + A+ + + + + + + + o+
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continuacdo TABELA 26. Deteccdo de Ralstonia solanacearum por gPCR
com os oligonucleotideos iniciadores OLI1/Y2.
Porto Alegre, RS, 2009.

MG-62
MG-63
MG-69
MG-71
MG-72
MG-73
MG-74
MG-76
MG-77
MG-78
MG-79
MG-80
MG-81
MG-83
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
SC1

SC2

SC3

SC4

SC5

SC6

SC7

SC8

26,07
26,02
25,29
25,45
25,19
25,03
24,88
26,93
26,53
26,88
26,62
26,80
26,86
25,56
25,47
25,58
25,47
25,67
25,45
25,60
25,65
25,56
25,13
24,90
23,56
25,54
25,79
26,54
20,50
20,85
19,64
21,45
21,15
21,34
19,52
20,61

0,05
0,13
0,50
0,45
0,11
0,35
0,22
0,65
0,26
0,62
0,14
0,39
0,25
0,23
0,42
0,08
0,39
0,16
0,23
0,40
0,17
0,14
0,08
0,12
0,05
0,33
0,15
0,26
0,22
0,15
0,21
0,12
0,39
0,11
0,09
0,09

43,7
45,4
80,0
70,4
86,0
97,8
109,5
22,6
30,7
23,5
28,6
24,9
23,8
65,0
69,6
63,8
69,2
59,3
70,3
62,6
60,5
64,6
90,1
107,5
161,6
65,9
54,1
30,5
3191,5
2438,9
6209,3
1535,1
1932,3
1666,5
6782,1
2933,8

+ + 4+ + + + + + + + + + 4+ + + o+ + o+ + o+ + o+ o+ o+ o+ o+
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A metodologia de gPCR ja vem sido amplamente utilizada para
deteccdo de R. solanacearum com o uso de SYBR Green e sondas de
hidrélise (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 deteccdo de R.
solanacearum em amostras de plantas e solo com oligonucleotideos
especifcos para o gene que codifica uma UDP-3 O-acil-GIcNAc desacetilase.
O limite de deteccao encontrado pelos autores foi de 102 UFC/g haste de
tomateiro e de solo horticola. Isso mostra que o ensaio desenvolvido com os
oligos OLI1 e Y2 foi mais sensivel para deteccdo em amostras de tubérculos
de batata. A alta sensibilidade e especiificidade do ensaio de gPCR para
deteccédo de R. solanacearum com esse par de oligos mostrou-se ser uma
ferramenta usual para deteccdo e quantificacdo dessa espécie bacteriana em
diagndsticos precisos.

O uso de um par de oligonucleotideos iniciadores universal em gPCR
para avaliar inicialmente a presenca dessa bactéria em infecgbes latentes
nunca foi testado e pode ser promissor para o diagndstico. Além disso, como
existe uma variabilidade muito grande entre as estirpes de R. solanacearum,
o desenho de oligonucleotideos iniciadores baseando-se em genes

housekeeping no lugar do DNA ribossomal 16S, 23S e regides intergénicas
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gue separam 0s mesmos pode auxiliar no desenvolvimento da identificacao
das estirpes através de HRM (dissocia¢ao de alta resolucao).

A elevada incidéncia 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 presenca de R. solanacearum nos
tubérculos mostra que essa espécie bacteriana € um patdgeno importante
para a cultura, visto que em alguns paises é considerada como uma praga
guarentenaria Al, e que ainda vém sendo disseminada através dos
tubérculos-semente, sendo essa considerada a principal forma de
disseminacdo dessa espécie bacteriana. O presente trabalho mostrou que
infeccdes latentes causadas por R. solanacearum vem ocorrendo, visto que
baixos niveis populacionais estavam presentes nos tubérculos sem a

presenca dos sintomas nos mesmos.

4.5 Avaliacdo da diversidade populacional de bactér ias
fitopatogénicas encontradas nos tubérculos

As analises de perfis populacionais das bactérias-alvo presentes,

obtidos dos dados da gPCR, em 206 amostras de tubérculos mostraram a

predominancia 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 distribuicdo populacional encontrada nas 206 amostras coletadas
mostra ainda que somente 12,6% das amostras n&o apresentavam nenhuma
das espécies bacterianas, e que aproximadamente 87,4% das amostras
encontravam-se infectadas com pelo menos uma das espécies (Apéndice 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, associagcbfes com essa especie 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 (Apéndice 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
associacdes com menor frequéncia (1,0 e 0,5%).

Tubérculos-semente podem estar entrando no pais com infecgbes
latentes causadas pelas espécies relatadas no estudo, visto que maiores
incidéncias ocorreram com essas espécies bacterianas. Chile, Bolivia e
Holanda séo 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 Bolivia e 1700 ton da Holanda (Aliceweb, 2009). O volume é

bastante grande e a entrada de estirpes pode estar ocorrendo através de



138

infeccOes latentes. As infeccdes latentes séo caracterizadas pela presenca
de células bacterianas em baixo nivel populacional, sem a presenca dos
sintomas, o0 que consequentemente impede a deteccdo 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 areas produtoras de batata no Brasil, visto que
dentro da maioria das regifes produtoras que foram amostradas, pelo menos
uma ou mais amostras estavam infectadas com algumas dessas espeécies.

O percentual elevado de Dickeya spp. em tubérculos-semente é
alarmante, uma vez que nos Ultimos 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 Unido
Européia (Aliceweb, 2009). A Holanda é um dos paises aonde vem
ocorrendo surtos epidémicos dessa doenca, sendo causada principalmente
pela Dickeya sp. Dessa forma, o risco de importacdo de tubérculos com
infecgBes latentes no pais é alto (Slawiak et al., 2009). Até o momento, nao
h&d muitos registros na literatura da ocorréncia de Dickeya spp. em
tubérculos-semente no Brasil e no mundo, e 0 que se tem visto € a
ocorréncia de surtos epidémicos da doenca em campo, sem a avaliacdo dos
tubérculos-semente. A auséncia de analises dos tubérculos-semente e de
ferramentas sensiveis para a deteccado de populacdes bacterianas em baixos
niveis pode ter constribuido para que essas espécies ndao tenham sido ainda

detectadas em amostras de tubérculos-semente.



139

7

Ralstonia solanacearum, dependendo da racga/biovar, € considerada
praga quarentenaria Al (NAPPO, EPPO). Esta pesquisa mostrou uma
incidéncia preocupante desta bactéria. Utilizando outras ferramentas, outros
trabalhos mostraram a presenca desta bactéria em tubérculos (Maciel et al.,
2001; Silveira et al., 2002; Silveira et al., 2007; Figueird, 2008). A producao
de sondas ou oligonucleotideos iniciadores que possam identificar
racas/biovares, filotipos, sequevares de R. solanacearum seria de grande
valia para estudos epidemiolégicos atraves de qPCR.

A incidéncia associada de Dickeya sp. e R. solanacearum nos
tubérculos em proporcdes elevadas é um resultado alarmante, visto que as
duas espécies podem causar sintomas de murcha em plantas de batata, e a
murcha bacteriana visualizada a campo pode ser causada tanto por Dickeya
sp. ou por R. solanacearum ou por ambas. Até 0 momento, nenhum relato
dessa associagdo foi verificado, o que necessita de mais estudos para
verificar se a ocorréncia de murcha no Brasil esta associada com essas
espécies.

Em levantamentos anteriores realizados no Brasil, a presenca 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
presenca dessas duas espécies, em associacdo 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, ndo se sabe se esta espécie
estaria associada com a canela-preta ou com podriddo-mole dos tubérculos.
Alguns relatos dessa espécie em paises de clima temperado esta associada
com a canela-preta em batata (Haan et al., 2008), o que reforgca que essa

espécie pode causar canela-preta no Brasil.
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FIGURA 21. Incidéncia 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 ndo havia sido encontrada no
Brasil em tubérculos de batata, foi encontrada em 1,9% das amostras,
sempre associada com outras espécies, ndo sendo verificada isoladamente
nos tubérculos.

Os resultados mostrados por essa pesquisa mostram o primeiro relato
de associagdo entre pectobactérias e R. solanacearum nos tecidos dos
tubérculos. Entrentanto, nenhum relato da ocorréncia dessas associagdes na
literatura foi encontrado para elucidar o significado epidemiolégico dessas

associacoes.



5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, nas condicbes em que o estudo
foi conduzido, chegou-se as seguintes conclusdes para o presente trabalho:
1. O uso de cartdes FTA para coleta dos tubérculos possibilita reducéo
no tempo de coleta e extragdo do DNA, podendo ser usados em estudos
epidemiolégicos, certificagdo de  tubérculos-semente e inspecao
guarentenaria. Esse método ndo necessita de enriquecimento prévio das
amostras em meios de cultivo para detecgéo sensivel por PCR e gPCR das
espécies bacterianas em estudo. Além disso, a logistica de coleta das
amostras ndo necessita que o0s tubérculos sejam transportados até o
laboratorio para as posteriores analises, visto que as amostras de DNA séo
transportadas nos cartbes apdés a transferéncia (pressdo direta dos
tubérculos) no local de coleta;

2. Os oligonucleotideos e sondas desenhados a partir dos genes acnA e
mtlD para deteccdo através de qPCR podem ser utilizados na deteccéo de
pectobactérias (Pectobacterium spp. e Dickeya spp.) para levantamentos

epidemiolégicos, certificacdo de tubérculos-semente e inspecdes
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quarentenarias. O método de gPCR com os oligos e sondas para 0s genes
acnA (Pectobacterium spp.) e mtID (Dickeya sp.) é capaz de detectar um
numero reduzido de células bacterianas presentes nas amostras;

3. Dickeya sp. esta ocorrendo no Brasil, com elevada incidéncia em
tubérculos. Este fato corrobora com os resultados encontrados na Europa,
onde foram verificados um numero elevado de surtos epidémicos de canela-
preta causados por D. dianthicola e D. solani. Este € o primeiro relato de
incidéncia elevada de Dickeya sp. em tubérculos no Brasil,

4, AssociacOes entre Pectobacterium spp., Dickeya sp. e R.
solanacearum ocorrem em tubérculos, onde entre Dickeya sp. e R.
solanacearum este percentual € mais alto e este fato € um indicativo de que
essa associacao pode resultar em murcha bacteriana na cultura da batata no
Brasil;

5. Ralstonia solanacearum também ocorre isoladamente no Brasil, em
baixos niveis populacionais nos tubérculos assintomaticos;

6. Pectobacterium brasiliensis esta presente em maior percentual do que
P. atrosepticum e P. carotovorum subsp. carotovorum no Brasil, porém, em
associacado 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 CONSIDERACOES FINAIS

Em virtude da incidéncia elevada de Dickeya sp. nos tubérculos e das
pesquisas recentes mostrando a heterogeneidade do género, o desenho de
sondas e oligonucleotideos iniciadores especificos para cada uma das
espécies permitiria um levantamento, através de gqPCR, da situacdo desse
género nos tubérculos-semente e plantas nas lavouras brasileiras.

Um possivel significado epidemioldgico da incidéncia 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 heterogénea,
necessita de estudos que incluam, além de métodos moleculares bastante
robustos (ex. gPCR) para deteccao, métodos que identifiguem biovar, filotipo
e sequevar, simultaneamente. Com isso, no momento em que ocorre a
deteccdo da bactéria, o perfil da estirpe que estda ocorrendo no campo é

identificado, comparando-se com a ocorréncia em outros paises. Esse tipo
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de informacdo apresenta importancia de cunho epidemiolégico e de manejo
da murcha.

A partir deste trabalho, surge ainda a necessidade de mais estudos
para avaliar a incidéncia dessas bactérias, verificando se ocorrem
associacdes entre elas, e ainda verificar a ocorréncia de espécies ainda nao
identificadas em batata, ou que ocorrem em outros hospedeiros (ex. P.

betavasculorum e P. wasabiae).
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8 APENDICE

APENDICE 1. Amostras analisadas por gPCR para deteccdo de Dickeya sp. (Dick),
Pectobacterium atrosepticum (Pa), P. brasiliensis (Pbr), P. carotovorum
(Pcc), P. betavasculorum (Pbet) e Ralstonia solanacearum (Rsol). Porto
Alegre, RS, 2009.

N°  Amostras Municipio Estado Pais Cultivar Dick Pa Pbr Pcc Pbet Rsol
1 1001 S. Francisco de Paula RS Brasil Agata = = - + - -
2 1002 Ibiraiaras RS Brasil Vivaldi - - - - - -
8 1003 S. Francisco de Paula RS Brasil Asterix T T - - - -
4 1004 Tainhas RS Brasil Agata + + + - + -
5 1005 Ibiraiaras RS Brasil Asterix T - - - - -
6 1006 Ibiraiaras RS Brasil Asterix + + - - - -
7 1007 S. Francisco de Paula RS Brasil Agata + + + - + -
8 1008 Tainhas RS Brasil Agata + + + - - -
9 1009 Tainhas RS Brasil Asterix T = - - - -

10 1010 Ibiraiaras RS Brasil Agata + - - - - -
11 1011 Ibiraiaras RS Brasil Asterix T = - - - -
12 1012 S. Francisco de Paula RS Brasil Agata + = - - - -
13 1013 Contenda PR Brasil Agata + - + - - -
14 1014 Contenda PR Brasil Asterix + = - - - -
15 1015 Contenda PR Brasil Agata + + + - - -
16 1016 S. José dos Ausentes RS Brasil Agata + = - - - -
17 1017 Tainhas RS Brasil Asterix T = - - - -
18 1018 Tainhas RS Brasil Agata + - - - - -
19 1019 Tainhas RS Brasil Agata + - - - - -
20 1020 Tainhas RS Brasil Asterix + = - - - -
21 1021 Tainhas RS Brasil Agata + - - - - -
22 1022 Tainhas RS Brasil Asterix T = - - - -
23 1023 Tainhas RS Brasil Agata + + + + + -
24 1024 Tainhas RS Brasil Asterix + + + - - -
25 1025 Tainhas RS Brasil Agata - + - - - -
26 1026 Tainhas RS Brasil Asterix - - - - - -

N
~

1027 Tainhas RS Brasil Asterix - + + - - -
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continuacdo APENDICE 1. Amostras analisadas por gPCR para deteccéo de Dickeya
sp. (Dick), Pectobacterium atrosepticum (Pa), P. brasiliensis
(Pbr), P. carotovorum (Pcc), P. betavasculorum (Pbet) e
Ralstonia solanacearum (Rsol). Porto Alegre, RS, 2009.

28 1028 Tainhas RS Brasil Agata -
29 1029 Tainhas RS Brasil Asterix - = + - - -
30 1030 Tainhas RS Brasil Agata - - - - - -
31 1031 Tainhas RS Brasil Agata - - - - - -
32 1032 Tainhas RS Brasil Asterix + = - - - -
33 1033 Tainhas RS Brasil Agata + - - - - -
34 1034 Tainhas RS Brasil Asterix T = - - - -
35 1035 Tainhas RS Brasil Agata + - - - - -
36 1036 Tainhas RS Brasil Asterix + = - - - -
37 1037 Tainhas RS Brasil Agata + + - + + -
38 1038 Tainhas RS Brasil Asterix + = + - - -
39 1039 Tainhas RS Brasil Agata + - - - - -
40 1040 Tainhas RS Brasil Asterix - - - - - -
41 1041 Tainhas RS Brasil Agata + - + - - -
42 1042 Tainhas RS Brasil Asterix + = - - - -
43 1146 NI NI Holanda Agata - - - - - -
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 Bolivia Cupido - - - - - -
53 3919 NI NI Bolivia Agata + - - - - -
54 3920 NI NI Bolivia 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 - T - - - T
58 4601 Serra do Salitre MG Brasil Atlantic - T - - - T
59 4632 Capao Alto sc Brasil Agata - - - - - +
60 4633 Capéo Alto SC Brasil Asterix - + + - - +
61 4634 Capéo Alto SC Brasil Monalisa - + - - - +
62 4635 Capéo Alto SC Brasil Cupido - - - - - +
63 4636 Capao Alto SC Brasil Rodeo - - + - - +
64 4638 Capao Alto SC Brasil Cupido - + - - - -

65 4639 Capao Alto SC Brasil Monalisa + - - - - -
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66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103

4640
4641
4642
4643
4644
4645
5897
5898
5899
6255
6256
6257
6258
BOS1
BOS2
IBI1
IBI2
IBI3
I1Bl4
IBIS
IBI6
1BI7
IBI8
IBI9
MG-1
MG-2
MG-3
MG-4
MG-5
MG-6
MG-7
MG-8
MG-9
MG-10
MG-11
MG-12
MG-13
MG-14

Capao Alto
Capao Alto
Séo Joaquim
Séo Joaquim
Séo Joaquim
Sao Joaquim
NI
NI
NI
Capéo Alto
Capéo Alto
Capao Alto
Capao Alto
Ibiraiaras
Ibiraiaras
Ibiraiaras
Ibiraiaras
Ibiraiaras
Ibiraiaras
Ibiraiaras
Ibiraiaras
Ibiraiaras
Ibiraiaras
Ibiraiaras
Pouso Alegre
Pouso Alegre
Pouso Alegre
Pouso Alegre
Pouso Alegre
Pouso Alegre
Pouso Alegre
Pouso Alegre
Pouso Alegre
Pouso Alegre
Pouso Alegre
Pouso Alegre
Pouso Alegre

Pouso Alegre

sp. (Dick), Pectobacterium atrosepticum (Pa), P. brasiliensis
(Pbr), P. carotovorum (Pcc), P. betavasculorum (Pbet) e
Ralstonia solanacearum (Rsol). Porto Alegre, RS, 2009.

o . )

sc Brasil Agata - -
SC Brasil Asterix + - - = - -
scC Brasil Agata + . - - - .
sc Brasil Agata - - - - - -
SC Brasil Caesar + - = = - -
SC Brasil Asterix + - - = - -
NI Chile Asterix + - - = = +
NI Chile Vivaldi + - - = = +
NI Chile Caesar + = = - - +
SC Brasil Caesar + - = = - o~
SC Brasil Asterix + = = = - o~
sc Brasil Agata + - + - - +
SC Brasil Cupido + - + - = +
RS Brasil Agata + - + - - -
RS Brasil Agata - - - - - -
RS Brasil Asterix - - - + = -
RS Brasil Asterix - - - + = -
RS Brasil Asterix - - - + = -
RS Brasil Agata - - - + - -
RS Brasil Asterix - - - + = -
RS Brasil Asterix - - - + = -
RS Brasil Agata - - - + . -
RS Brasil Asterix - - - - - -
RS Brasil Agata - - - - - }
MG Brasil Asterix + - - = - -
MG Brasil Agata - - - - - }
MG Brasil Caesar - - - - - -
MG Brasil Cupido - - - - - -
MG Brasil Voyager - - - - - -
MG Brasil Asterix - - - - - -
MG Brasil Agata - - - - - }
MG Brasil Baraka - - - - - -
MG Brasil Caesar - - - - - -
MG Brasil Agata - - - - . -
MG Brasil Asterix - - - - - -
MG Brasil Cupido - - - - - +
MG Brasil Cupido - - - - - +
MG Brasil Cupido - - - - - +
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104 MG-15 Pouso Alegre MG Brasil Agata + - +
105 MG-16 Bueno Brandéo MG Brasil Naturela - - - - - T+
106 MG-17 Bueno Brandao MG Brasil Opaline - - - - - +
107 MG-18 Bueno Brandao MG Brasil Chipie - - - - - +
108 MG-19 Bueno Brandéo MG Brasil Zafira - - - - - +
109 MG-20 Bueno Brandéo MG Brasil Emeraude - - - - - T+
110 MG-21 Bueno Brandéo MG Brasil Agata - - - - - +
111 MG-22 Bueno Brandéo MG Brasil Ambition T+ - - - - T+
112 MG-23 Bueno Brand&o MG Brasil Armada - - - - - +
113 MG-24 Bueno Brandéo MG Brasil Almera - - - - - +
114 MG-25 Bueno Brandéo MG Brasil Sinora - - - - - +
115 MG-26 Bueno Brandéo MG Brasil Eole - - - - - T+
116 MG-27 Bueno Brandéo MG Brasil Manitou - - - - - T+
117  MG-28 Bueno Brandéo MG Brasil Fontane T+ - - - - T+
118 MG-29 Bueno Brandao MG Brasil Mustang + - - - - +
119 MG-30 Bueno Brand&o MG Brasil Rudolf + - - - - +
120 MG-31 Bueno Brandéo MG Brasil Faluka + - - - - +
121  MG-32 Bueno Brandéo MG Brasil Soléia T+ - - - - T+
122  MG-33 Bueno Brandéo MG Brasil Colorado T+ - - - - T+
123 MG-34 Bueno Brandéo MG Brasil  Gourmandine T+ - - - - T+
124 MG-35 Bueno Brandéo MG Brasil Monalisa + - - - - +
125 MG-36 Pouso Alegre MG Brasil Agata + - - - - +
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 Agata + - - - - +
132  MG-43 Pouso Alegre MG Brasil Agata + - - - - +
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 Agata + - - - - +
138 MG-49 Pouso Alegre MG Brasil Caesar + - - - - +
139 MG-50 Pouso Alegre MG Brasil Cupido + - - - - +
140 MG-51 Pouso Alegre MG Brasil Agata + - - - - +

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 Agata + - - - - +
147 MG-58 Pouso Alegre MG Brasil Asterix + - - - - +
148 MG-59 Pouso Alegre MG Brasil Asterix + - - - - +
149 MG-60 Pouso Alegre MG Brasil Agata + - - - - +
150 MG-61 Pouso Alegre MG Brasil Agata + - - - - +
151 MG-62 Pouso Alegre MG Brasil Caesar + - - - - +
152  MG-63 Pouso Alegre MG Brasil Cupido + - - - - +
153 MG-64 Pouso Alegre MG Brasil Agata + - - - - -
154 MG-65 Pouso Alegre MG Brasil Agata + - - - - -
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 Agata + - - - - +
159 MG-70 Pouso Alegre MG Brasil Asterix + - - - - -
160 MG-71 Pouso Alegre MG Brasil Agata + - - - - +
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 Agata - - + - - +
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 Agata - - - - - +
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 - - - - - 1

179 MG-90 Pouso Alegre MG Brasil Monalisa - - - - - +
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180 MG-91 Pouso Alegre MG Brasil Agata - - - +
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 Agata - - + - - +
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 Agata - - + - - -
189 MG-100 Pouso Alegre MG Brasil Cupido - - - - - -
190 MG-101 Pouso Alegre MG Brasil Agata - - - - - +
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 Agata + - - - - -
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 Criciima sc Brasil Agata - - - + - +
199 sc2 Criciima sc Brasil Agata - - - - - +
200 Sc3 Cricima sc Brasil Agata + - - + - +
201 sSc4 Criciima sc Brasil Agata - - + - - +
202 SC5 Cricima sc Brasil Agata - - - - - +
203  SC6 Criciima sc Brasil Agata + - - - - +
204  SC7 Criciima sc Brasil Agata - - - + - +
205 SC8 Criciima sC Brasil Agata - - - - - +

206  SC9 Criciima sc Brasil Agata + - - - - -




