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INTRODUCAO

O panorama da agricultura no Brasil vem apresentando profundas transformacodes
nos ultimos anos. A biotecnologia aparece hoje como referéncia e ponto de convergéncia no
avango tecnolégico da agricultura. Neste contexto, a biotecnologia vem causando
importantes transformag¢des na pesquisa agricola em todas as suas dimensdes. Estamos
vivendo uma mudanca de paradigma (Salles-Filho & Bonacelli, 2003).

Realizando-se uma analise das tecnologias aplicadas a agroindustria, pode-se dizer
que a biotecnologia aplicada a agricultura se mostra capaz de fazer importantes mudangas
na produgdo agricola mundial. Isto acontece porque nos primeiros anos deste século
produziram-se grandes avangos na inovacao biotecnolégica. Considerando-se a segunda
revolugao tecnolégica na historia.

Através das ciéncias bioldgicas e agricolas, tem-se conseguido superar as restricoes
impostas pela natureza a produgao agricola. Assim, conseguiu-se realizar grandes feitos,
tais como alterar o ciclo natural de crescimento das plantas, modificar as respostas das
plantas aos fatores bidticos, como resisténcia a pragas, e abidticos, como alteracoes
climaticas (Tabieres et al., 2003).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o
agronegocio brasileiro é uma atividade préspera e rentavel, que atua com modernidade,
eficiéncia e competitividade no mundo. O Brasil possui 388 milhdes de hectares
agriculturaveis e férteis e com alto indice de produtividade (MAPA, 2004).

O agronegécio representa hoje o maior impulsionador da economia do pais, sendo
responsavel por 33% do Produto Interno Bruto (PIB), 42% das exportagdes totais e 37% dos
empregos diretos e indiretos no Brasil. O excelente desenvolvimento das exportacdes e a
transformacao do pais numa das mais respeitaveis plataformas mundiais do agronegdcio
nao é devido exclusivamente a vocacao do Brasil pela agropecuaria, mas também ao
grande desenvolvimento técnico — cientifico e a modernizacao das atividades rurais (MAPA,

2004).
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O Brasil € um grande produtor de hortalicas solanaceas, bem como de outras
importantes culturas que sdo hospedeiras de R. solanacearum. Até agora, nenhum estudo
sobre a diversidade de isolados do patégeno utilizando os métodos moleculares mais
recentes propostos por (Fegan & Prior, 2005; Prior & Fegan, 2005) foram publicados.
Existem estudos sobre a diversidade de isolados brasileiros de R. solanacearum (Netto et
al., 2003; Costa et al., 2007), mas eles ndo usam a abordagem molecular para atribuir aos
diferentes isolados filotipo e sequevar. Antes deste estudo, havia apenas poucos relatos
atribuindo os isolados brasileiros do filotipo Il e, nesses estudos apenas duas linhagens de
batata foram analisadas (Fegan & Prior, 2005; Wicker et al., 2007; Guidot et al., 2009).

Nesse sentido, faz-se de grande importancia os estudos acerca dos fitopatégenos
que acometem as plantacbes de batata, especialmente os causadores da murcha

bacteriana. Este estudo focara no patégeno Ralstonia solanacearum.

1. O patoégeno

Ralstonia solanacearum é um importante fitopatégeno causador de uma doenca
chamada murcha bacteriana. Esse patdégeno possui caracteristicas unicas e significantes,
como a extensa faixa de hospedeiros com cerca de 200 espécies pertencentes a mais de 50
familias botanicas. Entretanto, R. solanacearum afeta principalmente as espécies da familia
Solanaceae (Hayward, A. C., 1994). Essa gama incomum de hospedeiros oferece uma
oportunidade Unica para analises de fatores de viruléncia, diversidade genética e bioquimica
(Salanoubat et al., 2002).

Ralstonia solanacearum € uma bactéria Gram-negativa, aerdbica, com formato de
bastdo, geralmente apresentando flagelos. Existem espécies dentro do género Ralstonia
que sao saprofitas, patogénicas ao homem e animais e espécies fitopatogénicas. O genoma
de R. solanacearum é bipartido, composto de dois replicons circulares, um cromossomo de

3,7 megabases e um megaplasmideo de 2,1 megabases (Genin & Boucher, 2004).
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Ralstonia solanacearum é classificada filogeneticamente da seguinte maneira:
dominio Bactéria, filo Proteobactéria, classe B-proteobactéria, ordem Burkholderiales, familia
Ralstoniaceae, género Ralstonia, espécie Ralstonia solanacearum (Smith) (Yabuuchi, 1995).

Ralstonia solanacearum é um fitopatégeno presente no solo bastante distribuido em
regides tropicais e de temperaturas mais altas (Swanson et al., 2005). Este patogeno
naturalmente infecta as raizes de seus hospedeiros entrando por feridas ou por onde as
raizes secundarias emergem (Liu et al., 2005). Ela invade os vasos xilematicos e se espalha
rapidamente para as partes aéreas da planta pelo sistema vascular. A disfungao vascular
induzida pela colonizagédo extensiva causa sintomas de murcha (Figura 1) e eventual morte
da planta (Tans-Kersten et al., 2004).

O controle da murcha bacteriana é bastante dificultado, pois R. solanacearum pode
sobreviver saprofiticamente por longos periodos em diferentes tipos de solos (Denny, 2005).
A capacidade de sobrevivéncia pode ser explicada pela capacidade do patégeno de utilizar
uma variedade de compostos organicos como fonte de energia ou ainda pela habilidade de
entrar em uma fase dormente (Grey & Steck, 2001). O patégeno usa compostos como
agucares e acidos graxos e também pode utilizar compostos aromaticos derivados da
degradacao da lignina. Essa caracteristica faz com que o solo continue sendo um ambiente
favoravel & manutencdo desse patdgeno mesmo apds a morte do hospedeiro (Genin &
Boucher, 2002). Esses fatores dificultam os testes de previsao de contaminagao do terreno,
pois as células continuam vivas e capazes de causar doenga, porém nao detectaveis.

A medida que se constata o aquecimento global, e como esse patégeno esta bem
adaptado ao solo e causa doencas em locais de altas temperaturas, é provavel que R.
solanacearum venha a se tornar um patdgeno ainda mais destrutivo em areas de cultivo de

solanaceas (Jeong et al., 2007), inclusive em batata no Brasil.
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2. A doenca

A murcha bacteriana € uma doencga causada por Ralstonia solanacearum que pode
levar a perdas de até 100% na produgédo de solanaceas (Lopes, 1994). Ocorre em todo
Brasil, inclusive em areas recém-desmatadas, tendo sido descrita em diversas solanaceas
como batata (Solanum tuberosum L.), tomateiro (Solanum lycopersicum L.), piment&do
(Capsicum annuum L.), berinjela (Solanum melongena L.) e fumo (Nicotiana tabacum L.). A
bactéria infecta também espécies cultivadas de outras familias botanicas, como as
musaceas banana (Musa spp.) e helicbnia (Heliconia spp.); cucurbitdiceas como pepino
(Cucumis sativus L.) e abdbora-de-moita (Cucurbita pepo L.) (Hayward, A. C., 1994).

A murcha-bacteriana € uma das doencas mais importantes da batata no Brasil,
sendo responsavel por perdas elevadas na produgao de batata-consumo e pela condenagao
de campos de certificacdo de batata-semente (Jabuonski & Hidalgo, 1987).

Ralstonia solanacearum infecta as raizes de seus hospedeiros e infectando o
cortex radicular e invadindo os vasos xilematicos (Liu et al., 2005). Uma vez nos vasos
xilematicos, a bactéria se multiplica, espalhando-se rapidamente para as partes aéreas da
planta pelo sistema vascular, atingindo densidade de células superior a 10° UFC/g de haste
(Tans-Kersten et al., 2004). As células bacterianas produzem polissacarideos de alta
viscosidade (pus bacteriano) que obstrui parcial ou totalmente o xilema, impedindo que a
agua atinja a parte aérea da planta (Gonzalez & Allen, 2003).

O principal sintoma da infeccdo € a murcha da planta sem amarelecimento da
parte aérea (Figura 1-A). Um dos métodos de diagnéstico das plantas infectadas € o teste-
do-copo. Esse teste é feito mergulhando-se uma sec¢&o do caule em um copo transparente
com agua. Se houver exsudacao de pus esbranqui¢cado (Figura 1-B), a probabilidade de a
infeccao ser por R. solanacearum é grande. Porém, esse método ndo consegue identificar

qual o isolado que esta infectando as plantas.
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Fonte: Dr. Carlos Lopes

Figura 1: Caracteristicas da murcha bacteriana. A - Plantas de Solanum tuberosum
(Batata) com sintomas de murcha bacteriana. B — Exsudagao de pus bacteriano no

teste do copo.

3. A classificacdo de Ralstonia solanacearum

A taxonomia bacteriana em geral vem sofrendo mudangas continuas e até radicais
em consequéncia da incorporacgao sistematica de métodos de caracterizagdo molecular dos
acidos nucléicos para a classificagao (Takatsu & Lopes, 1997).

Ralstonia solanacearum € uma bactéria cosmopolita, extremamente variavel,
adaptada a um grande numero de plantas hospedeiras, sob as mais diversas condigcbes
edafoclimaticas (Takatsu & Lopes, 1997). Dessa forma, ela foi classificada em nivel infra-
especifico, em ragas de acordo com sua capacidade de infectar diferentes hospedeiros
(Buddenhagen et al., 1962). Também os isolados foram separados em biovares, baseado na
capacidade de utilizar agucares e alcodis (maltose, lactose, celobiose, manitol, dulcitol e
sorbitol) como fontes de carbono (Hayward, 1991). O sistema de classificagdo em raga faz
mais sentido agronomicamente, pois leva em consideragado a reagdo da planta a doenga
(Tabela 1) enquanto a classificacdo em biovares baseia-se em testes bioquimicos e tem
sido amplamente utilizada por ser facilmente reproduzivel em diferentes laboratérios.

Atualmente, sdo conhecidos cinco biovares para R. solanaearum.
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A batata no Brasil é atacada pelas ragas 1 e 3 de R. solanacearum. Nas regides de
clima mais ameno, a raga 3 é mais prevalente, porém a raga 1 (biovar 1) também pode estar
presente (Lopes, 2005).

A racga 3 infecta mais especificamente a batata, por isto conhecida como “raca-da-
batata”. Sobrevive por menos tempo no solo na auséncia da cultura da batata por causa do
numero restrito de hospedeiros. Ocorre nas regides mais frias de grande altitude ou latitude,
que sdo as mais adequadas ao cultivo da batata, portanto, provocando doenga em
temperaturas mais baixas. E a raca prevalecente nas regides Sul e Sudeste do Brasil
(Lopes, 2005). Embora seja mais adaptada a temperaturas mais baixas, € um patégeno que
tem temperatura étima de crescimento em torno de 27-28°C. Portanto, a raga 3 pode ser
encontrada em regides de clima mais quente, como ja constatado na regido Nordeste do

Brasil, devido a sua disseminagéo via batata-semente produzida no sul do pais.

Tabela 1: Hospedeiras e local de ocorréncia de Ralstonia solanacearum de acordo com

racas e biovares. (Buddenhagen et al., 1962).

Raca Hospedeira Ocorréncia Biovar
1 Muitas espécies, mais de 50 familias Asia, Australia, Américas 1,3e4
2 Banana e outras espécies de musa Brasil, Caribe, Filipinas 1
3 Ssaéztge(sAtaca poucas outras Geral, exceto EUA e Canada 2
Gengibre Asia 3e4
Amora China 5

Embora as classificagbes em ragas e biovares tenham sido Uteis nos ultimos anos,
tém a inconveniéncia de ndo serem consistentes, uma vez que se baseiam em
caracteristicas fenotipicas (Silveira et al., 2005). Essa aparente homogeneidade das
biovares pode diminuir quando se adicionam novos critérios, como aconteceu com a biovar
2. A adicdo de carboidratos, como trealose e inositol, revelou a existéncia de novos
fendtipos para a biovar 2. A nomenclatura utilizada para separar esses subfendtipos foi

biovar 2-A (A de Andino), que acomoda a raga 3 e os isolados especializados em batata
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encontrados especialmente no Chile e na Colbmbia. J& a biovar 2-T (T de Tropical)
compreenderia os isolados de terras mais baixas encontrados especialmente no Peru e no
Brasil (Tabela 2). Isolados classificados como pertencentes a biovar 2-A ndo consomem
trealose e consomem inositol e os pertencentes a biovar 2-T consomem ambos o0s

substratos (Hayward, A.C., 1994).

Tabela 2: Classificagao de Ralstonia solanacearum de acordo com o consumo de agucares
e alcoois (Hayward, A.C., 1994).

Biovar 2A Biovar 2A Biovar 2T
Origem geografica Todos os continentes  Chile, Coldmbia Brasil, Peru
Substrato
Inositol - + +
Trealose + - +

As primeiras técnicas moleculares usadas para se fazer o estudo do
relacionamento filogenético e evolucionario de R. solanacearum foram as de “fingerprinting”
genético como RFLP, RAPD, rep-PCR, eric-PCR. Essas técnicas consistem na utilizacédo de
primers que amplificam as regides repetitivas do DNA criando um padrao uUnico entre os
individuos. Essa técnica foi desenvolvida, inicialmente, para uso forense, mas
posteriormente a técnica pode ser usada para outros fins, como o de estudos de filogenia e
de classificagdo de organismos (Griffiths et al., 2008).

Com base em andlises de RFLP "Restriction Fragment Length Polymorphism",
foram definidos 33 grupos ou gendétipos de R. solanacearum. Os coeficientes de similaridade
gerados entre os grupos revelaram duas divisdes distintas, que refletem um provavel
relacionamento filogenético, sendo a origem geografica dos isolados a caracteristica mais
fortemente correlacionada (Silveira et al., 2005). Posteriormente estudos usando técnicas
como rep-PCR, eric-PCR e box-PCR passaram a ser utilizadas para separagao dos grupos
de R. solanacearum em linhagens clonais (Horita & Tsuchiya, 2001; Yu et al., 2003; lvey et

al., 2007). O estudo de Costa et al. (2007) usou as técnicas de rep-PCR e Eric-PCR para
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analisar a diversidade de isolados da amazénia. Esse estudo encontrou um alto nivel de
polimorfismo entre os isolados da ragca 1 da Regiao Amazdnica e conseguiu obter uma
separacao de isolados de referencia da biovar 2 dos isolados amazdnicos pertencentes as
biovares 1 e 3 através dessas técnicas.

Estudos usando homologia de DNA-DNA revelaram que R. solanacearum nao é
uma espécie Unica € uma nova classificacdo a nivel molecular se tornou necessaria
(Palleroni & Doudoroff, 1971). Por ter sido demonstrado que R. solanacearum se tratar de
uma espécie bastante heterogénea, ela foi classificada como um complexo especifico. Um
complexo especifico é definido por um grupo de isolados muito proximamente aparentados
cujos membros individualmente podem ser de mais de uma espécie. O termo “complexo
especifico” foi primeiramente aplicado a R. solanacearum por Gillings & Fahy (1994) para
refletir a variagao genotipica e fenotipica da espécie.

Silveira et al (2005) caracterizaram isolados de R. solanacearum obtidos de plantas
de batata no Rio Grande do Sul por meio de PCR-Rep e RAPD e concluiram que essas
técnicas nao sao adequadas para detectar diferengcas entre isolados da mesma biovar,

recomendando outras técnicas para tal.

e BRI S E—
L

16S 23S

Figura 2: Esquema mostrando a localizacdo da regiao ITS entre as sequéncias de RNA

ribossomal.

Considerando todos esses estudos, foi proposta por (Fegan & Prior, 2005) uma nova
classificacdo genética baseada em quatro niveis taxonémicos. Nessa nova proposta o termo
“filotipo”, que é identificado por PCR multiplex baseado na regido ITS (intergenic transcribed
sequence) do cromossomo entre os genes de RNA ribossomal 16S e 23S (Figura 2), é
usado para designar grupos maiores no nivel de subespécies. O termo “sequevar”, que é

identificado pela analise de sequéncia de genes de endoglucanases, € usado para designar
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grupos infra-subespecificos (Tabela 3). Essa nova classificacdo em “filotipos” e “sequevares”
tem uma maior relevancia filogenética, pois é baseada em dados de DNA, e esses sao mais
estaveis com o tempo.

A regido ITS €& um espagador intergénico e esta localizada entre regides
codificadoras de RNAs ribossdmicos. Essas regibes espacadoras ocorrem em tandem, com
milhares de copias no genoma, por isso € amplamente utilizada na taxonomia e filogenia
molecular. OQutras caracteristicas importantes desse tipo de sequéncia € o fato de ser facil
de amplificar, pois existem regides flanqueadoras bastante conservadas, e ter um elevado
grau de variagdo mesmo entre espécies estreitamente relacionadas. Isto pode ser explicado
pela baixa pressdo seletiva que tais sequéncias sofrem, ja que sado sequéncias nao-
funcionais (Baldwin, 1992). A classificacdo em filotipos se baseia na variagao de tamanho da

sequéncia ITS (Tabela 4).

Tabela 3: Esquema de classificagdo para Ralstonia solanacearum (Fegan & Prior, 2005).

Nivel Equivaléncia

A N Nomenclatura Modo de identificagcéo
Taxondmico taxonbmica
Espécie Espécie Complexo R. solanacearum PCR Primers
Filotipo Subespécie Filotipos I, 11, lll e IV PCR multiplex baseada na
regiao ITS
Sequevar Grupos infra- Sequevares 1 - 23 Sequenciamento do gene de
subespecificos endoglucanase
Clone Linhagens Métodos de Fingerprinting
clonais (RAPD, AFLP, PFGE)

Estudos sobre essa abordagem de agrupamento dos isolados em filotipos mostram
certa tendéncia de divisdo em regides geograficas. Filotipo | originado na Asia, filotipo Il nas
Américas, o filotipo Il na Africa e os pertencentes ao filotipo IV originados na Indonésia
(Tabela 4), o que parece ser o centro da diversidade (Fegan & Prior, 2005; Prior & Fegan,
2005).

Cada filotipo é composto por um numero de sequevares. Uma sequevar (Sequence

variant) é definida como um grupo de isolados com a maior conservagdo de sequéncia
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dentro da regido génica estudada (Fegan & Prior, 2005; Prior & Fegan, 2005). Para a
classificagdo de R. solanacearum tem-se adotado o sequenciamento do gene da

endoglucanase (Ji et al., 2006; lvey et al., 2007; Wicker et al., 2007).

Tabela 4: Origem geografica de cada filotipo e tamanho dos fragmentos da regido ITS

gerados na PCR.

Filotipo Origem Tamanho do ITS (pb)
I Asia 144
[l América 372
1l Africa 91
v Indonésia 213

A endoglucanase é uma enzima pertencente a classe das celulases. Ela hidrolisa as
ligagbes f(1,4) dos filamentos de celulose produzindo oligossacarideos. Esses
oligossacarideos, por sua vez, sdo quebrados em mono, di, tri ou tetra sacarideos por outras
celulases como a exoglucanase e a p—glicosidase. A endoglucanase é uma enzima que
tem um papel importante na patogenicidade da bactéria, pois plantas sdo compostas
basicamente de celulose e por isso um patdgeno necessita de um aparato eficiente para
hidrolisar esse carboidrato e assim conseguir penetrar no seu hospedeiro (Chellapandi &
Himanshu, 2008).

A filogenia molecular surgiu com os avangos das técnicas de biologia molecular. Os
dados das sequéncias de DNA e proteinas podem ser utilizados para a montagem de
arvores filogenéticas de organismos proximamente (homens e macacos) ou distantemente
relacionados (eucariéticos, eubactéria e arqueaeabacteria) (Nei & Kumar, 2000). Esse tipo
de abordagem tem crescido muito, pois os dados moleculares de DNA e proteinas sdo mais
consistentes, sofrem menos alteracbes do ambiente e com isso refletem melhor a histéria
evolutiva dos organismos. Por isso, a escolha da ferramenta da filogenia molecular para
melhor classificar os isolados de R. solanacearum.

A sequéncia do gene que codifica para a enzima endoglucanase foi sugerida por

Fegan e Prior (2005) para o estudo das relagbes filogenéticas entre os isolados de R.
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solanacearum. Este gene ocorre em copia unica no genoma e codifica um produto funcional,
onde a pressao seletiva sobre ela é bem maior do que aquela sobre sequéncias néo
codificantes. Assim, sua sequéncia sofreu um numero menor de mutagdes ao longo do
processo evolutivo do organismo, podendo assim ser utilizada para a separacao de grupos
em niveis taxondmicos altos, como filo, classe e ordem (Nei & Kumar, 2000), mas nesse
caso foi utilizado para classificar em nivel infra-subespecificos, pois apesar de R.
solanacearum ser uma Unica espécie, a variedade tem se mostrado tdo grande ao ponto do
grupo ser chamado de complexo especifico.

As novas técnicas moleculares de classificacdo de R. solanacearum, apesar de
terem sido desenvolvidas recentemente, ja tém sido amplamente usadas para estudos em
alguns paises e tém-se mostrado bastante eficientes na classificacdo desse patégeno.Um
exemplo séo os estudos na Flérida (Ji et al., 2006) que mostraram que os diversos casos de
murcha ocorrendo em geranio, horténsia e pimenta, em 2003 e 2004, foram causados por R.
solanacearum biovares 1 e 3, e nao pelo grupo R3B2 (raca 3, biovar 2), que é o grupo
patogénico a batata. Estes isolados de R. solanacearum da Flérida englobam uma
surpreendente diversidade, incluindo um cluster de isolados biovar 3 obtidos de pimenta que
pertencem ao filotipo | sequevar 13; isolados filotipo Il sequevar 5 que causaram doenga em
ambos geranio e horténsia, e outros isolados de horténsia pertencentes ao filotipo I
sequevar 7. O estudo nao foi conclusivo quanto ao modo como estes foram importados para
a Florida, e de onde vieram.

Nas Filipinas Ivey et al. (2007), avaliaram a diversidade genética de um grupo de R.
solanacearum a partir de linhagens coletadas em cinco provincias utilizando o sistema de
classificagdo hierarquica proposto por Fegan e Prior (Fegan & Prior, 2005; Prior & Fegan,
2005). Os dados confirmam a validade de classificagao hierarquica em espécie e filotipo, no
entanto, nao foi capaz de validar ou compreender plenamente a utilidade do sequevar no
sistema de classificagdo de R. solanacearum. Os perfis discriminantes de fingerprinting rep-
PCR abaixo do nivel de sequevar s&o mais faceis de empregar, em relacdo ao

sequenciamento genético, e pode identificar polimorfismos dentro de uma amostra da



27

populagdo. Sugere ainda que mais estudos utilizando rep-PCR ou outros métodos de
fingerprinting sejam feitos para avaliar a relagao dos genétipos com a localizagao, viruléncia,
o desenvolvimento da doenga de cultivares resistentes e outras estratégias de gestio
podem ser melhor apoiados.

A utilizagdo do metodo de filotipos e de PCR baseado em ferramentas moleculares
propostas (Fegan & Prior, 2005; Prior & Fegan, 2005) possibilitou também a identificagdo e
caracterizagcdo de isolados de R. solanacearum da Martinica. As linhagens da Martinica,
pertencentes ao filotipo 1I/4ANPB, devem ser consideradas uma nova variante patogénica
dentro grupo filogenético 1I/4. Esta variante, que ataca principalmente plantas de banana, foi
reconhecida na Martinica desde 1998 e isolados similares também foram obtidos no Brasil,
Costa Rica e Trinidad e Tobago (Wicker et al., 2007).

Ainda existem questbes a serem abordadas sobre a epidemiologia e diversidade
deste patdgeno. Este estudo visa complementar os estudos existentes e analisar a
diversidade de isolados brasileiros da biovar 2 utilizando os métodos moleculares propostos
por Fegan & Prior (2005). Além disso, analisar a similaridade entre os isolados a partir de
métodos de fingerptinting (Box PCR) e compara-los com a classificagao previamente feita
utilizando os métodos tradicionais de ragca e biovar desenvolvidos por Hayward (1994) e

Buddenhagen (1962), respectivamente.
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JUSTIFICATIVA

A agricultura é uma das atividades de maior importancia na economia brasileira.
Um dos grandes problemas enfrentados pela agricultura é o ataque de fitopatégenos, que
podem causar grandes perdas e diminuir a competitividade do Brasil no mercado mundial
(Ho & Yang, 1999). Por isso, estudos que oferecem subsidios para um controle mais eficaz
desses patdgenos sdo tdo importantes.

A murcha bacteriana, doenca causada pela bactéria fitopatogénica de solo Ralstonia
solanacearum, é a causa de perdas expressivas na agricultura comercial e de subsisténcia
mundial, uma vez que entre seus hospedeiros estdo o tomateiro, a batateira, o tabaco, o
geranio e a bananeira (Liu et al., 2005).

Esse patégeno é muito variavel e adaptado a diferentes condi¢des de hospedeiro e
de ambiente. Por isso, as classificagdes tradicionais, apesar de serem muito uteis, ndo tém
sido mais tao eficientes na classificacao dos diferentes isolados de R. solanacearum. Surgiu
entdo uma necessidade de usar ferramentas moleculares para que se pudesse melhorar e
tornar mais eficiente o sistema de classificagao atual.

Dados moleculares sao poderosas ferramentas de estudo da histéria evolutiva,
possibilitando a reconstru¢do da filogenia de organismos vivos, complementando os
métodos tradicionais de classificagdo dos organismos, como a morfologia e fisiologia. Sendo
assim, com a combinagao dos métodos moleculares e métodos tradicionais sera possivel
reconstruir modelos mais precisos que reflitam de forma correta as relacbes entre os
organismos.

O Brasil é um pais tropical e com uma variedade muito grande de cultivos, por isso, a
bactéria R. solanacearum conseguiu se adaptar tdo bem aos solos brasileiros. Existem
diferentes racas e biovares presentes nos solos do pais e até agora poucos estudos de
classificagdes foram feitos (Netto et al., 2003; Costa et al., 2007) sendo que nenhum desses

com as novas metodologias moleculares de filotipo e sequevar.
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Nesse trabalho foi analisada uma colecdo de 60 isolados de diferentes regides
brasileiras (Figura 3), todos pertencentes a biovar 2. Foi feita uma classificagdo morfoldgica,
que é mais basica. Uma classificacdo em filotipo e em sequevar que € o método mais
recente proposto e a analise de similaridade por fingerprinting para cada isolado.

A caracterizagdo de isolados brasileiros do patdégeno por meio de técnicas
moleculares modernas, em filotipos e sequevares, conforme proposta recente e bem aceita
ela comunidade internacional (Fegan & Prior, 2005), permitira entender melhor a
variabilidade do patégeno e suas consequéncias no desenvolvimento de técnicas de

controle da murcha bacteriana.
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HIPOTESES

v' Existe variabilidade entre isolados da raga 3 biovar 2 de R. solanacearum que

atacam batata no Brasil;

v" Todos os isolados pertencem ao filotipo Il, ja que, segundo a literatura, o filotipo Il é

prevalente nas Américas;

v Os métodos de classificagdo molecular (filotipos e sequevares) e os tradicionais
(raca e biovar) de ragas e biovares sdo complementares na separagao Dops isolados

de R. solanacearum.
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OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi caracterizar uma colegcao de 60 isolados brasileiros do

complexo especifico Ralstonia solanacearum, pertencentes a raga 3 biovar 2 obtidos de

batata, através de métodos tradicionais e moleculares.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

v

v

Analisar a morfologia das coldnias dos diferentes isolados;

Realizar bioensaios com diferentes alcoois e agucares para confirmagao em biovar 2
e separacao em biovar 2A e 2T,;

Realizar PCR multiplex para classificar os isolados em filotipo;

Amplificar e sequenciar um fragmento do gene de endoglucanase (egl) para
classificacdo em sequevares;

Utilizar a Box-PCR como um método de fingerprinting para separacao de linhagens

clonais.
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METODOLOGIA

1. Isolados e suas origens

Os isolados utilizados nesse trabalho est&o listados na tabela 5. Foram obtidos de uma
colecdo da Embrapa — Hortaligcas, Brasilia, Brasil. A colegdo € composta por 49 isolados
obtidos de plantas de batata (Solanum tuberosum), dois isolados de pimentdo (Capsicum
annuum), oito de berinjela (Sonalum melogena) e um de tomate (Solanum lycopersicum). Os
isolados foram coletados em diferentes regides do Brasil (Figura 3) e em diferentes

periodos, tanto de seca quanto de chuva (Tabela 5).

Figura 3: Distribuicdo geografica dos isolados brasileiros, utilizados nesse trabalho, de
Ralstonia solanacearum. A esquerda, o mapa do Brasil inteiro é mostrado. A direita, os
estados do Brasil onde os isolados utilizados neste estudo foram coletados s&o
apresentados em maior detalhe. O niumero de amostras coletadas em cada estado é exibido

entre parénteses.
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Para purificacdo e estocagem dos isolados, o meio de cultura Kelman modificado foi
utilizado (Kelman, 1954). Os isolados foram recuperados sendo riscados em uma placa de
Petri com meio Kelman modificado e foram incubados a 28°C por 48h. Com uma alga de
platina, uma quantidade de massa de cultura bacteriana obtida de placa de Petri foram
colocados em um criotubo com 2mL de agua bidestilada e estéril e as culturas foram
mantidas a temperatura ambiente. Para armazenamento por longo prazo, outros 10uL de
cultura foram adicionados a um criotubo contendo meio Kelman e glicerol (Sambrock et al.,

1989) e estocados a -80° C.

Tabela 5: Informacgdes sobre os isolados utilizados neste trabalho.

Isolado Procedéncia Ano Hospedeiro
GMI 1000 Guiana Francesa - Tomate
UW 151 ) . .
UW 443 West Java, Indonesia 1987 Banana
Uw 373 ) . .
UW 363 China - Tomate
UW 386 Nigeria 1983 Tomate
K 60 Raleigh, NC 1954 Tomate
RS 02 Brasilia (DF) 1987 Batata
RS 12 ltapetininga (SP) 1987 Batata
RS 23 Mucugé (BA) 1988 Batata
RS 26 Castro (PR) 1988 Batata
RS 27 Castro (PR) 1988 Batata
RS 28 Castro (PR) 1988 Batata
RS 30 Umuarama (PR) 1988 Batata
RS 44 Brasilia (DF) 1989 Batata
RS 59 Castro (PR) 1990 Batata
RS 66 Ibicoara (BA) 1990 Batata
RS 67 Ibicoara (BA) 1990 Batata
RS 68 Ibicoara (BA) 1990 Batata
RS 69 Ibicoara (BA) 1990 Batata
RS 71 Brazlandia (DF) 1990 Berinjela
RS 77 Brasilia (DF) 1991 Berinjela
RS 81 Brasilia (DF) 1992 Berinjela
RS 82 Brasilia (DF) 1992 Berinjela
RS 83 Brasilia (DF) 1992 Berinjela
RS 84 Brasilia (DF) 1992 Berinjela
RS 87 Brasilia (DF) 1992 Berinjela
RS 89 Brasilia (DF) 1992 Berinjela
RS 90 Brasilia (DF) 1992 Batata
RS 91 Brasilia (DF) 1992 Batata
RS 92 Brasilia (DF) 1992 Batata
RS 94 Pirai do Sul (PR) 1992 Batata

RS 95 Pirai do Sul (PR) 1992 Batata




RS 96

RS 98

RS 99

RS 113
RS 115
RS 121
RS 131
RS 134
RS 139
RS 141
RS 145
RS 156
RS 157
RS 161
RS 199
RS 201
RS 202
RS 203
RS 204
RS 205
RS 213
RS 231
RS 240
RS 241
RS 242
RS 243
RS 244
RS 245
RS 246
RS 252
RS 253
RS 254
RS 260
RS 261

Pirai do Sul (PR)
Pirai do Sul (PR)
Pirai do Sul (PR)
Mariental (PR)
Lapa (PR)
Vargem Bonita (MG)
Araucaria (PR)
Contenda (PR)
Lapa (PR)
Lapa (PR)
Vigosa (MG)
Cristalina (GO)
Cristalina (GO)
Morro Redondo (RS)
Brasilia (DF)
Brasilia (DF)
Castro (PR)
Castro (PR)
Castro (PR)
Cristalina (GO)
Ibicoara (BA)
Buritis (MG)
Cristalina (GO)
Tatui (SP)
Tatui (SP)
Saturno (SP)
Saturno (SP)
Cidade Ocidental (GO)
Uberaba (MG)
Contenda (PR)
Contenda (PR)
Contenda (PR)
Mucugé (BA)
Mucugé (BA)

1992
1992
1992
1992
1992
1995
1995
1995
1995
1997
1997
1997
1997
1997
2001
2001
2001
2001
2001
2002
2003
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2005
2005
2005
2005
2005
2005
2005

Batata
Batata
Batata
Batata
Batata
Tomate
Batata
Batata
Batata
Batata
Batata
Batata
Batata
Batata
Pimentao
Pimentao
Batata
Batata
Batata
Batata
Batata
Batata
Batata
Batata
Batata
Batata
Batata
Batata
Batata
Batata
Batata
Batata
Batata
Batata

2. Caracterizacdo morfologica
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Para a caracterizacdo morfolégica, os isolados foram crescidos em placas de meio

Kelman agar a 28°C por 4 dias. As coldnias foram entdo analisadas quanto ao tamanho,

produgédo de muco e produc¢do de melanina.

3. Classificacdo em biovar 2A e 2T

Os isolados foram classificados em biovar usando uma variagdo dos testes

fisioldgicos desenvolvidos por (Hayward, 1964). Para a realizagdo dos testes, o meio de

cultura basico proposto por Hayward contendo 1% dos substratos era esterilizado por meio
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de autoclavagem por 10min. Depois 2 mL de meio Hayward ja esterilizado contendo foram
dispensados em pocos de placas deep well com 24 pogos cada uma (Figura 4); meio basico
sem fonte de carbono serviu como controle negativo. Uma massa de cultura celular de cada
isolado a ser testado foi raspado do meio Kelman modificado agar e suspenso em 1 mL de
agua bidestilada estéril. Todos os testes incluiram isolados controles da biovar 1 (K60),
biovar 2 (UW551), biovar 3 (GMI1000), Biovar 4 (UW151), e Biovar 5 (UW373) (Ji et al,,
2006) (Gentilmente cedidos pela Dra. Caitilyn Allen, University of Wisconsin-Madison). Cada
poco foi semeado com 3 ul da suspensdo e cada teste foi repetido trés vezes, incluindo os
controles nao inoculados. As placas foram incubadas a 28°C durante 3 semanas e a

mudanca de cor de cada pogo foi registrada diariamente.

Isolado A IsoladoB IsoladoC  IsoladoD Isolado E  Isolado F

oncall 1 [OLOLOLOL®

QOO0 OO
JOOOOO
000  CO

Controles

Figura 4: Esquema do experimento para determinagao da biovar de Ralstonia solanacearum
utilizando placas Deep Well. Cada placa foi utilizada para um substrato e cada isolado foi

colocado em triplicata.

4. Extracdo de DNA genbémico

Para extracdo do DNA gendmico, os isolados de R. solanacearum foram crescidos
em 3 mL de meio Kelman modificado a 28°C com agitacao de aproximadamente 200 rpm
por 48 horas. As células foram coletadas por centrifugacdo e o DNA extraido usando o kit
Masterpure DNA purification kit (Epicentre Biotechnology). O protocolo utilizado foi o do

fabricante do kit (Apendice 1).
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5. Analises de PCR

Para diagnodstico por PCR, os isolados foram incubados por 12 horas em meio
Kelman modificado a 28°C e 200 rpm. Aproximadamente 1 mL da cultura foi transferido para
outro tubo e o molde de DNA para a PCR foi isolado das células de R. solanacearum
utilizando o kit Masterpure DNA purification kit (Epicentre Biotecnology). O protocolo
utilizado foi o sugerido pelo fabricante do kit (Apendice 2).

Quatro procedimentos de PCR, descritos por Fegan & Prior (2005), foram realizados
para caracterizar os isolados. A primeira PCR foi realizada para confirmar se todos os
isolados pertenciam realmente ao complexo especifico R. solanacearum. Foram utilizados
os iniciadores 759/760 como um marcador interno fornecendo um produto de
aproximadamente 280-bp, que é especifico para a R. solanacearum (Opina et al., 1997).

A outra PCR realizada foi para identificar a qual filotipo os isolados pertencem. A
reacao de PCR incluiu um conjunto de quatro primers (Tabela 6) um especifico para cada
filotipo no sentido foward (Nmult: 21:1 F, Nmult: 21:2 F, Nmult: 22: inf e Nmult: 23: AF) e um
unico e conservado primer reverso (Nmult: 22: RR) (Ji et al., 2006). Esses primers tém como
alvo a regiao espacadora intergénica (ITS) entre as seqliiéncias 16S e 23S (Figura 2). Essa
reacao produz os seguintes produtos: um fragmento amplificado de 144-pb em isolados
pertencentes ao filotipo I, um fragmento de 372-pb para o filotipo Il, um fragmento de 91-pb
para o filotipo Ill e um fragmento amplificado de 213-pb para o filotipo IV. A reagéo continha
1X de tampéao da taq polimerase, 0.25 mM de cada dNTP, 10 pmol de cada primer, 300 ng
de DNA molde e 2.5 U de taq Polimerase (Invitrogen, LifeTechnologies) em um volume final
de 50 pyl. Como controle negativo da reagao foi utilizado 49uL de uma reagcdo sem o DNA
molde. As PCRs foram realizadas no termociclador Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler
(Applied Biosystems) seguindo o seguinte protocolo: desnaturacao inicial a 96°C por 3 min,
30 ciclos de 95°C por 30 s, 58°C por 30 s e 72°C por 30s e uma extenséo final de 72°C por
10 min. Os produtos de PCR foram corridos em gel de agarose 2% e visualizados por

coloracdo com brometo de etidio. O tamanhos dos fragmentos amplificados foram
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estimados por comparagdo com o marcador molecular 1Kb plus DNA (Invitrogen,
LifeTechnologies, Cergy-Pontoise, Franca).

A terceira PCR foi feita para amplificar e sequenciar porcbes do gene de
endoglucanase (egl) A amplificagdo de uma regido de aproximadamente 750-pb do gene egl
foi realizada utilizando o par de primers Endo-F e Endo-R (Ji et al., 2006). A reacdo em
volume total de 50 pL, continha o tampéao fornecido pelo fabricante, 1,5 mM MgCl,, 0,25 mM
de cada dNTP, 10 pmol de cada primer, 300 ng de DNA molde, e 1U de Taq polimerase
platinum high fidelity (Invitrogen, LifeTechnologies, Cergy-Pontoise, Franga). A PCR foi
realizada utilizando um termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems),
seguindo o seguinte protocolo: desnaturagao inicial a 96°C por 3 min, 30 ciclos de 95°C por
30 s, 69°C por 45 s e 72°C por 2 min e uma extensao final de 72°C por 10 min. Um volume
de 5 L dos produtos da reacao foi analisado por eletroforese através de géis de agarose
2%, e as bandas foram coradas em brometo de etidio. Os produtos frescos da PCR foram
utilizados diretamente e a reacdo de sequenciamento foi realizada em ambos os sentidos
(Foward e Reverse) com os primers Endo-F e Endo-R (Tabela 6) no sequenciador Prism
377 DNA Sequencer (Applied Biosystems).

A Ultima PCR realizada foi com o primer BOX (Costa et al. , 2006), um primer
aleatério que se anela em diferentes lugares do DNA molde. Isso faz com que o produto
tenha um padrao diferente de bandas para cada e isolado. A reagcdo em volume total de 25
ML, continha o tampao fornecido pelo fabricante, 1,5 mM MgCl,, 0,25 mM de cada dNTP, 10
pmol de cada primer, 50 ng de DNA molde, e 1U de Taq polimerase (Invitrogen,
LifeTechnologies, Cergy-Pontoise, Franca). A PCR foi realizada utilizando um termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems), seguindo o seguinte protocolo:
desnaturacéo inicial a 95° C por 7 min, 30 ciclos de 94° C por 1 min, 53° C por 1 min e 65° C
por 8 min e uma extensao final de 65° C por 15 min. Os produtos da reacdo foram
analisados por eletroforese através de géis de agarose 1,5%, e as bandas foram coradas
em brometo de etidio. As imagens dos géis foram analisadas no software Bionumerics 5.1

(Applied Maths, Bélgica).



Tabela 6: Sequéncias dos primers utilizados para as analises moleculares de

Ralstonia solanacearum.

Primer

Sequéncia

Referéncia

Filotipo
Nmult: 21:1F
Nmult: 21:2F
Nmult: 23:AF
Nmult: 22: inf
Nmult: 22:RR
Universal
759-universal
760-universal

5'-CGT TGA TGA GGC GCG CAATTT- 3
5'-AAG TTATGG ACG GTG GAA GTC- 3
5'-ATT ACS* AGA GCA ATC GAAAGATT-3'
5'-ATT GCC AAG ACG AGA GAA GTA- 3'
5'-TCG CTT GAC CCT ATA ACG AGT A-3'

5’-GTC GCC GTC AACTCACTT TCC-3’

5’-GTC GCC GTC AGC AAT GCG GAA TCG-3’

Endoglucanase

Endo-F
Endo-R
Box PCR
Box

5’-ATG CAT GCC GCT GGT CGC CGC-3’
5’-GCG TTG CCC GGC ACG AAC ACC-3

5-CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G -3

Fegan e Prior, 2005
Fegan e Prior, 2005
Fegan e Prior, 2005
Fegan e Prior, 2005
Fegan e Prior, 2005

Opina et al, 1997
Opina et al, 1997

Ji et al, 2006
Ji et al, 2006

Versalovic et al, 1998

* S podem ser as bases C ou G

6. Andlise das seqliéncias
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Porgbes das sequéncias do gene que codifica para a enzima endoglucanase (egl)

(apéndice 2) localizado no megaplasmideo foram analisadas usando o software livre MEGA

4.0 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) (Tamura et al.,, 2007). As sequéncias foram

alinhadas usando o programa para alinhamento multiplo ClustalW (Larkin et al., 2007) e

depois o alinhamento foi ajustado manualmente.

As sequéncias alinhadas foram analisadas através de duas das principais

abordagens filogenéticas oferecidas pelo MEGA software. As relagdes evolutivas entre as

sequéncias foram computadas usando o algoritmo de Jukes & Cantor (Jukes & Cantor,

1969) e as arvores filogenéticas foram construidas a partir da distancia genética de dados

usando o método Neighbor Joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987) com 5.000 repeticbes de

bootstrap dos dados para testar as topologias das arvores.
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