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Tecnico

Introducao

O tomateiro é uma das plantas mais atacadas por
doencas, a maioria delas de origem parasitéaria (ou
biética). O controle dessas doencas é normalmente
complexo e deve ser buscado preferentemente

de forma preventiva por meio da integracao da
resisténcia genética com medidas culturais. Para
tal, é essencial o diagndstico preciso da doenca,
visto que sintomas podem variar de acordo com

a cultivar, com o ambiente onde a planta se
desenvolve, com a variante do patdégeno e com a
idade da planta por ocasidao da infeccao.

Esta publicacdo, que versa sobre a murcha-
bacteriana, causada por Ralstonia solanacearum,
possibilitarad estudantes e profissionais terem este
patégeno manuseado de forma correta. Pretende-se,
com ela, fornecer informacdes sobre os processos
envolvidos na identificacao da doenca, coleta e
envio de material para analise laboratorial, técnicas
de identificacdo e armazenamento de cepas do
patégeno.
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Descricdo do patégeno

Ralstonia solanacearum (Smith 1896) Yabuuchi et
al. 1996, comb. nov. é uma verséatil bactéria gram
negativa habitante do solo, que ataca grande namero
de espécies vegetais pertencentes a mais de 50
familias botanicas (HAYWARD, 1994). As espécies
mais suscetiveis, entretanto, pertencem a familia
Solanaceae, que compreende, além do tomate,

a batata, o pimentao, a berinjela, o jil6 e o fumo.

A nao ser pela banana, onde causa o “Moko da
bananeira”, a doenca causada por R. solanacearum é
conhecida como murcha-bacteriana ou murchadeira.

Ralstonia solanacearum apresenta grande
diversidade fenotipica, tradicionalmente traduzida em
racas, com base na capacidade de atacar diferentes
hospedeiras (BUDDENHAGEN et al., 1962), ou em
biovares, com base na capacidade diferencial de usar
certos acuUcares e alcoois como fontes de carbono
(HAYWARD, 1991). Mais recentemente, Fegan e
Prior (2005), apoiados em estudos moleculares,
solidificaram a ideia de que R. solanacearum é

um complexo especifico, e propuseram uma nova
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classificacao genética baseada em quatro niveis
taxonO6micos, equivalentes a espécies, subespécies,
grupos infra-subespecificos e linhagens clonais
(Quadro 1). Nessa nova proposta, o termo “filotipo’
€ usado para designar grupos maiores no nivel de

r

subespécies, pelo uso de PCR multiplex, e o termo
“sequevar” é usado para designar grupos infra-
subespecificos baseados no sequenciamento do
gene de endoglucanase. No Brasil, o tomateiro é
atacado principalmente pela raca 1 (biovares 1 e 3),
referentes aos filotipos 2 e 1, respectivamente, da
bactéria, embora haja também relatos também da
raca 3 (biovar 2 e 2T), referente ao filotipo 2.

Descricdao da doenca

O sintoma mais tipico da murcha-bacteriana é a
murcha rapida da planta de cima para baixo. Em
tomate, a doenca se manifesta em qualquer estadio
de desenvolvimento da planta, mas principalmente
por ocasidao da formagcao do primeiro cacho de frutos
(Figura 1). Ao infectar a planta por ferimentos nas
raizes, a bactéria se aloja nos vasos condutores

de agua (xilema). Dai, sob condicdes favoraveis
(cultivar suscetivel e ambiente quente e imido), a
bactéria se multiplica, produzindo alta populacao de
células produtoras de polissacarideos extracelulares
viscosos, que acabam entupindo o xilema, que

€ 0 vaso que conduz a agua absorvida pelas

raizes para a parte aérea da planta. Por isso, as
folhas murcham, comecando pelo topo da planta,
principalmente nas horas mais quentes do dia,
podendo se recuperar a noite. Com o passar do
tempo, toda a planta murcha de forma irreversivel
e morre. Em condicOes desfavoraveis a doenca
(clima frio ou seco, patégeno pouco virulento ou
cultivar menos suscetivel), os sintomas aparecem
mais tardiamente, podendo ocorrer murcha um sé
lado da planta ou da folha, além de se observar

Quadro 1. Esquema da classificacao hierarquica de Ralstonia solanacearum. Modificado de Fegan e Prior, 2005.
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Figura 1. Planta de tomate com murcha-bacteriana,
apresentando murcha generalizada.

certo amarelecimento das folhas iniciando pelas mais
velhas. Neste caso, é comum a murcha-bacteriana
ser confundida com outras doencas vasculares,
conforme serd comentado no item seguinte.

As células bacterianas no interior do xilema também
produzem enzimas que causam escurecimento
vascular, percebido pelo descascamento ou corte
longitudinal do caule na parte inferior de plantas
afetadas (Figura 2). Em alguns casos, percebe-se a
formacao de raizes adventicias na parte inferior do
caule, que é uma reacao da planta a falta de agua
nos 6rgaos aéreos.

Nivel Taxonémico Equivaléncia taxonomica

Nomenclatura

Modo de identificacdo

Espécie Espécie

Filotipo Subespécie

Sequevar Grupos infra-subespecificos
Clone Linhagens clonais

Complexo R. solanacearum
Filotipos 1; 2; 3 e 4

Sequevares 1-N

“Primers” PCR
Multiplex PCR (Regiéo ITS)
Gene de endoglucanase

“Fingerprinting” (rep-PCR,
RAPD, AFLP, PFGE, etc)
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Figura 2. Escurecimento vascular na base do caule

de tomateiro afetado pela murcha-bacteriana.

Diagndstico preciso: murcha-bacteriana
versus outras murchas

Plantas de tomate podem murchar pela acdo de
diferentes doencas, tais como murcha-bacteriana,
murcha-de-fuséario, murcha-de-verticilio, murcha-
de-esclerécio e ataque de nematoides. Para um
diagndéstico preciso, € necessario que a planta
seja examinada principalmente em sua base e

no seu sistema radicular. E necessario que seja
também considerada a hip6tese de haver mais de
um patdégeno associado a doenca; por exemplo, a
infeccao por R. solanacearum pode ter sido facilitada
por ferimentos causados por nematoides.

Como formas de diagnéstico rapido, a presenca

de massa micelial branca e esclerédios na base da
planta, acompanhada de podridao radicular, indicam
que se trata da murcha-de-esclerécio (Sclerotium
rolfsii); ja a presenca de galhas nas raizes é tipica
do ataque de nematoides-das-galhas (Meloidogyne

spp.).
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Um pouco mais complicado é separar as murchas
bacteriana, de fusario e de verticilio. Neste caso,

o recomendado é fazer o teste do copo. Este teste
é feito cortando-se uma pequena porcao (cerca

de 5 cm) da parte mais inferior do caule de planta
doente, colocando-a em seguida ligeiramente
submersa em frasco transparente com agua

limpa (Figura 3). Pode-se usar um clipe ou outro
artificio para fixar o segmento do caule ao frasco.
A presenca de um filete leitoso saindo do tecido
em direcao ao fundo do copo indica a presenca

da murcha-bacteriana. A complementacao do
diagnéstico da doenca é feita em laboratério:
col6nias tipicas de R. solanacearum (Figuras 4a

e 4b) devem ser obtidas quando suspensao do
exsudado leitoso é cultivado em meios de cultura
diferencial, como o meio de Kelman (1954). Col6nias
de R. solanacearum podem sofrer variacoes de
formato e cor e ser similares as de outras bactérias

Foto: Carlos Lopes

Figura 3. Teste do copo, mostrando exsudacao de
pus bacteriano em caule de tomateiro afetado pela
murcha bacteriana.

Fotos: Mauricio Rossato

Figura 4. Col6nias de Ralstonia solanacearum em
meio de Kelman sem (A) e com (B) tetrazélio.
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contaminantes presentes nos tecidos infectados;
por isso, o diagndstico necessita ser feito por
técnico bem treinado, além de ser complementado
por testes bioquimicos e, se possivel, moleculares,
conforme serd explicado mais adiante. Para evitar
custos desnecessaérios na identificacdo de bactérias
contaminantes, é recomendavel que, antes de se
proceder a sua identificacdao completa, seja obtida
cultura monocolonial e, em seguida, realizado teste
de patogenicidade em planta de tomate de cultivar
sabidamente suscetivel a murcha-bacteriana.

Coleta de amostras para envio a
laboratérios especializados

Amostras de plantas com suspeita de murcha-
bacteriana devem ser enviadas a laboratérios
especializados para confirmacao do diagndstico.
As amostras devem conter pelo menos cinco
segmentos da base do caule, com cerca de 10

a 15 cm na base da planta, cortados logo acima
das raizes (Figura 5). As amostras devem ser
retiradas de plantas totalmente murchas, porém nao
secas. Os segmentos de caule devem ser envoltos
individualmente em papel de jornal, colocados em
caixas de papelao e enviados por servico rapido de
correio.

Foto: Carlos Lopes

Figura 5. Porcao do caule de tomateiro que deve
ser retirada para testes de diagndstico da murcha
bacteriana.

E importante que as amostras ndo sejam colocadas
em geladeira, pois temperaturas baixas reduzem a
populacao bacteriana e dificultam sua recuperacao
dos tecidos. Também nao devem ser envoltas

em sacos de plastico, pois a camara Umida assim
formada acelera a decomposicdo da amostra,
aumentando assim a populacao de bactérias
saproéfitas, dificultando o isolamento do patdégeno
em questdao. Amostras enviadas de maneira correta
permanecem em boa condicao de analise por até
sete dias.

Isolamento e armazenamento

O isolamento de R. solanacearum é feito a partir
da suspensao leitosa que exsuda de porcdes de
segmentos do caule de planta infectada quando
colocados em agua estéril. Antes de serem
removidas essas porcoes, 0s segmentos devem

ser lavados com detergente sob 4gua corrente,
esfregando sua superficie para a remocao de
particulas de solo e outras fontes de contaminacdes
externas. Depois de secos, estes devem ser levados
a camara de fluxo laminar onde, com a ajuda de
um bisturi esterilizado (flambado), raspa-se a parte
mais externa do caule para remocao de parte

dos microrganismos contaminantes superficiais

nao removidos pela lavagem. Com o auxilio de
pinca estéril, o caule é entdo embebido em &lcool
comercial e ligeiramente flambado. A seguir, uma
porcao de cerca de 0,5 cm é removida de uma das
extremidades com um bisturi estéril. A extremidade
cortada é entado colocada em contato com solucao
salina ou dgua esterilizada contida em tubo de
ensaio ou frasco de penicilina. A sustentacao da
porcdo do caule em contato com a dgua pode ser
feita com auxilio de palito ou clips, perpendicular a
boca do tubo.

Apds 5 a 15 minutos, quando a suspensdo estiver
turva pela presenca das células bacterianas, o

caule é removido e, com uma alca de repicagem,
aproximadamente 10 yL da suspensao séo colhidos
e riscados em meio de cultura em placas de Petri. O
meio de cultura mais recomendado é o de Kelman
(1954) (anexo 1), que tem em sua composicao

o cloreto de trifenil tetrazélio, que confere as
colénias “virulentas” de R. solanacearum, apés

dois dias de cultivo a 28°C, uma aparéncia fluida e
esbranquicada, de forma pouco definida, contendo o
centro avermelhado ou réseo (Figura 4). A riscagem



da suspensao deve ser feita de modo que se
obtenham colbnias isoladas, usadas para producao
de in6culo e armazenamento. Lembra-se que o
meio de Kelman nao é seletivo, e sim auxiliar para
diferenciar colénias “virulentas” das “avirulentas”.
Colbnias “avirulentas”, que aparecem com
frequéncia durante o armazenamento de culturas,
sao mais vermelhas e circulares, pois produzem
pequena massa de polissacarideos extra celulares
(EPS). Como existe variabilidade de tipos de col6nias
entre isolados de R. solanacearum, é necessario
certo treinamento para diferenciar as colénias
deste patégeno também das col6nias de bactérias
contaminantes.

Coldnias isoladas tipicas do patégeno sao
transferidas para frascos de armazenamento
contendo solucao salina ou 4gua de poco
esterilizada, bem como usadas teste de
patogenicidade/viruléncia pela inoculacdao em plantas
de tomateiro suscetiveis a murcha bacteriana. Para
a inoculacdo, destaca-se o método de ferimento do
caule de tomateiro sabidamente suscetivel com um
alfinete ou palito esterilizado embebido na colénia
sob avaliacdo. Por este método, plantas com trés

a cinco folhas definitivas (30 a 40 dias apés a
semeadura) inoculadas com col6nias virulentas de
R. solanacearum murchardao em 3-5 dias, desde
que colocadas sob alta umidade e temperatura de
20-40°C. S6 devem ser armazenados os isolados
que reproduziram sintomas de murcha nas plantas
inoculadas em até sete dias de incubacao em
ambiente propicio ao desenvolvimento da doenca.
Alerta-se para o fato de que temperaturas noturnas
abaixo de 19°C podem provocar escapes nas
plantas inoculadas, em especial quando plantas mais
velhas forem inoculadas.

O armazenamento de uma colecao de trabalho, que
deve ser renovada a cada ano, é feito em tubos

de ensaio ou tubos para criogenia com tampa de
rosca contendo 3 a 5 mL (dependendo do tamanho
do tubo) de solucao salina ou agua esterilizada de
poco ou agua mineral. A presenca de sais permite
melhor sobrevivéncia da bactéria em relacao a dgua
destilada.

E importante que a suspensdo seja apenas
ligeiramente turva, pois alta concentracao bacteriana
nos tubos pode levar a morte das células pela
acidificacao da solucdo. Uma alca de repicagem
tocada na coldnia, que posteriormente é mergulhada
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e agitada na solucao contida no tubo, é suficiente.

A seguir, agitacao intensa em vortex é recomendada
para garantir a homogeneizacao da suspensao. Os
tubos devem ser claramente identificados e mantidos
em temperatura em local fresco, porém nunca sob
refrigeracao.

O armazenamento em longo prazo, com necessidade
de renovacao somente apds 10 anos, é feito pela
suspensdo da cultura pura em agua com glicerina
contida em tubos especiais (criotubos) que sao
mantidos em ultra-freezer a -80°C. A glicerina
preserva as células bacterianas da destruicao das
pelo congelamento. Recomenda-se armazenar pelo
menos dois tubos por isolado.

A recuperacao do isolado é feita pela riscagem da
suspensao bacteriana em placas de Petri com meio
Kelman incubadas por 48-72 horas em BOD a 28°C.
Ao se retirar o tubo de armazenamento criogénico
do ultra-freezer, nao se deve descongelé-lo. Com
uma agulha hipodérmica estéril deve ser feita a
raspagem da suspensao congelada do tubo que é
posta para derreter no meio de cultivo, para entao
riscar de modo apropriado. E muito importante

que os isolados sejam colocados em sequéncia

em caixas para reduzir o tempo de manuseio.
Alternéncia de congelamento e degelo comprometem
a viabilidade das culturas. Outra opcéao é fazer varias
coépias no ultra-freezer, marcando os tubos quando
forem descongelados, limitando o seu uso a até trés
descongelamentos.

O armazenamento de R. solanacearum em tirinhas
de papel de filtro, eficaz para armazenamento

de espécies de Xanthomonas, ndao se mostrou
adequado para R. solanacearum, por apresentar
grande proporcao de colbnias avirulentas na
recuperacao de vérios isolados ap6és um ano de
armazenamento a temperatura ambiente (dados nao
publicados). O armazenamento em suspensdo em
agua a 0°C e -10°C em geladeira provocou a morte
das células bacterianas de varios isolados (dados
nao publicados).

Para o caso especifico da Embrapa Hortalicas, a
catalogacao dos isolados é feita em numeracao
sequencial (CNPH RS 001, CNPH RS 002, etc.)
em caderno de ata, localizado exclusivamente no
Laboratério de Fitopatologia, com a indicacao de:
hospedeira (espécie e, se possivel, a cultivar),
data da coleta, local de coleta (se possivel
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com localizacdo GPS), responséavel pela coleta,
responsavel pela colecao, biovar, filotipo e outras
observacoes relevantes, como resultado do teste de
patogenicidade, mudangas de numeracao etc.

Identificacdo de biovares

Confirmada a espécie por meio de testes
biogquimicos e ou moleculares, é recomendada a
identificacdo do isolado de acordo com a biovar,
conforme metodologia proposta por Hayward
(1991), que se baseia na utilizacao diferencial de
acucares (lactose, maltose, celobiose) e alcoois
(manitol, dulcitol e sorbitol) (Quadro 2). Embora este
se trate de um teste bioquimico, tem sido bastante
util pela correspondéncia da biovar 2 com a raca

3 (de batata, de climas mais frios). Assim, pode-
se concluir, de forma répida, que isolados que nao
forem de banana (raca 2), e que nao pertencerem a
biovar 2 (raca 3), pertencem a raca 1.

Para a realizagcao do teste de biovares, um meio
basico, sem fonte de carbono (Anexo |) e com pH
neutro é necesséario. O meio basico, antes de ser
autoclavado, necessita ser dividido em aliquotas.
Recomenda-se que este nao tenha a adicdo de agar
e que seja fervido por alguns segundos em forno
de micro-ondas, para que os reagentes estejam
bem solubilizados e distribuidos. Em erlenmeyers
de 200 mL, se adiciona o agar, para entdo ocorrer
distribuicdo do meio basico para autoclavagem.

Quadro 2. Determinacao de biovares de acordo com
as combinacdes de utilizacdo de dissacarideos e
alcoois (HAYWARD, 1991).

Biovar*

1 2 3 4 5
Utilizacdo dos dissacarideos
Celobiose - + + - +
Lactose - + + - +
Maltose - + + - +
Oxidacao dos alcoois
Dulcitol - - + + +
Manitol - - + + -
Sorbitol - - + +

* Pela inclusado de trealose e inositol, pode-se separar
a biovar 2 em 2A e 2T, sendo 2T positivo para ambos.

Apés a esterilizacédo e breve esfriamento, o meio

é levado para a camara e fluxo laminar e, com
uma seringa e um filtro de 0,22 um, se filtra o
equivalente a 1% da solucéo final (geralmente 1
grama) de cada carboidrato em solucao, agita-se
brevemente e entdo este pode ser distribuido em
tubos de ensaio de 15-20mL ou em placas teste
de Elisa (Figura 6). Neste ponto, a cor do meio

de cultura deve ser verde-oliva, que indica um pH
neutro na presenca do corante azul de bromotimol.

Para a identificacao das biovares, colénias de
isolados previamente riscados em placas de Petri em
meio de Kelman sao re-suspensos em microtubos
de 1,5 mL com agua mineral autoclavada, de

modo a obter-se suspensao turva. A partir

desses microtubos, deve-se pipetar 10-20 uL de
suspensao de cada isolado nos pocos ou tubos

que correspondem aos carboidratos distintos, em
duplicatas. Incubar os tubos a 28°C por 10-16 dias.

A mudanca de cor do meio de cultura deve ser
observada a cada dois dias para identificar alguma
contaminacao, porém a leitura final do resultado
deve ser feita a partir de 10 dias. Onde a bactéria
se desenvolveu, o meio, originalmente de cor verde-
oliva, passa a amarelo (Figura 6), em virtude da sua
acidificacao pelo crescimento bacteriano. Os pocos
ou tubos amarelos sao considerados positivos e os
resultados comparados com o Quadro 2.

Identificacdo molecular

Os isolados obtidos de plantas sintomaticas, com
teste de patogenicidade positivo, independente
da presenca de coldnias tipicas ou ndo, devem

Figura 6. Placa de ELISA para teste de biovares de
Ralstonia solanacearum. Pocos amarelos indicam
reacao positiva.

Foto: Carlos Lopes



ter sua identidade confirmada por meio de reacao
em cadeia da polimerase (PCR) com os iniciadores
(primers) especificos 759/760 (OPINA et al., 1997),
conhecidos pelos seu alto grau de especificidade e
baixos falsos positivos (Quadro 3).

A etapa precedente a PCR baseia-se na extracao
de DNA, realizada a partir de diferentes protocolos
disponiveis na literatura, como a metodologia de
Mahuku (2004), descrita abaixo. Kits de extracao
de acidos nucleicos sao recomendados devido a
simplicidade e alta qualidade do DNA extraido,
porém algumas vezes estao associados a baixas
concentracoes de material obtido.

Extracdo de DNA (Segundo a metodologia de
Mahuku - 2004)

Colbnias caracteristicas de R. solanacearum sao
repicadas em meio Kelman sélido e incubadas

a 28°C por 48 h. As colbnias sao raspadas e
armazenadas em microtubos de 1,5 mL com &gua
Milli-Q e congeladas até o processo de extragao.

Para a extracao de DNA, as col6nias sao
descongeladas, centrifugadas por 15 min a 10.000
rpm para o descarte da agua e, em seguida, sao
adicionados 200 uL de TE, 30 uL de SDS (20%)

e 10 uL de Proteinase K, com homogeneizacao

por meio de um vortex e 40 min em banho maria
(65°C). Sao adicionados 250 uL de acetato de
amonio 7,5 M, com nova homogeneizacao vortex
e manutencao a -20°C por 10 min. A suspenséo

é entao centrifugada por 20 min a 13.000 rpm e o
sobrenadante (~400 ulL) transferido para um novo
tubo. O mesmo volume é adicionado de isopropanol
e incubado a -20°C por 1 a 2 horas. Centrifuga-se
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por 20 minutos a 13.000 rpm e o sobrenadante é
descartado, seguido de uma lavagem com 800 uL
de etanol 70%. Apds descarte do etanol, o pellet

é seco, deixando os tubos com a tampa aberta
“descansando” sobre um papel toalha para posterior
adicdo de 70 uL de Tris-EDTA (10mmol/L Tris-HCI
pH 8,0; 0,5 mol/L EDTA) com RNAse (1mg/mL). O
DNA foi armazenado a temperatura de -20°C até o
momento de sua utilizacao.

Reacdes de PCR

A identificacao em filotipos é feita por meio de uma
reacdo de PCR multiplex com os primers Nmult,
conforme indicado por Fegan e Prior (2005) (Quadro
3). A PCR multiplex é uma reacao que envolve o uso
de mais de um par de primers. O programa utilizado
na PCR foi: 96°C por b minutos para desnaturacéao
inicial, seguido de 30 ciclos de: 94°C por 15
segundos; 59°C por 30 segundos, 72°C por 30
segundos; por fim uma extensao final a 72°C por

10 minutos. Essa amplificacdo usa cinco primers que
amplificam a regido do 16S do genoma da bactéria.
A reacao gera fragmentos de tamanhos diferentes
para cada filotipo: 114 pbs para filotipo I, 372 pbs
para filotipo Il, 91 pbs para filotipo Ill e 213 pbs para
o filotipo IV (Figura 7). E possivel também a insercéo
dos primers 759/760 diretamente neste PCR
multiplex para economizar etapas na identificacdo de
isolados. Concentracbes dos reagentes para a reacao
de PCR se encontram no Anexo Il.

Eletroforese

Para andlise dos produtos de amplificacdao obtidos
pela técnica de PCR, é necesséria a realizacao
da eletroforese, utilizando um corante de acidos

Quadro 3. Iniciadores (primers) utilizados na identificacao da espécie e dos filotipos de Ralstonia solanacearum.

Primers Sequéncia Referéncia

Universal

759 5’-GTC GCC GTC AAC TCA CTT TCC-3’ Opina et al., 1997

760 5’-GTC GCC GTC AGC AAT GCG GAA TCG-3’ Opina et al., 1997
Filotipos

Nmult: 21:1F 5’ -CGT TGA TGA GGC GCG CAATTT- 3’ Fegan e Prior, 2005

Nmult: 21:2F 5" -AAG TTA TGG ACG GTG GAA GTC- 3’ Fegan e Prior, 2005

Nmult: 23:AF 5" -ATT ACS* AGA GCA ATC GAA AGATT- 3 Fegan e Prior, 2005

Nmult: 22:InF 5" -ATT GCC AAG ACG AGA GAA GTA- 3’ Fegan e Prior, 2005

Nmult: 22:RR 5’ -TCG CTT GAC CCT ATA ACG AGT A- 3 Fegan e Prior, 2005

7
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nucleicos como SybrSafe®, GelRed® ou brometo

de etidio. Um marcador que permita a identificacao
do tamanho dos fragmentos deve ser usado,

como o Tkb Plus da Invitrogen®, recomendado

pela facilidade de uso e tamanho de fragmentos
adequados para esta reacao. Os primers 759/760
geram um fragmento de 282 pbs para isolados de R.
solanacearum.

Para eletroforese, recomenda-se o uso de uma

cuba de corrida horizontal com gel de agarose

na concentracdao 1% para a PCR com os primers
759/760 e 2% com os primers Nmult. O tampao

de corrida para a cuba deve ser T.E (Tris, EDTA)

ou T.B.E (tris, boro, EDTA) e o corante brometo de
etidio na concentracao final de 1 ug/mL. Correr uma
aliquota de 10-20 uL da reacado no gel para uma
melhor visualizacdo. A voltagem da cuba deve ser
regulada de acordo com a fonte usada; normalmente
é recomendada a voltagem de 80 V, suficiente para
distribuir bem os fragmentos amplificados. A fonte
deve ser desligada quando o corante azul estiver
cerca de 2 cm de distancia do final do gel.

Sequevares

A identificacao das sequevares exige um
conhecimento mais avancado de biologia molecular,
pois essa categoria requer a amplificacdao do gene
da endoglucanase (eg/), purificacdo do fragmento,
sequenciamento e anélise filogenética da sequéncia,
comparando com os isolados de referéncia de

cada sequevar. As sequevares foram propostas
juntamente dos filotipos (FEGAN e PRIOR, 2005),
como categoria inferior a estes. Atualmente, existem
mais de 50 sequevares relatadas. Essa classificacdo
possibilita mostrar a variabilidade presente dentro

Foto: Elba Alvarez

Filotipos padrao

-
-
L
-—
-—
-
-
-
-

-

Figura 7. Gel de eletroforese indicando os quatro
filotipos de Ralstonia solanacearum.

do complexo da espécie R. solanacerum. Entretanto,
tem se mostrado pouco Util em termos praticos por
se relacionar precariamente com caracteristicas
epidemiolégicas da murcha-bacteriana.
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Anexo |
Meio Kelman ou CPG (Para 1 litro de agua)
Caseina hidrolizada 1,09
Peptona 10,0 g
Glicerol 5,0¢g
Agar 17,09

O cloreto de trifenil tetrazélio deve ser preparado a partir de uma solucdo estoque a 1% em agua destilada,
que deve esterilizada por filtragem com filtros de 0,22 um, e depois armazenada em geladeira em frasco
escuro ou coberto com papel aluminio. Para cada litro de meio de cultura autoclavado, adicionar 5 mL da
solucdo estoque. O meio deve estar com temperatura de aproximadamente 55°C, que pode ser percebida
quando o meio de cultura j4 ndo queimar ao encostar o erlenmeyer nas costas da mao.

Meio basico para diferenciacdo de biovares (para 1 litro de agua)

NH,H,PO, 1,049
KCI 0,24
MgSO,.7H,0 0,2¢g
Peptona 1,09
Azul de bromotimol 80,0 mg

Agar (adicionar o 4gar somente nas aliquotas) 3 mg/mL

Solubilizar bem todos os reagentes por aquecimento do meio e distribuir T00 mL de meio em erlenmeyers

de 250 mL. Autoclavar o meio basico apds o seu esfriamento até uma temperatura agradavel ao toque.

Diluir os carboidratos em aproximadamente 5 mL de dgua destilada e filtrar usando um filtro de 0,22 um, ja
depositando nos erlenmeyers respectivos, de modo a obter concentracao final de 1% de cada uma das fontes
de carbono. Realizar todo o procedimento sob cdmara de fluxo laminar para evitar a contaminacdo dos meios.

Apds agitar o meio de cultura para homogeneizar a suspensao, deve-se pipetar 5 mL do meio basico, ja
contendo cada carboidrato, para tubos de ensaio pequenos com tampa de rosca 2 mL ou em placas de
cultura de tecidos com pocos grandes (Figura 6). Identificar os tubos com os nomes dos carboidratos e
armazenar a 4°C até uso.

Para cada isolado a ser analisado, pipetar 10-50 yL da suspenséao, preparada em micro tubos usando agua
mineral autoclavada, no tubo ou poco correspondente da placa. Em seguida, Incubar os tubos ou placas por
7-14 dias a 28°C.
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Anexo Il

Reacdo de PCR para confirmacao da espécie Ralstonia solanacearum (Opina et al. 1997).

Reagentes Concentracdo do estoque Concentracdo de uso Vol x 1 (uL) Vol x n
Tampao da Taq 10x 11X 2,5

MgCl, 50 mM 1 uM 2

dNTPs 10 mM 0,22 uM 0,625

/5% 10 mM 0,4 uM 1

760 10 mM 0,4 uM 1

Taq 5 U/uL 2U 0,2

H,O - - 15,675

DNA - - 2

*Multiplicar os valores do “Vol x 1” pela quantidade de reacdes para saber o volume necesséario de cada reagente.

Reacdo de PCR multiplex com os primers Nmult (Fegan & Prior, 2005) para identificacdo de filotipos de
Ralstonia solanacearum e confirmacao da etiologia.

Reagentes Concentracdo do estoque Concentracdo de uso Vol x 1 (uL) Vol x n
Tampao da Taq 10x 1x 2,5
MgCl, 50 mM 1,5 mM 0,75
dNTPs 10 mM 0,2 mM 0,5
Nmult 21:1F 10 mM 0,24 uM 0,6
Nmult 21:2F 10 mM 0,24 uM 0,6
Nmult 23:AF 10 mM 0,72 uM 1,8
Nmult 22:InF 10 mM 0,24 uM 0,6
Nmult 22:RR 10 mM 0,4 uM 1
759 10 mM 0,16 uM 0,4
760 10 mM 0,16 uM 0,4
Taq 5 U/uL 2U 0,4
H,0 - - 13,45
DNA - - 2

*Multiplicar os valores do “Vol x 1” pela quantidade de reacdes para saber o volume necesséario de cada reagente.
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