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RESUMO GERAL

A producdo brasileira de cebola (Allium cepa) em 2017 foi de 1,72 milhdes de
toneladas. No nordeste do Brasil, o agropolo da regido do Vale do Sao Francisco foi
responsavel pela producdo de 99,16% de toda a regido Nordeste nesta mesma safra.
Porém, algumas perdas podem acontecer durante o cultivo e a fase pds-colheita desta
hortalica, como aquelas ocasionadas pela podriddo das escamas, as quais podem chegar
a 50%. Portanto, este trabalho teve como objetivos estudar a estrutura de uma populagéo
de isolados de B. cenocepacia oriundos do Vale do S&o Francisco e desenhar primers
especificos para a identificacdo de B. cenocepacia linhagens Il1A e 111B. Para tal, foram
analisados perfis genémicos de 63 isolados com base em dados de REP e BOX-PCR,
sendo definidas subpopulacdes de isolados oriundos de Petrolandia, Belém de S&o
Francisco, Orocé e Casa Nova. O estudo de variabilidade e de estrutura genética da
populagéo revelaram variacao significativa entre e dentro das subpopulacées. O teste de
Mantel demonstrou que 26% da variabilidade da populacdo € explicada pela distancia
espacial, enguanto os indices de diversidade genética refletiram a variabilidade
moderada das populacdes de B. cenocepacia. Ja ocorréncia de fluxo génico entre as
subpopulacdes, verificada pelo nimero de migrantes (Nm) e hapl6tipos compartilhados,
demonstrou a ocorréncia de fluxo génico entre todas as subpopulacdes. Para a
identificacdo das linhagens I1IB e II1A de B. cenocepacia foram desenhados primers
baseados em sequencias obtidas a partir de analises de pangenémica do genoma
completo de 17 isolados disponiveis no NCBI. Foram desenhados cinco pares de
primers, sendo que dois pares foram eficientes na identificacdo e separacdo das
linhagens. Com a compreensdo da estrutura da populacdo de B. cenocepacia no Vale do
S&o Francisco e a dindmica pela qual ela evolui, bem como a correta identificagdo do

patdgeno, medidas de controle mais assertivas poderdo ser adotadas.

Palavras-chave: Cebola, estrutura de populacéo, complexo Burkholderia cepacia.



GENERAL ABSTRACT

Brazilian production of onion (Allium cepa) in 2017 was 1.72 million tons. In the
northeast of Brazil, the agropolo of the San Francisco Valley was responsible for the
production of 99.16% of the Northeast region in this same harvest. Losses caused by
scale rot can reach 50%. However, some losses may occur during the cultivation and
postharvest phase of this vegetable. This work aimed to study the structure of a
population of B. cenocepacia isolates from the S&o Francisco Valley and to design
specific primers to identify B. cenocepacia strains I1IA and I1IB.For this, genomic
profiles of 63 isolates were analyzed based on REP and BOX-PCR data in the
subpopulations of Petrolandia, Belém de S&o Francisco, Orocé e Casa Nova. Population
variability and genetic structure study revealed significant variation between and inside
of the subpopulations. The mantel test showed that 26% of population variability is
explained by spatial distance. The genetic diversity index reflected the moderate
variability of B. cenocepacia populations. The occurrence of gene flow between
subpopulations was verified by the number of migrants (Nm) and shared haplotypes,
demonstrated gene flow between all subpopulations. For the identification of B.
cenocepacia from lineage I1IB and Ill1A, were designed primers based on sequences
obtained from pangenomic analysis of the complete genome of 17 isolates available
from NCBI. Five pairs of primers were obtained, and two pairs were efficient in
identifying and separating the lineage. With the understanding of the population
structure of B. cenocepacia in the Sdo Francisco Valley and the dynamics through
which it evolves and the correct identification of the pathogen, control measures will be

adopted more accurately.

Keywords: Onion, population structure, Burkholderia cepacia complex
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ESTRUTURA POPULACIONAL E OBTENCAO DE primers ESPECIFICOS
PARA A IDENTIFICACAO DE Burkholderia cenocepacia

INTRODUCAO GERAL

1. Cultura da cebola

A cebola (Allium cepa L.) caracteriza-se por ser uma espécie botanica que possui
diversas variedades ou também chamados grupos horticolas (ALMEIDA, 2006). Esta
hortalica € botanicamente classificada como pertencente a classe Monocotyledoneae,
ordem Asparagales, familia Alliaceae (BOITEUX; MELO, 2004).

A espécie A. cepa ¢ descrita morfologicamente como uma planta herbacea, cuja
parte comercial € um bulbo tunicado. O bulbo é formado pela disposi¢cdo das bainhas
das folhas, que apresentam variagdo em formato, cor, pungéncia, tamanho e
conservacdo pds-colheita. As folhas se inserem nas bainhas foliares, que por sua vez
projetam-se acima da superficie do solo ¢ formam o pseudocaule, o “pescogo” da planta
(KILL; RESENDE; SOUZA. 2007). O caule verdadeiro é formado por um disco
comprimido, localizado na base da planta denominado “prato”, local de onde emergem
folhas, que sdo denominadas de catafilos ou escamas, e as raizes. As raizes fasciculadas
apresentam predominantemente um crescimento no sentido vertical e se concentram de
forma cilindrica a aproximadamente 60 cm de profundidade por 25 cm de didmetro no
solo (FILGUEIRA, 2008; KILL; RESENDE; SOUZA. 2007).

O processo de domesticacdo desta planta ocorreu entre 5000 a 6000 anos atras
(ALMEIDA, 2006; BOITEUX; MELO, 2004; MEHTA, 2017). Atualmente, é
considerada uma “cultigen”, pois ndo existem relatos da ocorréncia de populagdes dessa
hortalica fora da esfera da domesticacdo humana. O centro de origem exato de A. cepa
ainda permanece obscuro (BOITEUX; MELO, 2004). Contudo, baseado em evidéncias
botanicas, acredita-se que tal centro esta localizado em regides desérticas da Asia
central, compreendendo hoje as regibes do Paquistdo e Ird (ALMEIDA, 2006;
BOITEUX; MELO, 2004).

A produgdo mundial de cebola, em 2017, foi de 97,86 milhdes de toneladas,
sendo os principais produtores mundiais a China, India, Estados Unidos, Iran e Egito
(FAO, 2019). No Brasil, a producéo total de bulbos alcangou em 2017 a marca de 1,72
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milhdes de toneladas, representando uma alta de 3,8% em relacdo a safra anterior. O
estado de Santa Catarina, responsavel por produzir 509.389 toneladas de todo o
montante nacional. A regido Nordeste produziu 360.699 toneladas, sendo o agropolo da
regido do Vale do Submedio S&o Francisco, compreendido por municipios dos estados
de Pernambuco e da Bahia, responsavel pela producdo de 99,16% de toda a regido
Nordeste (ARAUJO; CORREIA, 2007; IBGE, 2017).

A selecdo da cultivar a ser plantada varia em fungéo da regido de cultivo, das
exigéncias do mercado quanto ao tipo de cor do bulbo (roxo ou amarelo), pungéncia e
de plantio (primeiro ou segundo semestre) (RESENDE; COSTA, 2007). O plantio nesta
regido é realizado durante todo ano, os melhores precos do produto sdo alcancados
quando a realizacdo do plantio ocorre entre os meses de janeiro e marco (CANDEIA;
SILVA; MENEZES, 2008).

2. Podridéo das escamas da cebola na regido Nordeste do Brasil

A podriddo das escamas da cebola € uma doenca bacteriana que pode ocasionar
perdas de até 50% da producdo (OLIVEIRA, 2016; WORDELL FILHO; BOFF, 2006).
A doenga pode ser causada por diferentes bactérias, sendo elas: B. cenocepacia
(OLIVEIRA et al., 2017), Burkholderia cepacia (Palleroni & Holmes) Yabuuchi et al.,
B. gladiolli pv. alliicola (Burkholder) Young et al. (WORDELL FILHO; BOFF, 2006),
Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula e Serratia marcescens Bizio (Marques et
al., 1994). A primeira ocorréncia da podriddo em escamas no mundo foi realizada por
Burkholder (1950) em 1950, o qual observou a doenca sendo causada por B. cepacia em
campos de producdo de cebola no estado de Nova York, nos Estados Unidos. Pelo fato
de apresentar um perceptivel odor avinagrado nos bulbos doentes, o autor chamou a
doenca de “sour skin” (BURKHOLDER, 1950).

Prospeccdes realizadas em cultivo de cebola no nordeste do Brasil revelaram que
de 45 isolados bacterianos obtidos de bulbos com sintomas de podriddo das escamas,
64,4% pertenciam a espécies do complexo Burkholderia cepacia (CBC), 22,2% eram da
especie B. gladioli pv. alliicola e 13,3 % pertenciam a espécie P. aeruginosa
(OLIVEIRA, 2016). Posteriormente, um estudo polifasico sobre a diversidade de
espécies de Burkholderia revelou uma predominancia de isolados de B. cenocepacia,

linhagens I1IA e 11IB, nas &reas de producdo de cebola do Nordeste do Brasil (BAIA,
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2019).

O quadro sintomatoldgico da podriddo das escamas da cebola, ocasionadas pelas
bactérias do CBC, a exemplo de B. cenocepacia, apresenta-se como uma podriddo
viscosa, porém firme, de coloracdo variavel do amarelo ao marrom claro, uma ou
poucas escamas do bulbo podem se desprender (MOHAN, 1995). As escamas proximas
aquelas que estdo infectadas podem continuar firmes e, embora a podriddo das escamas
ocorra de forma individual, todo o bulbo é comprometido (DAVIS et al., 2014;
ROBERTS, 2013). A porcédo externa dos bulbos pode apresentar-se sadia, mas a regiao
do pescoco pode ficar mole quando as folhas entram em colapso, e com o avangar da
doenca para estagios mais severos, as escamas saudaveis podem se soltar durante o
manuseio (MOHAN, 1995). Adicionalmente, bulbos infectados por espécies de
Burkholderia apresentam normalmente odor avinagrado (WORDELL FILHO; BOOF,
2006).

3. Burkholderia cenocepacia

O género Burkholderia pertence ao filo Proteobacteria, classe
Alfaproteobacteria, ordem Burkholderiales e familia Burkholderiaceae (KADO, 2010).
Essas bactérias caracterizam-se como células Gram negativas, com a morfologia em
formato de bastonetes retos ou curvos, medindo de 0,5 a 1,0 um de largura e 1,5 a 4,0
um de comprimento. As espécies desse género podem apresentar um ou mais flagelos
polares. Apresentam reacdo positiva para catalase e oxidase, sendo a maioria das
espécies estritamente aerébicas e ndo produtoras de pigmentos fluorescentes em
condicdes de deficiéncia de ferro. Algumas espécies deste grupo podem se multiplicar
na temperatura de 4° C e até mesmo em temperaturas de 42° C, porém a maioria das
especies sdo mesofilas e apresentam temperatura o6tima entre 30 e 37° C (LIPUMA et
al., 2011).

Burkholderia cepacia foi inicialmente alocada no género Pseudomonas por
Walter Burkholder, em 1950. No entanto, no ano de 1980, o epiteto P. cepacia foi
excluido da “Approved Lists of Bacterial Names”, perdendo a sua validade
(SKERMAN et al., 1980), sendo revalidado no ano seguinte (PALLERONI; HOLMES
1981). Posteriormente, o género Burkholderia foi proposto para alocar as espécies de

Pseudomonas que compunham o grupo Il de homologia, determinado com base em
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sequéncias do 16S rRNA, valores de homologia DNA-DNA, composic¢do de lipidios
celulares e &cidos graxos e caracteristicas fenotipicas (YABUUCHI et. al., 1992).

O complexo B. cepacia (CBC) é atualmente composto por 22 espécies de
Burkholderia (MARTINA et al., 2018) que ocupam diferentes nichos ecoldgicos
(PARKE; GURIAN-SHERMAN, 2001) e apresentam elevada similaridade quando sdo
comparadas por meio de sequéncias da regido 16S rDNA (98-100%) e recA (94-95%),
apresentam niveis moderados de hibridacio DNA-DNA (30-50%) (COENYE et al.,
2001) e valores de identidade média de nucleotideos (average nucleotide identity - ANI)
do genoma que variam de 85,04 a 89,92% (PEETERS et al., 2013; VANLAERE et al.,
2009).

Burkholderia cenocepacia € uma espécie pertencente ao CBC, tendo sido
descrita a partir da reclassificacdo realizada com base na hibridizacdo DNA-DNA de
isolados representantes da espécie B. cepacia genomovar Il (VANDAMME et al.,
2003). Esta bactéria subdivide-se em quatro diferentes linhagens filogenéticas
denominadas 1A, 111B, HIC e IIID, definidas com base no sequenciamento do gene
recA (VANDAMME et al., 2003). Isolados da linhagem IIIA, além de serem
patogénicos a cebola (BAIA, 2019), podem também estar associados como oportunistas
em pacientes acometidos por fibrose cistica e imunodeprimidos (VANDAMME et al.,
2003). Isolados da linhagem I11B foram detectados causando podridao das escamas em
cebola na regido semiarida do Nordeste do Brasil (OLIVEIRA et. al., 2017) e em
pacientes portadores de fibrose cistica, além de terem sido encontrados em amostras do
ambiente, tais como, amostras de solo rizosférico de plantios de cebola, banana e milho
(MAHENTHIRALINGAM et al., 2000; VANDAMME et al., 2003). Por sua vez, 0s
isolados da linhagem I11C foram obtidos apenas de amostras de solo (VANDAMME et
al., 2003), enquanto os isolados pertencentes a linhagem I1ID foram encontrados em
amostras clinicas (MAHENTHIRALINGAM et al., 2000; VANDAMME et al., 2003)

Poucos estudos foram realizados com isolados de B. cenocepacia causadores de
podriddo em bulbos de cebola. Logo, nota-se a importancia de conhecer mais
adequadamente as populacbes fitopatogénicas desta espécie. Adicionalmente, €
importante relatar que os estudos recentes demonstraram a presenca (OLIVEIRA et al.,
2017) e a predominancia (BAIA, 2019) de isolados de B. cenocepacia causadores de
podriddes em cebola no semiarido brasileiro. Portanto, torna-se evidente a importancia

da realizacdo de pesquisas avaliando a estrutura populacional de isolados de B.
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cenocepacia, bem como o desenvolvimento de ferramentas eficientes para a deteccdo e

identificagdo das linhagens I11A e 111B de B. cenocepacia.

4. Estrutura de populactes

A estrutura genética de uma populacdo pode ser definida como a quantidade e
distribuicdo da variacdo genética existente dentro e entre populagdes. Que por sua vez é
resultante da interacdo entre as forcas que atuam no processo evolutivo, sendo elas:
sele¢do, mutacéo, deriva, fluxo génico e recombinagdo (MCDONALD; LINDE, 2002).
Adicionalmente, com o estudo da estrutura populacional de fitopatogenos podem ser
realizadas a quantificacdo da variacdo genética entre individuos que compdem a mesma
populacdo, determinada a distribuicdo da variacdo ao longo do tempo, do espaco e das
relacfes genéticas que os individuos possuem tanto dentro das linhagens, quanto entre
os isolados da populacdo. Pode-se demonstrar também se a fonte de in6culo esta a curta
ou longas distancias, qual o movimento e a dindmica das populacbes de diferentes
gendtipos, a eficacia das medidas de controle e, em alguns casos, tem sido possivel
descrever a origem de um fitopatdgeno (HALLIN; DEPLANO; STRUELENS, 2012;
MILGROOM, 2015; SCORTICHINI, 2005) e a adequacédo dos protocolos de deteccédo
do fluxo de fitopatdgenos (FERRANTE; SCORTICHINI, 2015 ).

A estrutura genética de populacGes é estudada, na maioria das vezes, por meio
da abordagem frequentista de Wright (WRIGHT, 1931; WRIGHT, 1949). Nessa
abordagem, para determinacdo das populacdes, a frequéncia dos alelos e genétipos em
cada uma destas populacdes é analisada (MANK; AVISE, 2004).

Nesse contexto, a analise da reacdo em cadeia da polimerase com sequéncias
palindrémicas extragénicas repetidas (rep-PCR) tem sido utilizada com sucesso na
geracdo de perfis genébmicos (MELO, 2016; MORAIS, 2018). O método baseia-se na
amplificagdo do DNA e constitui-se como uma técnica extremamente confidvel,
reprodutivel, rapida e altamente discriminatéria (VERSALOVIC et al., 1994; LOUWS
et al., 1996).

Para determinacdo da variabilidade pode-se calcular a riqueza genotipica
estimada ao menor numero de amostras (N), a diversidade genotipica, o indice de
equitabilidade genotipica, a diversidade génica, o indice de diversidade genotipica, 0s

indices de Shannon-Wiener, associagdo (la) e rbarD (rg). Para a estrutura genética de


http://link-springer-com.ez19.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10658-015-0643-6#CR16
http://link-springer-com.ez19.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10658-015-0643-6#CR12
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uma populagdo estimam-se alguns parametros, como a diferenca genética (Fst),
variancia molecular (AMOVA) (NYBOM; BARTISH, 2000). Existe um quadro
conceitual e matematico que descreve a distribuicdo da variancia genética que ocorre
dentro de uma espécie por meio dos coeficientes de endogamia, a saber: coeficiente de
inbreeding (Fis), Indice de fixacdo (Fst) e coeficiente de inbreeding total (Fir) que é
conhecida como estatistica F (WRIGHT, 1931). Estas medidas calculam o déficit de
heterozigotos em relacdo as proporcdes esperadas de Hardy-Weinberg na populagéo-
base especificada (ALLENDORF; LUIKART; AITKEN, 2013). Assim, F € a proporcao
pela qual a heterozigosidade é reduzida em relacdo a homozigosidade em uma
populacdo de acasalamento aleatério. O indice Fst € uma medida da divergéncia de
frequéncia de alelos entre as subpopulacbes que determina a proporcdo da variancia
genética total contida em uma subpopulacdo, em relacdo a variancia genética total da
populagio (ALLENDORF; LUIKART; AITKEN, 2013). Como método de
diferenciagéo dos valores de Fst utiliza-se a definicdo de Wright (1978), que determina
os intervalos para classificar o nivel de diferenciacdo genética, sendo os valores entre
0,00 e 0,05 indicativos de uma pequena diferenciacdo genética; entre 0,05 e 0,15,
indicativo de uma moderada diferenciacdo genética; entre 0,15 e 0,25, indicativo de
uma alta diferenciacdo genética e >0,25 indicativo de uma elevada diferenciacéo
genética. Adicionalmente, o Fst tem sido utilizado para estimar a estrutura genética, a
qual também pode ser estimada por meio da analise de variancia molecular (AMOVA).
De ambas as formas os resultados encontrados sdo bastante semelhantes (NYBOM,;
BARTISH, 2000).

A AMOVA caracteriza-se por ser uma metodologia que analisa a distribuicdo da
variabilidade genética entre e dentro das populacdes, gerando estimativas sobre o0s
componentes da variancia, que traduzem a correlacdo que tem com a diversidade dos
genotipos em diferentes niveis de subdiviséo hierarquica (EXCOFFIER et al., 1992). A
AMOVA pode ser aplicada em diversas situacOes, caracterizando-a como uma
ferramenta coerente e flexivel para analises moleculares (ZUCCHI et al., 2005).

A diversidade genética total (Ht) é utilizada para descrever como ocorre a
distribuicdo da variabilidade genética que estd contida em populagdes subdivididas
(NEI, 1973). Nesse contexto, a equacdo de Nei (1973) pode ser aplicada a diferentes
niveis da classificagdo hierarquica, tais como, populacdes dentro de uma regido

geogréfica, subpopulagdes dentro de populacdes e individuos dentro de subpopulagdes
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(HARTL; CLARK, 2010).

A variavel do percentual de polimorfismo (P) traduz de forma quantitativa a
proporcéo que ocorrem os lécus polimorficos de uma populacdo ou de uma amostra.
Este indice é baseado na razdo do numero de locus polimorficos pelo nimero total de
I6cus analisados da populagcdo ou amostra, o que permite verificar a quantidade
existente de variagdo genética em uma populacdo e a sua comparagdo com outras
populacdes (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011).

O indice de Shannon-Wiener (1949) é utilizado em estudos de ecologia e indica
a diversidade de espécies em uma area (LEWONTIN, 1995), sendo adequado para
analise de amostras coletadas ao acaso em grandes comunidades (BROWN; WEIR,
1983). O desequilibrio de ligacdo é um fenémeno bioldgico onipresente, sendo
compreendido como a associacdo entre alelos em diferentes loci, que pode ser
ocasionado por diferentes processos bioldgicos. Segundo Agapow e Burt (2001), nestes
processos esta incluido a diferenciacdo da populacdo e o isolamento pela distancia,
reproducdo assexuada e selecdo natural. O indice de associacdo (1) é uma métrica
comum para avaliacdo de desequilibrio de ligacdo de multilocus (MAYNARD SMITH
et al., 1993). Este indice é dependente do tamanho da amostra e se baseia na variancia
de distancias emparelhadas entre os individuos, ou seja, no nimero de loci em que eles
diferem, comparando a variancia dessas distancias com aquelas esperadas se ndo houver
desequilibrio gamético entre os pares de loci, Uma modificacdo de I que remove a
dependéncia do tamanho da amostra € o rbarD (rg), que caracteriza-se como menos
sensivel a variagdo no numero de l6cus e portanto, facilita as comparagdes entre
populacdes (AGAPOW; BURT, 2001).

5. Andlise pangendmica para identificagdo de Burkholderia cenocepacia

O pangenoma € definido como o repertorio génico de um grupo especifico em
estudo (TETTELIN et al., 2005). Nesse contexto, 0 pangenoma de cada género ou
espéecie pode ser considerado aberto (infinito) ou fechado (finito), de acordo com a
capacidade da espécie em adquirir DNA exdgeno (MEDINI et al., 2005) através de
diversos mecanismos, como por exemplo a transferéncia horizontal de genes (BROWN,
2003).
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A abordagem pangendmica utiliza sequéncias gendmicas disponiveis para
isolados de uma determinada espécie ou género de interesse e identifica um conjunto de
genes cujos padrdes de presenca ou auséncia proporcionam a melhor discriminagédo
entre os isolados analisados (YANG et al., 2013). A discriminacdo € ainda mais bem
alcancada com a andlise do core genoma ou genoma central, o qual compreende todas
as sequéncias nucleotidicas essenciais, compartilhadas por todos os individuos do grupo
(TETTELIN et al., 2005).

Nos ultimos anos, diversas pesquisas tém sido realizadas com o foco no core
genoma, demonstrando as fungdes especificas e o papel dos genes compartilhados entre
um mesmo género ou espécie (THONMSEN et. al., 2017; WU et al., 2018). Nesse
contexto, o género Comamonas Davis e Park, pertencente a ordem Burkhoderiales,
possui uma grande versatilidade catabdlica, esta presente em diferentes ambientes, e a
anélise do core genoma identificou vias responsaveis pelo metabolismo de diferentes
fontes de carbono e nutrientes para a obtengédo de energia, sendo estas conservadas. Os
genes que estdo envolvidos no processo de desnitrificacdo e amonificacdo também estdo
presentes de forma abundante no core genoma desses Micro-organismos.
Adicionalmente, importantes fatores de viruléncia também foram identificados no
genoma central (WU et al., 2018).

O pangenoma também tem sido descrito como importante método para a triagem
de candidatos alvos em multiplex-PCR. Neste sentido, um estudo de analise
pangenodmica foi realizado a fim de desenvolver uma PCR Multiplex TagMan em tempo
real para identificacdo e deteccdo especifica de Clavibacter michiganensis subsp.
nebraskensis (TAMBONG et al., 2016). A utilizacdo de metodologias que se baseiam
em informacGes do pangenoma, permite o direcionamento das técnicas moleculares,
apresentando vantagens, como economia de tempo e orgamento, além de alta
performance na deteccdo e identificacdo de espécies do género Burkholderia (HO et. al.,
2011).

6. Desenho de primers para a deteccédo de Burkholderia cenocepacia
O desenho de primers visa a obtencdo de um equilibrio entre dois objetivos:

especificidade e eficiéncia de amplificacdo. Especificidade é definida como a frequéncia

com que ocorre um evento de anelamento inespecifico (DIEFFENBACH; LOWE;
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DVEKSLER, 1993). Para que se possa alcancar o nivel de especificidade adequado, é
necessario o conhecimento da sequéncia alvo, bem como da regido de interesse a ser
amplificada (LOPEZ et al., 2009). Primers com média para baixa especificidade tendem
a produzir produtos de PCR com amplicons extra ndo relacionados e indesejaveis. A
eficiéncia de amplificacdo é definida como quéo proximo um par de primers é capaz de
amplificar um produto para o 6timo tedrico de um aumento de duas vezes do produto
para cada ciclo de PCR (DIEFFENBACH; LOWE; DVEKSLER, 1993).

Os primers para a PCR devem manter a propor¢do de G + C em torno de 50% e
aproximadamente 20 oligonucleotideos. Nessas condi¢des, os primers geralmente
apresentam valores de temperatura de melting ™ na faixa de 56 a 62° C, o que fornece
uma janela térmica suficiente para um anelamento eficiente. Adicionalmente, o
contedo de G + C e Tm devem ser bem combinados (DIEFFENBACH; LOWE;
DVEKSLER, 1993).

Na técnica de PCR, os primers utilizados podem ser especificos, aleatorios ou
complementares a sequéncias repetitivas do DNA. Os primers especificos sdo
propositalmente projetados para amplificar uma sequéncia em particular (YOU et. al.,
2008). Quando os primers sdo aleatorios ou complementares geram fingerprintings do
DNA gendmico, os quais sdo analisados por meio de programas computacionais para
identificacdo do patégeno (BRIOSO et al., 2001).

Os primers desenhados podem ser utilizados em diversas técnicas dependentes
de PCR, tais como, random amplified polymorphic DNA (RAPD) e amplified fragment
length polymorphism (AFLP) (MONDAL; SHANMUGAM, 2013). Essas técnicas
permitem a discriminacdo a um baixo nivel taxondmico, ou seja, permite a deteccdo de
variacGes genéticas entre espécies estreitamente relacionadas ou entre individuos da
mesma espécie (WOLSKA; SZWEDA, 2012).

Podem ser utilizados também alguns protocolos que sdo modificacbes na PCR
para deteccdo e identificacdo de fitobactérias, tais como Multiplex-PCR e Nested-PCR
(BERTOLINI et al. 20033, BERTOLINI et al. 2003b). A Multiplex-PCR consiste na
amplificacdo de mais de um segmento gendmico em uma Unica reacdo. Por sua vez, a
técnica de Nested-PCR ¢ utilizada com o objetivo de melhorar a eficiéncia e o grau de
especificidade da reacdo, sendo realizada uma amplificacdo preliminar utilizando-se um
par de primers universal, seguindo-se uma segunda amplificacdo utilizando-se um par
de primers especificos para a realiza¢cdo da PCR (MONDAL; SHANMUGAM, 2013).
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Em alguns casos, a sensibilidade de um ensaio de detec¢do baseado em PCR pode ser
melhorada por meio da adicdo de uma etapa para enriquecimento em meio de cultura
antes da amplificacdo por PCR, 0 que se denomina como Bio-PCR (SCHAAD et al.,
1995). Adicionalmente, a especificidade da técnica de PCR depende da concepc¢édo de
primers que sdo exclusivos para patdgenos alvo (MONDAL; SHANMUGAM, 2013).

O desenho de primers utilizados na PCR, pode ser realizado de diversas formas
para deteccdo e identificacdo especifica de fitobactérias. Nesse contexto, alguns autores
realizaram a construcdo de primers especificos para a deteccdo de bactérias
fitopatogéncias, como por exemplo, Kang et. al. (2016), baseado nas regides 16S e 23S
rDNA, desenharam primers especificos para deteccdo e identificagdo de Acidovorax
avenae subsp. avenae e B. glumae, e utilizaram a sequéncia do gene da transposase A
para desenhar primers para deteccdo e identificacdo de X. oryzae pv. oryzae em
sementes de arroz.

Estudos vem sendo realizado no sentindo de desenho de primers com alta
sensibilidade para a deteccdo de isolados do género Burkholderia em cebola
(ASSELIN; BONASERA; BEER, 2016), bem como para deteccdo de B. glumae e B.
gladioli em sementes de arroz (LEE et al., 2018).

Diante do exposto, esta tese teve com objetivos: 1. Estudar a estrutura de
populacdes de B. cenocepacia do Vale do Sdo Francisco; 2. Desenhar primers

especificos para a deteccdo e identificacdo das linhagens I11A e 11IB de B. cenocepacia.
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Resumo

A cebola (Allium cepa L.) € uma importante hortalica para a agricultura mundial,
podendo ser acometida pela podridao das escamas, a qual é causada, na regido do Vale
do Séo Francisco, principalmente por Burkholderia cenocepacia. Ainda ndo foram
realizados estudos para analisar a variabilidade e estrutura genética desta bactéria nesta
regido. Sendo assim, este estudo teve como objetivo determinar a estrutura populacional
dos isolados de B. cenocepacia das linhagens II1A e 111B, oriundos de areas de plantio
de cebola do Vale do Séo Francisco (Petrolandia, Belém de Séo Francisco, Orocé e
Casa Nova). Foram calculados os indices de diversidade e o desequilibrio de ligacdo. A
estrutura genética da populacdo foi determinada pelo indice Fst e a pela AMOVA, que
revelou uma significativa variabilidade entre dentro das subpopulagbes. O teste de
Mantel foi utilizado para calcular a relacdo entre distancia genética e geografica,
demonstrando que 26% da variabilidade da populacdo é explicada pela distancia
espacial. Os indices de diversidade genética refletiram a variabilidade moderada nos
diferentes municipios produtores de cebola do Vale do S&o Francisco. N&o foi
observado equilibrio de ligacdo entre as subpopulacfes estudadas, indicando que o
processo de recombinacdo nas subpopulacdes estudadas ocorre em baixa frequéncia. A
ocorréncia de fluxo génico entre as subpopulagdes avaliadas foi verificada pelo nimero

de migrantes (Nm) e haplotipos compartilhados, sendo consideravelmente menores
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entre a subpopulacdo de Casa Nova e as demais subpopulagdes. A populacdo total
apresentou uma variacdo significativa entre subpopulagdes (25,28%), ocorreu alta
diferenciacdo genética entre a subpopulacdo de Casa Nova das demais. A subpopulagéo
de Petrolandia foi altamente diferente da subpopulacdo de Oroc6 e moderadamente
diferente da subpopulacdo de Belém de S&o Francisco. A subpopulacdo de Orocé e
Belém de S&o Francisco apresentaram diferenca genética baixa. Com a compreenséao da
estrutura da populacdo de B. cenocepacia no Vale do Sao Francisco e dinamica pela
qual ela evolui, as medidas de controle podem ser adotadas de forma mais assertiva,
pois 0 conhecimento da populacdo presente pode direcionar o desenvolvimento de
medidas legislativas, como a criacdo de barreiras para regular o transito de materiais
entre areas, as quais podem ser montadas de forma estratégica. Além disso, 0
conhecimento da diversidade do patdgeno também sera Util para apoiar o

desenvolvimento de possiveis variedades resistentes.

Palavras-chave: Burkholderia cenocepacia; ceboliculura; podriddo das escamas

Abstract

The onion (Allium cepa L.) is an important vegetable for world agriculture. This
vegetable can be affected by scales rot, caused in the region of the San Francisco Valley
mainly by Burkholderia cenocepacia. No studies have yet been performed to analyze
the variability and genetic structure of this bacterium in the region. Thus, this study
aimed to determine the population structure of isolates of B. cenocepacia strains 1A
and 111B, coming from onion planting areas of the Sdo Francisco Valley (Petrolandia,
Belém de Séo Francisco, Orocd and Casa Nova). To study variability, diversity index
and linkage disequilibrium were calculated. The genetic structure of the population was
determined by the FST index and the AMOVA index, which revealed a significant
variation between subpopulations and within subpopulations. The Mantel test was used
to calculate the relationship between genetic and geographical distance of B.
cenocepacia subpopulations, showing that 26% of population variability is explained by
spatial distance. The genetic diversity indices reflected the moderate variability of B.

cenocepacia populations in the different onion producing municipalities of the S&o
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Francisco Valley. No binding equilibrium was observed between the studied
subpopulations, indicating that the recombination process in the studied subpopulations
occurs at low frequency. The occurrence of gene flow between the evaluated
subpopulations was verified by the number of migrants (Nm) and haplotypes.
considerably smaller between the Casa Nova subpopulation and the other
subpopulations. The population presents a significant variation between subpopulations
(25.28%), there was a high genetic differentiation between the subpopulation of Casa
Nova and the others. The Petrolandia subpopulation was highly different from the
Orocd subpopulation and moderately different from the Belém de S&o Francisco
subpopulation. The subpopulation of Orocé and Belém de Séo Francisco showed a low
genetic difference. With an understanding of the population structure of B. cenocepacia
in the Sdo Francisco Valley and the dynamics through which it evolves, control
measures can be adopted more assertively, since knowledge of the present population it
can be the basis for the development of legislative, as the creation of barriers to regulate
the transit of materials between these areas, which can be strategically set up. In
addition, knowledge of pathogen diversity will also be useful to support the

development of possible resistant varieties.

Keywords: Burkholderia cenocepacia; onion growth; sour skin

Introducéo

A cebola (Allium cepa L.) apresenta-se como uma hortalica de grande
importancia, alcancando uma producao mundial, em 2017, de cerca de 97,86 milhdes de
toneladas de bulbos (FAO, 2019). Por sua vez, no Brasil, foram produzidas 1,2 milhdes
toneladas no ano de 2017, sendo a regido Nordeste responsavel por uma producdo de
aproximadamente 360 mil toneladas de bulbos (IBGE, 2017). Porém, alguns problemas
fitossanitarios de grande importancia podem trazer danos para a cultura, como a
podriddo das escamas da cebola, causada por especies de Burkholderia, destacando-se
B. cenocepacia como a mais prevalente no Nordeste brasileiro (Baia, 2019).

A presenca de B. cenocepacia na regido Nordeste foi observada recentemente
(Oliveira et al. 2017), e estudos sobre a diversidade de espécies de Burkholderia nas

areas produtoras de cebola do semiarido nordestino vem sendo realizados nos ultimos
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anos. Nesse contexto, Baia (2019) caracterizou a diversidade de diferentes grupos de
isolados, e verificou que a espécie associada a podriddo das escamas que apresenta a
maior prevaléncia é B. cenocepacia.

Diante de estudos baseados em hibridizacdo DNA-DNA, os isolados de B.
cepacia genomovar I, foram reclassificados e descritos como B. cenocepacia
(VANDAMME et al., 2003), a qual pertence ao complexo Burkholderia cepacia (CBC),
que por sua vez caracteriza-se por possuir uma grande versatilidade, ocupando
diferentes nichos ecoldgicos (PARKE; GURIAN-SHERMAN, 2001), e sendo composto
por 22 espécies (MARTINA et al., 2018). Atualmente esta espécie subdivide-se em
quatro diferentes linhagens filogenéticas, denominadas IlIA, 1B, IIC e IlID,
determinadas com base no sequenciamento do gene recA (VANDAMME et al., 2003).
Isolados da linhagem Il1A, além de serem patogénicos a cebola (BAIA, 2019), podem
também estar associados como oportunistas em pacientes acometidos por fibrose cistica
(VANDAMME et al., 2003). Os isolados da linhagem 111B foram detectados causando
podriddo das escamas em cebola na regido semiarida do Nordeste do Brasil (OLIVEIRA
et. al.,, 2017). Por sua vez, isolados pertencentes a linhagem IlIC foram até entdo
isolados apenas de amostras de solo (VANDAMMIE et al., 2003), enquanto os isolados
bacterianos pertencentes a linhagem I1ID foram encontrados em amostras clinicas
(MAHENTHIRALINGAM et al., 2000; VANDAMMIE et al., 2003).

A variabilidade genética caracteriza-se como o resultado da quantidade de 16cus
e alelos envolvidos na expressao de um determinado carater numa populacdo da mesma
espécie (SOUZA, 2002). Nesse contexto, as fitobactérias possuem eficientes
mecanismos de geracdo de variabilidade (ROMEIRO, 2005), destacando-se as pequenas
mudancas pontuais nas sequéncias de nucleotideos do genoma, recombinacdo, e
rearranjamento intragendmico de regides do genoma (ARBER, 2000; BEDENDO;
BELASQUE, 2018). Mudancas pontuais no genoma sdo denominadas de mutacao,
envolvem a substituicdo, inser¢do ou delecdo de nucleotideos na sequéncia de DNA,
enquanto a recombinacdo em fitobactérias consiste nos processos de conjugacao,
transformacéo e transducdo. Por sua vez, o rearranjamento intragendmico esta associado
a sequéncias de insercdo e elementos genéticos moveis (BEDENDO; BELASQUE,
2018).

A estrutura genética da populacdo de um patdgeno refere-se a quantidade e

distribuicdo da variagdo genética entre populacbes e dentro da populagdo
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(MCDONALD; LINDE, 2002). Por sua vez, a variagdo existente é consequéncia da
historia evolutiva dessa populacéo, a historia evolutiva é resultante da atuacao de forgas
combinadas de selecdo, mutacéo, deriva, fluxo génico e recombinacdo (MCDONALD;
LINDE, 2002).

O conhecimento da estrutura de uma populacdo de patdgenos € um passo
importante para que seja possivel realizar inferéncias sobre a diversidade genética e
origem de uma epidemia, determinagcdes de linhagens clonais, avaliacdes do
surgimento ou ressurgimento de novas populacGes, analises da eficacia de novas
medidas de controle (HALLIN; DEPLANO; STRUELENS, 2012) e da adequacao dos
protocolos de deteccdo do fluxo de fitopatdégenos (FERRANTE; SCORTICHINI,
2015). Portanto, a compreensdo da genética de populacdo de B. cenocepacia
caracteriza-se como importante do ponto de vista epidemiologico, pois podera
apresentar implicacfes diretas no manejo da doenca, tendo em vista que a genética de
populagéo revela a variabilidade entre e dentro da populacdo. Logo, este estudo teve
como objetivo determinar a variabilidade e a estrutura genética de populacdes de B.
cenocepacia linhagens 1A e I1IB, oriundas de areas de plantio de cebola do Nordeste

brasileiro.

Material e Métodos

Origem dos isolados e condigdes de cultivo

Foram utilizados 63 isolados de B. cenocapacia pertencentes a Colecdo de
Culturas Rosa Mariano, do Laboratorio de Fitobacteriologia (LAFIBAC) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). As informagfes sobre os
hospedeiros e municipios de obtencdo dos isolados encontram-se na Tabela 1.

Os isolados foram reativados a partir de preservagfes em &gua destilada
esterilizada (ADE) em placas de Petri contendo meio de cultura NYDA (agar nutritivo
20 g; dextrose 10 g; extrato de levedura 5 g; extrato de carne 3 g e peptona 5 g,
completando-se até 1000 mL com &gua destilada). Em seguida, as placas foram
incubadas em Biochemical Oxygen Demand - B.O.D, a uma temperatura de 30° C,
durante 48.


http://link-springer-com.ez19.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10658-015-0643-6#CR16
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Extracdo do DNA genémico

A extracdo do DNA dos isolados foi realizada utilizando-se o protocolo proposto
por Gama e Covello (2016). O DNA foi quantificado através de Biodrop (Biodrop™,
Cambridge, Canadd), e a integridade do DNA foi verificada através da eletroforese em
gel de agarose a 1%. Posteriormente, a concentracdo de DNA foi ajustada para 10

ng/uL, sendo armazenado a - 20°C.

rep-PCR

As reacdes de rep-PCR (REP-e BOX-PCR) foram compostas por 1X de PCR
Master Mix 2X (Promega Corporation, Wisconsin, EUA) (0,05 U/ul de Taqg DNA
polimerase, tampé&o de reacdo, 4 mM de MgCl,, 0,4 mM de cada dNTP), 2 uM de cada
primer e 200 ng de DNA. As amostras foram amplificadas em termociclador modelo
SimpliAmp™ Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). O
controle negativo foi composto por amostras livre de DNA para verificar a presenca de
possiveis contaminantes. Os produtos da PCR foram corados com SYBR® Safe
(Ivitrogen, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), posteriormente foi feita
uma eletroforese para a separacao das bandas em gel de agarose 1,5%, durante 3 h a 80
V, em tampéo de corrida TBE 0,5X (0,045 M de Tris, 0,045 M de Acido bérico e 0,001
M de EDTA). Os marcadores utilizados para verificar o tamanho dos fragmentos
gerados foram GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas Life Sciences, Ontario,
Canada) e GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas Life Sciences, Ontario, Canada).
Por fim, os géis foram fotodocumentados. Todas as reacBes foram realizadas duas

Vezes.
Variabilidade genética de Burkholderia cenocepacia

A populacdo total constituida por 63 isolados foi analisada isoladamente e em
subpopulacdes formadas por isolados oriundos dos municipios de Petrolandia, Belém de
Séo Francisco, Oroco e Casa Nova.

A variabilidade das subpopulactes do Vale do S&o Francisco foi inferida por


https://www.google.com/search?q=thermo+fisher+scientific+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj4lb38-fzfAhVpG7kGHfMqBZkQmxMoATAPegQIBRAK
https://www.google.com/search?q=thermo+fisher+scientific+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj4lb38-fzfAhVpG7kGHfMqBZkQmxMoATAPegQIBRAK
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meio dos parametros diversidade genotipica (G), que se refere ao niumero e a frequéncia
de combinacgdes alélicas que podem ser feitas entre l6cus diferentes, calculada conforme
o0 indice G de Stoddart e Taylor (1998) para cada subpopulacdo, com bootstrap de 1000
repeticdes; diversidade génica (He), que infere sobre o numero e frequéncia de alelos
em locus individuais em uma populacdo, calculada pelo indice de Shannon-Wiener
(1949). Fracao clonal, que se refere ao percentual de clones na populacéo, estimada pela
formula (N-G)/N, em que N é o tamanho da amostra e G o0 numero de genotipos (ZHAN
et al., 2002). A riqueza genotipica E(gn), que € o numero de genotipos presente em uma
populacdo e aequitabilidade genotipica (Es), a qual mede como 0s gendtipos estdo
distribuidos na amostra (LUDWIG; REYNOLDS, 1988; GRUNWALD et al., 2003) O
namero de hapl6tipos e o indice de diversidade de Simpson (Lambda), que avalia a
heterogeneidade da populacdo (HE; HU, 2005). Adicionalmente, o G, He, Es e o indice
de diversidade de Simpson foram estimados utilizando curvas de rarefagédo
(GRUNWALD et al., 2003). Para analisar o desequilibrio de ligacdo em todas as
subpopulacBes foi calculado o indice de associacdo (la), este indice baseia-se na
variancia de distancias emparelhadas entre os individuos, ou seja, 0 nimero de loci em
que eles diferem, comparando a variancia dessas distancias com aquelas esperadas se
ndo houvesse desequilibrio gamético entre os pares de loci e é dependente do tamanho
da amostra. (MAYNARD SMITH et al., 1993) e o indice alternativo rbarD (rg), que
consiste em uma modificacdo de I, que remove a dependéncia do tamanho da amostra,
sendo menos sensivel a variagdo no nimero de lécus e devendo, portanto, facilitar
comparac0es entre populagcdes (AGAPOW; BURT, 2001).

Uma curva de acumulacédo de genotipos foi gerada para verificar se o nimero de
marcas moleculares obtidas através dos marcadores foi suficiente para detectar toda a

variabilidade contida na populacéo de B. cenocepacia.

Estrutura genética de Burkholderia cenocepacia

A estrutura genética da populacdo foi determinada pela anélise de variancia
molecular (AMOVA), que caracteriza-se pela analise da distribuicdo da variabilidade
genética entre e dentro das populacBes, gerando estimativas dos componentes de
variancia que refletem a correlagéo da diversidade dos gendtipos em diferentes niveis de

subdivisdo hierarquica (EXCOFFIER et al., 1992), bem como pelas analises de



230
231
232
233
234
235
236
237
238

239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261

41

diferenciacdo genética entre populacdes aos pares pelo indice Fst que calcula o déficit
de heterozigotos em relagcdo as proporcOes esperadas, caso a populagdo esteja em
equilibrio de Hardy-Weinbrg (WRIGHT, 1931). A classificacdo da diferenciacdo dos
valores de Fsr utilizada foi a proposta por Wright (1978), em que valores entre 0,00 e
0,05; 0,05 e 0,15; 0,15 e 0,25 e > 0,25 indicam pequena, moderada, alta e elevada
diferenciacdo genética, respectivamente. Ppor fim, a dependéncia entre distancia
genética e geografica das subpopulacGes de B. cenocepacia, foi analisada utilizando o
teste de Mantel (SMOUSE et al., 1986).

Anélises

As analises foram realizadas com auxilio do programa Alerquin versdo 3.5.2.2
(EXCOFFIER et al., 2005) e o programa R versdo 2.15.0 (R Development Core Team
2011), sendo utilizados os pacotes poppr, dplyr, mmod e vegan.

Resultados

REP-PCR e BOX-PCR

A amplificacdo do DNA de 63 isolados (Tabela 1) utilizando os marcadores
REP e BOX-PCR gerou 29 locus, identificados por meio da quantidade de bandas
reprodutiveis, em um intervalo de 100 a 3000 pb. Foram gerados 14 l6cus por meio do
marcador REP e 15 lécus por meio marcador BOX.

A curva de acumulacdo de genoétipos indicou que 100% dos genotipos foram
detectados por meio do marcador REP e BOX-PCR, sendo observado a formacéo de um
platd, que é a formagédo observada no grafico da curva de acumulacdo de gendtipos,
apos 100% dos gendtipos da populacéo serem detectados com 21 locus (Figura 1).

Variabilidade genética de B. cenocepacia

Ap0s a observacdo de indicios de subdivisGes, a populacdo de B. cenocepacia,

foi dividida em quatro subpopulagdes, que foram denominadas de Petrolandia, Belém
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de S&o Francisco, Oroco e Casa Nova.

Os indices de diversidade genética (Tabela 2) correspondentes as quatro
subpopulacBes de B. cenocepacia dos diferentes municipios produtores de cebola do
Vale do Sao Francisco demonstraram que a populacao total apresenta uma diversidade
moderada.

Foram observados 28 hapl6tipos na populagdo total. A maior riqueza genotipica
foi constatada na subpopulacdo de Belem de S&o Francisco e a menor riqueza
genotipica encontrada na subpopulacdo de Casa Nova, sendo E (gis) igual a 9,62 e 6,0
respectivamente. Os niveis de diversidade genotipica (G) encontrados variaram de 3,57
a 7,77. Ja o indice que representa a equitabilidade genotipica (Es), apresentou uma
variacdo de 0,69 a 0,88, sendo o menor indice observado na subpopulacdo de
Petrolandia e o maior na subpopulacao de Belém de S&o Francisco.

A diversidade génica (Hg) encontrada foi de 1,87, 2,15, 2,03 e 1,52 para as
subpopulacBes de Petrolandia, Belém de S&o Francisco, Oroc6 e Casa Nova
respectivamente. O maior indice de Simpson encontrado, foi de 0,87 para a populacéo
de Belém de S&do Francisco e o A fracdo clonal calculada foi de 0,45 para a
subpopulacdo de Petrolandia, 0,38 para a subpopulacdo de Belém de Sdo Francisco, 0,4
para a subpopulacao de Orocé e 0,6 para a subpopulacao de Casa Nova.

O indice de associacdo (la) e o indice alternativo rbarD (rd) para todas as
subpopulacBes avaliadas foram significativamente diferentes de 0 (P < 0,0001),
indicando que a populacdo esta em desequilibrio de ligacao

A ocorréncia de fluxo génico entre as subpopulacdes avaliadas foi verificada
pelo nimero de migrantes (Nm) e haplotipos compartilhados, sendo consideravelmente
menores entre a subpopulacdo de Casa Nova e as demais subpopulacbes (Figura 2).
Dentre os hapl6tipos identificados na subpopulacdo de Casa Nova, nenhum foi
compartilhado entre as subpopulagdes avaliadas. Nas subpopulacdes de Petrolandia,
Belém de S&o Francisco e Oroco e Casa Nova foram encontrados haplétipos unitarios,
enquanto a subpopulacdo de Casa Nova ndo compartilhou haplétipos com nenhuma

outra subpopulacao (Figura 2).

Estrutura populacional de isolados de B. cenocepacia

O resultado da AMOVA revelou a existéncia de uma variacao significativa entre
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subpopulagdes (25,28%), ainda que a variagdo dentro das subpopulagdes tenha sido
maior (74,72%) (Tabela 3). A diferenciacdo genética avaliada por meio do indice de
fixacdo Fsr (Tabela 4), demonstrou que a subpopulagédo de Casa Nova foi extremamente
diferenciada das demais. A subpopulacdo de Petrolandia foi altamente diferente da
subpopulacdo de Orocé e moderadamente diferente da subpopulacdo de Belém de S&o
Francisco. A subpopulacdo de Oroco e Belém de Sdo Francisco apresentaram uma
diferenca genética baixa.

O teste de Mantel indicou que existe uma associagdo entre distancia genética e a
distancia geografica (r = 0,2689; P = 0,001) (Figura 3).

Discussao

A podriddao das escamas é uma importante doenca para a cultura da cebola,
podendo causar perdas de até 50% na producdo (WORDELL FILHO; BOFF, 2006). A
doenca esta presente em diversas areas de cultivo no Brasil e nas principais regides
produtoras do Nordeste, sendo causada por Burkholderia cenocepacia, B. cepacia, B.
gladioli pv. aliicolla (WORDELL FILHO; BOFF, 2006; OLIVEIRA, 2016;
OLIVEIRA, et al., 2017). Porém, foi relatado que a prevaléncia é de B. cenocepacia,
que foi identificada pela primeira vez a linhagem I11B desta bactéria causando doenca
em cebola (OLIVEIRA et. al., 2017), embora a linhagem I11A também esteja presente, a
maior parte dos isolados pertencentem a linhagem I11B (BAIA, 2019).

Os isolados utilizados no presente estudo foram coletados nos principais
municipios produtores de cebola do Nordeste, a saber: Petrolandia, Belém de S&o
Francisco, OrocO e Casa Nova, por apresentar indicios de subdivisdo nas andlises
realizadas considerando como uma populacdo total, esta populacdo foi descrita em
quatro subpopulac6es, sendo considerado uma subpopulacdo para cada municipio que
foram realizadas as coletas.

Marcadores como rep-PCR, sdo de facil utilizacdo, apresentam boa
reprodutibilidade e s&o de baixo custo (COENYE; LIPUMA, 2007). Estes marcadores
tém sido utilizados com sucesso nos estudos de variabilidade e estrutura genética de
populacdes de fitobactérias (VANCHEVA et. al., 2018; MORAIS, 2018). Utilizando a

andlise conjunta dos perfis de REP e BOX-PCR foi possivel observar a presenca de 28
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hapl6tipos, revelando uma variabilidade moderada na populagdo de B. cenocepacia
oriunda do Vale do S&o Francisco. No presente estudo, o marcador ERIC ndo foi
utilizado, pois, os marcadores REP e BOX foram capazes de detectar a diversidade total
da populacéo.

A variabilidade moderada encontrada na populacdo estudada é uma
caracteristica inerente aos patégenos de plantas, o que garante a perpetuacdo da espécie.
Pois, se toda a populacdo apresentasse a mesma composicédo alélica, qualquer alteracao
externa capaz de afetar a populacdo representaria um risco de extin¢do de todas os
individuos da mesma (MIZUBUTI; CERESINI, 2018).

Os indices de diversidade genética refletiram a variabilidade das populacdes de
B. cenocepacia nos diferentes municipios produtores de cebola do Nordeste brasileiro.
Quando comparada com as demais subpopulacdes, a subpopulacdo de Casa Nova
caracterizou-se por apresentar maior proporcdo de clones. Seguindo esta tendéncia, a
subpopulacdo de Belém de Sdo Francisco, apresentou valores mais altos de diversidade
génica, genotipica e riqueza genotipica. A compreensdo da diversidade genética, tal
como a obtida neste trabalho, particionada em estruturas genéticas distintas auxilia na
determinacdo dos fatores bidticos ou abiodticos que afetam a evolucdo das populagdes do
fitopatdgeno (LIN et al. 2014).

As estimativas para o desequilibrio de ligacdo obtidas para todas as
subpopulacBes de B. cenocepacia, demonstraram que 0 processo de recombinacao nas
subpopulacdes estudadas ocorre em baixa frequéncia. A recombinacdo em bactérias
ndo € um processo obrigatério e os mecanismos de recombinacdo estdo sujeitos a
muitos fatores bioldgicos e ecoldgicos que podem variar mesmo em diferentes
populacdes da mesma espécie (TANG et. al., 2009). A frequéncia com que ocorrem 0s
eventos de recombinacdo é também determinada pela disponibilidade e eficiéncia dos
mecanismos de troca genética, incluindo a transformagdo, transducdo e conjugacao
(FEIL; SPRATT, 2001). Sendo assim, diante da baixa ocorréncia de eventos de
recombinacdo nas populagbes, pode-se dizer que o principal fator gerador de
variabilidade nas mesmas tem sido a mutacdo, que por sua vez caracteriza-se como a
principal fonte de variacdo genetica para que mudancas evolutivas ocorram (HARTL,;
CLARK, 2007).

A combinagcdo de diversidade genética moderada e baixa frequéncia de

recombina¢do encontrada no presente estudo sugere que a estrutura genética desta
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bactéria no Vale do Sdo Francisco estd em concordancia com o modelo epidémico
proposto por MAYNARD SMITH et. al., (1993), onde o cruzamento aleatério fornece
variabilidade genética, mas madltiplos ciclos assexuados levam ao desequilibrios de
ligacdo e uma tendéncia a aumentar a quantidade de clones na populacéo.

A ocorréncia de migragéo entre as subpopulagdes, a exemplo do que ocorre entre
as subpopulacbes de Oroco e Belém de S&o Francisco com maior intensidade, mas
também ocorre entre as demais subpopulagdes estudadas, indica que a bactéria esta
sendo disseminada entre as areas de cultivo. A disseminacdo de fitobactérias a longas
distancia é realizada pelo homem, transportando e comercializando partes vegetativas
das plantas (ROMEIRO, 2005).

Os cebolicultores do Vale do Séo Francisco se deslocam durante o cultivo entre
as areas produtoras, transportando material propagativo, ferramentas, maquinarios e
materiais de irrigacdo com solo aderido, o que leva a introducdo de novos haplétipos
nas subpopulacGes. Entretanto, o nimero de migrantes estimado foi muito baixo entre a
subpopulacdo de Casa Nova e as demais subpopulacdes, 0 que permitiu a divergéncia
entre as estas subpopulages, pois o fluxo génico, ou seja, a entrada de novos isolados
na mesma foi insuficiente para contrapor os efeitos da deriva genética.

A auséncia de diferenciacdo genética entre as subpopulaces de Oroco e Belém
de Sdo Francisco relacionou-se a ocorréncia de alto fluxo génico e pode ser explicada,
entre outros fatores, pela proximidade entre os dois municipios. Estudo de estrutura de
populacgéo de isolados do complexo R. solanacearum realizado em diferentes regides da
ilha de Trinidad, Trinidad e Tobago, mostrou que a proximidade entre as regides foi
responsavel pela ndo estruturacdo da populacgdo, sugerindo a ocorréncia de fluxo génico,
seja por meio de redes de irrigacdo ou pelo movimento de pessoas, equipamentos e
materiais vegetais (RAMSUBHAG et. al., 2012).

O cultivo de cebola na Regido do Submédio do Vale do Sao Francisco, teve
inicio nas cidades de Belém de S&o Francisco, Cabrob6, e Orocd, sé depois migrando
para a Bahia. Portanto, € provavel que essa migragdo para outras areas, tenha provocado
um efeito fundador na populacdo, individuos vindo de Pernambuco fundaram uma outra
populacdo no municipio de Casa Nova.Em todas as subpopulagdes ocorre o efeito da
deriva genética, que traz consequéncias como a mudanca aleatdria na frequéncia de
alelos, a diminuicdo da variagdo dentro da subpopulacdo, devido a extin¢do de alelos e

divergéncia genetica, que acontece devido as mudancas aleatorias que ocorrem
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independentemente (MILGRON, 2015). Devido a separacdo espacial entre estas
subpopulacdes, ocorreu também a diminuicdo do fluxo génico entre as populagdes dos
municipios Pernambucanos e a subpopulacdo de Casa Nova na Bahia.

Neste trabalho foi possivel observar uma associacéo entre a distancia genética e
a distdncia geografica, que, por sua vez, tem sido apontada como determinante para o
aumento da diferenciacdo genética, uma vez que pode influenciar na variagcdo e na
estrutura genética da populacdo devido a reducdo no fluxo génico (LIU et. al., 2009;
NORMAN et. al., 2009; TOUKAM et. al., 2009). A diminui¢do da semelhanca entre
membros de uma comunidade com o aumento da distancia geogréafica é um padrdo
biogeografico universal, observado para todos os dominios da vida, principalmente em
organismos com dispersédo limitada (MARTINY et. al., 2011).

A partir da compreensao da estrutura da populacdo de B. cenocepacia no Vale
do S&o Francisco, bem como da dindmica pela qual ela evolui nesta regido, o
desenvolvimento de variedades resistentes a populacdo do patdégeno presente no Vale
do Sdo Francisco podera ser realizado de forma direcionada estrategicamente

levando-se em consideracdo a diversidade genética observada no presente estudo.
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Tabela 1. Isolados de Burkholderia cenocepacia coletados nas regides produtoras de
cebola do Vale do Sao Francisco

Isolado Espécie/Linhagem Variedade do Subpopulagao
hospedeiro

CCRMBO02 Burkholderia cenocepacia IlIA  IPA 11 Petrolandia

CCRMBO06 B. cenocepacia 1B IPA 11 Petrolandia

CCRMB18 B. cenocepacia 1B IPA 10 Belém de Séo Francisco
CCRMB19 B. cenocepacia Il1B IPA 10 Belém de S&o Francisco
CCRMB21 B. cenocepacia Il1A IPA 11 Orocd

CCRMB22 B. cenocepacia 1B IPA 11 Orocé

CCRMB23 B. cenocepacia 1B IPA 11 Orocé

CCRMB25 B. cenocepacia I11B IPA 11 Orocd

CCRMB27 B. cenocepacia I11B IPA 11 Orocd

CCRMB29 B. cenocepacia 1B IPA 11 Orocé

CCRMB31 B. cenocepacia 1B IPA 11 Belém de Sao Francisco
CCRMB40 B. cenocepacia I11B IPA 11 Orocd

CCRMB45  B. cenocepacia I11B IPA 11 Orocd

CCRMB48 B. cenocepacia 1B Brisa Verao Belém de Sao Francisco
CCRMB52 B. cenocepacia I1I1A Brisa Verao Petrolandia

CCRMB55  B. cenocepacia IlA Brisa Verdo Belém de S&o Francisco
CCRMB56 B. cenocepacia Il1A IPA 10 Belém de S&o Francisco
CCRMB57  B. cenocepacia 1A IPA 10 Belém de S&o Francisco
CCRMB58  B. cenocepacia 1A IPA 10 Belém de Sao Francisco
CCRMB60  B. cenocepacia I1IA IPA 10 Belém de Sao Francisco
CCRMB61  B. cenocepacia Il1B IPA 10 Belém de S&o Francisco
CCRMB63  B. cenocepacia Il1A IPA 10 Belém de Séo Francisco
CCRMB64  B. cenocepacia I11B IPA 10 Belém de Sao Francisco
CCRMB65 B. cenocepacia I11B IPA 10 Belém de Séo Francisco
CCRMB66 B. cenocepacia I11B IPA 10 Petrolandia

CCRMBG67  B. cenocepacia I11B IPA 11 Petrolandia

CCRMB68  B. cenocepacia I11B IPA 11 Petrolandia

CCRMB69  B. cenocepacia I1I1B IPA 11 Petrolandia
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CCRMB199 B. cenocepacia Il1A
CCRMB200 B. cenocepacia I11A
CCRMB238 B. cenocepacia I11B

IPA 11
IPA 11
IPA 11

Casa Nova
Casa Nova

Casa Nova
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Tabela 2. indices de diversidade genética e estimativa do desequilibrio de ligagdo para

populacbes de Burkholderia cenocepacia dos diferentes municipios produtores de

cebola do Vale do Sdo Francisco

Belém de Séo Casa
Populacéo Petrolandia Francisco Oroco Nova
N™ 18 16 15 15
N° de haplotipos 10 10 09 06
E" (915) 8,67 9,62 9,0 6,0
G° 485 (357—6,18) 7,77(7,25-8,33) 6,43 3,57
EsP 0,693 (0,58 - 0,79) 0,887 (0,86 — 0,90) 0,82 0,71
He ® 1,87 (158-2,11)  2,15(2,08—221) 2,03 1,52
indice de Simpson" 0,78 (0,72-0,85) 0,87 (0,86 —0,88) 0,84 0,72
Fracdo Clonal 0,45 0,38 0,4 0,6
la® 1,25%* 1,25*%* 1,25%*  125**
rbarD (rd)" 0,84** 0,84** 0,84**  0,84**

™Tamanho da amostra; "Riqueza genotipica estimada o menor N; °Diversidade

genotipica; Pindice de equitabilidade genotipica; “Diversidade génica; "indice de

diversidade genotipica. *indice de associacdo; ‘indice alternativo. ** Significativo a 1%

de probabilidade.
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Tabela 3. Analise de variancia molecular (AMOVA) em subpopulagdes de
Burkholderia cenocepacia oriundas de diferentes municipios produtores de cebola Vale

do Sao Francisco

Fonte de variacao G.L. S.Q. Componente Porcentagem

de variancia de variacéo

Entre subpopulacbes 3 47,05 0,83 Va 25,28
Dentro de subpopulagdes 60 146,99 2,45VDb 74,72
Total 63 194,04 3,27
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Tabela 4. Diferenciacdo genética entre populacdes (Fst) de Burkholderia cenocepacia

de diferentes subpopulagdes (diagonal inferior) e nimero de migrantes (Nm) (diagonal

superior)

Subpopulacdo  Petrolandia  Belém de S&o Francisco Oroco Casa Nova
Petrolandia 1,69 0,85 0,44
Belém de Sdo 0,12847 2,62 0,75
Francisco

Oroco 0,22644 0,08693 0,37

Casa Nova 0,36073 0,24893 0,40408
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Figura 1. Curva de acumulacdo de gendétipos dos marcadores REP e BOX-PCR para 63 isolados de Burkholderia cenocepacia oriundos dos

principais municipios produtores de cebola do Vale do Séo Francisco.



58

POPULATION
M Petrolandia
E elem ®
roc MI@ .28 MIGE.8
| 8asa?ﬂova ML@ 25
Samples/Node MI@F26
Ono il ML6.22
MIRE9 @2
@) MIg53 o -
MIB15 RS- L5
o1 1161
ol
MIG47 hﬂ@-lﬂr]\[@%ﬂ"
MLOET6-MIQ 12 e 11
MI@10
MI#5.5
\iC E
V@7 a1
MIgE.6
MG .21
MEB 10
ML 18 MIL@.20
0.769 0.809 0.849 0.889 0.929
| | | | |
DISTANCE

Figura 2. Rede de haplétipos de isolados de Burkholderia cenocepacia de acordo

com as subpopulacGes de Petrolandia, Belém de S&o Francisco, Oroc6 e Casa Nova.

Cada circulo identificado corresponde a um hapldtipo (MLG), cujo tamanho é

proporcional & sua frequéncia na populagéo.
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(transformada em distancia Euclidiana) de popula¢6es de Burkholderia cenocepacia por
meio do teste de Mantel.
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UTILIZACAO DE primers ESPECIFICOS PARA A IDENTIFICACAO DE
ISOLADOS DE Burkholderia cenocepacia, LINHAGENS I11A E 111B, OBTIDOS
DE CEBOLA

Willams J. Oliveira®, Elineide B. Souza®, Ana Maria Benko-Iseppon?, Flavia F.
Aburjaile’” e Marco A. Siqueira da Gama®*
'Departamento de Agronomia, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, PE,
Brazil
Departamento de Genética, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE, Brazil
E-mail: marco.gama@ufrpe.br

Resumo

Burkholderia cenocepacia pertence ao complexo B. cepacia, sendo atualmente formada
por quatro linhagens filogeneticas, das quais as linhagens I11A e 111B séo causadoras da
podrid&o das escamas da cebola no Nordeste do Brasil. Atualmente sdo utilizadas como
ferramentas de identificacdo o sequenciamento o gene recA ou a analise de sequéncias
multilocus (MLSA). Porém, outras metodologias podem ser utilizadas também para
identificacdo e diagnose de fitopatdgenos, como a utilizacdo de primers especificos, que
se caracteriza por ser um método rapido e eficaz na deteccdo e diagnose de agentes
fitopatogénicos. Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho o desenho de
primers especificos para deteccdo e identificacdo rapida de isolados de B. cenocepacia
da linhagem II1A e 1lIB. Foram desenhados cinco pares de primers por meio da
ferramenta de desenho de primers disponivel no Integrated DNA Technologies, com
base nas sequencias do gene recA, da proteina beta-lactamse classe A, C e D e na
sequéncia da proteina metalo-beta-lactamase PA0057, obtidas a partir de analises de
pangenomica do genoma completo de 17 isolados disponiveis no NCBI. Os primers
foram testados in silico, sendo posteriormente testada a especificidade utilizando-se
isolados de B. cenocepacia das linhagens I1IA e 1lIIB, B. cepacia, B. gladioli pv.
alliicola, B. gladioli pv. gladiolus, Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium
carotovorum, Xanthomonas campestris pv. viticola, Ralstonia solanacearum, Ralstonia
pseudosolanacearum, além de 22 isolados obtidos de semente de cebola. Os primers

desenhados com base na sequéncia do gene recA amplificaram bandas reprodutiveis
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apenas com o DNA dos isolados de B. cenocepacia da linhagem 11I1B, enquanto os
primers desenhados com base no fragmento da proteina B — lactamase (PA0057)
amplificaram bandas reprodutiveis para os isolados de B. cenocepacia pertencentes as
linhagens I11A e I1IB. Os demais primers ndo amplificaram nenhuma banda. Os
primers obtidos no presente estudo permitirdo a identificacdo e deteccdo rapida de
isolados de B. cenocepacia das linhagens I11A e I11B.

Palavras-chave: primer especifico, Burkholderia cenocepacia, identificacdo

Abstract

Burkholderia cenocepacia is a bacterium that has lineage IIA and IlIB that cause
rotting of onion scales in northeastern Brazil, with the lineage 111B of this bacterium
predominant in producing areas. Currently used as identification tools are recA gene
sequencing or multilocus sequence analysis (MLSA). However, other methodologies
can also be used for identification and diagnosis of phytopathogens, such as the use of
specific primers, which is characterized by being a fast and effective method for the
detection and diagnosis of phytopathogenic agents. Given the above, this work aimed to
design specific primers for detection and fast identification of strains of B. cenocepacia
lineage 1A and I1IB. Five primer pairs were designed using the primer design tool
available from Integrated DNA Technologies, based on the class A, C and D beta-
lactamse protein sequences, of recA gene and the PA0057 metallo-beta-lactamase
protein sequence. Of 17 complete genome pangenomic analysis of NCBI isolates, all
primers were tested in silico. Subsequently, specificity was tested using bacterial
isolates of B. cenocepacia strains I11A and I11B, B. cepacia, B. gladioli pv. alliicola, B.
gladioli pv. gladiolus, Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum,
Xanthomonas campestris pv. viticola, Ralstonia solanacearum, Ralstonia
pseudosolanacearum and 22 isolates obtained from onion seed. After the specificity
test, the reproducibility test of the results was performed using isolates of B.
cenocepacia lineage I11A and I11B. Primers designed based on the recA gene sequence
amplify repeatable bands only from isolates of B. cenocepacia lineage I11B, while
primers designed based on the B - lactamase protein fragment (PA0057) amplified
reproducible bands of B. cenocepacia isolates. belonging to lineage 111A and I11B. The
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other primers didn't amplify any bands. The primers efficient in amplification showed
reproducibility of the results, according to the amplification of the bands in the strains
tested. Therefore, the primers obtained in this study will allow the fast identification of
isolates of B. cenocepacia lineage I11A and 11IB. Being the correct identification of the

pathogen is the first step for the implementation of a disease management program.

Keywords: specific primer, Burkholderia cenocepacia, identification

Introducéo

Burkholderia cenocepacia pertence ao complexo B. cepacia (CBC), o qual €
composto atualmente por 22 espécies do género Burkholderia (MARTINA et al., 2018).
As espécies do CBC podem ocupar diferentes nichos ecoldgicos (PARKE; GURIAN-
SHERMAN, 2001), apresentam elevada similaridade quando a comparacdo entre
espécies é feita por meio de sequéncias da regido 16S rDNA (98-100%) e recA (94-
95%) (COENYE et al., 2001).

A espeécie B. cenocepacia foi descrita a partir da reclassificacdo realizada com
base na hibridizacdo DNA-DNA de isolados representantes da espécie B. cepacia
genomovar Il (VANDAMME et al., 2003). Atualmente esta bactéria apresenta uma
subdivisdao em quatro diferentes linhagens filogenéticas que sdo denominadas de Il1A,
1B, H1IC e IIID, definidas com base no sequenciamento do gene recA (VANDAMME
et al., 2003). Isolados da linhagem I1IA, além de serem patogénicos a cebola (BAIA,
2019), podem também estar associados como oportunistas em pacientes acometidos por
fibrose cistica e imunodeprimidos (VANDAMME et al., 2003). Isolados da linhagem
I11B foram detectados causando podriddo das escamas em cebola na regido semiarida do
Nordeste do Brasil (OLIVEIRA et. al., 2017) e em pacientes portadores de fibrose
cistica, além de terem sido encontrados em amostras do ambiente, tais como, amostras
de solo rizosférico de plantios de cebola, banana e milho (MAHENTHIRALINGAM et
al., 2000; VANDAMME et al., 2003). Por sua vez, os isolados da linhagem I11C foram
obtidos apenas de amostras de solo (VANDAMME et al., 2003), enquanto os isolados
pertencentes a linhagem IIID foram encontrados em amostras clinicas
(MAHENTHIRALINGAM et al., 2000; VANDAMME et al., 2003).

Os sintomas da doenca apresentam-se como uma podridao viscosa, porém firme,
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de coloracgdo variando de amarelo a marrom claro, uma ou poucas escamas internas do
bulbo podem se desprender (MOHAN, 1995). As escamas proximas aquelas que estdo
infectadas podem continuar firmes e, embora a podriddo das escamas ocorra de forma
individual, todo o bulbo é comprometido (DAVIS et al., 2014; ROBERTS, 2013). A
porcdo externa dos bulbos pode apresentar-se sadia, mas a regido do pesco¢o pode ficar
mole quando as folhas entram em colapso, e com o avancar da doenga para estagios
mais severos, as escamas saudaveis podem se soltar durante 0 manuseio (MOHAN,
1995). Adicionalmente, bulbos infectados por espécies do CBC apresentam
normalmente odor avinagrado (WORDELL FILHO; BOOF, 2006).

Atualmente sdo utilizadas como ferramentas de identificacdo e ferramentas
taxonémicas abordagens baseadas na utilizacdo da analise de inferéncia Bayesiana (IB)
realizada com base no sequenciamento o gene recA (OLIVEIRA et. al., 2017) ou da
analise de sequéncias multilocus (MLSA) para fins de identificacdo e até mesmo
classificacdo dessas espécies dentro do CBC (BALDWIN et al., 2005; BALDWIN et
al., 2008; VANDAMME; DAWYNDT, 2011). Porém, outras metodologias podem ser
utilizadas também para identificacdo e diagnose de fitopatégenos, como a utiliza¢do de
primers especificos (PALACIO-BIELSA; CAMBRA; LOPEZ, 2009). No entanto, para
que se possa alcancar o nivel de especificidade adequado, é necessario 0 conhecimento
da sequéncia alvo, bem como que a regido de interesse a ser amplificada (LOPEZ et al.,
2009). Protocolos de deteccdo baseados em PCR foram desenvolvidos para a maioria
das bactérias que causam doencas em plantas cultivadas (DUARTE; BERTOLINI,
2012). Além disso, com o auxilio de ferramentas de pangendmica também pode ser
realizada a construcdo de primers especificos para deteccdo e identificacdo de
fitobactérias. A partir da metodologia utilizando a andlise de pangenomica foram
desenhados primers para a identificacdo de B. pseudomallei, B. thailandensis e espécies
do complexo B. cepacia (HO et. al., 2011). O objetivo deste trabalho foi obter primers
capazes de identificar isolados de B. cenocepacia da linhagem I11A e Il1IB associadas

podriddo das escamas da cebola.
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Material e métodos

Origem dos isolados

Foram utilizados nove isolados de B. cenocepacia pertencentes a linhagem 1A
e 12 isolados pertencentes a linhagem 111B, um isolado de B. cepacia, um isolado de B.
gladioli pv. alliicola, um isolado de B. gladioli pv. gladiolus, um isolado de Dickeya
chrysanthemi, um isolado de Pectobacterium carotovorum, um isolado de Xanthomonas
campestris pv. viticola, um isolado de Ralstonia solanacearum, um isolado de Ralstonia
pseudosolanacearum, além de 22 isolados obtidos de semente de cebola pertencentes a
pertencentes a Colecdo de Culturas Rosa Mariano, do Laboratério de Fitobacteriologia
(LAFIBAC) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) (Tabela 2 e 3).

Todos os isolados foram reativados em placas de Petri contendo meio de cultura
NYDA (&gar nutritivo 20 g; dextrose 10 g; extrato de levedura 5 g; extrato de carne 3 g
e peptona 5 g, completando-se até 1000 mL com &gua destilada). Em seguida, as placas
foram incubadas em Biochemical Oxygen Demand - B.O.D, a uma temperatura de 30°
C, durante 48 horas. Durante 0s experimentos, os isolados bacterianos foram mantidos

por meio de repicagens periddicas, em meio NYDA, a cada 120 horas.

Teste de patogenicidade

Todos os isolados de Burkholderia cenocepacia e os isolados obtidos de semente
de cebola foram testados quanto a sua patogeniidade. Foram utilizados catafilos de
cebola da cultivar IPA 11. A suspensdo bacteriana foi preparada a partir de cultura pura
dos isolados e a concentracdo foi ajustada em fotocolorimetro para As7zo = 0,54, que
corresponde a aproximadamente 108 UFC/mL™.

Para a inoculagéo, foi realizado um ferimento no catafilo com auxilio de uma
almofada entomoldgica e depositado no centro do ferimento 10 pL da suspencdo. A
avaliacdo foi realizada 48 horas apo6s a inoculagdo, sendo avaliada a presenca ou
auséncia de sintomas da doenca nos catafilos inoculados. Como tratamento testemunha,
catafilos foram tratados similarmente com agua destilada esterilizada (ADE).

Os tratamentos foram realizados em quatro repeticOes e cada repeticdo foi

composta por trés catafilos de cebola inoculados.
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Extracdo e dosagem do DNA gendmico

A extracdo do DNA dos isolados foi ajustada utilizando-se o protocolo proposto
por Gama e Covello (2016). A concentracdo do DNA foi realizada por meio de Biodrop,
e a integridade do DNA foi analisada por meio de eletroforese em gel de agarose 1%.
Posteriormente, as amostras de DNA foram ajustadas para uma concentracdo de 10

ng/ul, sendo armazenadas a - 20° C.

Obtencéao e reanotacao de genomas e desenho de primers de B. cenocepacia

Trezentos genomas de B. cenocepacia, sendo 17 completos e 283 drafts, foram
retirados do banco de dados do National Center for Biotechnology Information - NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (NCBI, 2019).

Os 17 genomas completos foram reanotados automaticamente através da
ferramenta RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology), disponivel no site
http://rast.nmpdr.org/. Os genes escolhidos como candidatos alvos fazem parte do core
genoma de B. cenocepacia (Figura 1) e ja foram relatados em outros estudos (KIM et.
al.,, 2012; PEETERS, DAENEKINDT, VANDAMME, 2016; ZAKHAROVA.et. al.,
2017) para a identificacdo de espécies bacterianas pertencentes ao género Burkholderia.
Em seguida, realizou-se a anota¢do manual dos genes candidatos utilizando-se o banco
de dados do UniProt (https://www.uniprot.org/) e do Pfam (https://pfam.xfam.org/) para
a caracterizacdo da fungdo e dominio proteico de cada respectivo alvo. Além disso, foi
realizada a caracterizacdo funcional por meio do banco de dados do KEEG e COG de
todos os 17 genomas completos para a classificacdo de ontologia génica dos candidatos
alvos, que por sua vez ¢ a caraterizacao da funcdo que cada gene tem no organismo.

O desenho dos primers foi realizado por meio da ferramenta de desenho de
primers disponivel no Integrated DNA Technologies (https://www.idtdna.com/pages).
Posteriormente, as sequéncias dos primers selecionados foram confirmados no
PrimerBLAST  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), em relacdo a
especificidade e parametros de controle de qualidade.
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Especificidade e eficiéncia dos primers desenhados

Os primers foram selecionados com base no resultado de amplificacdo
especifica de B. cenocepacia da linhagem Il1A e da linhagem I11B. A especificidade foi
testada sobre 0 DNA gendmico extraido de cultura pura dos isolados bacterianos. Para
tanto, além de isolados de B. cenocepacia, representando sua diversidade genética,
foram testados isolados de outras espécies fitopatogénicas (Tabela 2) com os primers
desenhados para verificar a especificidade dos mesmaos, atraves de reacéo de PCR.

A eficiéncia dos primers foi verificada através da reacdo de PCR, sendo as
reagOes compostas por 1X de PCR Master Mix 2X (0,05 U/ul de Tag DNA polimerase;
tampéo de reacdo; 4 mM de MgCl2; 0,4 mM de cada dNTP), 0,5 uM de cada primer e
50 ng de DNA. As amostras foram amplificadas em termociclador modelo
SimpliAmp™ Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA). Os
parametros utilizados para a reagdo de PCR foram definidos a partir do desenho dos
primers, consistiu em trés etapas. A primeira etapa consistiu na desnaturacdo inicial a
96° C por 1 min.; a segunda etapa foram 35 ciclos, com trés etapas por ciclo,
desnaturacdo a 96° C por um minuto, anelamento por 1 min, sendo a temperatura de
anelamento variavel de acordo com o primer (Tabela 3) e extensdo a 72° C por 2,5 min.;
a terceira etapa consistiu na extensdo final a 72° C, por 10 min. Foram incluidos
controles negativos contendo agua deionizada esterilizada, em substituicdo ao volume
de DNA, em todos os experimentos para verificar a presenca de contaminantes. A
reprodutibilidade dos primers foi testada em isolados de B. cenocepacia das linhagens
I11A e 11IB (Tabela 4)

Trés microlitros de cada produto amplificado foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 1,0% (p/v), com um marcador de tamanho molecular (GeneRuler
1Kb DNA ladder; Fermentas, Ontario, Canada) em paralelo. Eletroforese foi realizada
em tamp&o Tris-borato-EDTA (0,045 M de Tris, 0,045 M de Acido bérico e 0,001 M de
EDTA) foi realizada a 80 V por 1,5 h. Os produtos da PCR, foram corados com
SYBER® Safe e por fim o gel foi fotodocumentando sob iluminacéo UV.

A reprodutibilidade do ensaio de PCR foi testada com 18 isolados de B.
cenocepacia das linhagens I11A e 111B (BAIA, 2019).
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Resultados

Teste de patogenicidade

Ap0ds decorrido o tempo de 48 horas, todos os catafilos de cebola que receberam
os tratamentos da inoculacdo de 10pL de suspensdo bacteriana na concentracéo de 10°
UFC/mL apresentaram maceragdo do tecido. A testemunha negativa, composta por

ADE, ndo apresentou sintomas.

Obtencéao e reanotacao de genomas B. cenocepacia

Foram identificadas e caracterizadas as regides funcionais de cada genoma,

sendo caracterizadas a funcdo e dominio proteico de cada sequéncia alvo.

Desenho de primers para deteccéo e identificacdo de B. cenocepacia

Foram desenhados cinco pares de primers (Tabela 1), que geraram tamanhos de
fragmentos diferentes. Sendo um par de primer desenhado com base na sequéncia do
gene recA e quatro com base em sequéncias da familia f-lactamase.

Teste de especificidade e eficiéncia dos primers desenhados

No teste de deteccdo, foi possivel verificar que o primer desenhado com base na
sequéncia do gene recA amplificou uma banda com aproximadamente 500pb para os
trés isolados de B. cenocepacia da linhagem I11B (Figura 3). Este primer ndo amplificou
0 DNA de nenhum isolado da linhagem IlIA, bem como para nenhum outro isolado
testado.

O primer desenhado com base no fragmento da proteina  — lactamase (PA0057)
gerou um fragmento de aproximadamente 650pb para os isolados de B. cenocepacia
pertencentes as linhagens 1A e 1lIB (Figura4). Este primer ndo foi eficaz para a
amplificagdo de nenhum outro isolado testado.

Os primers desenhados com base no fragmento da proteina  — lactamase classe
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D e classe A, ndo apresentaram bandas amplificadas, demonstrando um resultado
negativo para estes grupos bacterianos.

Teste de reprodutibilidade

Foi verificado a reprodutibilidade dos resultados em ambos 0s primers que
apresentaram bandas de amplificacdo. O primer desenhado com base na sequéncia do
gene recA, amplificou uma banda com aproximadamente 500pb para os nove isolados
de B. cenocepacia da linhagem I11B testados (Figura 5).

O primer desenhado com base no fragmento da proteina p — lactamase
(PA0057), gerou um fragmento com aproximadamente 650pb, para os 18 isolados de B.

cenocepacia pertencentes as linhagens I11A e I11B testados (Figura 6).

Discussao

A podridao de escamas da cebola esta presente nas principais regides produtoras
do Nordeste (OLIVEIRA, 2016). Sendo causada pela bactéria B. cenocepacia, linhagens
I11A) e I1IB, porém, a linhagem 11IB é prevalente (OLIVEIRA et. al., 2017; BAIA,
2019).

B. cenocepacia, € uma espécie pertencente ao complexo B. cepacia, que
atualmente composto por 22 espécies distintas (MARTINA et al., 2018), estas espécies
apresentam alta similaridade entre as sequéncias dos genes 16S rDNA (98-100%) e do
gene recA (94-95%), apresentam niveis de hibridacdo DNA-DNA moderados (30-50%)
(COENYE et al., 2001). Isto demonstra a complexidade para a correta identificacdo
desta espécie e a urgéncia por métodos rapidos e confiaveis para realizacdo de tal
atividade.

A identificacdo de isolados do CBC por meio da interpretacdo de testes
bioquimicos apresenta reacfes variaveis no consumo de fontes de carbono e de
substancias inibitdrias (BAIA, 2019). Ocorrem também variacdes metabolicas dentro da
espécie B. cenocepacia, podendo levar ao erro, identificando como outra espécie
(VANDAMME et. al., 2003). Diante disto a utilizacdo de técnicas moleculares é

indispensavel, esta requer protocolos reprodutiveis e eficientes (LOUWS et. al., 1999).
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Neste sentido, foi realizado por meio de inferéncia bayesiana do gene recA, Baia
(2019), a separacdo em clados distintos com probabilidade posterior de 100%, as
linhagens I11A e 11IB de B. cenocepacia. Com os ensaios de PCR do presente trabalho,
por meio da utilizacdo de primers especificos, uma técnica simples e rapida, também foi
possivel a identificacdo de B. cenocepacia e separacdo das linhagens I11A e 111B.

O primer desenhado com base no fragmento da proteina  — lactamase (PA0057)
gerou uma banda para os isolados pertencentes as linhagens II1A e IlIB e o primer
desenhado com base na sequéncia do gene recA amplificou uma banda para os isolados
de B. cenocepacia I11B, o que permitiu a identificacdo da bactéria e a separacdo das
linhagens.

A utilizacdo dos primers desenhados foram eficientes e levaram a correta
identificacdo do patdgeno. Esta etapa é essencial para que sejam tomadas medidas de
controle. Sem a identificagdo adequada da doenca e do agente causador da doenca, as
medidas de controle da doenga podem ser um desperdicio de tempo e dinheiro e podem
levar a mais perdas (RILEY; WILLIAMSON; MALOQOY, 2002).

O primer eficaz apenas na amplificacdo B. cenocepacia I11B, foi desenhado com
base na sequéncia do gene recA, que tém como produto a enzima recombinase A. Esta
enzima é uma proteina que funciona no reparo de e recombinacdo do DNA de bactérias,
esta proteina bacteriana é altamente conservada e pode ser encontrada em praticamente
todas as bactérias (COX, 2007). Logo no COG é demonstrado que esta sequéncia faz
parte do que forma 1% do core genoma de B. cenocepacia.

A sequéncia que codifica para a proteina B — lactamase (PA0057), da qual foi
desenhado o primer capaz de amplificar B. cenocepacia IIIA e IlIB, ndo foi
caracterizada até entdo quanto a sua funcdo. A auséncia de bandas amplificadas nos
primers desenhados com base no fragmento da proteina p — lactamase classe D e classe
A, pode ter acontecido, devido as sequéncias dos genes de B. cenocepacia presente no
banco do NCBI, serem diferentes das sequéncias dos genes dos isolados utilizados
neste estudo, ou seja, esta espécie pode ter alteragdes no codigo genético ao longo do
tempo ou por serem de hospedeiros distintos.

A menor por¢do do core genoma de B. cenocepacia presente no core genoma,
estd ligado a replicacdo, recombinacdo e reparo do DNA. Os genes envolvidos na
replicagédo, transcricdo do DNA, podem ser encontrados em todos 0S genomas

minimamente analisados e, portanto, sdo considerados essenciais (JUHAS et. al., 2011).
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Além desta por¢cdo do core genoma que se apresenta como sendo um gene essencial,
outras porg¢des do core genoma ligadas ao transporte e metabolismo de aminoécido, a
producdo e conversdo de energia e a transcri¢do sdo consideradas essenciais. O genoma
central de B. cenocepacia é composto maioritariamente ou exclusivamente de genes que
sdo essenciais (JUHAS et. al., 2012).

Conclui-se que as sequencias escolhidas do gene recA e da proteina B —
lactamase (PA0057), que fazem parte do core genoma de B. cenocepacia geraram
primers capazes de identificar B. cenocepacia e separar as linhagens I11A e 11IB desta
bactéria. A utilizacdo desta ferramenta serd capaz de identificar de forma réapida o
patégeno, com precisdo e alto nivel de confiabilidade.
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Tabela 1. Genes candidatos alvos para a reagéo de multiplex PCR em Burkholderia cenocepacia
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Gene

Produto (Pfam)

Produto (UniProt)

Sequéncias 5° — 3’

Fragmento (pb)

recA

recA
classe A beta-lactamase
classe A beta-lactamase
classe C beta-lactamase

classe C beta-lactamase

classe D beta-lactamase

classe D beta-lactamase

Recombinase A
Recombinase A
B — lactamase
B — lactamase
Serina hidrolase
Serina hidrolase
Dominio da transpeptidase da
proteina de ligagdo a penicilina
Dominio da transpeptidase da
proteina de ligacdo a penicilina
Metallo-beta-lactamase

Metallo-beta-lactamase

Proteina recA
Proteina recA
Familia de enzima  — lactamase
Familia de enzima B — lactamase
 — lactamase
B — lactamase

B — lactamase classe D

B — lactamase classe D
Metallo-beta-lactamase

Metallo-beta-lactamase

GAACTGCCTCGTGATCTTCAT
CTCTTCTTCGTCCAACACCTC
CCTGTATCGCCGCTATGAAA
GGTCATCCATTCCGTCAGTT
GGCACGAGCTGGAACTATT
AACCACGAATGACCGTAGAC

TGCTGAAGGACGAACACAC

GAGATCCGTAACGACGAATTGA

TGCAGTTCAACGAGGACTATG

AGAAACGCCTCGTGATTCC

487

545

268

628
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Tabela 2. Isolados bacterianos utilizados na reacdo de PCR para identificacdo e

deteccdo de Burkholderia cenocepacia, linhagens dos grupos I11A e 111B

Isolado Organismo Hospedeiro Pais
YCCRMB31 Burkholderia cenocepacia 111B Allium cepa Brasil
CCRMB56 B. cenocepacia 1A A. cepa Brasil
CCRMB67 B. cenocepacia I11B A. cepa Brasil
CCRMB70 B. gladioli pv. alliicola A. cepa Brasil
CCRMB109 B. cenocepacia I11B A. cepa Brasil
CCRMB134 B. gladioli pv. alliicola A. cepa Brasil
CCRMB147 B. cenocepacia I11A A. cepa Brasil
CCRMB175 B. gladioli pv. alliicola A. cepa Brasil
W|BSBE567 B. cepacia A. cepa Estados Unidos
X|BSBE534 B. gladioli pv. alliicola A. cepa Estados Unidos
YIBSBE546 B. gladioli pv. gladioli Gladiolus sp. Estados Unidos
CCRMPCB 535  Dickeya chrysanthemi Lactuca sativa Brasil
CCRMDD 299 Pectobacterium carotovorum L. sativa Brasil
Xcv204 Xanthomonas citri pv. viticola Vitis vinifera Brasil
Rs120 Ralstonia solanacearum A. cepa Brasil
Rs55 Ralstonia pseudosolanacearum A. cepa Brasil
CCRMB252 Endofitico ndo identificado A. cepa Brasil
CCRMB253 Endofitico ndo identificado A. cepa Brasil
CCRMB254 Endofitico ndo identificado A. cepa Brasil
CCRMB255 Endofitico ndo identificado A. cepa Brasil
Endofitico ndo identificado A. cepa Brasil

CCRMB256
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CCRMB257 Endofitico ndo identificado A. cepa
CCRMB258 Endofitico ndo identificado A. cepa
CCRMB261 Endofitico ndo identificado A. cepa
CCRMB262 Endofitico ndo identificado A. cepa
CCRMB263 Endofitico ndo identificado A. cepa
CCRMB264 Endofitico ndo identificado A. cepa
CCRMB267 Endofitico ndo identificado A. cepa
CCRMB268 Endofitico ndo identificado A. cepa
CCRMB272 Endofitico ndo identificado A. cepa
CCRMB273 Endofitico ndo identificado A. cepa
CCRMB277 Endofitico ndo identificado A. cepa
CCRMB279 Endofitico ndo identificado A. cepa
CCRMB284 Endofitico ndo identificado A. cepa
CCRMB285 Endofitico ndo identificado A. cepa
CCRMB290 Endofitico ndo identificado A. cepa
CCRMB291 Endofitico ndo identificado A. cepa

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

Brasil

YCCRMB: Cole¢do de Culturas Rosa Mariano; IBSBF534 = Isolado ATCC19302;
IBSBF546 = ATCC 10248 e IBSBF567 = ATCC 10856.

“IBSBF: Colegdo de Culturas do Instituto Bioldgico, Sdo Paulo, Brasil; ATCC:
American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA. Todos solados de
fitobactérias estdo disponiveis na Cole¢édo de Culturas Rosa Mariano (CCRM), instalada
no Laboratério de Fitobacteriologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(Pernambuco, Brazil).

“Isolado tipo de Burkholderia cepacia

*Patotipo de Burkholderia gladioli pv. alliicola.

YPatotipo de Burkholderia gladioli pv. gladioli.
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Tabela 3. Parametros utilizados na reagdo de PCR, com isolados de Burkholderia
cenocepacia, agente causal da podridao de escamas da cebola

primer Sequéncias 5° — 3’ Temperatura de anelamento
©C)

recAF  GAACTGCCTCGTGATCTTCAT

recAR  CTCTTCTTCGTCCAACACCTC >0
lacAF  CCTGTATCGCCGCTATGAAA
lacAR  GGTCATCCATTCCGTCAGTT >
lacCF  GGCACGAGCTGGAACTATT
lacCR  AACCACGAATGACCGTAGAC >29
lacDF  TGCTGAAGGACGAACACAC
lacDR GAGATCCGTAACGACGAATTGA >28
lacPF TGCAGTTCAACGAGGACTATG e 7

lacPR AGAAACGCCTCGTGATTCC
16S GGCAGCAGTGGGGAATTTTG
16S TAGCCTGCCAGTCACCAATG 55,9
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Tabela 4. Isolados de Burkholderia cenocepacia das linhagens IIA e IlIB, utilizados

no teste de reprodutibilidade dos primers que apresentaram amplificacdo de bandas nos

testes iniciais

Isolado Organismo Hospedeiro Pais
YCCRMBO2 Burkholderia cenocepacia I11A Allium cepa Brasil
CCRMB21 B. cenocepacia IlIA A. cepa Brasil
CCRMB55 B. cenocepacia IlIA A. cepa Brasil
CCRMB57 B. cenocepacia IlI1A A. cepa Brasil
CCRMB58 B. cenocepacia II1A A. cepa Brasil
CCRMB146 B. cenocepacia IlIA A. cepa Brasil
CCRMB61 B. cenocepacia I1IA A. cepa Brasil
CCRMB23 B. cenocepacia I11B A. cepa Brasil
CCRMB22 B. cenocepacia I11B A. cepa Brasil
CCRMB29 B. cenocepacia I11B A. cepa Brasil
CCRMB40 B. cenocepacia I11B A. cepa Brasil
CCRMB48 B. cenocepacia 111B A. cepa Brasil
CCRMBO06 B. cenocepacia 111B A. cepa Brasil
CCRMB66 B. cenocepacia I11B A. cepa Brasil
CCRMB19 B. cenocepacia I11B A. cepa Brasil
CCRMB259 B. cenocepacia 111B A. cepa Brasil
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PAN GENOMA

\

Genoma 01 Genoma 02

Core genoma

Unico Ini Presente em todos os genomas

Acessorio

Dispensavel
Em 02 ou mais genomas

Dispensavel Dispensavel

Unico
Em 01 genoma

Genoma 03

Figura 1. Abordagem de pangendmica para a idenficagdo de genes candidatos para a
utilizacdo em testes de multiplex PCR.
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Figura 3. Gel de eletroforese da PCR com primer desenhado com base em fragmento do gene
recA. Reacdo 1 e 5, isolados CCRM 147 e CCRM 56, respectivamente (B. cenocepacia I11A);
Reacdo 2 a 4, isolados CCRMB 109, CCRMB 67 e CCRMB 31, respectivamente (B.
cenocepacia I11B); Reacdo 6 a 18, isolados CCRMB 70, CCRMB 175, CCRMB 134, IBSBF
567, IBSBF 534, IBSBF 546, CCRMPCB 535, CCRMDD 299, Xcv 204, Rs 120, Rs55,
CCRMB 252, CCRMB 253, CCRMB 254 e CCRMB 255, respectivamente; Reacdo 19,

controle negativo e M — Marcados de peso molecular 1Kb, Fermentas

Qe A0 9 43 i AL Sualieln g 8ind 9

Figura 4. Gel de eletroforese da PCR com primer desenhado com base no fragmento da
proteina p — lactamase (PA0057). Reacdo 1 e 5, isolados CCRM 147 e CCRM 56,
respectivamente (B. cenocepacia Il11A); Reacdo 2 a 4, isolados CCRMB 109, CCRMB 67 e
CCRMB 31, respectivamente (B. cenocepacia 111B); Reacdo 6 a 18, isolados CCRMB 70,
CCRMB 175, CCRMB 134, IBSBF 567, IBSBF 534, IBSBF 546, CCRMPCB 535,
CCRMDD 299, Xcv 204, Rs 120, Rs55, CCRMB 252, CCRMB 253, CCRMB 254 e CCRMB
255, respectivamente; Reacdo 19, controle negativo e M — Marcados de peso molecular 1Kb,

Fermentas
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Figura 5. Gel de eletroforese da PCR com primer desenhado com base em fragmento do gene
recA. Regdo 1 a 8, isolados CCRMB 02, CCRMB 21, CCRMB 55, CCRMB 57, CCRMB 58,
CCRMB 146 e CCRMB 156, respectivamente (B. cenocepacia I11A); Reacdo de 9 a 18,
isolados CCRMB 61, CCRMB 23, CCRMB 22, CCRMB 29, CCRMB 40, CCRMB 48,
CCRMB 06, CCRMB 66, CCRMB 19 e CCRMB 259 (B. cenocepacia Ill1A); Reacéo 19,
controle negativo e M — Marcados de peso molecular 1Kb, Fermentas
8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
10000 pl m—
750 ph  —
500 ph  m—
250 pb  m—

Figura 6. Gel de eletroforese da PCR com primer desenhado com base no fragmento da
proteina B — lactamase (PA0057). Reacdo 1 a 8, isolados CCRMB 02, CCRMB 21, CCRMB
55, CCRMB 57, CCRMB 58, CCRMB 146 e CCRMB 156, respectivamente (B. cenocepacia
I11A); Reacdo de 9 a 18, isolados CCRMB 61, CCRMB 23, CCRMB 22, CCRMB 29,
CCRMB 40, CCRMB 48, CCRMB 06, CCRMB 66, CCRMB 19 e CCRMB 259 (B.
cenocepacia I11A); Reagdo 19, controle negativo e M — Marcados de peso molecular 1Kb,

Fermentas



CONCLUSOES GERAIS

85



86

CONCLUSOES GERAIS

A populagédo de B. cenocepacia do Vale do S&o Francisco apresentou variabilidade

genética moderada;

A recombinacdo entre as subpopulagdes, ocorre em baixa frequéncia na geracdo de

variabilidade na populacédo de B. cenocepacia do Vale do Séo Francisco;

A subpopulacdo de Casa Nova foi extremamente diferenciada das demais

subpopulacdes;

Mutacdo foi a principal forca evolutiva atuando na populagéo de B. cenocepacia do

Vale do Sao Francisco;

Os primers desenhados com base na sequéncia do gene recA foram capazes de
identificar os isolados de B. cenocepacia da linhagem I11B e os primers desenhados com base
na sequéncia do fragmento da proteina p — lactamase (PA0057) foram capazes de identificar
B. cenocepacia das linhagens I11A e 11I1B, caracterizando-se como importantes ferramentas de

deteccdo rapida dessas fitobactérias.



