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(57) Resumo: Patente de invengiio "FRAGMENTO DE DNA DE FITA
UNICA, PROVA DE HIDRIDIZAGAQ, REAGAO DE POLIMERIZAGAO
EM CADEIA, PROCESSO DE DETECCAO DE G.F FLACCUMFACIENS
E CONJUNTO PARA DIAGNOSTICO", S3o apresentados noves metodos
pelos quais € afingido um processo rdpido, especifico e sensivel para
detecgdo e identificagdo de C.f. flaccumfaciens, patdgeno de sementes de
fefjoeiro. A detecgfio € baseada em fragmentos de DNA especificos
utilizados em processos de hibridizagdo (radioative ou ndo-radicativos) para
deteccdo do patdgenc em experimentos de hibridizagdo de coldnias ou de
extrato de DNA ou came primers de PCR em reagbes de polimerizagdo em
cadeia {PCR). A alta sensibilidade e especificidade destes ensaios e a
facilidade com que eles podem ser realizados permitem seu usec para
andlises de rotina de sementes ou plantas infectadas de fefjoeire.
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Relatéric Descritivo da Patente de Invencio:

“Fragmento de DNA de fita iinica, prova de hibridizacfo, reacio de polimerizacio

em cadeia, processo de deteccio de C. f - flaccumfaciens e conjunto para

diagnostico”.

O presente invento consiste de um fragmento de DNA de
fita tUnica, isolado a partir de uma biblioteca gendmica de Curtobacterium
Sflaccumfaciens pv. flaccumfaciens que apresenta alta especificidade na detecgio do

patogeno em experimentos de hibridizag#o.

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens é o
agente causal da murcha bacteriana do feijoeiro (Bradbury, 1986). O patdgeno é
transmitido por semente, a qual representa a fonte primaria de disseminagio do indculo
a curta e longa distdncias, causando danos economicos em lavouras de feijoeiro nos
EUA e Europa (EPPO/CABI, 1992). A bactéria é de importincia quarentenéria para o
Brasil e outros paises da América Latina e a comprovagao da auséncia do patdgenc em

lote de sementes € obrigatoria na certificagio de sementes nos EUA.

O longo periode de laténcia da doenca antes de seu
desenvolvimento, o crescimento relativamente lento do patégeno em meio de cultura,
sua natureza endofitica e ocorréncia em baixos niveis, tem dificultado a sua diagnose,
especialmente em programas de certificagfio de sementes e inspegfio quarentenaria de

produtos importados.

Diferentes métodos tem sido utilizados na classificagio,
identificacio e detecgiio de corinebactérias fitopatogénicas, como C. f pv.

flaccumfaciens, tais como: sorologia (Lazar, 1968; Calzolari ef al, 1987, Diatlof et al.,
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1993), composi¢iio de aminoacidos da parede celular (Yamada & Komagata, 1972),
homologia de DNA (Starr et al., 1975) e analise de lipidios (Collins & Jones, 1980).
Coletivamente, estes métodos tem demonstrado seu valor como importantes ferramentas
na diferenciacio destes organismos a nivel de género e espécie. No entanto, o risco de
existéncia de isolados serologicamente ndo relacionados e a baixa sensibilidade do
método ainda sdo problemas a serem superados (Calzolariet al., 1987). Além disso, o
uso de testes bioquimicos, analise de lipidios e teste de patogenicidade, apesar de
altamente especificos, demandam equipamento sofisticado ou sfo muito laboriosos
(Vidaver & Starr, 1981). Desta forma, até o presente momento, a nivel de subspécie, a
tnica forma segura de classificagio destes organismos € o teste em hospedeira, os quais

sd0 trabalhosos e demorados {Vidaver & Starr, 1981).

Os atuais procedimentos para diagnose de C. f pv.
Jlaccumfaciens incluem exame visual de sintomas em sementes e testes serologicos de
aglutinacfio e imunofluorescéncia (OEPP/EPPO, 1982; Calzolari ef af, 1987). No
entanto, nenhum destes procedimentos tem demonstrado ser totaimente eficiente, ja que
o exame visual ndo permite a detec¢dio de infecgdes latentes, antissoros policlonais
apresentam reagdes cruzadas além de nfo serem efetivos contra todos os isolados do
patogeno e a ultilizagio de monoclonais exigiria a utilizagio de um grande nimero de
antissoros a serem testados. Por conseguinte, o desenvolvimento de um método que
acrescente especificidade, sensibilidade e rapidez na diagnose da murcha do feijoeiro
tornou-se necessario.
A utilizacio de sondas de DNA visando um aumento na
especificidade, sensibilidade e rapidez na detec¢io e identificag@o de microrganismos,

tem sido amplamente aplicado tanto na drea médica como fitopatoldgica, produzindo
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resultados amplamente satisfatorio na diagnose de importanies organismos como
Chlamydia trachomatis, Legionella spp., Mycoplasma pneumoniae, Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus e Pseudomonas syringae pv. phaseolicola entre
outras (Rasmussen & Reeves, 1992). Além de alta sensibilidade, as sondas de DNA
apresentam outras vantagens sobre os ensaios imunoldgicos, j4 que apresentam uma
estrutura relativamente mais consistente, enquanto os antigenos podem diferir com os
strains do patdgeno, diferentes estdgios de desenvolvimento ou ter sua expressio
modificada por efeitos ambientais.

0 presente invento consiste de um fragmento de DNA de
fita tnica, isolado a partir de uma biblioteca gendmica de Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens que apresenta alta especificidade na detecgdo do
patégeno em experimentos de hibridizacdo (Fig. 1). Este fragmento pode ser utilizado
em experimentos de hibridizaciio como sonda através de marcagio ra_dioativa (ex. P32}
ou marcacio nfo radioativa (ex. dUTP-Digoxigenina). A partir do sequenciamento
deste fragmento de DNA, foram construidos primers de Polymerase Chain Reaction
(PCR) (Fig. 2), os quais ampliﬁcafn a regido do DNA especifica ao patdgeno. Estes
primers se anelam especificamente a regifo do DNA alvo promovendo a sua
amplificagdo. A técnica de PCR consiste de ciclos repetitivos compostos de 3 fases
térmicas que promovem a desnaturagio do DNA, o anelamento de uma sequencia de
nucleotideos complementar (primers) ao DNA de fita simples ¢ o enlogamento da fita
complementar de DNA através da agfo de uma polimerase termoestavel. Durante cada
ciclo, a fita de DNA complementar ¢ copiada através da extensdo dos dois primers, que
se anelam em posi¢des opostas em regiGes que flanqueiam o segmento de DNA de
interesse. Teoricamente, cada fita recém-sintetizada funcionard como um molde na

reagdo seguinte, resultando no acimulo exponencial do DNA de fita dupla flanqueado
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pelos dois primers (Xu & Larsul, 1991). Esta metodologia tem sido utilizada na
diagnose de bactérias fitopatogénicas como  Clavibacter  michiganensis
subsp.epedonicus e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis possibilitando a
deteccio de infecgGes latentes e de baixos niveis de infec¢io (100 cfu/ml) (Hu ef al,
1995).

No caso da sonda desenvolvida para C. £ flaccumfaciens,
o fragmento de 220 bp pode ser marcado com P32 ou digoxigenina (dUTP) de acordo
com 1instrugdes do fabricante do kit de marcagfo. A analise das amostras bacterianas
podera ser realizada atraveés de diferentes tipos de ensaios, como o de hibridizagdo de
coloénias {colony-blot) ou de extrato de DNA (dot-blot).

Para elaboragio do ensaio de hibridizagio de extrato de
DNA, o éacido nucleico € extraido das amostras bacterianas, diluido para uma
concentragio de 100ng/ul, e desnaturado a 95° C por 10 min. O mesmo volume de 20X
SSC (3M NaCl, 0.3M Na3 citrate) ¢ adicionado as amostras e as mesmas sfo aplicadas
diretamente sobre suporte sélido (membrana de Nylon) pré-embebidas em 10X SSC. As
membranas sfo entdo incubadas em solugSo desnaturante por 5 min (0.5 M NaOH,
1.5M NaCl) e solucfio neutralizante por 1 min. Os filtros sfo entdo secos ao ar € 0
DNA fixado aos mesmos a 80° C por 2 horas. Para confeccdo da hibridizagio de
colonias, os isolados bacterianos s3o crescidos diretamente sobre os filtros € colocados
sobre placas contendo meio CPG sélido por 16 horas a 28° C. As membranas sfo entdo
lavadas em solugiio desnaturante por 7 min e duas vezes em solugdo neutralizante
(3mun). As membranas sio entfio lavadas em 2X SSC, secas ao ar e fixadas a 80° C por
2 horas. A hibridizacfio das membranas contendo 0 DNA dos isolados a serem testados
e a sonda & feita como a seguir; As membranas sdo colocadas em uma caixa de

hibridizagdo contendo 25 ml de soluglio de pré-hibridizagdo (5X SSC, 5X Denhardt’s
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(0.002mg/ml bovine serum albumine, 0.002mg/ml Ficoll, 0.002mg/ml
polyvinylpirolidone), Spg/ml SDS) e 0.5 ml de uma solugdo 1 mg/m]l de DNA de
esperma de salmio. A pré-hibridizagio foi conduzida em banho-maria com agitacio por
1 hora a 65° C. A sonda € entfo desnaturada por 5 min a 100° C e adicionada a solugio
anterior por 12 horas a 65° C. As membranas sdo entdo lavadas por duas vezes em
solucdo de lavagem 1 (2X SSC, Iug/ml SDS) por 10 min a temperatura ambiente, e
uma vez, com solugdo de lavagem 2 (0.1X SSC, 1ng/mi SDS) por 15 min a 65° C. As
membranas sdo entio envoltas em filme plastico e expostas em filme de raio X por 48
horas a -80° C ¢ apos revelacdo do filme observados os sinais de hibridizacHo.

Os primers de PCR construidos a partir da sequencia
nucleotidica da sonda sZo utilizados para a amplificacao especifica dos isolados de C. f.
Aaccumfaciens em termociclador utilizando-se as seguintes condigSes: 94° C por 3
min., 62° C por 45 seg., 72° C por 90 seg., 94° C por 60 seg. com uma extenséo final
de 72° C por 5 min. As rea¢des sdo realizadas em 50pl utilizando-se primers 1.25uM de
primers, 20 mM de DNTP’s, 25 mM de MgCl2, 1X Tag buffer e 0.25U de 7Tag
polimerase. Apos a reagdio, os fragmentos de DNA amplificados s3o separados em gel
de agarose 1.5% e corados com brometo de etidio (0.5pg/ml).

O referido fragmento de DNA pode ser utilizado como
sonda, quando marcado com Tradioisotopos ou substincias ndo-radioativas, na
hibridizag@o de colonias, o que permite uma rapida e especifica detecgdio de C. £ pv.
JSaccumfaciens. Esta metodologia tem o potencial de ser utilizada na identificacio de
colonias isoladas diretamente de plantas e detritos de feijoeiro e também pode ser
aplicada na diagnose de plantas com infeccio latente. Além disso, a hibridizacio de
colonias pode ser facilmente incorporada ao processo de isolamento rotineiro para

detecgdo de bactérias fitopatogenicas, sendo mais sensivel que o plaqueamento direto
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em meio de cultura. Qutras vantagens do método incluem rapidez e a possibilidade do
mesmo ser aplicado a um grande nimero de amostras simultaneamente. Depois do
cultivo da bactéria em meio solido durante dois dias, a hibridizagiio pode ser
completada em até 24 horas, com os resultados observados apés 4 horas quando da
utilizagZo de sondas radioativas, ou 12 horas quando utiliza-se sondas nfo-radioativas.
Qutra aplicagio da sonda € sua utilizaclio com extratos

de DNA, onde o DNA da amostra a ser testada € extraido, imobilizado em suporte
solido (membrana de nitrocelulose ou nylon) e entdio diretamente testado com a sonda
em experimentos de hibridiza¢fo. A sensibilidade deste método é bastante grande (100
ng de DNA) e 0s ensaios podem ser realizados em até 24-36 horas. Esta sonda também
pode ser utilizada em experimentos conhecidos como "squash-blot", onde o extrato da
planta é diretamente aplicado em suportes sélidos, € a presenca do patoégeno verificada
através de experimentos de hibridizacfio. Este método € extremamente rapido, ja que
n3o necessita que o DNA da amostra seja extraido ou que as coldnias bacterianas sejam
crescidas em meio de cultura, mas apresenta menor sensibilidade que os anteiores.

Primers de PCR especificos para C. 1. pv. flaccumfaciens
(Fig. 2) podem ser utilizados na deteccdo do patdgeno em sementes e plantas de
feijoeiro possibilitando um acréscimo substancial na sensibilidade do método. As
reagbes de PCR podem ser realizadas utilizando-se DNA extraido das amostras, ou o
extrato da planta ou da semente diretamente. Devido a alta sensibilidade do método, o
mesmo apresenta-se como ideal para detecgdo de plantas com infecgdes latentes.

No caso de inspegdes fitossanitirias para certificacio de
sementes ou para fins quarentenarios, a estratégia de testar amostras compostas através
de PCR com simultdneo plaqueamento dos extratos vegetais em meio de cultura,

permite © teste rapido e sensivel de um grande nimero de amostras. Neste caso, a
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reagdo de PCR a maioria das amostras seriam eliminadas, e o plaqueamneto forneceria

um isolado para aquelas amostras com resultado positivo.
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REIVINDICAGCOES

1- Fragmento de DNA de fita dnica (pPMP-26D),
caracterizado por ter a sequéncia dada abaixo:
AATTCGGTACCCCGGGTTCGAAATCGATAAGCTTGGATCGCACAGCCACCTA
CATGCCGATCAGCGCCGATCAGGCCGCCCGGCAGCTTCCAACCTGCAGAAGG
TCAGCGCCAAGACCCCGGGTGGCTGCTCAGGACCTCACCTCGAGCGCCACTG
CAACCGGCGCCGAGCTCGGACTCCCGATC ou sua fita complementar ou suas
variantes hibridizaveis.

2- Fragmentos de DNA de acordo com a reivindicagio 1,
caracterizados por serem maiores que 10 pares de base de comprimento, e
particularmente, CAGCCACCTACATGCC, AACCTGCGCCTCTGTC,
TCGATAACCTGCGCC, CACAGCCACCTACATGC, GATCGGGAGTCCGAG,
utilizados como sondas de oligonucleotideos ou primers de PCR.

3-Prova de hibridizag8o, caracterizada por compreender
um fragmento de DNA como definido nas reagdes 1 e 2.

4-Prova de Reagdo de polimerizagdo em cadeia (PCR)
caracterizada por compreeender um fragmento de DNA como definido nas reagdes 1 e 2.

5-Prova de hibridizagdo, de acordo com a reivindicagdo 3,
caracterizada por ser rotulada com um grupo capaz de detecgio colorimétrica ou por
radiois6topos (digoxigeneina ou P32 ).

6-Conjunto para diagndstico para detecgdo de uma dada
sequéncia de nucleotideos, caracterizado por se basear nos processos de acordo com as

reivindicagGes 1 a 6.



(57) Resumo: Patente de Invencdo "FRAGMENTO DE DNA DE FITA
UNICA, PROVA DE HIDRIDIZACAO, REACAC DE POLIMERIZACAO
EM CADEIA, PROCESSO DE DETECCAO DE C.F FLACCUMFACIENS
E CONJUNTO PARA DIAGNOSTICOQ". Sao apresentados novos métodos
pelos quais € atingido um processo rapido, especifico e sensivel para
detecgdo e identificag@o de C.f. flaccumfaciens, patogeno de sementes de
feijoeiro. A detecgcdo € baseada em fragmentos de DNA especificos
utilizados em processos de hibridizagdo (radioativo ou nao-radioativos) para
deteccéo do patdégeno em experimentos de hibridizagdo de colbnias ou de
extrato de DNA ou como primers de PCR em reagbes de polimerizagao em
cadeia (PCR). A alta sensibilidade e especificidade destes ensaios e a
facilidade com que eles podem ser realizados permitem seu uso para
analises de rotina de sementes ou plantas infectadas de feijoeiro.
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Listagem de Seqiiéncias Biologicas
(1) Dados do requerente:

a) Nome: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Embrapa
b) Enderego Completo: SAIN — Parque Rural — (Final da Av. W/3 Norte) CEP.: 70770-901

( II ) Dados da Prioridade Unionista: nio ha
(III ) Titulo da Inven¢io:

" Fragmento de DNA de fita tinica, prova de hibridizag#o, primers de PCR, processo para
deteccido de C. £ flaccumfaciens e conjunto para diagnostico."

( IV ) Numero de seqiiéncias constantes do pedido: 06
( V) Formato para Leitura em computador:
a) Meio: magnético- disquete de computador
b) Computador utilizado: PC- Pentium.
¢) Sistema operacional: Windows 95
Namero identificador das Seqiiéncias:
CFo0, CF1, CF2, CF3, CF4, CF5
Caracteristicas das Seqiiéncias:
a) Tamanho: CFO0- 185 bp.
CF1- 16 bp.
CF2- 16 bp.
CF3- 15 bp.
CF4- 17 bp.
CF5- 15 bp.
b) Tipo: DNA
¢) Conformagdo da fita: fita inica
d) Topologia: desconhecida
e) Caracteristicas da molécula sequenciada:
tipo: DNA
nome: desconhecido

produto do gene: desconhecido

f) Descrig@o das Seqiiéncias:
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CFO:

1AATTCGGTACCCCGGGTTCGAAATCGATAAGCTTGGATCGCACAGCCACCTS2
ACATGCCGATCAGCGCCGATCAGGCCGCCCGGCAGCTTCCAACCTGCAGAA104
GGTCAGCGCCAAGACCCCGGGTGGCTGCTCAGGACCTCACCTCGAGCGCCALS6
CTGCAACCGGCGCCGAGCTCGGACTCCCGATC 185

CF1:
1 CAGCCACCTACATGCC 16

CF2: (reverse)
1 AACCTGCGCCTCTGTC 16

CF3: (reverse)
1 TCGATAACCTGCGCC 15

CF4:
1 CACAGCCACCTACATGC 17

CFS: (reverse)

1 GATCGGGAGTCCGAG 15
Descricio de aminoacidos:
CFO:

1 AAT TCG GTA CCC CGG GTT CGA AAT CGA TAA GCT TGG ATC GCA CAG
Asp Ser Val Pro Arg Val Arg Asn Arg * Ala Tp Ie Ala Gln

Pro Thr Cys Arg Ser Ala Pro lle Arg Pro Pro Gly Ser Phe Gln Pro

GCA GAA GGT CAG CGC CAA GAC CCC GGG TGG CTG CTC AGG ACC TCA CCT
Ala Glu Gly Gln Arg GIln Asp Pro Gly Trp Leu Leu Arg Thr Ser Pro

CGA GCG CCA CTG CAA CCG GCG CCG AGC TCG GAC TCC CGA TC 185
Arg Ala Pro Leu GIn Pro Ala Pro Ser Ser Asp Ser Arg
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