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RESUMO

A batata-doce (Ipomoea batatas (L) Lam.) € uma hortalica de importancia
nacional, uma vez que é a quarta hortalica mais consumida no Brasil com
grande adaptacao aos diversos sistemas de climas e solos, possuindo
baixo custo de producao. Nacionalmente, as regides Sul e Nordeste
destacam-se por serem responsaveis por grande parte da produc¢ao do
pais. Contudo, perdas significativas na producao tém sido observadas
decorrente da as infecdes de patdgenos fungicos, em destaque a espécie
Fusarium Oxysporum. Dessa forma,o presente trabalho teve por objetivo
fazer um estudo in silico do gene LYS2 Fusarium Oxysporum f. sp. rapae
com o intuito de obter possivel oligonucleotideos especifico para kit de
diagndstico molecular. As buscas das sequéncias génicas foram realizadas
utilizando a plataforma da plataforma do NCBI e ferramenta blast foram
selecionadas 15 sequencias para em seguida gerar a arvore filogenética

com as sequencias selecionadas e depois desenhar os marcadores para
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gPCR. Os resultados obtidos da arvore filogenética, com o método de
inferéncia bootstrap, apresentaram bons resultados de similaridades
entre as espécies. Os oligonucleotideos desenhados com a plataforma
primer3Plus demonstraram serem bons marcadores para diagnosticar o

F. oxysporum na batata doce, sendo um protocolo para técnica gPCR.
Palavras-chave: Batata-doce; Primers; kit diagnostico.
1- INTRODUCAO

A batata-doce é uma dicotiledénea pertencente a familia Convolvulaceae,
género Ipomoea e espécie Ipomoea batatas (L) Lam que agrupam
aproximadamente 50 géneros e mais de 1000 espécies, mas somente a
batata-doce tem cultivo de expressdo econémica. E uma planta de clima
tropical ou subtropical, podendo ser cultiva em regides temperadas. Esta
espécie vem despertando grande interesse dos pesquisadores por conta
da diversidade de material existente no Brasil, por sua rusticidade e alta
produtividade, além de destaca-se por seu cultivo e por um baixo custo
de implantacao (Mota et al. 2011). A batata doce € um alimento
fundamental na dieta brasileira, especialmente no Nordeste do pais, onde
desempenha um papel vital tanto na nutricao quanto na economia
regional. Segundo IBGE, (2020) a batata doce ¢é valorizada por sua
resisténcia a condig¢des climaticas adversas, sendo uma escolha robusta
para os agricultores da regiao. Segundo Mota et al. (2011) destaca que,
além de ser uma fonte rica em carboidratos, vitaminas A e C, a batata
doce € também uma importante fonte de renda para pequenos
produtores, devido a sua demanda constante nos mercados locais e
nacionais. Essas caracteristicas tornam a batata doce um componente
essencial nao apenas na dieta dos brasileiros, mas também em seus
aspectos socioecondmicos, especialmente no Nordeste, onde a

agricultura € uma parte crucial da identidade cultural e econémica.

As doencas da batata doce representam um desafio significativo para os

agricultores, impactando diretamente a produtividade e a qualidade dos



cultivos. Dentre as doencas, destaca-se o Fusarium oxysporum f. sp. rapae
sendo um patdgeno fungico que representa uma ameaca significativa a
producao de batata doce no estado da Paraiba. A infeccao desse fungo
ocorre principalmente através do solo, onde o fungo pode persistir por
longos periodos mesmo na auséncia de plantas hospedeiras, como
mencionado por Martins et al. (2020), acarretando os sintomas de
murcha, amarelecimento e necrose das folhas, comprometendo

severamente a qualidade e o rendimento das culturas.

A compreensao do ciclo de vida e da biologia de Fusarium oxysporum f.
sp. rapae é crucial para o desenvolvimento de métodos de controle mais
eficazes e sustentaveis, destacando a importancia da pesquisa continua
nesta area. A deteccao molecular de Fusarium oxysporum em batata
doce € uma area crucial para a prevencao e manejo eficaz da murcha de
Fusarium, uma das doencas mais devastadoras dessa cultura. As técnicas
de deteccao molecular permitem identificar o patdgeno com precisao e
rapidez, mesmo em estagios iniciais da infeccao, o que é fundamental
para o controle eficiente da doenca. A PCR (Reacao em Cadeia da
Polimerase) € uma das técnicas mais utilizadas para a deteccao de
Fusarium oxysporum, como destacado por Santos e Almeida (2019). Esta
técnica permite a amplificacao de segmentos especificos do DNA do
patdégeno, facilitando sua identificacao rapida e precisa. Outra abordagem
€ a gPCR (PCR quantitativa), que, conforme descrito por Oliveira et al.
(2020), nao apenas detecta, mas também quantifica a carga do patégeno,
proporcionando uma avaliacao da severidade da infeccdo. Essas
tecnologias nao s6 melhoram a precisao na deteccao de doencas, mas
também contribuem para a implementacao de estratégias de manejo
integrado de doencas, reduzindo a dependéncia de fungicidas e apoiando
praticas agricolas mais sustentaveis. Dessa forma, O desenvolvimento de
kits de diagnostico para Fusarium, particularmente para patégenos como
Fusarium oxysporum, € essencial para o manejo eficaz das doencas em
culturas agricolas. Estes Kkits oferecem métodos rapidos, precisos e
acessiveis para a deteccao do patdégeno, contribuindo significativamente

para a prevencgao e controle de surtos de doencas. Portanto, considerando



gue o estado da Paraiba se destaca como produtor de batata doce
(Soares et al, 2002), e que as técnicas moleculares sao étimas opcdes para
diagnodsticos de fitopatdgenos, o presente trabalho teve como objetivo
analisar in silico a filogenia do gene LYS2 de espécie Fusarium Oxysporum
fsp rapae e desenvolver oligonucleotideos para diagndstico do fungo em

batata doce.

2- METODOLOGIA

O presente trabalho foi realizado inteiramente in silico, com uso de
ferramentas de softwares e servidores para obter e manipular os dados
referentes ao gene LYS2 (acesso GenBank — AB586946.1) relacionado ao
patogeno fungico Fusarium oxysporum em batata-doce (/lpomoea

batatas).

TRIAGEM E OBTENCAO DAS SEQUENCIAS

Foram feitas pesquisas na plataforma do NCBI com a ferramenta PubMed
com o intuito de encontrar o gene de
conservagao dentro do Fusarium oxysporum, e comoresultado foi
escolhido o gene da LYS2, visto que é o mais promissor relacionado com
conservagao dentro da espécie de estudo e demais especeis do género. A
sequéncia do gene foi obtida com a mesma plataforma, mas com a
ferramenta do GenkBank ( . Para
encontrar as sequencias similares com o gene da LYS2, foi utilizado a
ferramenta do mesmo servidor, o BlastG
( , sendo coletado 15
sequéncias juntamente com a pesquisa. Nas sequéncias da pesquisa,
foram adicionadas na triagem tanto espécies do Fusarium spp quanto de
outros microrganismos, levando em consideracao o grau de similaridade

entre o gene escolhido (Santos, 2021).

ANALISE FILOGENETICA E AGRUPAMENTO DAS SEQUENCIAS
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As sequéncias génicas obtidas, foram primeiramente alinhadas pelo
algoritmo ClustalW do software MEGA Xl para visualizacao dos dados e
em seguida, usando o mesmo software, a producao da arvore filogenética
(Santos, 2021). A construcao da arvore filogenética deu-se pelo método de
maxima parcimbdnia com bootstrap de mil réplicas, modelo de
substituicao padrao do programa, realizado um total de 15 sequéncias

para analises.

PRODUCAO E VALIDACAO DE PRIMERS

Com o uso do servidor NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omc/), foi
coletado a sequéncia de DNA do gene da lisina (LYS2). Posterior, os
primers foram desenhados nos servidores Primer-blast no NCBI
( e Primer3Plus
(

Vilhena, 2015). Para validacao dos primers, foi usado o servidor Oligo Cal

(Kibbe, 2007,
Santos, 2021).

PROCOTOLO DE EXTRACAO DE DNA E TECNICA RT-gPCR e LAMP

Foram feitas triagens na literatura de protocolos de extracao de DNA de
fitopatdgenos fungicos para a extracao de DNA visando qual teria maior
custo beneficio e menor tempo de processo, e assim foi indicado para o

kit de extracao de DNA, DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen Brasil).

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das buscas de dados feitas na plataforma no NCBI, foram
coletadas sequéncias depositadas até o ano de 2022 que fosse similar
com a sequéncia do gene de interesse, lisina — LYS2, usando a ferramenta
Blast presente na plataforma. A Tabela 1 demonstra os fungos e o cédigo

de acesso das sequéncias depositadas no banco de dados.
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Tabela 1-Informacdes relacionadas com as sequéncias do Gene LYS2.

Dados coletadas com a ferramenta Blast da plataforma NCBI

Fungo Coédigo Acesso
Fusarium oxysporum f. sp. rapae AB586946.1
Fusarium subglutinans AB586959.1
Fusarium proliferatum AB586957.1
Fusarium fujikuroi AB725608.1
Fusarium phyllophilum AB586956.1
Fusarium verticillioides AB586960.1
Fusarium musae putative XM_044820443.1
Fusarium mangiferae putative XM_041828816.1
Fusarium tjaetaba XM_037352590.1
Fusarium redolens XM_046191600.1
Fusarium odoratissimum XM_031212870.1
Fusicolla violacea AB586949.1
llyonectria robusta XM_046252900.1
Cordyceps militaris XM_006668541.1
Metarhizium brunneum XM_014686153.1

O alinhamento das sequencias com a ferramenta de algoritmo ClustalW
do software MEGA XI. Logo apds ao alinhamento com a ferramenta de
algoritmo ClustalW do software MEGA Xl, com a ferramenta de
construcao de arvores filogenéticas e com o método de maxima
parcimonia e de inferéncia o bootstrap de mil réplicas, foi construida a
arvore filogenética (Figura 1), para entender o grau de similaridade entres
as espéecies do género Fusarium spp, uma vez que ha sequencias

similares dentre e entre espécies.
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Analisando a arvore filogenética, Figura 1, pode-se observar uma
homogeneidade grande, ja que, dentre as 15 sequéncias, 11 sao do género
Fusarium spp. E possivel notar que o grupo existente é muito espesso,
possuindo 6 espécies: F. odoratissimum, F. oxysporum f.sp rapae, F.
redolens, llynoctria robusta, F. phyllophilum, e F. subglutinans. Ademais,
0s Fusarium estao presentes também, formando grupos: F. proliferatum e
F. fujikurol, F. verticillioides e F. musae putative, e Fusicolla violacea e

Cordyceps militaris. A analise filogenética demonstra que o grupo da



espécie Fusarium oxysporum f. sp. rapae, formou um clado distinto das
demais espécies, como ocorreu na arvore filogenética da Figura 1 e nos
trabalhos realizados por Watanabe et al., (2011). Ainda, Watanabe et al,,
(2011) apresentam resultados de filogenia com as espécies do Fusarium
com bastante similaridade usando o método da maxima verossimilhanca
envolvendo mais um gene, incluindo o gene da LYS2. Diante dos
resultados obtidos destes autores, um clado na arvore filogenética
apresentou uma relacao de espécies que estao presente neste trabalho,
com o teste de confiabilidade de mais de 90% em relacao ao método
utilizado pelos autores. Além disso, os autores enfatizam a importancia do
estudo filogenético com o Fusarium, visto que os conhecimentos
taxondmicos possibilitam conhecer a evolucao de um organismo de
importancia socioeconémica. Ocasionalmente, a filogenia molecular e a
inferéncia da classificacao taxondmicas das espécies € uma concepcao
plausivel, visto que a arvore filogenética de gene atribui sua construcao
em um conjunto de homologos, isso a partir de dados moleculares que

podem ter representacao de uma espécie (Santos, 2021).

Figura 1- Arvore filogenética bootstrap consensus do gene LYS2 do

microrganismo Fusarium oxysporum f. sp. rapae obtida no MEGA-XI.

Apods a analise da arvore filogenética, foi desenhado os oligonucleotideos
especificos das sequéncias estudadas para a viabilizacao de possivel
estudo experimental relacionado ao diagndstico de Fusarium em estudo
Na espécie de batata-doce (Tabela 2). Na presente tabela 2 é possivel
observar a sua sequéncia, sentido, tamanho e outras informacgdes de
relevancia para realizacao do trabalho em bancada (/in situ) na parte de
execucao da gPCR, para que encontre a regidao de interesse do gene na

sequéncia do

Fusarium que ira diagnostica a /pomoea batatas como infetada ou nao.
Desta forma, a sequéncia do gene foi usada na construcao dos
oligonucleotideos, uma vez que o0 gene LYSZ2 estar relacionado com a

sintese de lisina e é altamente especifico em fungos, e tem uma relagao



positiva dentro do género Fusarium (Watanabe et al, 2011), razao pela qual
foi escolhido o referido gene. Com a sequéncia do DNA do gene, foi
possivel determinar os primers e quais deles se estabelecia dentro dos
parametros estimados. Assim, apds a construcao dos devidos primers,
pode-se analisar os trés parametros relacionados a sua qualidade:
parametro 1-tamanho (desejavel de 18 a 28 bases — especificos e
estaveis); parametro 2 — temperatura de anelamento (dentre 50 a 60 °C); e
parametro 3 — porcentagem de guaninas e citosinas (preferivel entre 45 a
55%). Diante de todos esses parametros quanto mais proximo dos

resultados desejaveis, mais especifico, eficiente e seguro sera o primer.

Tabela 2 - Oligonucleotideos do gene LYS2 de Fusarium oxysporum f. sp.

rapae
Temperatur %0
ade (Citoama  Rlek  DelaS Dieka Dielinl
Prmers Tamanho Seyudnce §'—3" Rentido anelamesto e Cal " Keal Eeal Mol RealMuol  Platalorma
(*C} Gusnmaj  *mol) Mol
i) ATATCCAGCACGTAAGGTIG  Positive 543 IT;
Primet | 7 33 GGACTIAGUIGACTAAGACTCCT Negativo 553 aTE A 49 234 1503 Prinet WPl
20 GCACGTAAGGTIGAGTGAAT  Positivo 550 a5
Frimer 2 1 GGACTTAGCTOACTAAGACTOCT Negative 533 E MA 4y W7 1629 Primer3Fua
33 GCIGIATCCTACTITOAGGICAC  Posifive 571 I
P ™3 GOATATAGATCTCTCCAACCAC  Negative 544 AR5 B A X i Sl
o 31 GAAGATCACACCAAGATCIGIC Postive 562 488
Prismer 4 z ACCTOTGACGTAAAGTCTGTCT | Negativo 556 475 3hA04 4533 2,1 1717 PrimeriPhis

A partir da determinacao do melhor do oligonucleotideos, segundo os
critérios estabelecidos, € indicado um protocolo de gPCR com as
sequéncias do gene da lisina (LYS2). Para a extracao de DNA em tecidos
vegetais, é utilizado o kit de extracao de DNA de fungos DNeasy® Plant
Kit (Qiagen Brasil). Para realizacdao da gPCR, € utilizado o DNA extraido das
amostras, com o kit de extracao de DNA, DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen
Brasil). O procedimento de deteccao de gPCR consistente do método
descrito por Chai et al. (2020). Assim, 20uL volume de reacao contendo
10uL de SuperReal PreMix Plus, 0,2uL de Primers 3/Primers 4 (10uM)
(Tabela 2), TuL de DNA modelo (210 ng) e 0,4ulL de 50xCorante de
referéncia ROX. Para a amplificacao € usado o sistema ABI 7500 Real-Time
PCR (Applied Biosystems Brasil). A fluorescéncia € detectada apods cada

ciclo, em que sera possivel fazer o diagndstico molecular.

4- CONSIDERAGOES FINAIS



e Foi possivel observar uma identidade proxima do gene LYS2 no
agrupamento filogenético;

e Os oligonucleotidoes obtidos na plataforma Primer3Plus (3 e 4)
foram os mais indicados na analise in silico;

e Foi possivel propor um kit diagnodstico utilizando a técnica gPCR
com os oligonucleotideos obtidos in silico diagndstico do fungo em

batata doce.
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