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RESUMO GERAL

O Moko da bananeira e heliconia causado por Ralstonia solanacearum raca 2,
biovar 1, é uma das principais doencas dessas culturas, em fungdo dos riscos
econbmicos que representam para as regides brasileiras, sobretudo para o Nordeste,
principal produtor de banana do Brasil. R. solanacearum é uma praga quarentenaria
presente (A2) restrita aos estados do Amapa, Amazonas, Para, Rondbdnia, Roraima,
Pernambuco e Sergipe. O objetivo deste trabalho foi analisar a diversidade de 38
isolados de bananeira e heliconias relacionados ao Moko, para caracterizacdo de sua
diversidade fenotipica, patogénica e genética e posicionamento filogenético. Todos os
isolados foram caracterizados como filotipo Il. A andlise filogenética do gene egl
revelou a presenca das sequevares I1A-6 e 11A-24, ja descritas para 0 Moko e de duas
sequevares (I1A-41 e 11B-25) até entdo ndo relacionadas a esta doenca, além de uma
nova sequevar para o complexo R. solanacearum relacionada ao Moko, sendo proposta
a denominacdo I1A-53. Todos os isolados foram patogénicos a bananeira e 12 também
foram patogénicos ao tomateiro. A andlise de BOX-PCR indicou alta diversidade na
populacdo, com a formagéo de 19 grupos sendo 13 constituidos, cada um por um Unico
isolado. O perfil bioquimico obtido através do sistema Biolog® Gen III, também

confirmou a alta diversidade entre os isolados.

Palavras-chave: Musa spp., filogenia, filotipo, sequevar, BOX-PCR
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ABSTRACT

The Moko of banana and heliconia caused by Ralstonia solanacearum race 2
biovar 1 is a major disease of these crops, depending on the economic risks posed to the
Brazilian regions, especially the Northeast, the largest producer of banana in Brazil. R.
solanacearum is a quarantine pest present (A2) restricted to the states of Amapa,
Amazonas, Pard, Pernambuco, Rondénia, Roraima and Sergipe. The objective of this
study was to analyze the diversity of 38 isolates of banana and heliconia, to characterize
their phenotypic, pathogenic, genetic diversity, and phylogenetic position. All isolates
clustered in phylotype Il. Phylogenetic analysis of egl gene revealed the presence of
sequevars I1A-6 and 11A-24 already described for Moko and two sequevars (I11A-41 and
[1B-25) not related to Moko till now but to solanaceas. A new sequevar for the R.
solanacearum complex related to Moko was also proposed, 11A-53. All isolates were
pathogenic to banana plants and 12 isolates were also able to cause wilt in tomato
plants. The analysis of BOX-PCR showed high variability within the population, with
formation of 19 groups, 13 of them consisting of a single isolated. The biochemical
profiles obtained by Biolog® Gen I1I system also confirmed the high variability among

isolates.

Keywords: Musa spp., phylogeny, phylotype, sequevar, BOX-PCR
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Diversidade de isolados brasileiros de Ralstonia solanacearum raca 2

A cultura da bananeira

A bananeira (Musa spp.) € a frutifera tropical mais cultivada no mundo
(NOMURA et al., 2010), tendo uma grande importancia no cenario econémico mundial,
tanto no que se refere a producdo quanto a comercializacdo, caracterizando-se por ser
cultivada durante todo o ano e pelo alto consumo, valor nutritivo e comercial de seus
frutos, associado ao seu baixo custo de produgdo (AGRIANUAL, 2009).

A maioria das cultivares de banana tem seu centro de origem no continente
Asiatico, embora existam centros de origens secundarios na Africa Oriental e llhas do
Pacifico (DANTAS et al., 1999). Na literatura ndo existem relatos claros que indiquem
como a cultura da banana foi introduzida no Brasil. No entanto, segundo Moreira e
Cordeiro (2006) ha indicios de que indigenas brasileiros ja cultivavam a banana desde
antes do ano de 1500, encontrados em cartas escritas por Pero Vaz de Caminha. Apesar
da cultura da bananeira ndo ser originaria do Brasil, a mesma é cultivada em todo o
territério nacional (SEBRAE, 2008).

Entre as frutas frescas que sdo comercializadas no mundo, a banana tem um
papel de destaque, tendo sido a mais produzida em 2011, com uma producdo de 106
milhdes de toneladas, destacando-se a India como principal pais produtor (SILVA
NETO; GUIMARAES, 2011). Em 2011, o Brasil foi o quinto maior produtor mundial,
com producdo de 7,3 milhdes de toneladas, em 535 mil hectares de area cultivada
(FAOQ, 2011). Segundo dados do IBGE (2012) a producéo de bananas no Brasil teve um
incremento de 2,6% entre os anos de 2009 e 2010, movimentando cerca de R$ 3,7
bilhGes, o que corresponde a 15,5% do valor total da producéo de frutas do pais. Em
2011, a regido Nordeste foi responsavel por 38,5% da producéo brasileira, destacando-
se 0s estados da Bahia, Pernambuco e Sergipe (IBGE, 2012).

As cultivares de banana, na sua maioria, apresentam trés niveis cromossémicos
distintos: diploide, tripldide e tetrapldide, os quais correspondem, respectivamente, a
dois, trés e quatro multiplos do numero béasico de 11 cromossomos (x = n). Essa
evolucdo ocorreu a partir das espécies diploides selvagens M. acuminata Colla (AA) e
M. balbisiana Colla (BB) (SIMMONDS; SHEPHERD, 1955). Apds o cruzamento
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dessas duas espécies entre si resultou em uma mutacdo ocasionando o surgimento de
individuos triploides e tetraploides (MANICA, 1997). A partir disso, foram definidos
grupos gendmicos que sdo as combinacOes variadas dos genomas de bananeiras
demoninados pelas letras A (M. acuminata) e B (M. balbisiana), cujas combinagdes
resultaram nos grupos descritos na Tabela 1 (CORDEIRO, 2000).

Tabela 1. Grupo genémico e subgrupo das principais cultivares de bananeiras plantadas
no Brasil (SILVA et al., 2002).

Grupo gendémico Subgupo Cultivares

AA Ouro

AAA Caipira

AAA Cavendish Nanica, Nanicdo, Grande Naine, Williams
AAA Gros Michel Gros Michel, Highgate

AAB Macéd, Thap Maeo, Mysore
AAB Prata And ou Enxerto

AAB Prata Prata, Branca, Pacovan

AAB Terra Terra, Terrinha, Pacovagu, D’Angola
ABB Figo Figo Vermelho, Figo Cinza
AAAA Hibrido IC-2

Embora o Brasil seja um potencial produtor e consumidor de banana, a
bananicultura nacional sofre sérios problemas nas fases de producéo e pos-colheita, o
que é um fator limitante na sua insercdo no mercado internacional (BUAINAIN;
BATALHA, 2007). Um desses fatores é a perda em quantidade e qualidade dos frutos
devido a problemas fitossanitarios. Entre os problemas fitossanitarios as doencas de
origem flngicas, como a sigatoka amarela, sigatoka negra e mal-do-panama, e de
origem bacterianas, como 0 Moko da bananeira, tém destaque relevante para cultura da
bananeira (CORDEIRO, 2000).

Moko da bananeira e heliconia
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Bananeiras triploides, heliconias e outras muséceas sdo infectadas por Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., raca 2, biovar 1, causando Moko na bananeira e
heliconia (HAYWARD, 1994).

Essa bactéria tem sido descrita como um dos patdgenos bacterianos mais
importantes do mundo, capaz de causar danos em cerca de 450 espécies de plantas
pertencentes a mais de 54 familias boténicas, entre as quais, culturas de alto valor
econbémico, como banana, tomate (Solanum lycopersicum L.), batata (Solanum
tuberosum L.), berinjela (Solanum melongena L.) e pimentdo (Capsicum annum L.)
(XU etal., 2009).

Ralstonia solanacearum pertence ao reino Procariotae, divisdo Bacteria, classe
Proteobacteria, subclasse  p-Proteobacteria, ordem  Burkholderiales, familia
Burkholderiaceae (YABUUCHI et al.,1995). E um fitopatdgeno vascular, habitante do
solo, gram-negativo, ndo formador de esporo. Suas colbnias podem apresentar dois
tipos morfoldgicos, em placas de agar: fluida ou mucoide e afluida ou ndo mucoide
(EPPO, 2004; KELMAN, 1953). Em meio de cultura de Kelman contendo tetrazdlio,
isolados virulentos apresentam coldnias brancas com centro réseo (Figura 1), e
vermelhas nos avirulentos (KELMAN, 1954).

Figura 1. Col6nias avirulentas de Ralstonia

solanacearum exibindo bordas brancas e centro

réseo.

A célula bacteriana tem a forma de bastonete, reto ou levemente curvo, medindo
aproximadamente 0,5-1,0 x 1,5-3,0 um e ndo produz pigmento fluorescente. Isolados
virulentos sdo essencialmente ndo flagelados e ndo moveis, enquanto os isolados

avirulentos sdo moveis por meio de 1 a 4 flagelos polares. Produzem poli-B-hidroxi-
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butirato (MEHAN et al., 1994), apresentam metabolismo oxidativo e geralmente sdo
aerobios estritos. Alguns isolados podem reduzir nitrato a nitrito e produzir gas a partir
de nitrato. Ndo hidrolisam o amido, caseina e arginina diidrolase e hidrolisam
fracamente a gelatina. S&o oxidase e catalase positivos, e lipase negativos; ndo utilizam
arginina ou betaina como Unica fonte de carbono. Crescem na faixa de 25 a 35°C,
variando de acordo com os isolados; 0s provenientes de areas tropicais apresentam
temperatura Otima na faixa de 35°C. Seu crescimento € inibido em meio &cido e
favorecido em condicdes alcalinas. Tolerante a sais, podendo crescer em NaCl a 1% em
meio liquido, com pouco ou nenhum crescimento em NaCl 2% (EPPO, 2004;
KELMAN, 1953; MEHAN et al., 1994).

O fitopatogeno esta presente em varios paises como: Belize, Brasil, Coldmbia,
Costa Rica, Equador, El Salvador, Granada, Guatemala, Guiana, Honduras, Jamaica,
Meéxico, Nicardgua, Panamd, Peru, Suriname, EUA e Venezuela, nas Américas; Etiopia,
Libia, Malawi, Nigéria e Senegal na Africa e India, Filipinas, Indonésia, Malasia,
Tailandia e Vietnd, na Asia (OEPP/EPPO, 2006) No entanto, apesar do agente
etioldgico estar presente em diversas areas produtoras, a doenga possui uma distribuicédo
restrita (CORDEIRO, 2000). Tal fato se deve a presenca de linhagens do patégeno que
ndo atacam a bananeira, ficando a doencga restrita ao hemisfério ocidental e Filipinas
(WICKER et al, 2007).

Segundo relatos, o Moko da bananeira surgiu na Guiana por volta de 1840
(CORDEIRO, 2000) e, posteriormente, ocasionou problemas em plantios de Trindad e
Tobago. No Brasil, o primeiro registro da doenca foi oficialmente confirmado no ano de
1976, no entdo Territorio Federal do Amapa (estado do Pard) (TOKESHI; DUARTE,
1976). Posteriormente, o Moko foi relatado em alguns estados da regido Norte
(Amazonas, Para, Rondbnia, Amapéa, Roraima) (MAPA, 2007; COELHO NETO et al.,
2004; LINS; COELHO, 2004; ZAMBOLIM et al, 2002). No Nordeste, também foram
detectados focos da doenca em bananeira nos estados da Paraiba, Ceard (PONTES;
FREIRE, 1972), Alagoas e Sergipe (ANDRADE et al., 2009; TAKATSU, 2001).

Em heliconias, o Moko foi assinalado pela primeira vez no Brasil em
Pernambuco, no ano 2000 (ASSIS et al., 2000). A doenca também foi detectada no
Distrito Federal em helicnias e musaceas ornamentais (ZOCCOLI et al., 2009).

Atualmente, R. solanacearum é uma praga quarentenaria presente (A2) no Brasil

restrita aos estados do Amapa, Amazonas, Pard, Rondonia, Roraima, Pernambuco e



17

Sergipe (MAPA - Instru¢do Normativa N° 52 de 20/11/2007). Esse organismo também
é considerado praga quarentenaria pela legislacdo Europeia e é tratado como potencial
agente de bioterrorismo nos Estados Unidos da América (AILLOUD et al., 2012).

A sintomatologia do Moko da bananeira depende da idade da planta, da cultivar
de bananeira, isolado envolvido e das condiges ambientais (CORDEIRO, 2000). Os
sintomas da doenga manifestam-se principalmente por murcha das plantas em qualquer
fase do ciclo vegetativo. Em plantas que ainda ndo entraram na fase de producéo, pode
ocorrer amarelecimento e necrose das folhas, iniciando-se pelas mais centrais e
evoluindo para as demais (Figura 2A). As folhas podem curvar-se dorsalmente,
provocando a quebra do peciolo (Figura 2A), sendo a folha mais velha a ultima a
sucumbir. Em brotagcbes novas, surgem sintomas de enegrecimento e distorcao foliar.
Em cachos de plantas infectadas, ocorre o amadurecimento prematuro de frutas de
forma isolada. O amarelecimento externo &€ acompanhado internamente por uma
podriddo seca, rigida e de coloragdo parda seguindo-se de escurecimento e
apodrecimento (Figura 2B) (AGRIQOS, 2005; CORDEIRO, 2000). No sistema radicular

observa-se apodrecimento das raizes, as quais se tornam escuras (CORDEIRO, 2000).
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Figura 1. Sintomas do Moko da bananeira: (A) plantas murchas, amarelecimento,

necrose, seca das folhas e quebra do peciolo; (B) frutas com podridéo seca.

Os sintomas internos em bananeira caracterizam-se por uma descoloracdo
vascular no rizoma, pseudocaule, engaco, raquis femininas e nos frutos. No rizoma
observa-se descoloracdo dos feixes vasculares na regido central, representada por
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pontuacOes avermelhadas dispersas (CORDEIRO, 2000). No pseudocaule ocorre
escurecimento vascular, ndo localizado, caracterizado por pontuagbes escurecidas
(PEREIRA et al., 2000). No engaco e nas raquis 0 escurecimento vascular é
caracterizado por pontuacBes avermelhadas distribuidas por toda sua extensdo
(GONDIM; CAVALCANTE, 2001).

Em plantas adultas de helicdnias, ocorre amarelecimento que geralmente se
inicia pelas folhas centrais, progredindo para murcha e seca da planta. Observa-se
escurecimento da parte central do pseudocaule e do rizoma, os quais cortados
evidenciam exsudacao bacteriana. Nas brotagdes, as folhas ainda enroladas, apresentam
deformacéo, amarelecimento e necrose que impedem o desenvolvimento, seguindo-se o
colapso e morte da planta (MARIANO et al., 2007/2008; ZOCCOLI et al., 2009). Nas
areas de plantios comerciais a doenca geralmente ocorre em reboleiras (ZOCCOLI et
al., 2009).

Ralstonia solanacearum raga 2 invade os tecidos vasculares das plantas através
de ferimentos nas raizes e nos tecidos de emergéncia de raizes secundarias (VASSE;
FREY; TRIGALET, 1995). Apo6s dois a trés dias, o cOrtex ja se apresenta inteiramente
colonizado, juntamente com o parénquima vascular e os vasos do xilema (SAILE et al.,
1997). A presenca do crescimento bacteriano e a producéo de exopolissacaridio (EPS),
principal fator de viruléncia deste fitopatdgeno, interrompem o fluxo de adgua das raizes
as folhas, o que resulta na reducdo do transporte de agua ocasionando a murcha da
planta por estresse hidrico (HIKICHI et al., 2007). O sucesso da infeccdo e posterior
colonizagdo, assim como intensidade do ataque, podem variar dependendo da
susceptibilidade da planta, da viruléncia dos isolados e de fatores ambientais favoraveis
(CORDEIRO, 2000). A presenca da bactéria no xilema indica que o movimento da
mesma ocorre através do fluxo de 4gua (GONZALEZ; ARIAS; PETEIRA, 2009).

A disseminacdo da doenca pode ser de diferentes formas, entre as quais se
destacam o uso de ferramentas infectadas durante os tratos culturais, contato entre raizes
e solo/raiz, mudas infectadas, agua de superficie, insetos visitadores de inflorescéncias,
como as abelhas (Trigona spp.), vespas (Polybia spp.) e moscas das frutas (Drosophila
spp.) (CORDEIRO, 2000), nematoides e 0 homem (KELMAN et al., 1994).

A sobrevivéncia de R. solanacearum é favorecida por condi¢cdes de umidade
elevada do solo, enquanto periodos secos reduzem a viabilidade do patégeno e
diminuem a intensidade da doenca (HAYWARD, 1991). No estado do Amazonas, 0
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Moko estd associado a plantacbes de banana sujeitas a inundagBes periddicas
(COELHO NETTO; NUTTER JR., 2005). Em cultivo de banana, na auséncia da planta
hospedeira, a sobrevivéncia do patdgeno diminui com o tempo, ndo dependendo do tipo
de solo (PEREIRA; NORMANDO, 1993). A presenca de plantas voluntarias e plantas
daninhas hospedeiras permitem a multiplicacdo e sobrevivéncia da bactéria por muitos
anos no solo, por contribuirem como fonte alternativa de inoculo e para manutencao dos
niveis da bactéria no solo (JABUONSK; HIDALGO, 1987).

O controle do Moko é extremamente dificil, principalmente devido a ampla
gama de hospedeiras, alta variabilidade genética do patégeno e a sobrevivéncia no solo
por longos periodos, tornando o controle quimico invidvel e anti-econdémico (LOPES,
1994). Dessa forma, impedir a entrada da doenca na area de cultivo, proceder a deteccédo
precoce e a rapida erradicacdo das plantas infectadas, podem auxiliar no convivio com a
doenga, mantendo-a em baixa incidéncia no campo. No entanto, a detec¢do de R.
solanacearum em plantas assintomaticas e hospedeiras alternativas ¢ dificultada, devido
a falta de um sistema de deteccdo eficiente, assim como, inspecdo do campo por
profissionais qualificados (PINHEIRO, 2010).

Diversidade de Ralstonia solanacearum

Estudos tém mostrado que os diferentes processos seletivos ocorridos nas
populacOes bacterianas tém elevado a diversidade genética. A distancia geografica
também tem provocado divergéncias, uma vez que, pode influenciar na variacdo e na
estrutura genética da populacdo, devido a redugdo no fluxo génico (LIU et al., 2009;
NORMAN et al., 2009; TOUKAM et al., 2009). Além disso, a capacidade natural de
troca de material genético por meio de transferéncia horizontal de genes, durante o
processo de infeccdo de R. solanacearum, também contribui para a alta diversidade
encontrada (BERTOLLA et al., 1999).

Ralstonia solanacearum é classificada ao nivel infraespecifico em cinco racas
(HE; KELMAN; SEQUEIRA, 1983) e seis biovares (HAYWARD, 1964). As ragas sao
diferenciadas pela gama de hospedeiros (HE; KELMAN; SEQUEIRA, 1983). Araca 1
compreende isolados que infectam o maior nimero de culturas, desde solaniceas a
outras plantas, destacando-se bananeiras ornamentais (Musa sp.), heliconia (Heliconia

spp.) e a ornamental ave do Paraiso (Strelitzia reginae Banks). J& na raca 2 encontram-
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se os isolados que afetam as bananeiras tripldides (banana comestivel e banana
subgrupo Terra ou Platano) e heliconias (HAYWARD, 1994); enguanto que na raca 3
estdo os isolados que colonizam especificamente a batata e ocasionalmente tomate, mas
ndo colonizam outras culturas (BUDDENHAGEN; SEQUEIRA; KELMAN, 1962). As
racas 4 e 5 infectam o gengibre (Zingiber officinale L.) e a amoreira (Morus nigra L.),
respectivamente (HAYWARD, 1994).

Com relacédo a raca 2, causando Moko em banana, banana subgrupo Terra e
helicbnia na América Central e do Sul, foram definidos cinco grupos ou ecotipos com
caracteristicas de especificidade, agressividade e/ou viruléncia diferenciadas (FRENCH,;
SEQUEIRA, 1970). Grupo A, proveniente da Bacia Amazbénica, ocorre nas margens de
rios sujeitas a inundacbes e pode ser transmitido por insetos; Grupo D, provoca
distorcdo das plantas e murcha lenta em bananeiras; Grupo B, da banana, € altamente
virulento, induzindo murcha répida, tem capacidade de infectar bréacteas florais e
sobreviver no solo; Grupo H, de heliconias; e Grupo SFR, apresenta col6nias pequenas,
fluidas e redondas, é altamente virulento a banana e transmitida por insetos, tem alta
capacidade invasora de bracteas florais e sobrevive no solo (FRENCH; SEQUEIRA,
1970).

A classificagdo de acordo com a biovar é definida através da utilizacdo de
aclcares (dextrose, maltose, lactose, celobiose e trealose) e alcoois (manitol, sorbitol,
dulcitol) como fonte de carbono e formacao de acidos, a partir dessas fontes, aliada a
reducdo de nitrato a nitrito e producdo de gas a partir de nitrato, sendo classificados em
seis biovares (HAYWARD, 1964; HE; KELMAN; SEQUEIRA, 1983). A biovar 1 ndo
utiliza nenhum desses compostos, em contrapartida, todos s@o utilizados pela biovar 3.
A biovar 2 foi subdividida em: 2A (A para Andes) que ocorre em regifes com elevada
altitude e 2T (T para tropical) que ocorre em regibes com baixa altitude, também
conhecida como biovar N2 (HAYWARD, 1994).

Atualmente R. solanacearum é considerada um complexo de espécies, o qual é
definido como um grupo de isolados relacionados, cujos membros individuais podem
representar mais de uma espécie. Ralstonia syzigii (Roberts et al.) Vaneechoutte et al.,
agente causal da “doenca de Sumatra do cravo da india” em Java e Sumatra e a ‘Blood
disease bacterium’ (BDB) que ocorre na Indonésia, também participam deste complexo
(FEGAN; PRIOR, 2005), no entanto, suas ocorréncias nunca foram relatadas no Brasil.

Estudos recentes tém sugerido que esse complexo teria se originado na regido da



21

Oceania/Indonésia, posteriormente migrado para a Africa, e de 14 para a América do Sul
(possivelmente antes da fragmentacdo do continente ancestral Gondwana) e Asia
(WICKER et al., 2012). Considerando estudos de hibridacio DNA-DNA (ROBERTS et
al., 1990; VANEECHOUTTE et al., 2004), Remenant et al. (2012) concluiram que o
complexo é polifilético, apresentando trés grupos de estirpes que excedem o limite
aceito para especiacgdo, e propGem além de R. solanacearum, a criacdo de duas novas
espécies (Ralstonia sequeirae e R. haywardii) e trés subespécies (Ralstonia haywardii
subsp. celebensis, R. haywardii subsp. solanacearum, R. haywardii subsp. syzygii).

A taxonomia infraespecifica de R. solanacearum sofreu um processo de revisao
que tem permitido o estudo do relacionamento filogenético, evolutivo e da variabilidade
deste complexo (SILVEIRA et al., 2005). Inicialmente técnicas moleculares que
formam “fingerprint” genético, tais como RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism - Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo), RAPD
(Random Amplification of Polymorphic DNA — Polimorfismo de DNA amplificado ao
acaso) e rep-PCR (Repetitive element sequence based-polymerase chain reaction—
Reacdo em cadeia da polimerase baseada em sequéncias de elementos repetitivos)
foram utilizados nesses estudos (GARCIA, 2011). Outras técnicas utilizadas para
esclarecer a filogenia deste complexo de espécies, como 0 sequenciamento da regido
ITS (16S-23S rRNA), do gene hrpB e do gene da endoglucanase (egl) (FEGAN;
PRIOR, 2006; WICKER et al., 2007) tém sido utilizadas.

A partir de analises de RFLP, 33 grupos ou gendtipos de R. solanacearum
correspondendo a duas divisdes distintas (I e Il) fortemente relacionadas a origem
geogréfica dos isolados foram obtidas por Cook et al. (1989, 1991) e Gillings e Fahy
(1994). A divisdo | compreendeu isolados principalmente da Asia, da raca 1 e biovares
3, 4 e 5. A divisdo Il isolados originados das Ameéricas, pertencentes as biovares 1
(racas 1 e 2) e 2 (raga 3, exceto biovar N2). Taghavi et al. (1996) baseado no
sequenciamento da regido 16S do rDNA subdividiu a divisdo Il nas subdivisdes 2a
(isolados da América) e 2b (isolados de R. syzygii e BDB). Esta divisao foi expandida
por Poussier et al. (2000) para 2c, composta principalmente de isolados africanos. Fegan
e Prior (2005) também relataram a existéncia de um grupo composto por isolados da
Indonésia, atraves de analises da regido ITS (Internal transcribed spacer) e do gene egl.
Segundo Villa et al. (2003), isolado asiaticos ainda poderiam ser subdivididos em trés

grupos.
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Uma nova classificacdo hierarquica foi proposta por Fegan e Prior (2005) a
partir do sequenciamento da regido ITS (rRNA 16S-23S), dos genes egl e MutS com
isolados das cinco racas, sendo subdivididos em quatro niveis taxondmicos: espécie,

filotipo, sequevares e clones (Tabela 2).

TABELA 2. Esquema de classificacdo hierarquica de Ralstonia solanacearum segundo
Fegan e Prior (2005).

Nivel Equivaléncia Nomenclatura Meétodo de identificacéo
taxonémico taxonémica
Espécie Espécie complexo Ralstonia ~ PCR- oligonuceotideos
solanacearum especificos
Filotipo Subespécie Filotipos (I a 1V) PCR Multiplex (ITS)
Sequevar Grupo Sequevar (1a52)  Squenciamento genes egl,
Infrasubespecifico hrpB e/ou MutS
Clone Linha clonal Fingerprinting do genoma
(rep-PCR, RAPD,
AFLP...)

Ralstonia solanacearum atualmente € subdividida em quatro filotipos,
correspondentes aos quatro grupos genéticos identificados através de anélise de
sequéncia da regido ITS, dos genes hrpB e egl, relacionados a origem geogréafica do
isolado. O filotipo | equivale a divisdo | de Cook et al. (1989) e biovares 3, 4 e 5,
provenientes principalmente da Asia; filotipo Il corresponde a divisdo 11, que inclui as
racas 2 e 3 e as biovares 1, 2 e N2; filotipo Ill é constituido por isolados oriundos
principalmente da Africa e ilhas vizinhas, com isolados pertencentes as biovares 1 e N2;
filotipo IV contém isolados principalmente da Indonésia, mas também da Australia e
Japdo, das biovares 1, 2 e N2, além de R. syzygii e a BDB (FEGAN; PRIOR, 2005).

Cada filotipo é composto por certo nimero de variantes de sequéncia ou
sequevares, ja tendo sido decritas 52 sequevares (TOUKAM et al., 2009). As
sequevares, determinadas por relacionamento filogenético dos genes egl, hrpB e/ou
MutS, s6 podem ser definidas se dois ou mais isolados sequenciados tiverem sequéncias
similares (FEGAN; PRIOR, 2005; VILLA et al., 2005; WICKER et al., 2007; XU et al.,

2009). Filotipos e sequevares da raga 2 podem ainda, ser identificados por meio de PCR
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Multiplex, uma variacdo da PCR que permite a amplificacdo simultanea de diferentes
sequéncias com a utilizacdo de mdltiplos iniciadores por reacdo, com 0S
oligonucleotideos iniciadores da série Nmult e Mus, respectivamente (FEGAN; PRIOR,
2005).

A classificacdo em Filotipo/sequevar aceita pela comunidade cientifica é a que
melhor reflete a variabilidade deste complexo, sendo a raga 2 correspondente ao filotipo
Il, sequevares 2, 3, 4, 6, 24 (CELLIER; PRIOR, 2010; FEGAN; PRIOR, 2006;
FEGAN; PRIOR, 2005). Fegan e Prior (2006) propuseram a divisdo do filotipo Il em
dois subclusters distintos. As sequevares 3 e 4 ficaram contidas no subcluster B, e a
sequevar 6 no subcluster A. Neste subcluster, também foram agrupados dois isolados da
raca 2 provenientes do Brasil (ICMP6782 e ICMP9600), que foram classificados como
sequevar 24. Dessa forma, as sequevares 6 e 24 sdo estreitamente relacionadas e
pertencem ao filotipo I1A e as sequevares 2, 3 e 4, ao filotipo 1B (CELLIER; PRIOR,
2010; FEGAN; PRIOR, 2006). Esta classificacdo esta de acordo com a proposta de
Cook et al. (1989) que dividiu a raca 2, nos grupos MLG 24 (Sequevar 3), 25 (Sequevar
4) e 28 (Sequevar 6), correspondendo a divisdo Il que engloba isolados originados das
Américas. A correspondéncia das sequevares 2 e 24 com o0s grupos MLG é
desconhecida.

Wicker et al. (2007) analisaram uma populacdo de 119 isolados de R.
solanacearum obtidos de diferentes culturas na Martinica e verificaram que isolados
provenientes das familias Cucurbitaceae, Heliconiaceae e de tomate, pertenciam a
sequevar 4. Esses isolados foram altamente patogénicos ao tomate, pimentéo e berinjela
e incapazes de causar murcha em bananeiras, apenas de ocasionar infeccdo latente.
Esses isolados constituiram uma variante da sequevar 4 e foram denominados de
filotipo 11/4NPB, onde NPB significa ndo patogénico a bananas. Apesar de serem
filogeneticamente indistinguiveis de outros membros do filotipo 11B/4, os isolados
patogénicos da Martinica dentro deste grupo sdo claramente diferentes dos que causam
Moko em bananas, sequevar 4 (MLG25).

Fegan e Prior (2006) verificaram que isolados da Biovar 1 que causam doenca
em batata e tomate agruparam-se com os isolados do subcluster A da raca 2. Da mesma
forma, foi verificado o agrupamento de isolados patogénicos a bananeira do subgrupo B
com outros de biovares 2 (raca 3) e 2T que causam doencas em batata. Um maior

relacionamento das sequevares da raca 2 com isolados da biovar 1 (outra raga) que
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causam doencas em tomate e batata no subscluster A, também foi verificado pelas
analises de RFLP de Cook et al. (1989).

Cardozo et al. (2009), encontraram alta variabilidade em isolados de R.
solanacearum obtidos de bananeira e heliconia da regido de Uraba na Colémbia, ao
determinarem a sequevar para apenas 14 isolados da raga 2, de um total de 25 avaliados,
através de PCR Muliplex. Os isolados pertenceram as sequevares 4 (patogénicas a
banana) e 6. Nenhum isolado da sequevar 3 foi diagnosticado, o que foi considerado
inesperado, uma vez que esta sequevar esta presente no Panama, que faz fronteira com a
regido onde os isolados foram obtidos.

Além das classificacdes descritas anteriormente, os isolados de R. solanacearum
podem ser diferenciados em: linhas clonais, determinadas por técnicas de fingerprints,
a partir de rep-PCR, RAPD e AFLP (HORITA; TSUCHIYA, 2001; IVEY et al., 2007);
em biotipos (1 a 11), com base em testes bioquimicos, relacionados as sequevares
(FEGAN; PRIOR, 2005); pulsotipos, considerando-se analises de eletroforese de campo
pulsado (STEVEN; VAN ELSAS, 2010); e grupos de viruléncia, patogenicidade a
hospedeiros especificos (FEGAN; PRIOR, 2006).

A técnica de rep-PCR tem sido empregada com sucesso em estudos de
variabilidade genética de R. solanacearum, distinguindo isolados de diferentes origens
geograficas, biovares e hospedeiras (COSTA et al., 2007; HORITA; TSUCHIA, 2001,
SILVEIRA et al., 2005; KUMAR et al., 2004). A utilizacdo desta técnica para estudos
de diversidade tem sido justificada pelo alto grau de conservacdo evolucionaria dos
elementos repetitivos e por isso, pode ser aplicada para estudos de variabilidade, mesmo
para o complexo R. solanacearum (NORMAN et al., 2009; KUMAR et al., 2004;
HORITA; TSUCHIYA, 2001). Os elementos ERIC (Enterobacterial Repetitite
Intergenic Consensus) e BOX possuem sequéncias de 124-127 pb e 154 pb,
respectivamente. Estas sequéncias parecem estar localizadas em posicdes distintas ao
longo do cromossomo, apresentando alguma importancia na organizagdo do genoma
bacteriano (VERSALOVIC et al., 1994).

Pouco é conhecido sobre a diversidade genética, filogenética e fenotipica de
isolados do Moko em bananeira e heliconia, no Brasil. Dessa forma, estudos de
diversidade da raga 2 sdo necessarios e 0s mesmos devem ser realizados em diferentes
Agroecossistemas, uma vez que acredita-se que a variabilidade desta raga seja alta na
América do Sul e esteja subestimada (FEGAN; PRIOR, 2006).
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Diversos estudos de variabilidade e diversidade genética de isolados brasileiros
de R. solanacearum tém sido realizados (COSTA et al., 2007; SILVEIRA et al., 2005;
BRINGEL et al., 2004). A maioria, no entanto, esta relacionado a raca 1 do patogeno.
Héa apenas um estudo que avaliou um maior nimero de isolados da raca 2 do Brasil, 19
isolados, onde foram determinados filotipos e sequevares. Todos os isolados foram
identificados como filotipo IlI, e por PCR Multiplex com o0s oigonucleotideos
iniciadores da série Mus, trés foram classificados como sequevar 6, enquanto os demais
tiveram a sequevar indeterminada (PINHEIRO et al. 2011).

Considerando o numero reduzido de informacgfes atualizadas sobre isolados
brasileiros de R. solanacearum relacionados ao Moko, o objetivo deste estudo foi
analisar a diversidade fenotipica, patogénica e genética, bem como a posi¢do

filogenética de 55 isolados de R. solanacearum causando Moko.
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DIVERSIDADE DE ISOLADOS BRASILEIROS DE Ralstonia
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Diversidade de isolados brasileiros de Ralstonia solanacearum causando Moko

Greecy M. R. Albuquerque, Liliana A. Santos, Kétia C. S. Félix, Christtianno L.
Rollemberg, Adriano M. F. Silva, Rosa L. R. Mariano, Laboratério de
Fitobacteriologia, Departamento de Agronomia, Universidade Federal Rural de
Pernambuco; e Elineide B. Souza, Departamento de Biologia, Universidade Federal
Rural de Pernambuco, Av. Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irméos, CEP 52171-

900, Recife-PE, Brasil.

Resumo
Trinta e oito isolados brasileiros de Ralstonia solanacearum causando Moko, de

bananeiras e heliconias, foram analisados quanto a diversidade fenotipica, patogénica e
geneética, e ao posicionamento filogenético. Todos os isolados foram caracterizados
como filotipo Il. A analise filogenética do gene egl revelou a presenca das sequevares
I1A-6 e 11A-24 ja descritas para 0 Moko e de duas sequevares (I1A-41 e 11B-25) até
entdo ndo relacionadas a esta doenca, além de uma nova sequevar para 0 complexo R.
solanacearum relacionada ao Moko, sendo proposta a denominacao I1A-53. Todos 0s
isolados foram patogénicos a bananeira e 12 também foram patogénicos ao tomateiro. A
analise de BOX-PCR indicou alta diversidade na populacdo, com a formacdo de 19
grupos sendo 13 constituidos, cada um, por um anico isolado. O perfil bioquimico
obtido através do sistema Biolog® Gen I11, também confirmou a alta diversidade entre

os isolados.

Palavras-chave: Musa spp., filogenia, filotipo, sequevar, BOX-PCR
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Tradicionalmente, Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., raca 2,
biovar 1 é capaz de infectar bananeiras tripldides, heliconias (18) e outras muséceas
ornamentais (42), causando Moko. No Brasil, a raca 2 de R. solanacearum é uma praga
quarentenaria presente (A2), ocorrendo nos seguintes estados: Amazonas, Pard,
Rondoénia, Roraima, Pernambuco e Sergipe (22).

Atualmente R. solanacearum é considerada um complexo de espécies (10, 13),
do qual também participam Ralstonia syzigii (Roberts et al.) Vaneechoutte et al. e a
Blood disease bacterium (BDB) (9, 29), as quais nunca foram relatadas no Brasil.
Estudos recentes tém sugerido que o complexo teria se originado na regido da
Oceania/Indonésia, posteriormente migrado para a Africa, e de la para a América do Sul
(possivelmente antes da fragmentacéo do continente ancestral Gondwana) e Asia (36).

Em funcdo da alta diversidade dos isolados, R. solanacearum tem sido
classificada, de acordo com propriedades fenotipicas e genéticas, em: cinco racgas,
definidas com base na gama de hospedeiros (17); seis biovares, pelas caracteristicas
bioquimicas (15); quatro filotipos, relacionados a origem geogréafica dos isolados (9); 52
sequevares que sdo grupos de isolados com regido altamente conservada dentro de
genes sequenciados (37); e clones (linhas clonais). Também tem sido proposta a
diferenciacdo do complexo de espécies de R. solanacearum em grupos de viruléncia
com base na patogenicidade a diferentes hospedeiros (1). Remenant et al. (26)
concluiram que o complexo ¢ polifilético, apresentando trés grupos de estirpes que
excedem o limite aceito para especiacdo, e propdem além de R. solanacearum, a criacdo
de duas novas espécies (R. sequeirae e R. haywardii) e trés subespécies (R. haywardii
subsp. celebensis, R. haywardii subsp. solanacearum, R. haywardii subsp. syzygii).

A classificacdo em filotipos e sequevares, aceita pela comunidade cientifica, é a

que melhor reflete a diversidade deste complexo, sendo os isolados que causam Moko
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correspondentes ao filotipo 1l (relacionado ao continente americano) ao qual pertencem
as sequevares 3, 4, 6 (9), 24 (10) e 2 (4). Esta classificacdo estd de acordo com a
proposta por Cook et al. (6) que dividiu a raca 2, através de andlises multilocus por
RFLP, nos grupos MLGs 24 (Sequevar 3), 25 (Sequevar 4) e 28 (Sequevar 6)
correspondentes a Divisdo Il que engloba isolados originados das Américas. O filotipo
I1, atualmente, estd subdividido em 1A (sequevares 6 e 24) e IIB (sequevares 2, 3 e 4)
(4, 10). O filotipo pode ser determinado pela andlise filogenética dos genes hrpB e da
endoglucanase (egl), e por PCR Multiplex utilizando os oligonucleotideos da série
Nmult (regido ITS 16S-23S rRNA) proposta por Fegan e Prior (10). As sequevares, por
sua vez, tém sido determinadas por relacionamento filogenético do gene egl, hrpB e/ou
do gene de reparo do DNA (MutS) (10, 41).

Muitos trabalhos tém utilizado a técnica de rep-PCR para analisar a diversidade
de populacbes de R. solanacearum, no Brasil e no mundo (18, 22, 24, 34). O
conhecimento dessa diversidade é determinante para estudos de epidemiologia e
orientacdo de programas de controle da doenca, principalmente em estratégias que
visam a resisténcia especifica a isolados prevalentes em determinados locais.

No Brasil, a maioria das pesquisas com diversidade de R. solanacearum esta
relacionada a raca 1 do patdgeno (8, 27). No entanto, 19 isolados causando Moko (R.
solanacearum raca 2) foram caracterizados, determinando-se filotipos e sequevares,
através de PCR Multiplex (24). Estudos de diversidade sdo necessarios, pois se acredita
que a diversidade da raca 2 seja elevada e subestimada na América do Sul (10).

Considerando o namero reduzido de informacgdes atualizadas sobre isolados
brasileiros de R. solanacearum relacionados ao Moko, o objetivo deste estudo foi

analisar a diversidade fenotipica, patogénica e genética, bem como a posi¢do
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filogenética de 38 isolados obtidos de bananeira (Musa spp.) e heliconia (Heliconia
spp.).

Material e Métodos

Isolados bacterianos. Foram utilizados oito isolados provenientes da Colegéo
de Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldgico, Sdo Paulo; 27 do Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazoénia — INPA, Manaus; dois do Laboratério de Fitobacteriologia
da Universidade Federal Rural de Pernambuco e um da Embrapa Tabuleiros Costeiros —
Aracaju, os quais foram obtidos a partir de plantas sintomaticas de bananeira e
heliconia, totalizando 38 isolados (Tabela 1). O isolado tipo de R. solanacearum,
IBSBF 292 (=ICMP 1727, NCPPB 325; ATCC 11696; LMG 2299), oriundo de
tomateiro e que pertence a raca 1, biovar 1, filotipo IlA e sequevar 7 foi utilizado como
padrdo de comparacao em todas as analises realizadas.

Determinacdo do filotipo. A extracdo do DNA dos isolados para analise de
filotipo foi realizada a partir do crescimento bacteriano em meio de Kelman (22) a 29°C
por 48 h, utilizando-se o Kit MiniPrep para extracdo de DNA genémico bacteriano
(Axygen Biosciences, EUA). O filotipo foi determinado por PCR Multiplex utilizando
os oligonucleotideos iniciadores da serie Nmult (10). As reacdes foram compostas por
PCR Master Mix (1X), DMSO (5%), oligonucleotideos iniciadores (Nmult 21:1F,
Nmult 21:2F, Nmult 22:INF, Nmult 23:AF e Nmult 22:RR - 2 uM cada; 759 e 760 - 1
UM cada) e DNA (120 ng). A amplificacdo foi realizada em termociclador PTC-100
nas seguintes condicdes: desnaturacdo inicial a 96°C por 5 min seguidos de 30 ciclos
(94°C por 15 s, 59°C por 30 s e 72°C por 30 s) e extensao final a 72°C por 10 min. Os
produtos da PCR foram corados com Sybr Gold e separados por eletroforese a 80 V/cm,

em gel de agarose 1,5% preparado em TBE 0,5 X por 1,5 h. Foi utilizado o marcador



98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

38

GeneRuler 100 pb DNA Ladder (Fermentas Life Sciences, Canada) para determinacao
do tamanho dos fragmentos.

Sequenciamento parcial do gene egl e filogenia. Para o sequenciamento
parcial do gene egl foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores Endo-F (5’-
ATGCATGCCGCTGGTCGCCGC-3%) e Endo-R (5°-
GCGTTGCCCGGCACGAACACC-3") (28) e a reacdo consistiu de: PCR Master Mix
(1X), oligonucleotideos iniciadores (0,5 uM) e DNA (100 ng). Os produtos da PCR
foram submetidos a eletroforese gel de agarose 1,5% preparado em TBE 0,5 X por 2,0
h, com o marcador GeneRuler 100 pb DNA Ladder para determinacdo do tamanho dos
fragmentos. Em seguida foram purificados com o Kit de Purificagio PCR Clean Up
(Axygen Bioesciences, EUA) e sequenciados pela Macrogen® (Coréia do Sul). Os
cromatogramas gerados pelo sequenciamento foram analisados pelo Staden Package®
versdo 2.0 para formacdo dos contigs, os quais foram submetidos a alinhamento
maltiplo com a ferramenta ClustalW no software Mega 5.0° Foram realizadas analises
de agrupamento pelo método Neighbour-joining (NJ) entre os isolados estudados e
outros de referéncia do Genbank (sequevares conhecidas) (Tabela 1), incluindo o
isolado tipo da espécie (IBSBF 292), utilizando o algoritmo de Jukes-cantor com
valores de bootstrap de 2.000.

As sequéncias de nucleotideos obtidas foram comparadas entre si e também com
as sequéncias existentes no Banco de Dados do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov),
utilizando-se o programa BLASTn do “National Center for Biotechnology Information
— NCBI”.

Avaliacdo da patogenicidade em plantas de bananeira e tomateiro. Os
isolados foram submetidos a teste de patogenicidade em mudas de bananeira cv.

Williams (Musa sp. AAA), obtidas por micropropagacdo. As mudas foram cultivadas
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em vasos plasticos de 500 ml contendo substrato Carolina Padrdo® (torta de Sphagno,
vermiculita expandida, calcario dolomitico, gesso agricola e tracos de NPK) até
apresentarem seis folhas definitivas. Nesta ocasido, as mudas foram inoculadas
injetando-se 1 ml das suspensdes (1 x 10° UFC/ml) dos isolados de R. solanacearum no
pseudocaule. As plantas foram mantidas em casa de vegetagdo com temperatura média
de 36 + 2°C e umidade relativa do ar média de 85%. As avaliacGes foram realizadas por
40 dias, observando-se a presenca de sintomas de Moko. Para cada isolado foram
inoculadas quatro plantas.

A capacidade de isolados brasileiros de R. solanacearum causando Moko em
infectar tomateiros foi investigada utilizando mudas da cv. Santa Clara, a qual é
cultivada no Brasil e suscetivel a murcha bacteriana. Plantas com 25 dias de cultivo em
vasos plésticos de 500 ml contendo substrato Carolina Padrdo® foram inoculadas pelo
método de ferimento de raizes (11). As plantas foram mantidas em casa de vegetacao
com temperatura e umidade relativa do ar médias de 38 + 2°C e 88%, respectivamente,
e avaliadas durante 30 dias. A patogenicidade do isolado foi descrita usando o critério
qualitativo (-) planta sem sintoma e (+) planta murcha ou morta. Para cada isolado
foram inoculadas trés plantas.

Analise da diversidade genética. Os isolados de R. solanacearum causando
Moko foram analisados por rep-PCR utilizando o oligonucleotideo iniciador
correspondente a sequéncia repetitiva BOX, conforme Horita e Tsuchiya (18), com
algumas modificacdes. As amplificacGes foram realizadas em termociclador PTC-100.
A reacdo de BOX-PCR foi composta de PCR Master Mix (2X), do oligonucleotideo
iniciador BOXA-IR (5-CTACGGCAAGGC GACGCTGACG-3") (2 uM), DNA (200
ng), e ajustada em agua ultra pura para um volume total de 50 pl. As condicdes de

amplificacdo foram: desnaturagéo inicial a 95°C por 8 min seguido de 35 ciclos (94°C



148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

40

por 1 min, 51°C por 1 min, 65°C por 8 min) e extensdo final a 65°C por 5 min. Os
fragmentos amplificados de BOX foram corados com Sybr Gold, visualizados em gel de
agarose 1,5% e determinados com o marcador GeneRuler 1 Kb DNA Lader (Fermentas
Life Sciences, Canadd). Foi construida uma matriz binaria, onde cada banda formada
entre 2500 e 900 pb foi pontuada como presente (1) ou ausente (0) para todos os
isolados. Um dendrograma com matriz de distancia foi construido por agrupamento
pelo método UPGMA (Método de Agrupamento Médio Entre Grupos) a partir do
coeficiente de similaridade de Jaccard. As andlises foram realizadas no software MVSP
(Multivariate Statistic Package) verséo 3.2.

Perfil bioquimico. A diversidade na populacédo foi avaliada utilizando o sistema
Biolog® Gen 111 com base na utilizacdo de 71 fontes de carbono e sensibilidade a 21
substancias inibitdrias. A suspensdo do inoculo foi preparada em fluido de inoculacao
IF-A, ajustando-se a transmitancia para 98%, a partir de crescimento em meio Biolog
Universal Growth (BUG®) a 31°C por 36 h. Em seguida, 100 pl da suspensdo foram
dispensados em cada poco das microplacas do Biolog®, que foram incubadas a 33°C por
22 a 36 h. A avaliacdo se deu pela presenca de crescimento bacteriano no poco,
evidenciado pela coloracdo roxa indicadora da reducdo do TTC. Os dados foram
analisados pelo programa Microlog M versdo 5.2 e um dendrograma com os resultados
foi gerado e analisado pelo método UPGMA (Método de Agrupamento Médio Entre
Grupos) com o software MVSP verséao 3.2.

Resultados

Determinacdo do filotipo. A analise eletroforética da reacdo de PCR Multiplex
resultou na amplificacdo do fragmento de 281 pb, especifico da espécie R.
solanacearum, bem como no amplicon de 372 pb (Figura 1), indicando que todos os

isolados brasileiros relacionados ao Moko pertencem ao filotipo I, das Américas.
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Sequenciamento parcial do gene egl e filogenia. A comparagdo das sequéncias
parciais do gene egl dos 38 isolados relacionados ao Moko e as sequéncias depositadas
no GenBank, realizadas através do programa BLASTn revelou alta identidade (E value
=0,0+0,02) para o0 respectivo gene, sendo os isolados identificados como R.
solanacearum. A posicdo filogenética dos respectivos isolados foi determinada pelo
relacionamento com sequéncias de referéncias do banco de dados do GenBank,
cobrindo toda a diversidade genética conhecida (52 sequevares) para 0 complexo R.
solanacearum. Foi construida uma arvore pelo método de agrupamento Neighbor-
joining que revelou a presenca das sequevares 6 (isolado IBSBF 2661) e 24 (18
isolados) relacionadas ao Moko, e a presenca de trés grupos principais, com alto nivel
de suporte, que ndo agruparam com nenhuma das sequevares até entdo descritas para o
Moko. O primeiro grupo, formado pelos isolados F3, Cotpin 2, F2 e IBSBF 2572,
constitui uma nova sequevar para o complexo R. solanacearum, relacionada ao Moko,
sendo proposta a denominagdo sequevar 11A-53; o segundo grupo foi formado por 11
isolados, relacionados ao isolado CMR39 de batata em Camardes, sendo da sequevar
I1A-41; e o terceiro grupo B10, B4 e B7, intimamente relacionados ao isolado UW477
de batata do Peru, pertencente a sequevar 11B-25 (Figura 2). Como era esperado, 0
isolado tipo da espécie (IBSBF 292) foi classificado como sequevar 11A-7. A sequevar
24 ja havia sido determinada para o isolado IBSBF 1900 por Fegan e Prior (10) (Tabela
1), pelo sequenciamento parcial do gene da endoglucanase sendo utilizada como
referéncia para esta sequevar, na analise filognética do gene egl.

A nova sequevar designada I1A-53 foi constituida apenas pelos isolados
provenientes do estado de Sergipe, regido Nordeste (F3, Cotpin 2, F2 e IBSBF 2572),

Brasil.
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Avaliacdo da patogenicidade em plantas de bananeira e tomateiro. Os
isolados brasileiros obtidos de bananeira e heliconia com sintomas de Moko induziram
sintomas da doenca em bananeira entre 15 e 30 dias ap6s a inoculagdo. Além do isolado
IBSBF 292 (raga 1), 12 dos 38 isolados inoculados em tomateiro incitaram murcha nas
plantas de tomate cv. Santa Clara aos 30 dias ap6s a inoculacdo (Tabela 1). Os isolados
das sequevares 11B-25 e 11A-53 ndo foram patogénicos ao tomateiro

Anédlise da diversidade genética. Um padrdo reproduzivel de produtos de
amplificacdo foi obtido no teste de BOX-PCR, com tamanhos variando de 3500 a 500
pb, gerando diferentes perfis. A analise indicou alta diversidade na populacdo, com
formacédo de 19 grupos ao nivel de 60% de similaridade, sendo 13 grupos formados
cada um por um unico isolado, e cinco grupos com linhas clonais (Figura 3). A técnica
foi eficiente para distinguir linhas clonais dentro da populacao e permitiu correlacionar
os perfis genémicos com a sequevar 11A-53.

Perfil bioquimico. O perfil nutricional revelou alta diversidade bioquimica dos
isolados, ndo tendo sido encontrada dentre as 71 fontes de carbono disponiveis no
Biolog® Gen 1l nenhuma fonte de uso comum a todos. Os carboidratos utilizados por
mais de 80% dos isolados foram: acido D-glucurdnico (92,3%); pectina e acido D-
galacturénico (89,7%); acido quinico e acido L-malico (84,6%); &cido citrico e L-
histidina (82%). Nenhuma substancia inibidora foi eficiente contra 100% dos isolados,
sendo a maior sensibilidade em relacdo a rifampicina SV (92,3%), lincomicina,
vancomicina e violeta tetrazolio (87,2%). Os isolados ndo utilizaram acido propribnico
e D-serina, bem como nédo foram inibidos por bromato de sodio.

O dendrograma gerado com o perfil biogumico separou os isolados em 18

grupos, dos quais nove foram constituidos por apenas um isolado, com nivel de
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similaridade de 68% (Figura 4). O perfil bioquimico também n&o separou os isolados
quanto a sequevar, patogenicidade ao tomateiro e diversidade genética.

Discusséo

O Moko da bananeira, causado por R. solanacearum raga 2, praga quarentenaria
presente (A2) no Brasil, tem sido observado em cultivos nas regides Norte e Nordeste,
limitando a producdo em algumas areas (30). Nesse estudo foi analisada a diversidade
fenotipica, genética e patogénica, e a posicao filogenética de isolados brasileiros de R.
solanacearum causando Moko. Os resultados mostraram alta diversidade na populacéo,
como esperado, desde que, isolados que sdo ecologicamente adaptados a um hospedeiro
particular, a exemplo do patossistema em estudo, exibem uma maior diversidade (37).
No Brasil, informacdes sobre a diversidade genética de isolados de R. solanacearum
que causam Moko sdo escassas, destacando-se o estudo de Pinheiro et al. (24).

Na classificacdo hierarquica proposta por Fegan e Prior (9), todos os isolados de
R. solanacearum infectando muséaceas e heliconiaceas séo classificados como filotipo Il
(subgrupos A e B), das Americas, o que foi comprovado neste trabalho. Este filotipo
tem sido relacionado mais estreitamente ao Moko do que a origem geografica, uma vez
que outros isolados obtidos de bananeiras, oriundas dos continentes africano e asiatico
também foram considerados como pertencentes a este filotipo (3). Um estudo recente,
baseado em anélises de microarranjo e de dados genémicos (14, 26, 36), prevé a divisdo
do complexo R. solanacearum em trés grupos abrangendo os quatro filotipos. O grupo 1
englobaria os filotipos I e 11, grupo 2 o filotipo Il e o grupo 3 consistiria de isolados do
filotipo 1V. Nessa classificacdo, o filotipo 1l permaneceria com duas subdivisdes e 0
filotipo IV estaria mais relacionado ao grupo 1 (5).

O relacionamento filogenético do gene egl revelou que isolados brasileiros de R.

solanacearum do Moko pertencem a duas (I1A-6 e 11A-24) das cinco (11B-2, 11B-3, 1IB-
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4, 11A-6 e I1A-24 ) sequevares previamente descritas para 0 Moko e também as
sequevares I1A-41 e 11B-25 descritas para isolados de batata e tomate (4) e até entdo ndo
relacionadas a essa doenca. Esse resultado sugere a alta diversidade dos isolados de R.
solanacearum do Moko no Brasil. Considerando que os isolados F3, Cotpin 2, F2 e
IBSBF 2572 ndo se agruparam com nenhuma das sequevares descritas para o complexo
R. solanacearum e o alto valor de bootstrap obtidos neste estudo, propde-se uma nova
sequevar para esse complexo e relacionada ao Moko, sendo denominada de sequevar
I1A-53. Fegan e Prior (10) ja haviam verificado a existéncia de uma sequevar,
anteriormente nao determinada para 0 Moko, a sequevar 24, em trés isolados brasileiros.
Os isolados da sequevar 11A-53 sdo todos oriundos do estado de Sergipe, regido
Nordeste do Brasil, ndo patogénicos ao tomateiro e formaram um (nico grupo na
anélise de BOX-PCR.

Cardozo et al. (3), na Colémbia, utilizando PCR-Multiplex para 25 isolados do
Moko, determinaram as sequevares I1B-4 e I1A-6 apenas para 14 deles. Também com
base nessa técnica, Pinheiro et al. (24) avaliaram 19 isolados, dos quais foi determinada
a sequevar de apenas 3 (I1A-6). Dos sete isolados em comum com Pinheiro et al. (24)
analisados nesse estudo, cinco relacionaram-se com a sequevar 24 (IBSBF 188, IBSBF
615, IBSBF 187, IBSBF 1900 e IBSBF 2571), um isolado com a sequevar 6 (IBSBF
2661) e um (IBSBF 2572) com a nova sequevar 11A-53. Este trabalho confirmou a
sequevar 11A-24 em isolados brasileiros do Moko, provenientes da regido Norte do pais,
como verificado por Fegan e Prior (10).

Além das duas sequevares até entdo nao relacionadas ao Moko e da nova
sequevar proposta, é possivel que existam outras novas sequevares ou ainda ndo
relacionadas ao Moko no Brasil e na América do Sul. Isto é respaldado pelo fato de que

as Ultimas sequevares associadas ao Moko foram detectadas no Brasil (sequevar 24)
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(10) e na Colémbia (sequevar 2) (4). A diversidade deste complexo é tdo elevada que
isolados das sequevares 6 e 24 tém sido mais estreitamente relacionados a isolados da
biovar 1 (obtidos de tomateiro e batata) no subcluster A, do que a outros isolados do
Moko (10).

O relacionamento filogenético do gene da endoglucanase foi eficiente na
determinacdo das sequevares dos isolados brasileiros de R. solanacearum. Cook e
Sequeira (7) ja acreditavam que as arvores geradas por este gene mostram de maneira
representativa estes relacionamentos; e varios autores utilizam essa ferramenta para
posicionamento filogenético de isolados de R. solanacearum (9, 10, 26, 32). Além
disso, este gene tem sido considerado conservado, o que se confirmou na populacdo
estudada, uma vez que de 822 sitios presentes, 605 foram considerados conservados e
108 variaveis.

Os 38 isolados brasileiros do Moko foram patogénicos a bananeira, induzindo
sintomas de murcha, distorcdo e necrose foliar, escurecimento dos vasos do xilema e/ou
morte, caracteristicos da doenca. A capacidade de isolados brasileiros de R.
solanacearum que causam Moko incitar sintomas de murcha em tomateiros ndo era
conhecida. Verificou-se uma reacdo variavel entre os isolados estudados, ndo tendo sido
observada correlacdo dos 12 isolados que infectaram essa hospedeira com sequevar. Os
resultados concordam com os de Ailloud et al. (1) que relatam que alguns isolados do
Moko podem causar murcha em tomateiro, embora isolados da sequevar 24 ndo tenham
sido utilizados na pesquisa. Baseado nesses autores, no presente estudo, o isolado IBSBF
2661 que se comportou como patogénico ao tomateiro confirma pertencer a sequevar
I1A-6. Isolados causando Moko nunca foram isolados de plantas de tomate e batata com

murcha no campo, embora sejam capazes de estabelecer infeccdo nesses hospedeiros

(4).
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Andlises de fingerprint de DNA baseadas na sequéncia repetitiva da cadeia da
polimerase (BOX-PCR) tém sido amplamente utilizadas em estudos de diversidade e
relagdo genética entre isolados de R. solanacearum (18, 22, 23, 28). A alta diversidade
encontrada no perfil genético dos isolados brasileiros de R. solanacearum causando
Moko, utilizando essa técnica, com a formacao de 19 grupos constituidos por um Gnico
isolado cada, mostrou que esses isolados constituem um grupo heterogéneo. Alto nivel
de diversidade também foi observado por Horita e Tsuchiya (18) com a formacao de 35
grupos dentre 74 isolados japoneses de R. solanacearum, obtidos de diferentes
hospedeiros, utilizando rep-PCR (REP, ERIC e BOX). A baixa similaridade entre os
isolados brasileiros sugere que varias linhagens bacterianas causam o Moko no Brasil.
A auséncia de correlacdo de BOX-PCR com a sequevar evidencia ainda mais a
diversidade da populacdo, no entanto, as cinco linhas clonais observadas foram
constituidas de isolados da mesma sequevar. A habilidade da bactéria em se adaptar
rapidamente ao ambiente, por meio de mecanismos como transferéncia horizontal de
genes durante o processo de infeccdo (14) confere caracteristicas adaptativas e reduzem
esse tipo de correlacdo (24).

Os resultados obtidos também apoiam a condicao de R. solanacearum como um
complexo de espécies. A maioria dos isolados utilizados nesse estudo é originaria do
estado do Amazonas, na regido Norte do Brasil. Alto nivel de polimorfismo, revelado
por BOX-PCR, também foi relatado entre isolados brasileiros das biovares 1, 3 e N2
oriundos deste estado, patogénicos a tomate, outras solanaceas, maracujazeiro
(Passiflora edulis L.) e Melanthera discoidea Blake (9), com grupos formados sem
correlacdo com a raca, biovar ou regido geografica. De acordo com Thwaites et al. (31)

a maior diversidade genética de isolados de R. solanacearum causando Moko é
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encontrada em isolados da América do Sul associados a Heliconia spp., no entanto,
neste estudo verificou-se que isto também se aplica a isolados obtidos de Musa spp.

A alta diversidade genética foi refletida na diversidade bioquimica exibida pelos
isolados, os quais diferiram em relacdo a maioria das fontes de carbono e substancias
inibitorias pertencentes ao sistema Biolog® Gen 11l. Os dendrogramas revelaram alto
grau de polimorfismo, confirmando os resultados de BOX-PCR, com 50% dos isolados
em grupos individuais.

Este estudo revelou que o Moko no Brasil é causado por isolados de R.
solanacearum que apresentam alta diversidade genética e uma nova posicao filogeneética
em relacdo a sequevares. Além das sequevares IIA-6 e 11A-24 ja descritas, foram
encontrados isolados pertencentes as sequevares 11A-41 e 11B-25 até entdo relacionadas
apenas a solanaceas e uma nova sequevar, proposta como I1A-53, para o complexo R.
solanacearum e relacionada ao Moko. Esse conhecimento é importante para estudos de
epidemiologia e orientacdo de programas de manejo da doenca e, sobretudo, expande as
informacdes sobre a diversidade do complexo R. solanacearum no Brasil e no mundo.
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Tabela 1. Isolados brasileiros de Ralstonia solanacearum causando Moko

Isolado" Hospedeiro Origem Filotipo/  Patogenicidade Referéncia
Sequevar Bananeira/
Tomateiro”

IBSBF 2661 Heliconia sp. Abreu e Lima/PE IHA-6 +/+ Este estudo
IBSBF 615 Musa sp. Para 1A-24 +/+ Este estudo
B3 Banana prata (Musa sp.) (AAB) Iranduba/AM 11A-24 +/- Este estudo
B1l Banana prata (Musa sp.) (AAB) Anamd/AM 1A-24 +/- Este estudo
B6 Banana prata (Musa sp. AAB) Anamd/AM [1A-24 +/- Este estudo
B15 Banana prata (Musa sp. AAB) Anamd/AM 1A-24 +/- Este estudo
B14 Banana prata (Musa sp.) (AAB) Anamd/AM [1A-24 +/- Este estudo
B133 Musa sp. Manacapuru/AM 1A-24 +/- Este estudo
B17 Banana Pacovan (Musa sp.) (AAB) Anamd/AM 1A-24 +/+ Este estudo
B67 Banana Figo (Musa sp.) (ABB) Parintins/AM 1A-24 +/- Este estudo
B5 Banana prata (Musa sp. (AAB) Anamd/AM 1A-24 +/+ Este estudo
B9 Banana prata (Musa sp. (AAB) Anamad/AM 1A-24 +/- Este estudo
Bl Musa sp. Anamd/AM 1A-24 +/- Este estudo
B13 Banana prata (Musa sp.) (AAB) Anamad/AM 1A-24 +/- Este estudo
B35 Banana Pacovan (Musa sp.) (AAB) Coari/AM 1A-24 +/- Este estudo
IBSBF 187 Musa sp. Humaitd/AM 1A-24 +/+ Este estudo
IBSBF 188 Musa sp. Humaitd/ AM 1A-24 +/+ Este estudo
IBSBF 2571 Musa sp. Tabatinga/AM 1A-24 +/- Este estudo
IBSBF 1544 Musa sp. Amazonas 1A-24 +/- Este estudo

IBSBF 1900 Musa sp. Itacoara/AM I1A-24 +/- (10)
Cotpin 2 Musa sp. Propri&/SE 1A-53 +/- Este estudo
IBSBF 2572 Musa sp. Japoatd/SE I1A-53 +/- Este estudo
F2 Banana (Musa sp.) Propria/SE 11A-53 +- Este estudo
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Tabela 1. Continuagéo...

Isolado” Hospedeiro Origem Filotipo/  Patogenicidade Referéncia

Sequevar Bananeira/

Tomateiro”
F3 Banana (Musa sp.) Propri&/SE 1A-53 +/- Este estudo
B95 Musa sp. Alto Solimbes/AM lHA-41 +/+ Este estudo
B106 Banana prata (Musa sp.) (AAB) Alto Solimbes/AM lHA-41 +/- Este estudo
B54 Banana Pacovan (Musa sp.) (AAB) Manacapuru/AM [1A-41 +/+ Este estudo

Rio Preto da

B73 Banana macé (Musa sp.) (AAB) Eva/AM [1A-41 +/+ Este estudo
B64 Banana prata (Musa sp.) (AAB) Parintins/AM [1A-41 +/- Este estudo
B75 Banana comprida (Musa sp.)(AAB) Tefé/AM [1A-41 +/- Este estudo
B74 Banana comprida (Musa sp.)(AAB) Tefé/AM [1A-41 +/+ Este estudo
B66 Banana roxa (Musa sp.) (AAA) Parintins/AM [1A-41 +/+ Este estudo
B105 Banana prata (Musa sp.) (AAB) Alto Solimbes/AM l1A-41 +/+ Este estudo
B96 Musa sp. Alto Solimbes/AM lHA-41 +/- Este estudo
BV136 Musa sp. Parana do Supia/AM lHA-41 +/- Este estudo
B7 Banana Pacovan (Musa sp.) (AAB) Anaméd/AM 11B-25 +/- Este estudo
B4 Banana Pacovan (Musa sp.) (AAB) Anamad/AM 11B-25 +/- Este estudo
B10 Banana prata (Musa sp.) (AAB) Anaméd/AM 11B-25 +/- Este estudo
IBSBF 292* Solanum lycopersicum EUA IHA-7 e Este estudo
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Tabela 1. Continuagéo...

Isolado” Hospedeiro Origem Filotipo/  Patogenicidade Referéncia
Sequevar Bananeira/
Tomateiro”
Isolados
referéncia’
LNPV28.23 Batata Reunido 11B-1 4
CFBP14 Banana platano Colémbia 11B-2 4
Molk2 Musa sp. Filipinas 11B-3 34
Uw163 Banana platano Peru 11B-4 4
CFBP6783 Heliconia caribea Martinica [1B-4NPB 34
CFBP2957 Tomate Martinica IHA-5 34
Uw181 Banana platano Venezuela 1A-6 4
CFBP4822 Tomate Finlandia IHA-7 4
MAFF30155 Tomate Japdo V-8 4
R28(R. syzigii) Cravo Indonésia V-9 4
R229
(Blood disease
bacterium) Banana Indonésia IV-10 4
Uwi5s1 Gengibre Australia I-16 25
CMR33 Tomate Camaroes 111-20 4
NCPPB332 Batata Zimbabue 111-22 25
ICMP9600 Banana Brasil [1A-24 10
UW477 Batata Peru 11B-25 25
CIP240 Batata Brasil 11B-26 23
ISBSF1712 Pelargonium sp. Brasil 11B-27 35
NCPPB3987 Batata Brasil 11B-28 25
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Isolado” Hospedeiro Origem Filotipo/  Patogenicidade Referéncia
Sequevar Bananeira/
Tomateiro”
CIP301 Batata Peru I1A-35 4
CFBP2957 Tomate Martinica I1A-36 25
CIP120 Batata Peru I1A-38 19
CFBP2958 Tomate Guadalupe I1A-39 25
Uw469 Batata Brasil 1A-40 2
CMR39 Batata Camardes lHA-41 31
MAD17 Pimenta Madagascar I-46 5
T1-UY Tomate Uruguai 1A-50 5
CFBP7014 Anturio Trinidad 11B-51

" IBSBF — isolados da Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldgico, Séo Paulo; Isolados com cddigo B - Instituto

Nacional de Pesquisas da Amazonia - INPA; isolados F2 e F3 — Laboratorio de Fitobacteriologia da Universidade Federal Rural de

Pernambuco; isolado Cotpin 2 - Embrapa Tabuleiros Costeiros — Aracaju.

*IBSBF 292 — isolado tipo da espécie (Ralstonia solanacearum, raca 1).

Y Patogenicidade ao tomateiro (Solanum lycopersicum).

?1solados referéncia utilizados para determinacéo das sequevares, obtidos do GenBank.
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Figura 1. Produtos de PCR Multiplex para identificacdo de espécie e filotipo de
Ralstonia solanacearum causando Moko no Brasil, em gel de agarose 1,5%. M-
Marcador molecular 100 pb DNA ladder; 1-Isolado IBSBF 1544; 2- F2; 3- B35; 4-

BV136; 5- IBSBF 292 (isolado tipo da espécie). Linhas 1 a 5 filotipo II.
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Figura 2. Anélise filogenética de sequéncias parciais do gene egl de isolados brasileiros
de Ralstonia solanacearum causando Moko. Relacionamento filogenético determinado
pelo método Neighbor-joining com o coeficiente de Jukes-cantor. Valores dos ramos

indicam porcentagem de bootstrap para 2000 repeticoes.
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Figura 3. Diversidade genética de isolados brasileiros de Ralstonia solanacearum causando Moko, com base em BOX-PCR. Coeficiente de

similaridade calculado com base nos fingerprints pelo coeficiente de Jaccard. Dendrograma construido pelo método UPGMA utilizando o

software MVSP (3.2). IBSBF 292 — isolado tipo da espécie, raca 1.
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Figura 4. Perfil bioquimico de isolados brasileiros de Ralstonia solanacearum causando Moko, utilizando o sistema Biolog® GEN

Dendrograma construido pelo método UPGMA utilizando o software MVSP (3.2).
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CONCLUSOES GERAIS

- O Moko da bananeira e heliconia no Brasil é causado por isolados de Ralstonia

solanacearum filotipo II;

- Os isolados de R. solanacearum filotipo 11 analisados pertencem as sequevares 11A-6 e
I1A-24 relacionadas ao Moko e as sequevares 11B-25 e I1A-41 até entdo relacionadas

apenas a solanaceas;

-Estd sendo proposta a nova sequevar I1A-53, para o complexo R. solanacearum,
relacionada ao Moko.

- Alguns isolados causando Moko sé@o capazes de causar murcha em tomateiros, sendo

este o primeiro relato para isolados brasileiros de R. solanacearum raca 2;

- A populagdo de R. solanacearum estudada apresenta alta variabilidade evidenciada
pela técnica de BOX-PCR e perfil bioquimico.



