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RESUMO

FONSECA, Natélia Risso Fonseca, M.Sc., Universidade Federakdsay julho de
2012. Caracterizagdo molecular e inoculagdo ddralstonia solanacearum em
Eucalyptus spp. Orientador: Acelino Couto Alfenas. Coorientadores: Carlos Alberto
Lopes e Luis Claudio Vieira da Cunha.

A murcha-de-Ralstonia do eucalipto, causadaRabstonia solanacearum, constitui
potencialmente, uma das principais doencas da cultura. Devido anspia
variabilidade, atualmenteR. solanacearum € considerada um “complexo de
espécies”, subdividida em quatro niveis taxondmicos: espécie, filotigpoe\sr e
clone. Com o intuito de entender a variabilidade entre isolad&s sbtanacearum
provenientes de eucalipto e desenvolver um protocolo de inoculacdo ez alia
resisténcia de clones de eucalipto a murcha-de-Ralstonizoteak este trabalho.
Ele foi dividido em dois artigos: (i) Caracterizacdo molecudar isolados de
Ralstonia solanacearum de Eucalyptus spp. e (ii) Método de inoculagcédo e avaliacédo
de resisténcia de clones d®icalyptus spp. a murcha-de-Ralstonia causada por
Ralstonia solanacearum. No artigo 1, foram analisados 19 isolados He
solanacearum obtidos de eucalipto de diferentes regides do Brasil quanto a nova
classificacao (filotipo e sequevar) e quanto a variabilidadetigan&m produto de
372 pb gerado pela amplificacdo por PCR-multiplex, utilizapdaers Nmult,
permitiu identificar todos os isolados analisados no filotipo Il. odezisolados
foram agrupados no subclado IIA e apenas um no IIB. A arvore filogemgrada a
partir das sequéncias do gene da endoglucaegldeconfirmou a classificacdo dos
isolados no filotipo Il e os separou em sequevares. Os isolados ANBSEX-2568

e IBSBF2576 agruparam-se em um unico clado, assim como os isolasds e
UFV20, com 89% e 78% de probabilidapesteriori, respectivamente, compondo
dois novos possiveis sequevares, ainda ndo definidos. Foram identifigandtbe@snt
isolados pertencentes ao sequevar 41 (100% de probabilidade) e 37 (88% de
probabilidade). Entretanto, a maioria dos isolados ndo se enquadrounbuomne
sequevar descrito, nem formaram clados definidos. O resultado daeadali
fragmentos amplificados pela técnica de ERIC-PCR indicou grandegsidiade
genética entre os isolados avaliados neste trabalho, havendo, emugerahlta

correlacdo entre a origem geogréfica dos isolados e aasdaide entre eles. No
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artigo 2, avaliaram-se trés métodos de inoculacdo e aéressstde clones de
Eucalyptus spp. & murcha-de-Ralstonia: (i) infestagdo do solo Rosolanacearum;

(i) imersdo de raizes seccionadas em suspensdo bactezigiig; injecdo de
suspensao bacteriana na base do caule. O método de inoculacdo de dejecd
suspensao bacteriana na base do caule destacou-se como o0 crexise gfiara
inoculacdes deR. solanacearum em eucalipto. De 21 clones avaliados quanto a
resisténcia a murcha-de-Ralstonia por esse método, apenas qoedro f
classificados como resistentes por ndo apresentarem sintomas de naxshdagao

bacteriana até 30 dias ap0s a inoculagéo.
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ABSTRACT

FONSECA, Natélia Risso Fonseca, M.Sc., Universidade Federal giesayiJuly,
2012.Molecular characterization and inoculation of Ralstonia solanacearum in
Eucalyptus spp. Adviser: Acelino Couto Alfenas. Co-advisers: Carlos Alberto Lopes
and Luis Claudio Vieira da Cunha.

The Ralstonia wilt of eucalyptus, causedRalstonia solanacearum, is potentially
one of the major disease of culture. Because of its high gemetigpl@enotypic
variability, currentlyR. solanacearum is considered a "species complex”, subdivided
into four taxonomic levels: species, filotipo, sequevar and clone. In dder
understand the variability among isolatesRofsolanacearum from eucalyptus and
develop a protocol for inoculation and screening of resistant clonecalfyptus to
Ralstonia wilt this work was performed. The work was divided into avticles: (i)
Molecular characterization of isolatesRdlstonia solanacearum in Eucalyptus spp.
and (i) Method of inoculation and evaluation of resistant clondsucdlyptus spp.
to Ralstonia wilt caused bRalstonia solanacearum. In Article 1, 19 isolates were
analyzed from different regions of eucalyptus in Brazil based onatesgification
(filotipo and sequevar) and its genetic variability. A product of 372 Inergéed by
multiplex-PCR amplification using primers Nmult permitted idhentification of all
isolates analyzed as pertaining to filotipo Il. Eighteen isslatere grouped in
subclade IIA and just one isolate in 1IB. The phylogenetic treeerated from the
endoglucanase (egl) gene sequences confirmed the classificatibe sblates in
filotipo Il and separated them into sequevares. The strains AMC3BHB568 and
IBSBF2576 were grouped into a single clade, as well as isdJ&t&48 and UFV20,
with 89% and 78% posterior probability, respectively, forming two pessible
sequevares not defined yet. We also identified isolates belongisgquevar 41
(100% probability) and 37 (88% probability). However, most of the isolatesati
fit in any of previously described sequevar, or formed defined clatesanalysis of
results of obtained fragments amplified by ERIC-PCR technique siggha great
genetic diversity among the isolates analyzed in this work. Intiaddia high
correlation between the geographical origin of isolates and riiasty showed by

them was observed. In Article 2, three methods of inoculation andargsisf

Vi



Eucalyptus spp. clones to Ralstonia wilt was evaluated: (i) soil infestawith R.
solanacearum, (ii) dipping of sectioned roots in bacterial suspension, and (iii)
injection of a bacterial suspension in the base of the stem. Tlk&anjenethod of a
bacterial suspension at the stem base was the most effimentation method oR.
solanacearum on eucalyptus. Four, out of 21 clones tested for Ralstonia wilt
resistance by this method, were classified as resistanbbghowing symptoms of

wilt and bacterial exudation up to 30 days after inoculation.
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INTRODUCAO GERAL

No Brasil, a cultura do eucalipto € de grande importancia ecoapmic
ambiental e social, ocupando uma area plantada de aproximadamente 4.750.000 ha
(ABRAF, 2011). Adicionalmente, a eucaliptocultura estd em frampansdo na
maioria dos estados brasileiros com tradicdo na silvicultura, muestados
considerados como novas fronteiras, com crescimento médio no pais de® adéo a
entre 2004-2009 (ABRAF, 2011). Todavia, o avanco das areas plantadas com
espécies e, ou clones sem o prévio conhecimento da resistéoeiacas e o plantio
de extensas areas com um mesmo clone/gendtipo criam condicoefsvdes/ar
ocorréncia de epidemias, cujos agentes etioldgicos encontss/@mdemicamente
presentes ou foram acidentalmente introduzidos nessas regifeemgat al., 2009).

Além de fungos, principal grupo de fitopatdbgenos da cultura do eucalipto,
fitobactérias comoRalstonia solanacearum, Erwinia psidii e Xanthomonas
axonopodis foram relatadas como importantes agentes causais de doencas do
eucalipto no Brasil (Alfenaat al., 2009).

A murcha-de-Ralstonia no eucalipto, causada Rorsolanacearum, foi
reportada no Brasil, pela primeira vez, no inicio da década de 198Wmoipio de
Prata, Minas Gerais, em plantios Eegrandis (Sudoet al., 1983). Em 2005, ao se
computar apenas a perda de mudas e propagulos na fase de nudbpliessa
doenca resultou em elevadas perdas econOmicas em viveiros de eunadipto
Estados da Bahia, do Espirito Santo, do Maranhdo, de Minas Gerais @ado Pa
totalizando um prejuizo estimado em, no minimo, R$ 6 milhdes (= US$ [Bdes)i
(Alfenaset al., 2006). No entanto, ao considerar o preco real de minicepas clonais,
este valor sobe para aproximadamente R$ 49 milhdes (=U$ 27 milAffegné et
al., 2009). Atualmente, a murcha-de-Ralstonia constitui, potencialmente, @ma da
principais doencas da cultura, principalmente, em virtude de sua @asistgamica,
dos danos causados, da alta variabilidade do patégeno e de caragtedsti
patossistema que dificultam o seu contrdRalstonia solanacearum € capaz de
sobreviver no solo e, potencialmente em restos de cultura de eugqadigemdo ser
disseminada no campo por mudas infectadas e no viveiro durante o preparo de

miniestacas resultando em eficiente disseminacao da bactéria.
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No minijardim clonal, a doenca caracteriza-se por necrose foliar,
escurecimento anelar ou completo do lenho, murcha e morte de mini€pas
sintomas na parte aérea sdo similares a morte gradual deepamisubmetidas a
podas drasticas ou com sistema radicular malformado. Na faseraleaemento,
miniestacas infectadas podem apresentar arroxeamento das ndovlinalso foliar
e podridao. No campo, a doencga caracteriza-se por bronzeamento e faeEgse
desfolha basal, ascendente escurecimento interno do lenho e morte da plant
geralmente a partir do quarto més apdés o plantio (Alfetrels 2006). A murcha-de-
Ralstonia pode, ainda, reduzir o indice de sobrevivéncia das plantzsnpo e
contribuir para aumentar a mato-competicdo. As plantas infecgelatmente
apresentam reducdo acentuada no desenvolvimento, bem como alteracbes
indesejaveis na qualidade da madeira.

Esta dissertacédo foi dividida em dois artigos a serem submataddsopical
Plant Pathology”. No artigo 1, objetivou-se caracterizar por naeotécnicas
moleculares os isolados Besolanacearum de eucalipto, coletados no Brasil, quanto
ao filotipo, sequevar e linhagens clonais. No artigo 2, objetivou-se desenuat
protocolo de inoculacdo e avaliacdo da resisténcia em clones dpteuzahurcha-
de-Ralstonia; e também selecionar gendtipdsutal yptus spp. resistentes.

Espera-se que as informacbes geradas neste estudo possam rcontribui
significativamente para o controle desta importante doenca. Aderaais,
caracterizagdo dos isolados do patdgeno que infeetmalyptus spp. por meio de
técnicas moleculares modernas, em filotipos, sequevares e clomfesie proposta
recente e bem aceita na comunidade cientifica (Fegan & Prior,, 20€B)itira
entender melhor a variabilidade do patdogeno no Brasil e suas consagysra o

manejo da murcha-de-Ralstonia.
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ARTIGO 1 - Caracterizacdo molecular de isolados deRalstonia
solanacearum de Eucalyptus spp.

Natalia R. FonseéalLlcio M. da S. Guimard&sPollyane S. Hermenegiljd&Ramon
U. Teixeird, Carlos A. Lopes& Acelino C. Alfenas

!Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Vicosa, -86870
Vicosa, Minas Gerais, BrasifEmbrapa Hortalicas, Caixa Postal 218, 70359-970,
Brasilia, Distrito Federal, Brasil. aalfenas@ufv.br

RESUMO

Dentre os patdégenos bacterianos do eucalipto no Br&sistonia
solanacearum é considerado um dos mais importantes, em razdo das catiaakeris
do patdégeno e dos prejuizos causados por este na cultura nos Ultim@&&anasao
da importancia desse fitopatdogeno para a cultura, este trabalho otgatizar uma
caracterizacdo molecular de diferentes isolados do Brasil proteside plantas de
eucalipto infectadas. Foram analisadas 19 culturas bacteriafetas de eucalipto
de diferentes regides do Brasil. Um produto de 372 pb gerado pelficgpb por
PCR-multiplex, utilizandoprimers Nmult permitiu identificar todos os isolados
analisados como pertencentes no filotipo Il. Dezoito isolados foranpadps no
subclado IIA e apenas um no IIB. A arvore filogenética geradaaréir das
sequéncias do gene da endoglucanagg ¢onfirmou a classificagdo dos isolados no
filotipo 1l e separou os isolados em distintos sequevares. Os isofd@22,
IBSBF2568 e IBSBF2576 se agruparam em um unico clado, assim comaadsssol
UFV18 e UFV20, com 89% e 78% de probabilidgubsteriori, respectivamente,
compondo dois novos possiveis sequevares, ainda ndo definidos. Foram identificados
também isolados pertencentes ao sequevar 41 (100% de probabilidad88&3le
probabilidade). Entretanto, a maioria dos isolados ndo se enquadrounbuomne
sequevar ja descrito, assim como também ndo formaram cladmsu@ado da
andlise de fragmentos amplificados pela técnica de ERIC-P@Rou grande
diversidade genética entre os isolados avaliados nesse trabalhwdyave geral,
uma alta correlacdo entre a origem geografica dos isoladassenilaridade

apresentada entre eles.



INTRODUCAO

Ralstonia solanacearum € uma das fitobactérias mais importantes do mundo,
capaz de causar doenca em mais de 450 espécies de plantasedéedifamilias
botanicas (Xuet al., 2009). Essa bactéria tem sido considerada um “complexo de
espécies” devido a significativa variabilidade genética dentrsp@ce (Fegan &
Prior, 2005), excepcional diversidade entre as estirpes em redag@ma de
hospedeiros, viruléncia, relacbes epidemioldgicas, propriedades fisaddgiampla
distribuicio geogréfica (Hayward, 1994). E uma bactéria Grantinagaerdbica
estrita, bastonetiforme, habitante do solo, com um ou mais flagesllases,
pertencente a subdivisd@-proteobacteria, ordem Burkholderiales, familia
Burkholderiaceae (Euzéby, 2009).

Ralstonia solanacearum foi descrita pela primeira vez por Smith, em 1896,
como Bacillus solanacearum. Em 1914, o mesmo autor reclassificou-a como
Pseudomonas solanacearum. Ja em 1992, a bactéria foi reclassificada como
Burkholderia solanacearum (Smith) por Yabuuchgt al. (1992). No entanto, trés
anos depois, a espécie foi novamente reclassificada como um novo género,
denominaddralstonia [(Smith, 1896) comb. nov. Yabuuc#tial. (1995)] (Yabuuchi
etal., 1995).

Historicamente, os isolados & solanacearum sdo classificados em cinco
racas (R), com base na relacdo de hospedeiros (Buddenmhaeri962) e cinco
biovares (bv), de acordo com a capacidade de oxidar determinadoesa@I1é00is
(maltose, lactose, celobiose, manitol, dulcitol e sorbitol) como fagesarbono
(Hayward, 1991). A R1 infecta solanaceas e outros hospedeiros eomdiuil, 3 e
4; a R2 infecta banana, outras muséaceas e helioconias ertandhé os bv 1, 3 e 4;

a R3 infecta principalmente batata e geranio, e inclui o bv 2;iafBcta gengibre e
inclui os bv 3 e 4; enquanto a R5 que infecta a amoreira e contéasapév 5.

Posteriormente, a bv 2 foi dividida em 2A (A de Andino) e 2N ou 2de(Tropical)

(Hayward, 1991).

Embora ambas as classificagbes fenotipica e bioquimica ainde sej
amplamente utilizadas e tenham se mostrado Util no passado, etaerposs
seguintes desvantagens: sdo demoradas, incapazes de definis estirpen nivel
sub-especifico; além de néo terem ligacbes com a origemafjeagdas espécies
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(Gillings et al., 1994; Villaet al., 2005). Em face disso, classificagcdes baseadas em
abordagens moleculares tém sido desenvolvidas para melhorar a coawmwréans
diversidade infra-subespecifica Resolanacearum (Sealet al., 1992; Taghavet al.,
1996; Fegamt al., 1998; Poussiest al., 1999, 2000).

Cook et al. (1989) e Cook & Serqueira (1994) com base na andlise de
polimorfismo dos fragmentos de restricdo do DN#stfiction fragment lenght
polymorphism — RFLP), classificaram os isolados & solanaceaum em 46
genotipos multilocos, separando-os em duas divisbes maiores gepateam
distintas, denominadas | e Il. A divisao | corresponde aos bv 3, 4 e Ss@lanios
predominantemente da Austrdlia e Asia, enquanto as estirpesanagindas
Ameéricas pertencem a divisao Il, correspondendo aos bv 1, 2 e 2(Cqdk &
Serqueira, 1994). Infelizmente, as sondas de RFLP utilizadas por&8ekueira
(1994) para genotipagem multilocus ndo estdo mais disponiveis, 0 que dtarna e
classificagéo obsoleta (>at al., 2009).

Recentemente, Fegan & Prior (2005), baseando-se em andlises de asquénci
da regido espacadora intergénica (ITS) 16S-23S e dos ggindspB e mutS
propuseram uma nova classificacdo filogenética e hierarquica, subdendidaatro
niveis taxondmicos: espécie, filotipo, sequevar e cl&ssa nova classificacdo é
vantajosa por ser flexivel, podendo agregar novos genotipos a medidareue f
descobertos, e refletir melhor a diversidade do complexo, alé@xptiear a origem
geografica, a disseminacdo da bactéria e de confirmar oaslosstanteriores
realizados com RFLP por Coekal. (1989).

O filotipo (cluster génico), o qual reflete a origem dos isolados, é identificado
por PCR-multiplex baseado no tamanho da sequéncia na regido ITS do gene 16S-23S
RNA, designando grupos maiores ao nivel de subespécie. O filotipodateceado
pela amplificacdo de um fragmento de 144 pb, o filotipo Il por agniiento de 372
pb, o filotipo Il por um de 91 pb e o IV por um de 213 pb. O filotipo | contém
isolados originados principalmente da Asia, equivale a divisdo | (&d®rqueira,
1994) e inclui as estirpes pertencentes as bv 3, 4 e 5. O filbtipoldi isolados
originarios da América, equivale a diviséo Il e inclui estirpetepeente as bv 1, 2 e
2T. O filotipo Il contém isolados da Africa e ilhas proximasi@Li estirpes das bv
1 e 2T. Ja o filotipo IV contém isolados principalmente da Indonégsia,também
do Japao, Filipinas, Coréia e Australia, e contém estipes pertencentes as bv 1, 2 e 2T.
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Cada filotipo pode ser subdividido em sequevares, 0s quais contém isolados
com similares padrées de viruléncia ou origem geogréfica comamdp gefinidos
por terem uma sequéncia altamente conservada do gene da endogl@egihas
(Fegan & Prior, 2005). Até o momento ja foram descritos 51 seqeeftuet al.,
2009). Cada sequevar pode conter ainda diferentes linhagens clonais, quegrodem s
distinguidas por técnicas déngerprinting gendmico como REP Répetitive
Extragenic Palindromic), BOX ou ERIC Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus)-PCR.

A correta classificacdo taxonémica e o conhecimento da variataliéaum
fator importante para estudos de genética e epidemiologia da nug-¢Rkastonia e,
consequentemente, para o controle da doenca. Diversos estudes gXu2009;
Cellien & Prior, 2010; Xuet al., 2011; Lebawt al., 2011, Siriet al., 2011; Santana
et al., 2012) tém caracterizado isoladosRieolanacearum a partir da classificacao
proposta por Fegan & Prior (2005). Entretanto, até o presente nenhumedasdes
focaram em isolados provenientes de eucalipto do Brasil. A murcha-de-Ra&tonia
causados prejuizos na cultura (Alfereagl., 2006, 2009) e tornado-se uma doenca
limitante para a culturaAssim, em face ao pouco conhecimento a respeito das
estirpes deR. solanacearum que infectam plantas de eucalipto, bem como da
diversidade genética desses isolados no pais, esse trabalho oljeti&cierizar

isolados der. solanacearum quanto a nova classificacao proposta para o patdgeno.



MATERIAL E METODOS

Isolados

Foram utilizados 11 isolados, caracterizados parcialmente paradkdeal.
(2006), provenientes de plantas de eucalipto infectadas de diferentegitm&aasil
(Tabela 1). Adicionalmente, foram utilizados seis isolados adquiral@otecéo de
Fitobactérias do Instituto Biologico de S&do Paulo (IBSBF) e doiss isolados
(AMC22 e AMCT7) coletados no Amapa. Para efeito de comparacdo foram
utilizados os isolados GMI1000, UW386 e UW443 pertencentes aos filotipbe |
IV, respectivamente, cedidos pelo Dr. Carlos Lopes, pesquisadormpaesa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), Centro dwedide Pesquisa de
Hortalicas (CNPH), Brasilia-DF e o isolado IBSBF292ertencente ao filotipo II, e
também adquirido no IBSBF (Tabela 1).

Preservacéo das culturas bacterianas

A partir do crescimento em meio sdlido, as culturas forareepradas em
agua estéril e em glicerina (Romeiro, 2001). Para a preservaq agua, foi
preparada uma suspensdo concentrada (aproximadamémi&aanL?) de células
bacterianas em agua estéril a partir de culturas cresmdgdacas de Petri contendo
0 meio 523 (Kado & Heskett, 1970) a 28 °C por 24 h (Romeiro, 2001). A suspensao
foi transferida para microtubos (1,5 mL) estéreis que forantidues em temperatura
ambiente. Para a preservacgao por congelamento em glicermaad&al., 2001), os
isolados foram repicados para microtubos estéreis (1,5 mL) contendoLO¢e m
meio 523 liquido e mantidos por 24 h a 28 °C, em seguida foi adicionado @é mL
glicerina 20 % (v/v) e os microtubos foram condicionados em ultezdrecom

temperatura de -80 °C.

Extracdo de DNA gendmico

O DNA bacteriano foi extraido utilizando-se o kit Wizard GenomiNAD
Purification Kit® (Promega) a partir de culturas bacterianas cresoig#sight em
meio 523 liquido. Para isso, uma cultura isolada foi colocada em umtubicr(1,5
mL) contendo 1 mL do meio. A metodologia de extracéo foi realizadéomne
recomendacado do fabricante. Ap0s a extracdo, a concentracdo do Dbbidale
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amostra foi quantificada utilizando-se o espectrofotbmetro Nanodrop@rnib

Scientific) e o DNA diluido para a concentracdo de 10 g pL

Tabela 1. Isolados de Ralstonia solanacearum utilizados na caracterizacao

molecular.
Isolados de eucalipto
Isolado LO(.:aI de Hospedeiro Biovar Fonte/ Coletor
origem
UFV 7 Bahia Corymbia citriodora 1 Alfenaset al., 2006
UFV 12 Maranhdo Eucalyptus sp. 1 Alfenast al., 2006
UFV 13 Minas Gerais Eucalyptus sp. 1 Alfenast al., 2006
UFV 18  Espirito Santo Eucalyptus sp. 1 Alfenast al., 2006
UFV 20  Espirito Santo Eucalyptus sp. 1 Alfenast al., 2006
UFV 31 Minas Gerais Eucalyptus sp. 1 Alfenast al., 2006
UFV 32 Bahia Eucalyptus sp. 1 Alfenast al., 2006
UFV 34 Para Eucalyptus sp. 1 Alfenast al., 2006
UFV 48 Bahia Eucalyptus sp. 1 Alfenast al., 2006
UFV 55 Bahia Eucalyptus sp. 1 Alfenast al., 2006
UFV 60 Bahia Eucalyptus sp. 1 Alfenast al., 2006
AMC 22 Amapé Eucalyptus sp. 1 Natélia Risso Fonseca
AMC 76 Amapé Eucalyptus sp. 1 Natélia Risso Fonseca
IBSBF Para Eucalyptus oT Instituto Biol6gico de Sdo
624 urophylla Paulo — Campinas (SP)
IBSBF Bahia Eucalyptus 1 Instituto Biologico de Sao
625 urophylla Paulo — Campinas (SP)
IBSBF Para Eucalyptus 1 Instituto Biol6gico de Séo
638 urophylla Paulo — Campinas (SP)
IBSBF Minas Gerais Eucalyptus 1 Instituto Biologico de Sao
2131 urophylla Paulo — Campinas (SP)
Igggg Santa Catarina  Eucalyptus sp. 1 Inszhl:éo_B(l:oallcr)ﬁ;)(i:ﬁaie(SS s)o
“3?5’ E|3: Santa Catarina  Eucalyptus sp. 1 InPSSLL:LO_B(':O;r)r?;)?r?aie(SS S;J
Isolados de referéncia
Local de . , _—
Isolado origem Hospedeiro  Biovar Filotipo Fonte/ Coletor
Guiana Solanum Carlos Alberto Lopes —
GMI1000 Francesa lycopersicum 3 ! EMBRAPA Hortalicas
IBSBF EUA Solanum 1 " Instituto Biolégico de Sdo
292 l lycopersicum Paulo — Campinas (SP)
Co Solanum Carlos Alberto Lopes —
Uw3ge Nigeria lycopersicum ND o EMBRAPA Hortalicas
UW443  Indonésia  Musasp. ND W, Carlos Alberto Lopes —

EMBRAPA Hortalicas

"= Isolado tipo déRalstonia solanacearum



Amplificacdo por PCR para confirmacéao da identidade deR. solanacearum

Para confirmar se todos os isolados pertencem ao confpleglanacearum
realizou-se a amplificacdo por PCR de um fragmento de ~280 pbandilizse os
primers 759 e 760, especificos para a espécie (Tabela 2). A reacéaalizada em
um volume final de 2&L, contendo 2,0 puL de DNA (10 ng {1}, 5,0 pL de tampé&o
de PCR 5X (Promega), 2,0 uL de Mg@5 mM) (Promega), 2,0 uL de dNTPs (2,5
mM), 1,5 pL de cadarimer (10 mM) e 0,2 pL deaq polimerase (5 U pt)
(Promega) sendo o volume completado com agua destilada ultrapura. As
amplificacbes foram realizadas no termociclador Veriff 96ife Technologies)
usando um programa que consistiu de uma etapa inicial de desnatu@dcd0 por
3 min, anelamento a 53 °C por 1 min e extensdo a 72 °C por 1,5 min, segusfo por
ciclos de desnaturacdo a 9 por 30 s, anelamento a 57 °C por 30 s e extensdo a
72°C por 30 s, com uma extensao final a 72 °C por 5 min. O produto da PCR foi
analisado em gel de agarose a 1,4 % (p/v) em Tris Acetato EDARE), corado
com Brometo de Etidio (1,g mL?) e fotodocumentado em L.PIX (Loccus

Biotecnologia).

Classificacdo em filotipo

Para a classificacdo dos isolados bacterianos em filotiposdimada uma
PCR-multiplex com um conjunto de quapmomers especificos para cada filotipo no
sentido direto (Nmult: 21:1 F, Nmult: 21:2 F, Nmult: 22: Inf e Nm28&: AF) e um
anico e conservadprimer no sentido reverso (Nmult: 22: RR) (Tabela 2). A reacdo
continha 2,0 uL de DNA (10 ng [}, 5,0 pL de tamp&o de PCR 5X (Promega), 2,0
puL de MgCh (25 mM) (Promega), 2,0 uL de dNTPs (2,5 mM), 0,5 pL de cada um
dos primers 21:1F, 21:2F, 22:InF, 23:AF (10 mM), 1,0 puL gamer 21:RR (10
mM) e 0,2 pL detaq polimerase (5 U pt) (Promega) em um volume final de 25
uL. As PCRs foram realizadas no termociclador Verifi @8fe Technologies) em
um programa que consistiu de uma desnaturacao inicial a 96 °C por Seguirgo
por 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 59 °C por 30 s e 72 °C por 90 s, com uma extensao
final a 72 °C por 10 min. O produto da PCR foi analisado em gel desaga 1,4 %
(p/v) em Tris Acetato EDTA (TAE), corado com Brometo de iBit{d,0pg mL™Y) e

fotodocumentado em L.PIX (Loccus Biotecnologia).
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Tabela2 Primers utilizados na caracterizagdo molecular dos isolados de
Ralstonia solanacearum.

. N'\./E?I de~ Primer Sequéncia Alvo Referéncia
identificacdo
ComplexoR. 759 5’-gtcgccgtcaactcactttce-3 Opinaet
5 16s rDNA
solanacearum 760 al., 1997
gtcgccgtcagcaatgcggaatcg-3’
Nmult: ,
211 E 5'-cgttgatgaggcgcgcaattt-3
Nmult: , ,
212 E 5'-aagttatggacggtggaagtc-3
— Nmult: . i . Fegan &
Filotipo 22 inf 5'-attgccaagacgagagaagta-3 Regido ITS Prior, 2005
Nmult: ,
23 AF 5'-attacgagagcaatcgaaagdtt-3
Nmult: ,
22: RR 5'-tcgcttgaccctataacgagta-3
Sequevar ENDO-F :,-atgcte:tgccgctggtcgccgc-B Endoglucanase Jietal.,
ENDO-R - gcg gccgggcacgaacacc- (egl) 2006
ERIC-1R 5'- atgtaagctcctggggattcac-3'Enterobacterial .
Clone 5" aaggtaa%tgac'?gg;]gggtcagcg- Repetitive Versalovic
ERIC-2 3 Intergenic etal., 1994

Classificacdo em sequevar

Para a determinacdo do sequevar foi realizada uma andlisenétarp a
partir da sequéncia parcial do gene da endoglucgegheamplificado por PCR,
utilizando osprimers Endo-F e Endo-R (Tabela 2) e posteriormente sequenciado. A
reacao foi realizada em volume final de25 contendo 2,0 uL de DNA (10 ng L
1), 5,0 uL de tampéo de PCR 5X (Promega), 2,0 pL de M@5lmM) (Promega),
2,0 pL de dNTPs (2,5 mM), 1,5 pL de cadaner (10 mM) e 0,2 pL déag DNA
polimerase (5 U pt) (Promega) sendo o volume completado com agua destilada
ultrapura. A PCR foi realizada no termociclador Veriff 96fe Technologies) com
0 seguinte programa: desnaturacao inicial a 96 °C por 9 min, 30 ciclos de 95 °C por 1
min, 70 °C por 1 min e 72 °C por 2 min e uma extensao final de 72 °C ponl0 m
Parte do produto da PCR (5 pL) foi analisada em gel de agarosedy}%ofado
com Brometo de Etidio (1,0 mL™) e, ap6s confirmacdo da amplificacdo, o restante
da reacdo foi purificado utilizando-se o Kit GEXPCR DNA and Gel Band

Purification Kit® (GE) e o produto final sequenciado.
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O sequenciamento da regidao amplificada na PCR foi realizado no
sequenciador ABI PRISM 3100 (Applied BioSystems). @sners usados para
amplificacdo do DNA também foram utilizados no sequenciamento. AgEseias
de dados foram analisadas usando o Sequence Navigator version 1.0iéd(Appl
BioSystems). As sequéncias obtidas foram alinhadas utilizando camag
CLUSTAL W (Thompsonet al., 1992) no software MEGA 4.0 (Tamueh al.,
2007), seguido de ajustes manuais. Os dados obtidos através do seargaciam
foram comparadas com 36 sequéncias de isolados escolhido no GenBanggrezra o
egl, representando diversos sequevares ja descritos na literatura (Anexo 1).

O método de Inferéncia Bayesiana foi utilizado para construirvarea
filogenética. A Inferéncia Bayesiana foi realizada wiiido o programa MrBayes
3.1.2 Bayesian Inference of Phylogeny) (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). O modelo
de substituicdo foi escolhido com base no critério de informacao dkeAKdC) do
MrModelTest 3.2 (Nylander, 2004), o qual compara cada modelo com todos os
outros. A probabilidade posteriori na distribuicdo de arvores foi criada usando
algoritmo MCMC Metropolis-coupled Markov Chain Mont Carlo) de duas cadeias
iniciadas a partir de uma arvore ao acaso, com 10 milhdes déagemEcutadas,
sendo descartadas as 25% das primeiras arvores. A convergénciaMio &0
tamanho efetivo da amostra foram checados usando o programall4a@eambaut
& Drummond, 2007). As arvores filogenéticas foram visualizadas tadagi no

programa FigTree 1.3.1htfp://tree.bio.ac.uk/softwaye

Classificacdo em clones por ERIC-PCR

A classificacdo dos isolados @ solanacearum em linhagens clonais foi
realizada a partir da analise de fragmentos amplificadosgmiaca de ERIC-PCR,
utilizando o primer ERIC-1R e ERIC-2 (Tabela 2). As reagbes de PCR foram
conduzidas em volume total de 25 pL, contendo 2,0 puL de DNA (10 g 5,0 pL
de tampao de PCR 5X (Promega), 1,0 uL de M@Z3 mM) (Promega), 2,0 uL de
dNTPs (2,5 mM), 1,5 uL de cagaimer (10 mM) e 0,2 uL déaq DNA polimerase
(5 U puLY (Promega) sendo o volume completado com &gua destilada ultrapura. A
PCR foi realizada no termociclador Veriti ®0gLife Technologies) com um
programa que consistiu de uma desnaturacéao inicial a 95 °C por 7 minla30de
94 °C por 1 min, 52 °C por 1 min e 65 °C por 8 min e uma extenséo final a 65 °C por
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15 min. Os produtos foram analisados em gel de agarose a 1,5 % ([@syh com
Brometo de Etidio(1,0 ng mLY) e fotodocumentado em L.PIX (Loccus
Biotecnologia).

Empregando o coeficiente binario de Dice (1945) foram gerados
dendrogramas, baseados em fragmentos amplificados comuns e difarglizados
no calculo da matriz de similaridade, e analise de agrupamemtamn@tbdo nao
ponderado de conjunto de pares por médias aritméticas (UP@Givighted pair
group method using arithmetic averages) utilizando o programa Bionumerics, V.5.10

(Applied Maths, St. Martens Latem, Belgium).

RESULTADOS

Confirmagéo da identidade deR. solanacearum por PCR

A partir da amplificacdo por PCR com pdmers 759/760, foi gerado um
fragmento de 280 pb para todos os isolados analisados neste estudo, incluindo os
isolados de referéncia (Figura 1). O produto de 280 pb gerado nesskcagdulié
especifico para as espécies do compkexsolanacearum, incluindo isolados d&.
solanacearum, BDB (Blood Disease Bacterium) e Pseudomonas syzygii (Fegan &
Prior, 2005). Dessa forma, se confirma a identidade dos 19 isolados aitidos

plantas de eucalipto como pertencentes ao complesaanacearum.

Kb

UFV 7
UFV 12
UFV 13
UFV 18
UFV 20
UFV 31
UFV 32
UFV 34
UFV 48
UFV 55
UFV 80
AMC 22
AMC 76
IBSBF 624
IBSBF 625
IBSBF 638
IBSBF 2131
IBSBF 2568
IBSBF 2576
IBSBF 292
UWV 386
UW 443
GMI1000
2

&)------ﬂ----------------

Figura 1. Produtos gerados pela amplificagéo por PCR copnio®rs 759/760 para
a confirmacdo da identidade dos isolados como seRdlstonia
solanacearum. Kb = marcador molecular de 1 Kb Plus DNA Ladder
(GeneRule™); UFV7 a IBSBF2576 = isolados bacterianos obtidos de
eucalipto; IBSBF292, UW386, UW443 e GMI1000 = isolados Rle
solanacearum utilizados como comparadores.
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Classificacio em filotipo

O

produto de 372 pb gerado pela amplificacdo por PCR-multiplex permiti

identificar todos os isolados analisados como pertencentes ao filp@ssim como

0 isolado IBSBF 292, utilizado como comparador do filotipo Il. Para o®utr

isolados

comparadores foram amplificados fragmentos de 91 pb paadoisol

UW386, 213 pb do isolado UW443 e de 144 pb do isolado GMI1000, confirmando

como pertencentes aos filotipos Ill, IV e I, respectivamente (Figura 2)

Figura 2.

IBSBF 2131
IBSBF 2568
IBSBF 2576
IBSBF 292

T 0
N N
© ©
TS
m o
[ )]
o o

IBSBF 638
GMI1000

Produtos gerados pela amplificacdo por PCR-Multiplex para detgéo

do filotipo dos isolados. Kb = marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder
(GeneRule™); UFV7 a IBSBF2576 = isolados deRalstonia
solanacearum oriundos de eucalipto; e isolados &e solanacearum
utilizados como comparadores: IBSBF292= isolado pertencente apdiloti
II; UW386 = isolado pertencente ao filotipo Ill; UW443 = isolado do
filotipo 1V; e GMI1000 = isolado do filotipo I.

Classificacdo em sequevar

Foram obtidas sequéncias parciais do gene da endoglucasghsedd

aproximadamente 750 pares de bases (pb) para os 19 isoladosudm assim

como para os comparadores. O melhor modelo evolucionario selecionado pelo

MrModeltest 2.3 para Analise Bayesiana pelo AIC, foi o modelo GF&€om o0s
parametros 1= 0.4127 e G= 1.0937. O modelo GGBh¢ral Time Reversible) leva

em conta uma taxa de substituicdo para cada par de nucleotideoded®mar em

consideracdo as frequéncias dos quatro nucleotideos. O paramésitios

invariaveis) representa a propor¢ao de sitios ndo informativos querssidetados
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na analise,enquanto a corre¢cdo @rtima) permite descrever as sequéncias em
termos de taxas de divergéncia diferentes, através do pevaatiatDe acordo com
arvore filogenética a partir da sequéncia do gegiepela Analise Bayesiana foi
possivel confirmar a separacdo dos isolados em quatro filotipoomnacfo de
subclados no filotipo II, confirmando a separagao do filotipo 1l nos subclé&les
[IB, como descrito por Fegan & Prior (2006), além da formacaonudeubclado a
mais, formado pelas estirpes do filotipo IIA sequevar 7.

A arvore gerada agrupou os isolados deste trabalho no clado do filgtipo Il
sendo que com excecao do isolado IBSBF 624, os demais isolados seaagmpar
subclado IlA. O isolado IBSBF 624, classificado previamente como serigld/loia2
(Rodrigues, 2010), se agrupou ao subclado 1IB. Esses agrupamentos foram

sustentados por ramos com altos valores de probabilpdstbeiori (Figura 3).

Classificagdo em clones por ERIC-PCR

Um padrao reprodutivel de produtos de amplificacao foi obtido, utilizando os
iniciadores ERIC-PCR, com os isoladds R. solanacearum. Os padrbes de
fragmentos gerados por ERIC-PCR continha de um a dez fragmelts\ais,
que variaram de 250 a 7000 pb. O resultado da analise de agrupamgmta 4fi
permitiu separar os isolados em diferentes linhagens clonaisradpgobrcentagem
de similaridade entre eles. Através da analise dos fragmatides por ERIC-PCR
foi possivel separar os isolados em cinco grupos maiores a @art?8% de
similaridade, denominados A, B, C, D e E (Figura 4).
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Figura 3. Arvore filogenética construida para as sequéncias do egerEelo método de
Inferéncia Bayesiana. Os valores de probabiliqaudteriori estdo indicados nos
ramos. O numero de acesso no GenBank (entre paréntesegy #Haiequevar
estdo indicados a frente do nimero do isolado. As barras indidesagda de
substituicdo por sitio. Em vermelho estdo destacados os isoladRegstimia
solanacearum provenientes deEucalyptus e os comparadores (IBSBF292=
filotipo 1l; UW386 = filotipo IlI; UW443 = filotipo 1V; e GMI1000 Hilotipo I),

e em preto os isolados obtidos do GenBank.
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Figura 4. Dendrograma construido com os perfis de fragmentos amplificadd&&R¥6rPCR dos isolados dRalstonia solanacearum obtidos de
eucalipto e dos comparadores (IBSBF 292, GMI1000, UW386 e UW443). Asndiéexr entre os perfis sao indicados pela porcentagem
de similaridade. O dendrograma foi baseado no coeficiente de dlanlarnie Dice e andlise de agrupamento pelo método ndo ponderado
de conjunto de pares por médias aritméticas (UPGMAweighted pair group method using arithmetic averages).
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DISCUSSAO

Os isolados estudados neste trabalho e oriundos de plantas de eucalipto
infectadas no Brasil foram todos classificados no filotipo Il, eqeintalaos isolados
originarios das Américas (Fegan & Prior, 2005). Esse filotipo equiteaahbém a
divisdo Il proposta por Coodt al. (1994) através de analises de RFLP, e que inclui
isolados das bv 1, 2 e 2T, primariamente de origem americana. ddeses, 0
filotipo Il engloba ainda isolados de batata da R3, com ampla digé&tuiundial e
isolados de banana da R2 (Fegan & Prior, 2005). A separacao em fifotiposda
confirmada pela analise filogenética do gene da endoglucaeghsee apresenta
variabilidade na sua sequéncia que permite separar eficienteesitpes deR.
solanacearum. Ele possui duas caracteristicas importantes para essé fim:gene
conservado, ou seja, presente em todas as estirpes testadaspertamuma copia
no genoma (Fegan & Prior, 2005; Robettal, 1988).

A arvore filogenética gerada pelo gesgk permitiu confirmar a separacédo em
filotipos e o agrupamento dos isolados estudados no clado do filotipo Il. Foi
confirmada também a separacao do filotipo Il em dois subcladosesdilz e 11B,
como descrito por Fegan & Prior (2005), em que o subclado IIA é formado de
isolados deR. solanacearum patogénicos a solanaceadlusa spp. e demais
hospedeiros, enquanto o filotipo 1IB englobava, principalmente, isoladoga@s ra
patogénicos a batata e isoladoRideolanacearum da raca 2 causadores do moko da
bananeira. Os resultados deste trabalho permitiram separaiipm fllotkm mais um
possivel subclado, formado pelos isolados do filotipo IIA, sequevar 7, ICMP7963,
CFBP2047 (=K60) e o isolado tipo N292. Esse resultado corrobora os estudos de
Remenantet al. (2011) que consideram o isolado K60 uma espécie distinta das
demais do filotipo IlA, propondo que o subclado a qual essa espécie pestgace
denominado filotipo I1A (Genin & Denny, 2012).

O agrupamento com 100% de probabilidpdsteriori do isolado IBSBF 624
ao isolado de referéncia CIP240 de batata de origem brasjéeidefinido como
sequevar 26 (Cellier & Prior, 2010), permitiu classificar o isold&®BF 624 no
mesmo sequevar do filotipo IIB. Estudos anteriores demonstraram cgeadoi
IBSBF 624 pertence a R3/ bv 2T (Rodrigues, 2010).
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A murcha-de-Ralstonia no Brasil foi relatada inicialmentel®80 no estado
de Minas Gerais (Sudai al., 1983). Posteriormente, a doenca foi descrita no Para e
na Bahia (Robbst al., 1988; Dianese & Takatsu, 1985) e mais recentemente no
Espirito Santo, Maranh&o (Alfeneisal., 2006), Santa Catarina (Aueral., 2008) e
em Goias (Marquest al., 2009). Com a excecao do isolado descrito por Margues
al. (2009) que descreveram a R3/bv2 como agente etioldgico, todas as demais
ocorréncias da doenca foram relacionadas ao bvl. Esses resaktunsle acordo
com a classificacdo desses isolados no filotipo Il, realizadt® nesbalho, pois
segundo Fegan & Prior (2005) o filotipo Il equivale as estirpesruenées as bv 1,
2e2T.

O padréo de ramificacdo da arvore filogenética mostrou que doslda8os
de R. solanacearum obtidos de eucalipto que se agruparam no subclado 1A, 15
(AMC22, UFV12, UFV13, UFV18, UFV20, UFV3l, UFV34, UFV48, UFV55,
UFV60, IBSBF625, IBSBF638, IBSBF2131, IBSBF2568 e IBSBF2576) nédo se
agruparam a clados de sequevares ja definidos anteriormente. Bssd® 0S
isolados AMC22, IBSBF2568 e IBSBF2576 agruparam-se em um clado unico,
sustentado por um ramo com 89% de probabilidamteriori, segundo Analise
Bayesiana. O mesmo ocorreu para os isolados UFV18 e UFV20, que seagrupa
em um clado com 78% de probabilidgotasteriori, enquanto os demais isolados
formaram clados individuais. A classificacdo da maior parte doadss em
sequevares ainda nao descritos € de certa forma esperado, gi€ncacde estudos
com isolados brasileiros d& solanacearum e, principalmente, oriundos de
eucalipto.

Os isolados UFV7, AMC76 e UFV32 agruparam-se em sequevares ja
descritos. Os isolados UFV7 e AMC76 agruparam-se no clado contendodo idela
tomateiro CMR39, oriundo de Camardes, classificado como sequevar 410066
de probabilidadgosteriori. O isolado UFV32 agrupou-se no clado do sequevar 37,
representado pelo isolado RF38, de Trindade, com 88% de probabilidaldea®a
aumento gradativo de movimentacdo de materiais propagativo erntontogentes
espera-se haver mais desse tipo de situacdo com isolados mheindeta origem
geografica infectando hospedeiros em outras regiées do mundo.

Segundo a classificacdo definida por Fegan & Prior (2005) aos clados de
sequéncias individuais ndo tem sido concedido o estatuto de sequevante&Som
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caso de dois ou mais isolados sequenciados terem sequéncias spudares haver

a definicho de um sequevar. Portanto, os isolados AMC22, IBSBF2568 e
IBSBF2576 formam um novo grupo genético, assim como os isolados UFV18 e
UFV20, compondo dois novos sequevares ainda nao definidos. A analise de outras
regides do genoma, como do génpB (Poussieet al, 2000) e de um maior nimero

de isolados oriundos de eucalipto podem aumentar a consisténcia dos dados
apresentados neste trabalho.

A nova classificacdo dB. solanacearum, baseada em analises moleculares,
proposta por Fegan & Prior (2005) mostrou-se simples, rapida e funcional,
principalmente, quanto a separacdo em filotipo. J&4 a classifieagpdsequevar,
apesar de demandar mais tempo, mostrou ser também eficaz. damedi novos
estudos forem sendo realizados, utilizando essa nova abordagem, emtedifer
paises, havera uma melhor compreenséo sobre a taxonoRiaali@nacearum. E
provavel que esses estudos culminem na divisa® dmlanacearum em novas
espécies, como proposto, por Remerehiat. (2011). De acordo com esses autores,
apenas isolados pertencentes aos filotipos 1IA,” IBAIIB continuariam emR.
solanacearum. J& os isolados do filotipo | e Ill formariam uma nova espécie,
denominadaR. sequeirae, enquanto os isolados do filotipo IV passariam gara
haywardii. Entretanto estudos de patogenicidade em distintas linhagens ainda
precisam ser realizados, sobretudo na perspectiva do pés-genémécangiaor
compreender a especiacao bacteriana no complesabanacearum (Cellier & Prior,

2010).

A analise dos fragmentos obtidos por ERIC-PCR permitiu sepaisolados
em cinco grupos maiores, denominados A, B, C, D e E. O grupo A envolve os
isolados obtidos de eucalipto do sul do Brasil, IBSBF2568 e IBSBF2576, com 70%
de similaridade entres eles. O grupo C contém apenas o isoladbaB% obtido de
eucalipto e proximo a ele o isolado de referéncia do filotipo |, XBRD. Assim
como o C, o grupo D contém também apenas um isolad® gaanacearum de
eucalipto, o IBSBF625, e préximo a ele, o isolado de referéncialadipd IV,
UW443. No entanto, esses clados apresentaram similaridades ngumo8%. O
grupo E engloba o isolado do filotipo 11B, IBSBF624 e proximo a etolado tipo
IBSBF292, sendo que apesar do isolado IBSBF624 ser originario do Para, este ndo se
agrupou ao isolado IBSBF638, de mesma origem, confirmando a divergéncia
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encontrada na andlise com o gegke O isolado UW386 foi 0 mais divergente dos
demais, ndo se agrupando com nenhum dos isolados estudados, 0 queata,espe
visto pertencer ao filotipo Ill, de origem africana.

O grupo B englobou a maioria dos isolados obtidos de eucalipto. Dentro
desse grupo, os isolados UFV48 UFV55 e UFV60 apresentaram 100% de
similaridade entre eles, indicando tratar-se de uma mesma@dmhealonal. Outra
evidéncia que suporta essa hipotese € a mesma origem geodo&itrés isolados,
provenientes da Bahia (Alfenasal., 2006). A confirmacédo de que esses isolados
sdao uma mesma linhagem clonal pode ser obtida ao se comparar ies perf
moleculares desses isolados, utilizando-se outras técnicas, d&mBER e BOX-
PCR. Outro isolado préximo a esses e também procedente do estBdbiaao
UFV32, possui 66,7% de similaridade com os trés isolados. Por outro |adtadni
UFV7, também coletado nesse estado, ndo se agrupa com eles, suméasitithaia
de variabilidade genética na populacdo nessa regido. Ainda no grupés8ades
de Minas Gerais, UFV13, UFV3l e IBSBF2131 agruparam-se em atho clom
61,6% de similaridade, sendo que os isolados UFV13 e UFV31l apresentaram
similaridade de quase 95% entre eles. J& os isolados proveniengssado do
Espirito Santo, UFV18 e UFV20 agruparam-se com 80% de similaridasle.
isolados da regido norte do Brasil (AMC) se encontram em uto clam 57% de
similaridade e ainda se agrupam com o isolado UFV12, proveniente do dsta
Maranh&o, podendo-se notar maior similaridade entre isolados desrpgid@nas,
como é caso dos isolados do Espirito Santo se agrupando ao clado dios idela
origem baiana.

A comparacdo entre os padrbes de fragmentos dos DNAs gendmicos
amplificados pelo marcador ERIC indicou grande diversidade genética @ntr
isolados avaliados neste trabalho. Havendo, em geral, uma altaagé@oreintre a
origem geografica dos isolados e a similaridade entre elesn@la diversidade
genética populacional d& solanacearum em eucalipto obtida neste estudo constitui
um dos principais desafios no desenvolvimento de estratégias de cdatdBenca
e deve ser considerada durante o melhoramento genético do eucaliptinsEs
acerca da agressividade desses isolados frente a difeespésies e clones de

eucalipto deverdo ser realizados. Esse conhecimento, associado &esanal
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taxondmicas e de diversidade realizadas neste trabalho, poderdougopaia a

melhor compreenséao e manejo da doenca no Brasil.
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ANEXOS

Anexo 1. Relacéo das sequéncias parciais do gene da endocluggh)aeRal stonia
solanacearum obtidas a partir do banco de dados GenBank e utilizadas na
analise filogenética

Filotipo  Sequevar Isolado Acesso GenBank Local Hospedeiro
A 6 GMI8044 GU295013 Granada Musa sp.
A 6 uwisi GU295053 Venezuela Musa sp.
A 6 A3909 EF371812 Havai Heliconia rostrata
A 7 CFBP2047 AF295262 USA Solanum lycopersicum
A 7 ICMP7963 AF295263 Quénia Solanum tuberosum
A 24 B34 GQ907154 Brasil Musa sp.
A 35 CFBP2972 EF371809 Martinica S tuberosum
A 36 CFBP2957 EF371807 Martinica S. lycopersicum
A 37 RF38 JF702309 Trindade S lycopersicum
A 38 CIP120 GQ907152 Peru S. tuberosum
A 39 CFBP2958 AF295266 Guadalupe S lycopersicum
A 40 CIP239 AF295269 Brasil S. tuberosum
A 41 CMR39 EF439726 Camardes S lycopersicum
A 50 T1-UY GU295049 Uruguai S. lycopersicum
A 52 CMR121 EF439725 Camardes S lycopersicum
1B 1 IPO1609 EF371814 Holanda S. tuberosum
1B 1 JT516 AF295258 Reunion S tuberosum
1B 1 CMR34 EF439750 Camardes S. lycopersicum
1B 2 CIP232 EF647734 Chile S. tuberosum
1B 3 CIP418 GU295005 Indonésia Arachis hypogaea
1B 3 MOLK2 EF371841 Filipinas Musa sp.
1B 4 Uw1e63 GU295052 Peru Musa sp.
1B 25 CIP10 AF295260 Peru S tuberosum
1B 26 CIP240 EF647739 Brasil S. tuberosum
1B 28 NCP$B398 AF295261 Brasil S. tuberosum
1B ANPB CFBP6784 EF371813 Martinica Anthurium andreanum
1B ANPB CFBP6783 EF371817 Martinica Heliconia caribea
1B ANPB CIR0208 EF371819 Martinica A. andreanum
I 13 CMR134 EF439740 Camardes Vaccinium membranaceum
| 18 GMI1000 AF295251 F(;’:r']ig‘za S lycopersicum
I 45 CIP365 GQ907151 Filipinas S. tuberosum
i 19 JT525 AF295272 Reunion Perlagonium asperum
[ 20 J25 AF295279 Quénia S. tuberosum
i 29 CMR15 EF439743 Camardes S lycopersicum
v 10 PSIO7 EF371804 Indonésia S. lycopersicum
v 8 ACH732 GQ907150 Austrdlia S lycopersicum
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ARTIGO 2 - Método de inoculacdo e avaliacdo de redéncia de
clones de Eucalyptus spp. a murcha-de-Ralstonia causada por
Ralstonia solanacearum.

Natalia R. FonsecaLucio M. da S. Guimard&sRamon U. Teixeira Pollyane S.
Hermenegildd Leonardo S. S. OliveitaCarlos A. Lopes& Acelino C. Alfenas

!Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Vicosa, -86870
Vicosa, Minas Gerais, BrasifEmbrapa Hortalicas, Caixa Postal 218, 70359-970,
Brasilia, Distrito Federal, Brasil. aalfenas@ufv.br

RESUMO

A variabilidade quanto a intensidade da murcha-de-Ralstonia, causada por
Ralstonia solanacearum, no campo em diferentes espécies, procedéncias ou clones
indica que seu controle pode ser realizado mediante plantio de matesiatentes,
selecionados por inoculacao artificial sob condi¢cdes controladas\ptraa selecao
de plantas suscetiveis, escapes a infeccdo. No entanto, é fundatispotatie um
protocolo de inoculagéo eficaz, objeto deste trabalho. Foram avali@dasédtodos
de inoculacéo: (i) infestacdo do solo com suspensao bacteriamag(sfio de raizes
seccionadas em suspensao bacteriana e (iii) injecdo de suspacisdimna na base
do caule. O método de inoculacdo por injecdo de suspensdo bacterisasendo
caule destacou-se como o mais eficiente para inoculagdRs sdnacearum em
eucalipto, podendo-se diferenciar clones resistentes dos suscetiveis periodo
de avaliacdo de 30 dias. Em seguida utilizou-se o método de inacelsg@ihido
para a selecdo de clones Hecalyptus spp. resistentes a doenca. De 21 clones
avaliados, quatro foram resistentes por ndo apresentarem nenhumacplanta
sintomas de murcha e exsudacédo de pus bacteriano até 30 apos gdono€uigros
quatro clones apesar de também nao apresentarem sintomas de rpueskataram
exsudacdo bacteriana em pelo menos uma das plantas inoculadas, sendo
considerados suscetiveis. Os demais clones foram considerad@tdtamscetiveis

por apresentarem plantas com sintomas de murcha e exsudagéo de pus.
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INTRODUCAO

Nas duas ultimas décadas, os plantios de eucalipto tém sido prirexipal
clonais, devido a uniformidade da matéria-primaossipilidade de multiplicacdo dos
genotipos resistentes e mais produtivos (Fonseeh, 2010). No sistema atual de
producdo de mudas clonais de eucalipto, a coleta intensiva de brotagbestaguia
e a realizacdo de podas drasticas em minicepas induzem ad®agdé&es, 0 que
resulta na sua debilitacdo fisiolégica e, por consequéncia, favaredeccdo de
patdgenos em cepas clonais (Alfesiaal., 2006). Dentre esses, destac&alstonia
solanacearum (Smith, 1896) comb. nov. Yabuuattial. (1995), agente etioldgico da
murcha-de-Ralstonia.

A murcha-de-Ralstonia foi relatada, pela primeira vez emliptaano inicio
da década de 1980 em Minas Gerais (S#iéb, 1983). Posteriormente, a doenca foi
constatada na Bahia (Dianese & Takatsu, 1985), no Para (Rblabs 1988),
Espirito Santo, Maranhdo (Alfenas al., 2009), em Santa Catarina (Austral.,
2008) e Goias (Marquest al., 2009). Em 2005, a murcha-de-Ralstonia, provocou
elevadas perdas em diversos viveiros clonais de eucalipto do Bx@dizando um
prejuizo estimado em, no minimo, R$ 49 milhdes (= US$ 27 milhdeenght al .,
2009). Além do Brasil, a doenca foi relatada na China (Wu & Liang, 1.988&van
(Wang, 1992), Austrélia (Askiewet al., 1994), Venezuela (Cieskt al., 1996),
Tailandia (Pongpanich, 2000) e Vietna (Tétwl., 2000). Na Africa, a doenca ja foi
detectada em plantios de eucalipto na Africa do Sul (Couginllo, 2000), Uganda
(Rouxet al., 2001), e Republica Democrética do Congo (Fouché-\wealh, 2006).

Em minijardim clonal, a doenca caracteriza-se por necroser,folia
escurecimento anelar ou completo do lenho, murcha e morte de mini@pas
sintomas na parte aérea sdo similares a morte gradual deempamisubmetidas a
podas drasticas ou com sistema radicular malformado. Na faseralzamento,
miniestacas infectadas podem apresentar arroxeamento das ndovliralso foliar
e podriddo. No campo, a doenca caracteriza-se por bronzeamento, maccbse
foliar, desfolha basal ascendente, escurecimento interno do lenhoeedagtanta,
geralmente a partir do quarto més apos o plantio (Alferels 2006). Plantagfes de
eucalipto sdo mais suscetiveis a murcha-de-Ralstonia nos rpsntgis anos de
idade (Raret al. 2005a, b). No passado, a incidénciaRdeolanacearum no campo
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era observada principalmente nos primeiros plantios de eucaliptadesl em areas
recém desmatadas (Dianese, 1986) sendo que a infec¢cdo podenserdetemodo
gue a doenca somente se expresse sob condi¢cdes de ambiente fagp@yesm
plantas debilitadas fisiologicamente (Ferreira, 1997; Hayward, 188iglmente, a
doenca tem sido observada em areas antes usadas para pastagecalipio e
(Alfenas, A.C., informacao pessoal).

A variacao do nivel de resisténcia entre procedénci&siciyptus spp. foi
observada inicialmente em condi¢cbes de campo (Wu & Liang, 1988; Dietradse
1990). Estudos prévios para desenvolver métodos de inoculagdo artifidil de
solanacearum em eucalipto (Dianese & Takatsu, 1985; Cruz & Dianese, 1986;
Dianeseet al., 1990; Dianese & Dristig, 1993; Coutinted al., 2000) raramente
permitiram a reproducdo dos sintomas da doenca. Assim, 0 objetivardesibo
foi desenvolver um método de inoculacdo e avaliacdo da resisténgigalgptus
spp. @ murcha-de-Ralstonia causadaRp@olanacearum em condi¢des controladas.
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MATERIAL E METODOS

1. Métodos de inoculagéo

Visando a identificacdo do melhor método de inoculaca®. dalanacearum
em eucalipto foram avaliados trés métodos: (i) infestacdo do solosaspenséo
bacteriana, (ii) imersdo das raizes em suspensdo bacterigid injecdo de
suspensao bacteriana na base do caule. Em todos os ensaios empeoeigolade
UFV 32 de R solanacearum, obtido deE. grandis, proveniente da regido de
Eundpolis, Bahia (Alfenast al., 2006), e caracterizado, previamente, como
pertencente ao biovar 1, raga 1 (Olivedral., 2007) e Filotipo 1A (Cap. 1).

Para avaliacdo da eficacia do método, utilizaram-se 18 plantdsrin1183
(E. urophylla), que em ensaios preliminares mostrou-se suscetiRedobanacearum
(dados ndo mostradosjom a excec¢do do método de imersdo das raizes, mudas com
90 dias de idade, foram transplantadas para vasos de 2 L deladpacontendo
substrato MecPlafitcomplementado com 6 Kg#rde superfosfato simples e 3 Kg
m3 de Osmocofé (19-6-10) e inoculadas 20 dias ap6s o transplantio. Como
comparador suscetivel utilizou-se o tomate cv. Moneymark8slanum

lycopersicum).

Método 1: Infestacdo do solo corR. solanacearum

Antes das inoculacfes, colonias do isolado UFV 32 foram semeadas em
placas de Petri (90 x 15 mm) contendo o meio de Kelman (1954) e eidaseg
incubadas a 28 °C. Apds 48 h, colbnias lisas, fluidas, de bordos brancosoe cent
vermelho foram transferidas para novas placas de Petri contend@ aeneultura
523 (Kado & Heskett, 1970) e incubadas por 24 h a 28 °C. ApOs incubacao,
adicionou-se uma solucéo de cloreto de sodio [NaCl 0,85% (p/v)] as g&abadri e
as colonias bacterianas foram removidas do meio por raspagem candeal
Drigalski. A concentracdo de in6culo na suspensdo bacterianauiiadg em
espectrofotometria (#o= 1,0; aproximadamente 1XI0FC mL?") (Marques, 2012).
Para infestacdo do solo foram adicionados 100 mL da suspensa@baacerredor
do coleto de cada planta. Apés a inoculacdo, as plantas foram mantidésnara
de crescimento a 28 °C com fotoperiodo de 12 h com intensidade lurdmasha
pmole §" m?,
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Método 2: Imersédo de raizes seccionadas em suspensao bacteriana

Foi utilizada uma suspensédo bacteriana preparada como descritataun Mé
1. Com o auxilio de uma tesoura foi cortado 1/3 do sistema raditadanudas de
eucalipto antes do transplantio, seguindo-se da imersdo das raizespeasao
bacteriana por 10 min. ApGs a imersao, as plantas foram transpaptad vasos de
2 L. ApoGs a inoculacao, as plantas foram mantidas em camarastén@nto a 28

°C com fotoperiodo de 12 h com intensidade luminosa genéle s' m’.

Método 3: Injecdo de suspensao bacteriana na base do caule
Foi utilizada uma suspensédo bacteriana preparada como descritataun Mé

1. Com o auxilio de um bisturi, foi feito um corte superficial lamdjital de,
aproximadamente, 1 cm de comprimento, no caule das plantas a c8rcan@eima

do coleto. Em seguida, foi colocado abaixo do corte um pedaco de algodao
umedecido em agua estéril envolto no caule, para evitar a perdeadoj e
depositados 0,5 mL da suspensao bacteriana no ferimento. ApGs a inoculacdo, o
ferimento, assim como o algodao, foi coberto com filme de PVC euatar
contaminagdo com outros fitopatdgenos, além de proporcionar uma aamdea

Apos a inoculagdo, as plantas foram mantidas em camara denemt® a 28 °C

com fotoperiodo de 12 h com intensidade luminosa devife s m™.

Delineamento experimental

Para cada método testado utilizaram-se seis mudas clonalslieeamento
de inteiramente casualizado, sendo cinco inoculadas e uma plantaestenaunha.
Na testemunha, utilizou-se solugéo de cloreto de sédio [NaCl 0,85%r{p/iQpar
da suspensédo bacteriana, para cada metodologia testada. O expeiomenmtetido

uma vez no tempo.

Avaliacéo

As plantas foram avaliadas diariamente quanto aos sintomas deaneyiaos
30 dias apods a inoculacdo, quanto a incidéncia da doenca e exsudacaanbacteri
Para avaliacdo de exsudacdo bacteriana, cinco fragmenttscide do caule,

retirados cerca 2 cm acima ao ponto de inoculacdo, foram depositadami@a
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microscopica contendo uma gota de agua e analisados em microscdpio ale
100X.

2. Resisténcia de clones deucalyptus spp. a murcha-de-Ralstonia

Avaliou-se a resisténcia a murcha-de-Ralstonia em 21 clonegdaisiale
Eucalyptus spp., sendo inoculadas 5 mudas de cada clone. Anteriormente a
inoculacdo, mudas com 90 dias de idade, de cada clone, foram traatgsdapdra
vasos de 2 L de capacidade, contendo substrato MetRamiplementado com 6
Kg m? de fosfato supersimples e 3 Kg*rde Osmocof®(19-6-10) e inoculadas 20
dias apos o transplantio.

Inoculacdo e delineamento experimental

O método de inoculacao foi 0 mesmo descrito no Método 3, item 1, ieclusi
isolado e a forma de preparo de in6culo. ApGs a inoculagdo, as plardgas for
mantidas em camara de crescimento com temperatura de 28¥%pexifmdo de 12 h
a 40 micromoles de fétons*an® O experimento foi montado em delineamento
inteiramente casualizado com cinco plantas (réplicas) inocufaataslone e uma
planta utilizada como testemunha. Para a testemunha foi empregadaosde

cloreto de sadio [NaCl 0,85% (p/v)] no lugar da suspenséo bacteriana.

Avaliacéo

As plantas foram avaliadas 30 dias apés a inoculacdo quanto a oeodénci
sintomas de murcha e exsudacao de pus bacteriano em copo e efagi@aPara
avaliacdo de exsudacdo bacteriana, cinco fragmentos de tecido eoretitddos
cerca 2 cm acima ao ponto de inoculacdo, foram depositados em lamina
microscopica contendo uma gota de agua e analisados em microscdpio ale
100X. Foram considerados resistentes 0s clones que ndo apresemé&varmsse
sinais da doenca até 30 dias ap0s a inoculagdo. Considerou-se susadtivelque
apresentou, em pelo menos uma das réplicas inoculadas, exsudae#@anaadDs
clones que apresentaram exsudacdo acompanhada de sintomas de amancha f

classificados como altamente suscetiveis.
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RESULTADOS

1. Métodos de inoculagéo
Dentre os métodos de inoculacéo testados, o método de “injecdo de suspensao

bacteriana na base do caule” foi o Unico que induziu sintoma de murcha,
caracteristico da doenca nas mudas inoculadas do clone 1183 (TabdiEmlycA
sintoma de murcha, seguido de morte, observou-se a exsudacao de piambaster

gota d’agua em todas as cinco réplicas inoculadas. Nas planéasuelsas, em que

se utilizou agua em vez do inéculo, ndo se observou sintomas ou Sinas p&Ex
meétodos avaliados. Ja as plantas de tomate, utilizadas como adarpsuiscetivel

apresentaram sintomas de murcha para todos os métodos avaliados.

2. Resisténcia de clones deucalyptus spp. a murcha-de-Ralstonia

Dos 21 clones avaliados, quatro (JAC301, TLS022, TLS504 e 34039) foram
considerados resistentes por ndo apresentarem plantas com sindomascha e
exsudacao de pus bacteriano. Os clones JAC468, JAC709, JAC267 e JAC452 nao
apresentaram sintomas de murcha, no entanto, apresentaram exdfstdedana
em pelo menos uma das plantas inoculadas, sendo considerados susCaiveis.
demais clones foram considerados altamente suscetiveis poergpres) plantas

inoculadas com sintomas de murcha e exsudacéo de pus (Tabela 2).
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Tabela 1.Avaliacdo dos métodos de inoculacadrdkstonia solanacearum no clone
1183 Eucalyptus urophylla) quanto & ocorréncia de sintomas e sinais da
doenca, 30 dias apos a inoculagéo.

Método de inoculacdo Repeticdo Murchd  Exsudacad’
1 - -
2 - -
Método 1 3 - -
Infestacdo do solo com suspensédo 4 - -
bacteriana 5 - -
c-? - -
c+% + +
1 - -

2
Método 2 3

Imersao de raizes seccionadas em 4 - -
suspensao bacteriana 5

C- - -

C+ + +

1 + +

2 + +

Método 3 3 + +

Injec&o de suspenséao bacterianana 4 + +
base do caule 5 + +

C- - -

C+ + +

1) (-) Auséncia de sintomas e, ou sinais; (+) presenca de sintomas e, ou sinais.

2 C- : Testemunha - uma planta do clone 1183.

% C+ : Comparador suscetivel - uma muda do tomate cv. MoneynSakamm
lycopersicum).
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Tabela 2.Classificacdo dos clones Hacalyptus spp. quanto a resisténcia a murcha-
de-Ralstonia, inoculados com o isolado UFV32 dalstonia
solanacearum, baseada na ocorréncia de sintomas e, ou sinais, até 30 dias
apods a inoculacao.

N° de plantas com sintomas
e, ou sinais/ N° de plantas

Clone Espécie inoculadas Fenotipo
Murcha Exsudagéao
JAC301 Eucalyptus spp. 0/5 0/5 Resistente
TLS022 Eucalyptus spp. 0/5 0/5 Resistente
TLS504 Eucalyptus spp. 0/5 0/5 Resistente
34039 E. saligna 1/5 0/5 Resistente
JAC468 Eucalyptus spp. 0/5 1/5 Suscetivel
JAC709 Eucalyptus spp. 0/5 1/5 Suscetivel
JAC267 Eucalyptus spp. 0/5 1/5 Suscetivel
JAC452 Eucalyptus spp. 0/5 4/5 Suscetivel
32864 E. saligna 5/5 3/5 Altamente
Suscetivel
Altamente
TLS524 Eucalyptus spp. 4/5 4/5 Suscetivel
Altamente
JAC443 Eucalyptus spp. 3/5 5/5 Suscetivel
Altamente
TLS479 Eucalyptus spp. 3/5 5/5 Suscetivel
Altamente
TLS880 Eucalyptus spp. 3/5 5/5 Suscetivel
. Altamente
35878 E.urophyllax E. grandis 3/5 5/5 Suscetivel
40165 E. dunnii 5/5 5/5 Altamente
Suscetivel
37355  E. urophyllax E. maidenii 5/5 5/5 Altamente
Suscetivel
Altamente
37254 E. urophyllax E. globulus 5/5 5/5 Suscetivel
37350  E. urophyilax E. maidenii 5/5 5/5 Altamente
Suscetivel
37036  E. urophyllax E. dunnii 5/5 5/5 Altamente
Suscetivel
K1005 E. dunnii 5/5 5/5 Altamente
Suscetivel
K18 E. dunnii 5/5 5/5 Altamente
Suscetivel
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DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho mostraram que a injecéo de sudperiséiana
na base do caule foi o método mais favoravel a infeccdo. Apesar ddativamente
drastico, foi o Unico método que induziu a murcha das plantas, até 30 dies apo6s
inoculagdo. Também foi 0 Unico em que se observou exsudagdo bacteriandéeno c
das mudas inoculadas. Apesar Rlesolanacearum ser uma bactéria habitante do
solo, com penetracao tipicamente via ferimentos, o método de intesiagdlo e 0
método de imersdo de raizes seccionadas em suspensdo lmctdoanduziram
sintomas de murcha no periodo de avaliagdo proposto (30 dai) nas plantas de
eucalipto. Provavelmente, isso foi devido ao curto espaco de tempo ems que
plantas foram avaliadas. Trabalhos futuros poderdo determinar Se aomento no
periodo de avaliagdo haveria a expressdo de sintomas e, ou sinaiscta-de-
Ralstonia. No entanto, para a avaliagdo de resisténcia € imtpagize 0 método de
inoculacdo empregado forneca resultados rapidos, como os que fordos abtin 0
meétodo de injecdo de inéculo na base do caule.

Dentre o sintoma e sinal utilizados para avaliagdo das plamasladas
quanto a resisténcia a murcha-de-Ralstonia, a exsudacéo de pogi®iadicada,
sendo que o sintoma de murcha, apesar de mais simples e rapido, ndo é um indicativo
seguro. A murcha pode ocorrer devido a outros fatores como, inf@gggdanta com
outros patdégenos no momento da inoculagéo e, ou a debilitac&o fisiologileantda
a alta temperatura. Neste trabalho os clones que ndo apreseexatalacdo de pus
foram considerados resistentes a doenca. De acordo com esge quigro dos 21
clones avaliados foram resistentes. O clone 34039 apesar dentpressa das
plantas inoculadas com sintoma de murcha, ndo apresentou exsudacaanbacter
sendo considerado resistente a doenca e a murcha atribuida agébfigiologica
da planta a alta temperatura da camara de crescimentoen@ssdclones foram
classificados em suscetiveis ou altamente suscetiveis, de aoondo critério de
classificacéo adotado.

A discrepancia de parte dos resultados entre as réplicas deesimo clone
pode ser explicada pelo fato de que, durante a inoculagcéo, parte da &wspens
bacteriana ndo penetra no caule, e dessa forma pode haver unadeanenor de
in6culo em certas plantas, o que pode causar variagdo dos sintomaadussdrgse
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fato pode ser contornado com a reinoculagdo do clone em questéndaliam
ndamero maior de réplicas ou com a inoculacdo de colbnias bacterisggtasdite
da placa de Petri com meio de cultura solido. Um segundo fatoasec@réncia de
mistura clonal entre as réplicas do clone avaliado.

Espécies d&ucalyptus diferem quanto a resposta da planta a infec¢caR. de
solanacearum ao nivel de espécie, da procedéncia e do clone avaliado (Dianese &
Takatsu, 1985; Cruz & Dianese, 1986; Dianesal., 1990). Na China as espécies
mais suscetiveis a murcha-de-Ralstonia Eadereticornis, E. urophylla e E.
camaldulensis (Wu & Liang, 1988). Além disso, Cieskt al. (1996) citaramE.
grandis, E. pellita, E. saligna e o hibridoE. grandis x E. urophylla, como sendo
suscetiveis & murcha-de-Ralstonia. Na Africa do Sul, a murtliai selatada em
hibridosE. grandis x E. camaldulensis (Coutinhoet al., 2000). Wu & Liang (1988)
indicam certas procedéncias &e grandis, E. urophylla, E. saligna, Corymbia
citriodora e E. exserta, na China, como resistentes a infec¢do. Entretanto, devido a
grande variabilidade da bactéria essa informacao fica restritasagdeparigem.

No Brasil, onde se predomina o Filotipo IIA d® solanacearum em
eucalipto (Cap. 1), é fundamental que se iniciem ensaios em budoate® de
resisténcia. Dianesa al. (1990) relatam procedéncias Eepellita, E. tereticornis e
E. deglupta como resistentes a murcha-de-Ralstonia, em condicbes de campo.
Posteriormente, Dianese & Dristig (1993) encontraram procedéruzas.
camaldulensis, C. citriodora, E. cloeziana, E. deanei, E. pellita, E. resinifera, E.
tereticornis, E. grandis e C. torelliana resistentes a murcha-de-Ralstonia,
comprovando a existéncia de variabilidade para resisténcia a deenciiversas
espécies de eucalipto. Os resultados encontrados neste trabalho aronfarm
existéncia de variabilidade para resisténcia a murcha-desRialsEntretanto, faz-se
necessario um estudo mais amplo, envolvendo diferentes espécies demriase
assim como diferentes isolados bacterianos, para indicarmos qual a
espécie/procedéncia € mais indicada como fonte de resisténcia a doenca.

Apesar do método de inoculacéo por injecdo da suspenséo bactermaita p
a identificacdo rapida de genotipos resistentes a murcha-defiRal€ importante
ressaltar que os resultados sdo conclusivos para o isolado UF\8Ridesdevido a
alta agressividade apresentada por ele em avaliacbes antefila@ss nao
apresentados), ndo podendo o resultado de resisténcia ser generalmados a
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isolados patogénicos a eucalipto, devido a grande variabilidade encontrada no
complexo de espécieR. solanacearum (Cap. 1). Deste modo, justifica-se o
estabelecimento de programas de melhoramento para resiséénuoiarcha-de-
Ralstonia especificos para cada regido, levando em consideoacasolados
prevalentes em cada local, como ja indicado para a cultura ala lpar Lopes &
Giordano (1983) e Lopes al. (2004).
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados deste trabalho permitem concluir que:

. Os isolados de&r. solanacearum obtidos deEucalyptus spp. no Brasil,
estudados neste trabalho, pertencem ao filotipo II;

2. Foram encontrados um isolado do subclado IIB e dezoito do lIA;

3. Os isolados UFV7 e AMC76 foram classificados como sequevar 41;

4. O isolado UFV32 agrupou-se no clado do sequevar 37, representado pelo

isolado RF38, de Trindade, com 88% de probabilidade;

. Os isolados AMC22, IBSBF2568 e IBSBF2576 formaram um novo grupo
geneético, assim como os isolados UFV18 e UFV20, compondo dois novos
sequevares ainda nao definidos;

. Os isolados UFV12, UFV13, UFV31, UFV34, UFVv48, UFV55, UFV6O,
IBSBF625, IBSBF638 e IBSBF2131 ndo se agruparam a clados de
sequevares ja definidos anteriormente e formaram clados individuais, na
podendo, portanto, ser considerados sequevares;

. A técnica de ERIC-PCR indicou grande diversidade genética estr
isolados deR. solanacearum infectando o eucalipto no Brasil, havendo, em
geral, uma alta correlagdo entre a origem geografica dosdisole a
porcentagem de similaridade entre eles;

. O método de inoculacéo de injecdo de suspensao bacteriana na tese do
destacou-se como 0 mais eficiente para inoculaco@s stianacearum em
eucalipto;

. Dos 21 clones avaliados, quatro foram classificados como ressspamtnao
apresentarem, até 30 dias ap0s a inoculacdo, sintomas de murshedacaa
bacteriana.
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