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RESUMO

A murcha bacteriana causada por espécies do complexo Ralstonia solanacearum é considerada
uma das doengas mais destrutivas na agricultura mundial, devido a ampla distribuicdo
geografica, vasta gama de hospedeiros e dificil controle. O uso de variedades resistentes,
principalmente porta-enxertos, é considerada uma medida eficiente de manejo da murcha
bacteriana. No entanto, a quebra da resisténcia ocorre frequentemente devido a alta
variabilidade genética e fenotipica encontrada dentro do complexo de espécies R.
solanacearum. Diante disto, a diversidade genética de Ralstonia solanacearum (filotipo II)
(55,3%) e R. pseudosolanacearum (filotipo 1) (44,7%) foram analisados em um total de 103
isolados, obtidos de plantas sintomaticas de banana, berinjela, pimenta e tomate, nas
mesorregides do Agreste e Leste alagoano. Com base na genotipagem usando os marcadores
REP, foi possivel observar a presenca de 11 linhas clonais dentre os 103 isolados analisados,
destes, 22 isolados foram selecionados para o sequenciamento do gene egl. Na mesorregido do
Agreste prevaleceu R. solanacearum, sendo detectada apenas isolados da sequevar 11A-6/35,
que ndao amplificaram a banda de 220pb especifica do sequevar 6 pelo Mmx-PCR. Na
mesorregido Leste prevaleceu R. pseudosolanacearum (53,9%), sendo caracterizadas as
sequevares 1-17 e 1-18. Vale salientar, que R. solanacearum também foi encontrada de forma
significativa (46,1%) nesta mesorregido, sendo identificadas as sequevares 11A-36, l1A-41, 11A-
53. Este € o primeiro trabalho que relata a diversidade do complexo de espécies R.

solanacearum no estado de Alagoas, Regido Nordeste, Brasil.

Palavras-chave: Murcha bacteriana; R. pseudosolanacearum; Sequevar.



ABSTRACT

The bacterial wilt caused by species of Ralstonia solanacearum complex is considered one of
the most destructive diseases in world agriculture, due to its wide geographical distribution,
extensive range of hosts and difficult control. The use of resistant varieties, mainly rootstocks,
is considered an efficient measure to control of bacterial wilt. However, the breakdown of
resistance occurs frequently due to the high genetic and phenotypic variability found within the
R. solanacearum species complex. Therefore, the genetic diversity of Ralstonia solanacearum
(phylotype 1) (55.3%) and R. pseudosolanacearum (phylotype 1) (44.7%) were analyzed in a
total of 103 isolates, obtained from symptomatic plants of banana, eggplant, pepper and tomato
in the Agreste and Eastern mesoregions of the state of Alagoas, Brazil. Based on genotyping
using REP markers, it was possible to observe the presence of 11 clonal lines among the 103
isolates analyzed, 22 of which were selected for sequencing of the egl gene. R. solanacearum
prevailed in the Agreste mesoregion, where only isolates of sequevar 11A-6/35 were detected,
which did not amplify the 220bp band specific to sequevar 6 by Mmx-PCR. R.
pseudosolanacearum prevailed (53.9%) in the East mesoregion, with sequevars 1-17 and 1-18
being characterized. It is worth noting that R. solanacearum was also significantly found
(46.1%) in this mesoregion, with the sequevars 11A-36, I1A-41, 11A-53 being identified. This is
the first work that reports the diversity of the R. solanacearum species complex in the state of

Alagoas, Northeast region, Brazil.

Keywords: Bacterial wilt; R. pseudosolanacearum; Sequevar.
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1. INTRODUCAO GERAL

A murcha bacteriana causada por Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. €
considerada uma das doencas mais destrutivas na agricultura mundial, devido principalmente a
ampla distribuicdo geogréfica, dificil controle e vasta gama de hospedeiros (GENIN; DENNY,
2002). Dentre as 450 espécies de plantas hospedeiras afetadas, distribuidas em mais de 54
familias botanicas (PRIOR et al., 2016), encontram-se membros de grande importancia
econémica, como tomateiro (Solanum lycopersicum L.), batateira (Solanum tuberosum L.) e
Bananeira ( Musa sp. L.) (LOPES; ROSSATO, 2018).

Para causar murcha em seus hospedeiros sintomaticos, R. solanacearum coloniza 0s vasos
condutores de agua e sais minerais (xilema), penetrando atraves de ferimentos nas raizes,
causando a obstrucdo dos mesmos. Assim, o fluxo de seiva é bloqueado, impedindo o
suprimento adequado de agua e nutrientes a parte aérea da planta (HIKICHI et al., 2007;
AMORIM et al., 2011). E possivel observar o escurecimento dos vasos do xilema em
decorréncia do transporte de substancias resultantes da oxidacdo de fendis, que originam
compostos do tipo melanina (LOPES, 2009).

Ralstonia solanacearum era dividida em cinco ragas, com base na patogenicidade a
diferentes hospedeiros (BUDDENHAGEN et al., 1962) e em seis biovares, de acordo com o
perfil de utilizacdo de diferentes acgUcares e alcoois. Contudo, devido as grandes diferencas
genéticas e fenotipicas encontradas entre os isolados, R. solanacearum foi considerada um
complexo de espécies (FEGAN; PRIOR, 2005), o qual é definido como um grupo de isolados
relacionados cujos membros individuais podem representar mais de uma espécie. Dentro deste
complexo também estavam incluidas as espécies Ralstonia syzigii (Roberts et al.) Vaneechoutte
et al., agente causal da “doenga de Sumatra do cravo da india” de ocorréncia em Java e Sumatra
e ‘Blood disease bacterium’ (BDB) que ocorre na Indonésia (FEGAN; PRIOR, 2005).

Em 2005, Fegan e Prior propuseram um novo sistema de classificacdo que refletia a
diversidade conhecida do complexo R. solanacearum, com base na analise filogenética de
sequéncias da regido espacadora intergénica (ITS) do rDNA e dos genes Proteina regulatéria
hrpB, endoglucanase (egl) e DNA repair (mutS), distribuindo os isolados em quatro grupos
monofiléticos denominados de filotipos. No filotipo | foram incluidos todos os isolados
inicialmente oriundos da Asia, no filotipo Il os das Américas, no filotipo Il os da Africa e
oceano Indico e no filotipo IV os da Indonésia (FEGAN; PRIOR, 2005). Dentro de cada filotipo
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foram determinados as sequevares, as quais sao definidas com base no sequenciamento do gene
da endoglucanase (egl) (FEGAN; PRIOR, 2005).

Mais recentemente, baseado na analise de sequéncia multilocus (MLSA) o complexo de
espécies R. solanacearum foi subdividido em oito clados, sendo os filotipos | e 11l compostos
por apenas um clado cada (1 e 6), o filotipo 11 formado por quatro clados (filotipo 11A: clados
2 e 3; filotipo 11B: clados 4 e 5) e o filotipo IV compreendido por dois clados (7 e 8). Vale
salientar que os isolados de BDB e R. syzygii estao incluidos nos clados 7 e 8, respectivamente
(WICKER et al., 2012).

Safni et al. (2014) prop6s uma reclassificacdo do complexo de espécies R. solanacearum
em trés espécies, sendo R. pseudosolanacearum sp. n. Safni et al. constituida pelos isolados
pertencentes aos filotipos I e 111, R. solanacearum compreendida pelos isolados do filotipo Il e
R. syzygii pelos isolados do filotipo V. E importante ressaltar que R. syzygii foi subdividida em
trés subespécies, sendo elas: R. syzigii subsp. indonesiensis subsp. nov. Safni et al., R. syzigii

subsp. syzigii subsp. nov. Safni et al. e R. syzigii subsp. celebesensis subsp. nov. Safni et al.

O Brasil representa um antigo centro de diversidade de R. solanacearum (Filotipo 1),
devido sua grande diversidade de plantas e extensdo territorial, 0 que garante uma alta
variabilidade genotipica a esta fitobacteria (SANTIAGO et al., 2017). Mesmo com uma grande
quantidade de dados de sequéncias, compreender e explicar a extensdo da diversidade e
distribuicdo desse fitopatdgeno, continua sendo uma tarefa desafiadora e extremamente
importante para o controle genético da murcha bacteriana (WICKER et al., 2012).

O melhoramento para a resisténcia a murcha bacteriana € considerado uma medida eficiente
de manejo. No entanto, a quebra da resisténcia ocorre frequentemente devido a alta
variabilidade genética e fenotipica dentro do complexo de espécies R. solanacearum
(TOUKAM et al., 2009). Sendo assim, o conhecimento da diversidade local destas fitobactérias
é fundamental para a adequacdo de medidas de manejo ou para o desenvolvimento de novas
estratégias baseadas na resisténcia de plantas. Diante disto, o objetivo deste estudo foi
caracterizar a diversidade do complexo R. solanacearum nas mesorregies do Leste e Agreste

Alagoano.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Murcha bacteriana

A murcha bacteriana causada por espécies do complexo R. solanacearum, apresenta
distribuicdo mundial, sendo considerada uma das doengas mais destrutivas do mundo. O
patdgeno possui ampla gama de hospedeiros, podendo infectar aproximadamente 450 espécies
de plantas distribuidas em 54 familias botanicas distintas (GENIN; DENNY, 2002; WICKER
et al., 2007; PRIOR et al., 2016). E uma das principais doencas das solanaceas, sendo um fator
limitante a producgdo principalmente durante os verdes chuvosos. A bactéria causadora da
doenca pode sobreviver no solo por muitos anos, inviabilizando o cultivo dos seus hospedeiros
(LOPES, 2009). Os prejuizos causados pela murcha bacteriana podem chegar até 100%,
principalmente quando ocorrem alta temperatura e pluviosidade (LOPES; DUVAL, 2007). Na
cultura da batata a murcha bacteriana é considerada uma das doencas mais importantes,
podendo levar a perdas de até 50% da producgéo quando ndo se utiliza batata-semente certificada
(MARIANO et al., 2001).

A murcha bacteriana foi descrita pela primeira vez nos Estados Unidos da América, por
Erwin F. Smith em 1896, em plantas de batata, tomate e berinjela (HAYWARD, 1994). No
Brasil, os primeiros relatos desta doenca foram em fumo (Nicotiana tabacum L.) e em batata,
no estado do Rio Grande do Sul em 1922 (TAKATSU; LOPES, 1997), porém o primeiro
registro oficial da doenca no pais, ocorreu no ano de 1976 no estado do Pard (TOKESHI;
DUARTE, 1976). Em Alagoas R. solanacearum foi relatada pela primeira vez em 1987 no
municipio de Igreja Nova, em plantagdes de banana causando o Moko da bananeira. No ano
2000 foi relatado um novo foco no mesmo municipio e até hoje, apesar das medidas de

erradicacdo tomadas, novos focos da doenca vém sendo confirmados (ANDRADE et al., 2009).

Essa bactéria se aloja nos vasos condutores de agua e sais minerais (xilema), onde se
multiplica vigorosamente apds a penetracdo através de ferimentos nas raizes, causando a
obstrucdo dos mesmos devido ao acumulo de exopolissacarideos (EPS), que é considerado o
principal fator de viruléncia desse patdgeno. Assim o fluxo de seiva € bloqueado, impedindo o
suprimento adequado de agua e nutrientes a parte aérea da planta, ocasionando por consequinte
a murcha da mesma, comecando pelo topo (HIKICHI et al., 2007; AMORIM et al., 2011). O
sintoma de murcha ocorre nas horas mais quentes do dia, podendo a planta se recuperar a noite,
no entanto, com o passar do tempo, a murcha ocorre de forma irreversivel (LOPES; ROSSATO,

2013) (Fig. 1A). Outros fatores que podem estar associados com a viruléncia sdo a motilidade
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pelos flagelos (KANG et al., 2002; TANS-KERSTEN et al., 2004) e secrecdo de enzimas
hidroliticas extracelulares que degradam os tecidos vegetais, tais como: B-1,3-endoglucanase
(eqgl), exoglucanase (ChbA), endopoligalacturonase (PehA o PglA), exopoligalacturonases
(PehB e PehC) e pectinmetilestearase (Pme) (GABRIEL et al., 2006; LIU et al., 2005). Além
dos fatores supracitados, também é de suma importancia para o processo infeccioso o sistema
de secrecéo tipo 111 (T3SS), codificado pelos genes hrp (GENIN; BOUCHER, 2004), atuando
em conjunto com proteinas efetoras secretadas dentro da célula hospedeira, as quais alteram as
funcgdes das células e o sistema de defesa da planta (ALFANO; COLLMER, 2004).

Ao se fazer um corte transversal ou longitudinal no caule da planta, é possivel observar o
escurecimento dos vasos do xilema em decorréncia ao transporte de substancias resultantes da
oxidacao de fenois, que originam compostos do tipo melanina (Fig. 1B). Um método rapido e
pratico para deteccdo dessa bactéria em campo é o teste do copo, onde um pequeno fragmento
do tecido da planta com escurecimento, é colocado em contato com &agua. A presenca do
exsudado bacteriano indica colonizagdo dos vasos do xilema (AMORIM et al., 2011) (Fig. 1C).
Embora esses sintomas variem de acordo com o hospedeiro, isolado, condigdes ambientais e se
manifestem em diferentes estagios de desenvolvimento da planta, a murcha bacteriana ocorre
mais comumente durante o florescimento das mesmas (ELPHINSTONE, 2005; LOPES, 2009).
Sintomas secundarios associados a murcha bacteriana séo raquitismo, epinastia foliar e emisséo
de raizes adventicias (ALVAREZ et al., 2010).

Figura 1: (A) Planta de tomate (Solanum lycopersicum) apresentando murcha generalizada;
(B) Escurecimento dos vasos internos (xilema); (C) Teste do copo mostrando a exsudacéao
bacteriana.

Foto: Carlos Lopes
Foto: Greecy M. R. Albuquerque
Foto: Embrapa hortalicas
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2.2 Moko da bananeira

Na cultura da banana (Musa spp.), a bactéria esta associada ao Moko da bananeira, sendo
considerada uma praga quarentenaria presente (A2) no Brasil, restrita aos estados do Amapa,
Amazonas, Pard, Ronddnia, Roraima, Pernambuco e Sergipe (MAPA — Instrucdo Normativa
N° 52 de 20/11/2007). Isolados causadores da doenca sdo caracterizados como pertencentes a
raga 2, biovar 1 (HAYWARD, 1994), filotipos I1A e IIB e sequevares 11A-6, I1A-24, 11A-41,
[1A-53, 1IB-3, 1IB-4 e 1I1B-25 (FEGAN; PRIOR, 2006; CELLIER; PRIOR, 2010;
ALBUQUERQUE et al., 2014).

Os primeiros relatos do Moko surgiram na Guiana por volta de 1840. No Brasil, 0 primeiro
relato da doenca foi no Territorio do Amapa. Em seguida novos focos da doenca surgiram em
outros estados do Norte e Nordeste do pais (ZAMBOLIM et al., 2002; COELHO NETO et al.,
2003). No Nordeste, 0 Moko ja foi descrito nos estados da Paraiba, Ceara, Alagoas, Sergipe e
Pernambuco (PONTES; FREIRE, 1972; TAKATSU, 2001; ANDRADE et al., 2009).

O sintoma tipico do Moko da bananeira € a murcha das folhas, iniciando pelas centrais e
evoluindo para as demais, estas folhas podem se curvar dorsalmente causando a quebra do
peciolo. As folhas mais velhas sdo as ultimas a sucumbirem (Fig. 2A). A descoloracédo vascular
dos vasos xilematicos concentra-se no centro do pseudocaule (Fig. 2B). Os frutos apresentam
deformacdo e podridao seca (Fig. 2C) (ALBUQUERQUE et al., 2014). No estado de Sergipe,
regidao Nordeste do Brasil, ocorrem sintomas atipicos, com a infeccdo iniciando através da
inflorescéncia, sendo transmitida por insetos visitadores de inflorescéncia de plantas infectadas
e em contato com o exsudado bacteriano, dissemina-o para outras plantas, provocando sintomas
como a podridao seca e 0 amadurecimento prematuro dos frutos. A bactéria se move em direcédo
ao pseudocaule causando o escurecimento dos feixes vasculares, semelhante ao Bugtok que
ocorre nas Filipinas (ALBUQUERQUE et al., 2014). Sintomas de escurecimento vasos também
sdo observados na raquis, engaco e raramente no rizoma (GONDIM; CAVALCANTE, 2001).
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Figura 2: (A) Murcha das folhas de bananeira; (B) Escurecimento dos vasos mais internos do xilema; (C)
podridao seca dos frutos.

Foto: Autora.

2.3 Taxonomia e diversidade do complexo de espécies Ralstonia solanacearum

Ralstonia solanacearum é uma bactéria Gram-negativa, pertencente ao dominio Bacteria,
reino Procariotae, filo Proteobacteria, classe [B-proteobacteria, familia Burkholderiaceae
(EUZEBY, 2013), sendo considerada por Kado (2010) como pertencente a familia

Ralstoniaceae.

A nomenclatura de R. solanacearum tem sofrido grandes mudancas, sendo descrita pela
primeira vez como Bacillus solanacearum (SMITH, 1896). Em seguida, essa bactéria foi
classificada como Bacterium solanacearum (CHESTER, 1898), Pseudomonas solanacearum
[(SMITH, 1896) SMITH, 1914], Phytomonas solanacearum [(SMITH, 1896) BERGEY et al.,
1923], Burkholderia solanacearum [(SMITH, 1896) YABUUCHI et al., 1992] e por fim,
incluida no género Ralstonia [(SMITH, 1896) comb. nov. YABUUCHI et al., 1995] com
validacao publica em 1996 (YABUUCHI et al., 1996). Devido as grandes diferencas genéticas
e fenotipicas encontradas entre os isolados, R. solanacearum foi considerada um complexo de
espécies (FEGAN; PRIOR, 2005). Gillings e Fahy foram quem primeiro atribuiram o termo
“Complexo de espécies” a R. solanacearum (GILLINGS; FAHY, 1994), que incluiam também
Ralstonia syzigii (Roberts et al.) Vaneechoutte et al., agente causal do mal de Sumatra do cravo
da India em Java e Sumatra e o “Blood disease bacterium” (BDB), pois eram organismos
intimamente relacionados a R. solanacearum e se enquadraram neste complexo (TAGHAVI et
al., 1996; FEGAN; PRIOR, 2005).
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Tradicionalmente R. solanacearum era dividida em cinco ragas, com base na
patogenicidade a diferentes hospedeiros (BUDDENHAGEN et al., 1962) e em seis biovares,
de acordo com o perfil de utilizacdo de diferentes acUcares (lactose, maltose, celobiose e
trealose) e alcoois (manitol, sorbitol, dulcitol e inositol) (HAYWARD, 1964; HE et al., 1983).
No entanto, esses termos estdo em desuso, por ndo expressarem a real diversidade genética

entre os isolados desse complexo (PINHEIRO et al., 2011).

Em 2005, Fegan e Prior propuseram um novo sistema de classificacdo com base na anélise
filogenética de sequéncias da regido ITS do rDNA e dos genes hrpB, egl e mutS, distribuindo
os isolados em quatro grandes grupos monofiléticos denominados de filotipos. No filotipo |
foram incluidos todos os isolados inicialmente oriundos da Asia, no filotipo |1 os das Américas,
no filotipo 111 os da Africa e oceano indico e no filotipo IV os da Indonésia (FEGAN; PRIOR,
2005).

Dentro de cada filotipo foram determinadas as sequevares, as quais sao definidas com base
no sequenciamento parcial do gene da endoglucanase. Por definicdo cada sequevar s6 pode ser
considerada diferente, quando a divergéncia nucleotidica do gene egl for maior que 1%
(FEGAN; PRIOR, 2005). Atualmente ja foram descritas mais de 63 sequevares (SILVA, 2014).

Mais recentemente, baseado na analise de sequéncia multilocus (MLSA) o complexo de
espécies R. solanacearum foi subdividido em oito clados, sendo os filotipos | e 111 compostos
por apenas um clado cada (1 e 6), o filotipo 11 formado por quatro clados (filotipo 11A: clados
2 e 3; filotipo 11B: clados 4 e 5) e o filotipo IV compreendido por dois clados (7 e 8). Vale
salientar que os isolados de BDB e R. syzygii estdo incluidos nos clados 7 e 8, respectivamente
(WICKER et al., 2012).

Safni et al. (2014) propds uma reclassificacdo do complexo de espécies R. solanacearum
em trés espécies, sendo R. pseudosolanacearum sp. n. Safni et al. constituida pelos isolados
pertencentes aos filotipos I e I11, R. solanacearum compreendida pelos os isolados do filotipo
Il e R. syzygii pelos isolados do filotipo IV. E importante ressaltar que R. syzygii foi subdividida
em trés subespécies, sendo elas: R. syzigii subsp. indonesiensis subsp. nov. Safni et al., R. syzigii
subsp. syzigii subsp. nov. Safni et al. e R. syzigii subsp. celebesensis subsp. nov. Safni et al.
Essa recente divisdo do complexo também foi apoiada por Prior et al. (2016) que através do
estudo do genoma e no perfil de proteoma de 29 e 73 isolados, respectivamente, evidenciaram
a diferenciacdo entre os isolados dos filotipos 11 e IV e a proximidade entre os isolados dos

filotipos I e I11.
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Na América do Sul a diversidade de R. solanacearum foi estudada na Venezuela (GARCIA
et al., 1999), Colombia (CARDOZO et al., 2009), Uruguai (SIRI et al., 2011), Guiana Francesa
(DEBERDT et al.,, 2014), Brasil (PINHEIRO et al, 2011; SANTANA et al., 2012;
RODRIGUES et al., 2012; GARCIA et al., 2013; ALBUQUERQUE et al., 2014; SANTIAGO
etal., 2014), Martinica (WICKER et al., 2007), Trinidad e Tobago (RAMSUBHAG et al., 2012)
e Peru (GUTARRA et al., 2017).

Ralstonia spp. apresenta uma elevada diversidade de fendtipos e genotipos, adaptados a
uma ampla gama de hospedeiros e condi¢gdes climaticas. Eventos de mutacdo, migracdo,
recombinacdo e selecdo na populacdo sdo responsaveis por gerar variabilidade nessas

fitobactérias no Brasil, sendo a mutacéo o principal deles (SANTIAGO, 2017).

Em estudos da diversidade do complexo de espécie R. solanacearum no Brasil, foi possivel
observar a presenca das sequevares (1-18, 1-31, 11A-6, 1IA-7, 11A-24, 11A-25, 11A-35, 11A-36,
[1A-41, 11A-50, I1A-53, 1IB-1, 1IB-2, 1I1B-4, 11B-25, 1I1B-27, 11B-28, 11B-54, 11B-55, 1I1B-56 e
11B-57), sendo que a 11B-54 esta presente apenas no Sul do Pais (RODRIGUES et al., 2012;
ALBUQUERQUE et al., 2014; SANTIAGO et al., 2017). Silva (2014) caracterizando a
diversidade de Ralstonia sp. no estado de Pernambuco verificou a presenca da sequevar 1-17
no pais e descreveu duas novas sequevares no filotipo 11A, ampliando a diversidade conhecida

da bactéria no Brasil e no mundo.

O Brasil representa o centro de origem e diversidade de R. solanacearum (filotipo I1), o que
garante uma alta variabilidade genotipica a esta fitobactéria (SANTIAGO et al., 2017). Mesmo
com uma grande quantidade de dados de sequéncias, compreender e explicar a extensdo da
diversidade e distribuicdo desses fitopatdgenos continua sendo uma tarefa desafiadora e

extremamente importante para 0 manejo da murcha bacteriana (WICKER et al., 2012).

2.4 Epidemiologia

Ralstonia solanacearum possui uma ampla gama de hospedeiros, sendo considerada uma
bactéria endémica em regides tropicais e subtropicais, podendo sobreviver no solo
saprofiticamente por varios anos (GENIN; BOUCHER, 2002). Apds a percepcao de moléculas
sinais, contidas nos exsudatos radiculares, a bactéria se move em direcdo as raizes atraves de
flagelos. A adesdo as superficies radiculares, bem como a colonizacdo nas zonas de
alongamento da raiz, se da através de pili e lipossacarideos (ALVAREZ et al., 2010). A bactéria

penetra através de ferimentos nas raizes do hospedeiro, ocasionados por insetos, nematoides,
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praticas culturais, ressecamento do solo e ferimentos naturais causados pelo alongamento das
raizes e outros fatores ambientais (ALVAREZ et al., 2010).

Além de sobreviver por longos periodos no solo, esta bactéria também sobrevive na agua,
em restos culturais e nas raizes e rizosferas de plantas hospedeiras e invasoras (GRANADA,;
SEQUEIRA, 1983; SEQUEIRA, 1993; WENNEKER et al., 1999; MIRANDA et al., 2004;
COUTINHO, 2005). Fatores abidticos como temperatura, pH, umidade e tipo de solo e bioticos,
tais como, presenca e atividade de organismos predadores, antagonistas e/ou competidores,
influenciam na sobrevivéncia da bactéria no solo (VAN VEEN et al., 1997).

A ampla capacidade saprofitica desta fitobactéria decorre da grande versatilidade no uso de
compostos organicos como fonte de energia, tais como acgucares, acidos graxos e cCompostos
aromaticos, além de possuir a habilidade de entrar em fase hipobidtica (GENIN; BOUCHER,
2002).

A disseminacdo a longa distancia ocorre através do transporte de propagulos infectados de
uma regido para outra. Alem disso, R. solanacearum pode sobreviver de forma latente em
material de propagacao, ocasionando a introducao deste patdgeno em novas areas (WICKER et
al., 2012; SHUTT et al., 2018). A disseminacdo a curta distancia € favorecida pela
movimentacdo de solo nas praticas agricolas, escoamento superficial da dgua de irrigacdo ou
chuva, movimentacdo de maquinas agricolas, bem como de pessoas e animais entre uma area

contaminada e outra que ainda ndo possui foco da doenca (SILVA, 2014).

Altas temperaturas e umidade do solo, favorecem a murcha bacteriana, por isso, a doenca
ocorre com maior intensidade nos plantios de verdo chuvoso, ja os plantios conduzidos sob
baixas temperaturas podem escapar da doencga, mesmo com a bactéria presente no solo (LOPES,
2009). Plantios sucessivos em areas de cultivo protegido favorecem o incremento da incidéncia
da doenca, tendo em vista que tal pratica favorece um aumento da populacdo bacteriana no solo
(LOPES, 2009).

2.5 Manejo da murcha bacteriana

Apos o estabelecimento da doenga no campo, seu manejo torna-se ainda mais complicado,
nenhuma medida isolada é suficiente, sendo necessario a ado¢do do manejo integrado,
observando as varias medidas preventivas e complementares de controle, evitando assim,
perdas significativas quando as condigdes ambientais forem favoraveis a doenga (LOPES,
2009).
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Algumas medidas preventivas podem ser adotadas como, por exemplo a escolha da area de
plantio, evitando terrenos com historico da doenga, evitar terrenos de baixadas com solos muito
argilosos e sujeitos ao encharcamento, ja que o acimulo de 4gua favorece a sobrevivéncia da
bactéria. Outra pratica recomendada e altamente efetiva é a rotacdo de culturas por um periodo
de dois a trés anos com gramineas. As principais medidas de manejo recomendadas sao:
Eliminacdo de plantas doentes, voluntarias e invasoras, evitar ferimentos causados por
nematoides, insetos e implementos agricolas e movimentacdo de pessoas, maquinas e
implementos dentro da lavoura a partir do momento que forem detectados focos da doenga. A
solarizagdo por dois a trés meses reduz significativamente a populacdo da bactéria no solo
(LOPES, 2009; LOPES; QUEZADO SOARES, 1997).

O controle quimico nédo é viavel, pois a bactéria possui uma ampla gama de hospedeiros,
alta variabilidade genética e capacidade de sobreviver no solo por longos periodos a grandes
profundidades, além disso esses produtos séo altamente prejudiciais ao homem e causam danos
ao meio ambiente (LOPES, 1994). As pesquisas sobre o controle da murcha bacteriana através
da utilizacdo de produtos alternativos, em substituicdo aos convencionais, tem aumentado
devido a essas consequéncias (VERZIGNASSI et al., 2003).

O método de controle mais efetivo e duradouro da murcha bacteriana é o uso de variedades
resistentes, porém existem no mercado poucas cultivares comerciais de tomateiro resistente a
doenca, mesmo essa busca sendo prioridade nos programas de melhoramento (LOPES, 1994;
WICKER et al., 2007). O melhoramento genético visando a obtencdo de linhagens resistentes
a isolados de Ralstonia spp. deve ser regional ou relacionado a condicbes climaticas
(HAYWARD, 1992). No Brasil, esses estudos precisam incluir tanto isolados de R.
solanacearum como de R. pseudosolanacearum, tendo em vista que ambas as espécies se
encontram distribuidas por todo territério nacional (GARCIA et al., 2013; ALBUQUERQUE
et al., 2016; SANTIAGO et al., 2017).

O melhoramento para a resisténcia a murcha bacteriana € considerado uma medida eficiente
de controle. No entanto, a quebra da resisténcia ocorre frequentemente devido a alta
variabilidade genética e fenotipica dentro do complexo de espécies R. solanacearum
(TOUKAM et al., 2009). Por exemplo, linhagens de tomateiro consideradas resistentes a
murcha bacteriana em uma determinada area geografica, poderdo ser suscetiveis em outra area
devido a variacBes das populagdes do patogeno ali existente. Portanto, a eficiéncia da
resisténcia genética é altamente dependente da interacdo entre hospedeiro, patdgeno e

condicdes ambientais.
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4 RESUMO

A diversidade genética de Ralstonia solanacearum (filotipo 1) (55,3%) e R.
pseudosolanacearum (filotipo 1) (44,7%) foram analisados em um total de 103 isolados, obtidos
de plantas sintomaticas de banana, berinjela, pimenta e tomate, nas mesorregides do Agreste e
Leste alagoano. Com base na genotipagem usando os marcadores REP foi possivel observar a
presenca de 11 linhas clonais dentre os 103 isolados analisados, destes, 22 isolados foram
selecionados para 0 sequenciamento parcial do gene egl. Na mesorregido do Agreste prevaleceu
R. solanacearum, sendo detectada apenas isolados da sequevar 11A-6/35, que ndo amplificaram
a banda de 220pb especifica da sequevar 6 pelo Mmx-PCR. Na mesorregido Leste prevaleceu
R. pseudosolanacearum (53,9%) sendo detectadas as sequevares 1-17 e 1-18. Vale salientar, que
R. solanacearum também foi encontrada de forma significativa (46,1%) nesta mesorregiao,
sendo identificadas as sequevares I1A-36, I1A-41, 11A-53. Este é o primeiro trabalho que relata

a diversidade do complexo de espécies R. solanacearum no estado de Alagoas, Nordeste, Brasil.
Palavras-chave: Murcha bacteriana; R. pseudosolanacearum; Sequevar.
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A murcha bacteriana causada por espécies do complexo Ralstonia solanacearum,
apresenta uma distribuicdo mundial, sendo considerada uma das doengas mais destrutivas do
mundo em solanaceas. O patégeno possui uma ampla gama de hospedeiro, podendo infectar
aproximadamente 450 espécies de plantas distribuidas em 54 familias botanicas distintas, entre

monocotiledoneas e dicotiledoneas (Wicker et al., 2007).

A murcha bacteriana foi descrita pela primeira vez nos Estados Unidos da América, por
Erwin F. Smith em 1896, em plantas de batata, tomate e berinjela (Hayward, 1994). No Brasil,
0s primeiros relatos de murcha bacteriana foram em tabaco e em batata, no estado do Rio
Grande do Sul em 1922 (Takatsu; Lopes, 1997), porém o primeiro registro oficial da doenca no
pais, ocorreu no ano de 1976 no estado do Para (Tokeshi; Duarte, 1976). No estado de Alagoas,
Regido Nordeste do Brasil, Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. foi relatada pela
primeira vez em 1987 no municipio de Igreja Nova em plantac6es de banana, causando o Moko
da bananeira. No ano 2000 foi relatado um novo foco no mesmo municipio e apesar das medidas

de erradicacdo adotadas, novos focos da doenca vém sendo confirmados (Andrade et al., 2009).

Devido as grandes diferengas genéticas e fenotipicas encontradas entre os isolados, R.
solanacearum foi considerada um complexo de espécies (Fegan; Prior, 2005).
Tradicionalmente € dividida em cinco racas, com base na patogenicidade a diferentes
hospedeiros (Buddenhagen et al., 1962) e em seis biovares, de acordo com a capacidade de
utilizar diferentes acucares e alcoois (Hayward, 1964). No entanto esses termos estdo em
desuso, por ndo expressarem a real diversidade genética entre os isolados desse complexo

(Pinheiro et al., 2011).

Em 2005, Fegan e Prior propuseram um novo sistema de classificagdo com base na analise

filogenética de sequéncias da regido intergénica espacadora (ITS) do rDNA e dos genes hrpB,

29



endoglucanase (egl) e DNA repair (mutS), distribuindo os isolados em quatro grandes grupos
denominados de filotipos. No filotipo | foram incluidos os isolados oriundos da Asia, no filotipo
Il os das Américas, no filotipo 111 os da Africa e oceano Indico e no filotipo 1V os da Indonésia
(Fegan; Prior, 2005). Dentro de cada filotipo foram determinadas as sequevares, as quais Sao
definidas com base no sequenciamento do gene da endoglucanase (egl). Por definicdo cada
sequevar sO pode ser considerada diferente, quando a divergéncia nucleotidica do gene egl for
maior que 1% (Fegan; Prior, 2005). Atualmente ja foram descritas mais de 63 sequevares (Silva,

2014).

Mais recentemente, baseado na analise de sequéncia multilocus (MLSA) o complexo de
espécies R. solanacearum foi subdividido em oito clados, sendo os filotipos | e 111 compostos
por apenas um clado cada, o filotipo Il formado por quatro clados e o filotipo 1V compreendido
por dois clados (Wicker et al. 2012). Safni et al. (2014) propds a reclassificacdo do complexo
em trés espécies independentes, sendo a espécie R. pseudosolanacearum sp. nov. Safni et al.,
constituida pelos isolados pertencentes aos filotipos I e I11; R. solanacearum sp. nov. Safni et
al., pelos isolados o filotipo Il e R. syzigii sp. nov. Safni et al., pelos isolados do filotipo V.
Vale salientar, que R. syzigii foi ainda subdividida em trés subespecies: R. syzigii subsp.
indonesiensis subsp. nov. Safni et al., R. syzigii subsp. syzigii subsp. nov. Safni et al. e R. syzigii

subsp. celebesensis subsp. nov. Safni et al.

O Brasil representa um antigo centro de diversidade de R. solanacearum, em geral, a alta
variabilidade genética dessa bactéria ja vem sendo relatada no pais. No entanto, essas pesquisas
ainda sdo escassas e limitadas a algumas regifes e hospedeiros especificos, principalmente

banana e batata (Santiago et al., 2016).

A alta variabilidade genética e fenotipica dentro do complexo de espécies R. solanacearum
é um fator limitante para obtenc&o de variedades resistentes a murcha bacteriana no Brasil e no

mundo. Sendo assim, o conhecimento da diversidade de populagdes de R. solanacearum é
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fundamental para a adequacdo de medidas de controle para o desenvolvimento de novas
estratégias baseadas na resisténcia de germoplasma (Albuquerque, 2013). Desta forma, o
objetivo deste estudo foi caracterizar a diversidade do complexo R. solanacearum nas

mesorregides do Leste e Agreste Alagoano.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Coleta e identificacdo dos isolados

Os isolados foram obtidos de tomate, berinjela, pimenta malagueta e banana, apresentando
sintomas de murcha bacteriana, nos principais municipios produtores do estado de Alagoas,
Brasil: Agreste Alagoano (Arapiraca, Taquarana e Limoeiro de Anadia) e Leste Alagoano
(Capela, Igreja Nova, Macei6, Murici e Teot6nio Vilela) (Fig. 3), no periodo de Janeiro de 2018
a Setembro de 2019. Os isolamentos foram realizados em meio TZC ou meio de Kelman (10g
de peptona, 1g de caseina hidrolisada, 5g de glucose, 18g de &gar e 0,059 de cloreto de 2,3,5-
trifenil tetrazdlio), onde colbnias virulentas de R. solanacearum apresentam aspecto mucoide,
centro roseo e bordas irregulares de coloragédo branca (Kelman, 1954). Todos os isolados foram

purificados e preservados em agua destilada esterilizada (ADE) a temperatura ambiente.
5.2 Extracdo do DNA

O DNA gen6mico dos isolados foi extraido a partir da cultura pura da bactéria crescida em
meio TZC a 30°C por 48h pelo protocolo de Ausubel et al., 2003. A integridade do DNA foi
verificada por eletroforese em gel de agarose a 1% e a quantificacdo realizada em
espectrofotobmetro (Biowave, Cambridge, Reino unido). As amostras de DNA foram

armazenadas a -20°C.

5.3 Identificacao de filotipo/espécie por Filotipo-multiplex PCR (Pmx-PCR)
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A determinacdo dos filotipos/espécies foi realizada por meio do Pmx-PCR, utilizando os
primers 759/760 os quais amplificam um fragmento especifico para isolados do complexo de
espécie R. solanacearum de 280pb (Opina et al., 1997) combinados com os primers da série
Nmult gerados a partir da regido ITS (Fegan; Prior, 2005), os quais amplificam fragmentos 144,
372, 91 e 213pb para os filotipos I, I1, 111 e 1V, respectivamente. As reagdes foram compostas
pelo mix dos primers (1X), dNTP’s (0,2 mM), tampao de reagao 10X (1X), MgCl> (2 mM),
DMSO (5%), Tag DNA Polimerase (1U) (Invitrogens, Carlsbad, EUA) e DNA (100 ng) e
ajustadas com agua ultrapura para um volume final de 25 pl. As condi¢des de amplificagao
foram: desnaturacéo inicial a 96°C por 10 min, 30 ciclos de 94°C por 30s, 59°C por 90s e 72°C
por 90s e extensdo final de 72°C por 20 min, realizada em termociclador Axygen MaxyGene

Gradient (Fegan; Prior, 2005).

5.4 Identificacdo de sequevares associadas ao Moko por Moko-multiplex PCR (Mmx-

PCR)

Para os isolados pertencentes ao filotipo Il foi realizado o Mmx-PCR especifico para
identificacdo de sequevares associados ao Moko da bananeira. Para essa reacao foram utilizados
o0s pares de primers 1S24F, I1S24R; MUS20F, MUS20R; S128F, SI28R e VC46F, VC46R que
identificam as sequevares 11B-3 (400 pb), 11B-4 (351 pb), I1A-6 (220 pb) e I1A-24 (100 pb),
respectivamente. As reacOes foram preparadas da mesma forma da Pmx-PCR. As condicdes de
amplificacdo foram: desnaturacdo inicial a 96°C por 10 min, 30 ciclos de 92°C por 15s, 59°C
por 15s e 72°C por 30s e extensdo final de 72°C por 10 min. Os produtos de PCR foram corados
com SyBr Gold (InvitrogenTM, Carlsbad, EUA), submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,5% (TAE 0,5 X) e visualizados em fotodocumentador EI Logic 200 — Imaging System. O
tamanho dos fragmentos amplificados foi estimado com o marcador 1 kb Plus DNA ladder

(Thermo Scientific, San Jose, EUA).
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5.5 Genotipagem

O perfil gendémico dos isolados foi obtido por meio de PCR, utilizando os primers REP
(REPIR-I 5’IIICGICGICATCIGGC 3’ ¢ REP2I 5° ICGICTTATGIGGCCTAC 3’). Com base
nesses perfis foram determinadas as linhas clonais da populagéo total e selecionados 22 isolados
de R. solanacearum para o sequenciamento do gene egl. A reacdo foi composta por uma mistura
contendo 2 uM de cada primer, dNTP’s (0,1 mM), tampao de reagdo 10X (1X), MgCl. (1,5
mM), Taq DNA Polimerase (1U), DNA (50 ng) e ajustada para volume final de 25 ul com dgua
ultrapura. As condi¢cdes de amplificacdo consistiram de desnaturacdo inicial a 95°C por 7 min,
30 ciclos de 94°C por 1 min, 44°C por 1 min e 65°C por 8 min e extensdo final a 65°C por 15
min. Os produtos de PCR foram corados com SyBr Gold e submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5%. O tamanho dos fragmentos amplificados foi estimado com o marcador 1 kb

Plus DNA ladder.

5.6 Amplificacédo e sequenciamento parcial dos genes egl e mutS

A amplificacdo dos fragmentos de aproximadamente 750pb dos genes egl e mutS foi
realizada utilizando os primers: Endo-F (5'-ATGCATGCCGCTGGTCGCCGC-3") ¢ Endo-R
(5-GCGTTGCCCGGCACGAACACC-3) para o gene egl (Poussier et al., 2000) e
mutSRsF1570 (5'-ACAGCGCCTTGAGCCGTACA-3") e mutSRsR1926
(5'GCTGATCACCGGCCCGAACAT-3') para mutS (Toukam et al., 2009). Para ambos 0s
genes o mix da reagdo foi preparado utilizando 12,5 pl de Amplitaq Gold Master Mix (2X)
(Thermo Scientific, San Jose, EUA), 0,4 uM de cada primer, 100 ng de DNA e &gua ultrapura
para volume final de 25ul (Albuquerque et al., 2014). As condi¢cdes de amplificagdo das
amostras pelo gene egl consistiram de desnaturacdo inicial a 96°C por 9 min; seguida de 30
ciclos (95°C por 1 min; 70°C por 1 min e 72°C por 2 min) e extenséo final a 72°C por 10 min

(Fegan; Prior, 2006). As condigdes de amplificagéo pelo gene mutS consistiram de desnaturacéo
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inicial a 96°C por 5 min; seguida de 35 ciclos (94°C por 1 min; 66°C por 1 min e 72°C por 90
s) e extensdo final a 72°C por 5 min (Toukam et al., 2009). Os produtos da PCR foram corados
com SyBr Gold, submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% (TAE 0,5X) com o
marcador 1 kb Plus DNA ladder para estimar o tamanho dos amplicons. Os produtos de PCR
foram purificados e sequenciados pela Macrogen (Seul, Coréia do Sul). Os isolados
selecionados para o gene egl foram analisados por rede de hapl6tipos através do software
DnaSP (versdo 5.10.1; Universidade de Barcelona, Barcelona, Espanha), dos quais 14 isolados

representativos dos haplétipos foram sequenciados para o gene mutS.
5.7 Analises filogenéticas

A andlise dos cromatogramas gerados pelo sequenciamento dos genes egl e mutS e a
montagem dos contigs foram realizadas utilizando o software Staden Package (versdo 2.0;
Medical Research Council, Cambridge, England) (Staden et al. 1998). As sequéncias de cada
gene foram alinhadas utilizando o algoritimo Clustal W contido no software MEGA (versédo
5.0; MEGA, Tempe, Arizona) e manualmente ajustadas para obter maxima similaridade entre
as sequéncias. As arvores filogenéticas foram construidas pelos seguintes métodos: a)
Neighbor-Joining (NJ) (Saitou; Nei, 1987) utilizando o algoritmo de Jukes e Cantor com 1000
bootstrap, no software MEGA,; b) Méaxima Verossimilhanca (ML) realizada pelo servidor web
RaxML (https://www.phylo.org/portal2/), utilizando o modelo GTR + G, incluindo uma
estimativa de sitios invariaveis para todas as analises. A filogenia de sequéncias de nucleotideos
foi inferida usando o modelo GAMMA AUTO, que permite que o RaxML determine
automaticamente o modelo de substituicdo de nucleotideos com melhor score (Stamatakis,
2014). c) Inferéncia Bayesiana usando o modelo GTR+I1+G para o gene egl e 0 modelo HKY+I
para 0 gene mutS, utilizando o software Mrbayes (versdo 3.2.2; NSF, EUA) (Ronquist;
Huelsenbeck, 2003). As arvores filogenéticas foram geradas no portal Cipres e visualizadas no

programa Figtree. A divergéncia nucleotidica entre as sequéncias do gene egl dos isolados foi
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calculada usando o P-DISTANCE no MEGA. As sequevares foram consideradas distintas
quando os valores de divergéncia nucleotidica das sequéncias parciais de egl foram superiores
a 1%. Sequéncias de referéncia dos genes egl e mutS representativas das sequevares descritas

na literatura foram inseridas nas analises filogenéticas.
6. RESULTADOS

6.1 Isolados bacterianos e identificacdo de filotipos/espécies/sequevares por Pmx-

PCR e Mmx-PCR

Um total de 103 isolados foram obtidos, sendo 27 de plantas sintomaticas de banana, trés
de berinjela, 31 de pimenta e 42 de tomate. Aproximadamente 76,7% dos isolados do complexo
de espécies R. solanacearum foram provenientes da mesorregido do Leste alagoano e 23,3%
foram da mesorregido Agreste. (Tab. 1). Nos municipios de Arapiraca e Limoeiro de Anadia

nao foi observado a murcha bacteriana.

A amplificacdo do fragmento de 280pb especifico para R. solanacearum foi detectado em
todos os isolados analisados. Cerca de 44,7% dos isolados foram identificados como
pertencentes ao filotipo | que corresponde a R. pseudosolanacearum pela amplificacdo do
fragmento de 144pb com os primers da série Nmult e 55,3% dos isolados como filotipo 11, que
corresponde a R. solanacearum pela amplificacdo do fragmento de 372pb (Fig. 6). Ralstonia
pseudosolanacearum (53,9%) foi prevalente na mesorregido do Leste alagoano e R.
solanacearum foi a Unica espécie detectada no Agreste. Neste trabalho sera adotada a
denominacdo R. pseudosolanacearum referindo-se aos isolados do filotipo I e R. solanacearum
aos isolados do filotipo Il, seguindo a atual taxonomia do complexo de espécies Ralstonia

solanacearum (Safni et al., 2014).

Nenhum dos isolados pertencentes a espécie Ralstonia solanacearum (filotipo II)
amplificou fragmentos especificos a sequevares associadas ao Moko pelo Mmx-PCR.
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6.2 Genotipagem

Com base na genotipagem foi possivel determinar seis linhas clonais pertencentes a R.
solanacearum e cinco a R. pseudosolanacearum. Com base nesta caracterizagdo foram

selecionados 22 isolados do complexo R. solanacearum para o sequenciamento do gene egl.
6.3 Analises filogenéticas dos genes egl e mutS e identificacdo das sequevares

A construcdo de uma rede de haplétipos com base nas sequencias do gene egl permitiu
caracterizar sete hapl6tipos, dos quais trés foram encontrados em isolados de R.
pseudosolanacearum (hapldtipos 3 a 5) e quatro em R. solanacearum (haplotipos 1, 2, 6 e 7),

foram escolhidos dois isolados de cada haplotipo para o sequenciamento do gene mutsS.

A reconstrucéo filogenética dos isolados do complexo R solanacearum e a determinagéo
dos sequevares foi baseada nas sequéncias parciais do gene egl, utilizando sequéncias de
referéncia depositadas no Genbank. As arvores de egl e mutS foram analisadas com as
sequéncias parciais de 22 e 14 isolados sequenciados, respectivamente e comparados com 71
sequéncias de referéncia do gene egl e 42 do gene mutS. (Tab.2). As arvores filogenéticas para
cada gene, determinadas por Neighbor-Joining, Maxima Verossimilhanca e Inferéncia
Bayesiana, apresentaram topologias e relacionamentos filogenéticos congruentes, sendo
apresentada a arvore de Maxima Verossimilhanca (Fig. 4 e 5). As arvores dos diferentes genes
apresentaram concordancia genealdgica e relacionamento filogenético semenhante entre os

isolados na determinacéo das sequevares, sendo observado algumas modificacdes.

A partir da analise filogenética do gene egl foi possivel observar que os isolados de R.
pseudosolanacearum foram separados em dois clusters, onde dois isolados se agruparam com
a sequevar I-17 e seis com a sequevar 1-18. A sequevar de R. pseudosolanacearum prevalente
no Leste alagoano foia I-18. Na mesorregido Agreste ndo foi detectada nenhuma sequevar desta

espécie. Os isolados de R. solanacearum se agruparam dentro do filotipo IlA. Os individuos
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desta espécie foram identificados como pertencentes as sequevares I1A-36, 11A-6/35, 11A-41 e
I1A-53. Todos os isolados associados ao Moko da bananeira foram identificados como I1A-53,
dos quais trés isolados (COUFAL0320, COUFAL0323 e COUFALOQ404) foram obtidos de

plantas jovens sintomaticas sem emisséo da inflorescéncia.

Neste trabalho foi verificado que todos os isolados da sequevar 6/35 ndo amplificaram a
banda de 220pb especifica da sequevar IlA-6, pelo Mmx-PCR. Para esses isolados foi
observado apenas a amplificacdo da banda de 280pb especifica para o complexo de espécies R.
solanacearum (Fig. 7). E importante ressaltar que os isolados da sequevar 11A-6/35 receberam
esta denominacdo por apresentarem uma divergéncia nucleotidica de 0,2% com relagdo ao
isolado de referéncia CFBP 2972 da sequevar 35 e 0,0% quando comparado ao isolado IBSBF

2661 da sequevar 11A-6.

Os isolados do complexo de espécies R. solanacearum representativos dos sete haplétipos
(n=14) foram utilizados para o sequenciamento do gene mutS, com o objetivo de dar maior
suporte a identificacdo das sequevares. Este conjunto de isolados foi constituido por: seis
isolados de R. pseudosolanacearum (haplétipos 3, 4 e 5) e oito isolados de R. solanacearum

(haplétipos 1, 2,6 e 7).

A distribuicdo das sequevares do complexo R. solanacearum nas mesorregides do estado
de Alagoas reflete a diversidade destas fitobactérias. Na mesorregido do Agreste foi detectada
apenas a sequevar 11A-6/35, em isolados provenientes de tomate. Por outro lado, na mesorregido
Leste foi observado uma maior diversidade, sendo caracterizadas as sequevares 11A-36, [1A-41,

[1A-53, 1-17 e 1-18.
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7. DISCUSSAO

Acredita-se que o Brasil é o centro de origem e de diversidade de R. solanacearum
(filotipo 1), devido ao seu extenso territorio, com uma variedade de ecossistemas e alta
diversidade de plantas, favorecendo a diversidade genotipica de microrganismos associados as
plantas em geral (Santiago et al.,, 2016). Neste estudo, os isolados do complexo R.
solanacearum foram obtidos de varios hospedeiros com sintomas de murcha bacteriana, das
principais regides produtoras do estado de Alagoas, principalmente de &reas cultivadas no leste
alagoano. Como esperado, a populacéo de isolados do complexo R. solanacearum foi altamente
diversificada, incluindo sequevares das espécies R. solanacearum e R. pseudosolanacearum,
com prevaléncia de R. solanacearum. Esta prevaléncia pode estar relacionada a origem desta
espécie, que € nativa do Brasil (Wicker et al., 2012), ou ainda porque, a recente introducao de
R. pseudosolanacearum no Brasil, ndo permitiu sua disperséo e estabelecimento em todos 0s
municipios produtores das mesorregides do Leste e Agreste alagoano. Em levantamento
realizado na regido Norte do pais, também houve uma prevaléncia de R. solanacearum
apresentando 67,8% do total de isolados amostrados (Coelho Neto et al., 2003). Segundo
Santiago et al., (2016), apesar de R. pseudosolanacearum ja ter sido detectada em varios estados
do Brasil, a maioria dos isolados pertencem a R. solanacearum, sendo a porcentagem dessas
espécies semelhante aos relatados em outros paises da América Latina. Essas ocorréncias em
diferentes paises estdo associadas aos mecanismos de dispersdo utilizados por estas

fitobactérias (Sanchez Perez et al., 2008; Ramsubhag et al., 2012).

Ainda que em menor prevaléncia este é o primeiro relato de R. pseudosolanacearum no
estado de Alagoas, que muito provavelmente tenha sido proveniente do estado de Pernambuco.
Segundo Garcia et al., (2013) ainda ndo esta claro quando e como isolados desta fitobacteria
foram introduzidos no Brasil. No entanto sabe-se que ocorreu uma imigracdo asiatica

significativa e que os agricultores japoneses foram estabelecidos em muitos estados em todo o
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Brasil, incluindo Pernambuco. Contudo, a transmissdo por sementes ndo € considerada
importante na dispersdo das espécies do complexo R. solanacearum, embora existam relatos de
transmisséo de espécie deste complexo via sementes de tomate, berinjela e amendoim (Kelman

et al., 1994; Momol et al., 2008).

Sabe-se que R. solanacearum possui dois sub-grupos (I1A e 11B). No presente trabalho
foi detectado apenas isolados do sub-grupo I1A desta fitobactéria. Segundo Wicker et al., (2012)
o0 sub-grupo 1A é altamente diverso, recombinogénico e expandido; enquanto o I1B tende a ser
clonal. Ambos os sub-grupos de R. solanacearum sdo originarios da América do Sul, porém ja
se encontram disperso por todo o mundo, provavelmente migraram através de banana, plantas
ornamentais e tubérculos de batata infectados (Buddenhagen; Kelman, 1964; Milling et al.,

2009).

Mesmo ap0s a reclassificacdo do complexo R. solanacearum, em trés espécies
independentes, a diversidade genética das diferentes espécies deste complexo também pode ser
avaliada pelo niumero e distribuicdo das sequevares de acordo com a regido ou hospedeiro (Safni

et al., 2014; Carstensen et al., 2016; Santiago et al., 2016; Stulberg; Huang, 2016).

Sequevar é um termo infrasubespecifico utilizado para classificar os isolados do
complexo baseado na divergéncia nucleotidica do gene egl (Poussier et al., 2000; Fegan; Prior
2005). Para serem consideradas diferentes duas ou mais sequéncias precisam apresentar uma
divergéncia nucleotidica >1% (Fegan; Prior, 2005). Isto porque, as analises filogenéticas e
determinacdo das sequevares através do sequenciamento parcial do gene egl, sdo congruentes
com os resultados de estudos de filogenia organismal e pangenémica do complexo de espécies
R. solanacearum (Cook; Sequeira, 1994; Fegan; Prior, 2005, 2006; Toukam et al., 2009;

Albuguerque et al., 2014, 2016; Santiago et al., 2016).
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Uma grande diversidade em termos de sequevares foi encontrada no estado de Alagoas.
Na mesorregido Agreste foi detectado apenas isolados da sequevar 11A-6/35, todos de plantas
de tomate infectadas. A sequevar IIA-6 esta associada ao Moko da bananeira, enquanto a
sequevar 11A-35 é patogénica apenas aos membros da familia das solanaceas (Deberdt et al.,
2014). Através Mmx-PCR foi possivel observar que os isolados desta sequevar néo
amplificaram o fragmento de 220pb, especifico para a sequevar I1A-6. Fato semelhante foi
observado por Hong et al., (2012) que verificou que varios isolados obtidos de tomate na Florida
pertenciam a sequevar I1A-6/5. Além disso, esses isolados amplificavam uma banda de 167pb
atravées do Mmx-PCR e possuiam a capacidade de colonizar sistemicamente plantas de

bananeira e causar efeitos deletérios ao seu desenvolvimento.

Na mesorregido Leste do estado de Alagoas foi encontrado maior diversidade de
sequevares e gama de hospedeiros, sendo detectadas as sequevares 1-17 e 1-18 em tomate e
pimenta, I1A-36 em tomate, I1A-41 em tomate e berinjela e 11A-53 em bananeira. Em diferentes
estados das regibes Norte e Nordeste do Brasil ja foram relatadas a presenca da sequevares I-
17 e 1-18 em uma ampla gama de hospedeiros da familia solandcea (Santiago et al., 2016;

Albuquerque et al., 2016).

As sequevares 11A-41 e 11A-36 ja haviam sido identificadas nas regides Norte, Nordeste
e Centro-oeste do Brasil, associada a diferentes hospedeiros, principalmente a plantas de tomate
e eucalipto (Fonseca et al., 2014; Santiago et al., 2016). A presenca destas sequevares no estado
de Alagoas pode representar uma ameaca a crescente eucaliptocultura do estado. Segundo
Alfenas et al., (2006) as perdas causadas pela murcha bacteriana em viveiros de eucalipto

infectados chegam a aproximadamente US 2,7 milhdes.

Segundo Albuquerque et al., (2014) R. solanacearum sequevar 53 € responsavel por
causar a sindrome Sergipe em bananeira, no Nordeste brasileiro. Esta sindrome caracteriza-se

por apresentar sintomas atipicos de cacho com penetracdo da bactéria via flores masculinas,
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semelhante ao Bugtok nas Filipinas. Neste trabalho foi verificado que o Moko da bananeira no
estado de Alagoas é causado por isolados da sequevar 11A-53 e que diferente do que ocorre em
Sergipe, a penetracdo da bactéria também pode ocorrer por infeccdo via raizes e rizoma, pois
alguns isolados foram obtidos de plantas murchas que ainda ndo haviam emitido a

inflorescéncia.

Este € o primeiro trabalho que relata a diversidade do complexo de espécies R.
solanacearum no estado de Alagoas. Os resultados aqui obtidos s&o de suma importancia para
a pesquisa e produtores locais, auxiliando nas medidas de manejo da murcha bacteriana e nos

programas de melhoramento genético de plantas no referido estado.

8. CONCLUSOES

A murcha bacteriana causada por isolados do complexo Ralstonia solanacearum ocorre
nas mesorregides do Leste e Agreste alagoano;

Ralstonia pseudosolanacearum é prevalente no Leste e R. solanacearum no Agreste;

No Leste alagoano estdo presentes as sequevares 1-17, 1-18, 11A-36, 11A-41 e 11A-53,

enquanto no Agreste apenas a sequevar 11A-6/35;

A Unica sequevar associada ao Moko da bananeira encontrada no estado de Alagoas foi a
I1A-53;

A sequevar I1A-53 também é capaz de penetrar por ferimentos em raizes e rizoma e causar

o Moko da bananeira.
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ANEXOS
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Fig. 3. Municipios do estado de Alagoas visitados no levantamento da murcha bacteriana em
bananeira e solanaceas.
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Fig. 4. Reconstrucéo filogenética baseada nas sequéncias parciais do gene da endoglucanase (egl) de haplétipos
de Ralstonia pseudosolanacearum e R. solanacearum causadores de murcha bacteriana no Leste e Agreste do
estado de Alagoas, Brasil, pelo método de Maxima Verossimilhanca realizada pelo servidor web RaxML
(https://www.phylo.org/portal2/). A filogenia de sequéncias de nucleotideos foi inferida usando o modelo
GAMMA AUTO, que permite que 0 RaxML determine automaticamente o modelo de substituicéo de nucleotideos
com melhor score (Stamatakis 2014).
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Fig. 5. Reconstrucao filogenética baseada nas sequéncias parciais do gene de reparo do DNA (mutS) de haplétipos
solanacearum causadores de murcha bacteriana no Leste e Agreste do
estado de Alagoas, Brasil, pelo método de Maxima Verossimilhanga realizada pelo servidor web RaxML
(https://www.phylo.org/portal2/). A filogenia de sequéncias de nucleotideos foi inferida usando o modelo
GAMMA AUTO, que permite que o RaxML determine automaticamente o modelo de substitui¢do de nucleotideos

de Ralstonia pseudosolanacearum e R.

com melhor score (Stamatakis 2014).
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372pb
280pb
144pb

Fig. 6. Filotipo-Multiplex PCR (Pmx-PCR) dos isolados do complexo Ralstonia solanacearum. Linha (M) —
Marcador 1kb ladder; Linha (T-) — Controle negativo; Linhas 2 a 6, 8, 11 e 12 — Amplificacdo dos isolados
pertencentes ao filotipo 1l (R. solanacearum) com bandas de 280 e 372pb; Linhas 7,9 e 10 - Amplificacdo dos
isolados pertencentes ao filotipo I (R. pseudosolanacearum) com bandas de 280 e 144pb.

280pb
220pb

Fig. 7. Moko-Multiplex PCR (Mmx-PCR). Linha (M) — Marcador 1kb ladder; Linha (T-) — Controle negativo;
Linha 2 — Isolado BD1109, pertencente a sequevar 11A-6 (Controle positivo); Linhas 3 a 6 — isolados designados
nesse estudo como pertencentes a sequevar 11A-6/35.
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Tabela 1. Isolados de Ralstonia pseudosolanacearum e R. solanacearum provenientes do estado de Alagoas, regido Nordeste do Brasil

Isolado
COUFAL 0330
COUFAL 0331
COUFAL 0332
COUFAL 0334
COUFAL 0353
COUFAL 0356
COUFAL 0357
COUFAL 0358
COUFAL 0359
COUFAL 0361
COUFAL 0369
COUFAL 0370
COUFAL 0325
COUFAL 0326
COUFAL 0327
COUFAL 0328
COUFAL 0329
COUFAL 0333
COUFAL 0335
COUFAL 0336
COUFAL 0337
COUFAL 0338
COUFAL 0339
COUFAL 0348
COUFAL 0349
COUFAL 0350
COUFAL 0351

Espécie
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum
Ralstonia pseudosolanacearum

Mesorregido
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano
Leste alagoano

Municipio
Teotonio Vilela
Teotonio Vilela
Teotdnio Vilela
Teotdnio Vilela

Capela
Capela
Capela
Capela
Capela
Capela
Capela
Capela
Capela
Capela
Capela
Teotdnio Vilela
Teotdnio Vilela
Teotdnio Vilela
Teotdnio Vilela
Teotdnio Vilela
Teotdnio Vilela
Teotdnio Vilela
Teotdnio Vilela
Capela
Capela
Capela
Capela

Hospedeiro
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Pimenta
Pimenta
Pimenta
Pimenta
Pimenta
Pimenta
Pimenta
Pimenta
Pimenta
Pimenta
Pimenta
Tomate
Tomate
Tomate
Tomate
Pimenta
Pimenta
Pimenta
Pimenta
Pimenta
Pimenta
Pimenta
Pimenta

Filotipo-Sequevar®
1-17
1-17
1-17
1-17
1-17
1-17
1-17
1-17
1-17
1-17
1-17
1-17
1-18
1-18
1-18
1-18
1-18
1-18
1-18
1-18
1-18
1-18
1-18
1-18
1-18
1-18
1-18
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Continuacéo Tabela 1.

Isolado Espécie Mesorregido Municipio Hospedeiro Filotipo-Sequevar®
COUFAL 0352 Ralstonia pseudosolanacearum Leste alagoano Capela Pimenta 1-18
COUFAL 0354 Ralstonia pseudosolanacearum Leste alagoano Capela Pimenta 1-18
COUFAL 0355 Ralstonia pseudosolanacearum Leste alagoano Capela Pimenta 1-18
COUFAL 0360 Ralstonia pseudosolanacearum Leste alagoano Capela Pimenta 1-18
COUFAL 0362 Ralstonia pseudosolanacearum Leste alagoano Capela Pimenta 1-18
COUFAL 0363 Ralstonia pseudosolanacearum Leste alagoano Capela Pimenta 1-18
COUFAL 0364 Ralstonia pseudosolanacearum Leste alagoano Capela Pimenta 1-18
COUFAL 0365 Ralstonia pseudosolanacearum Leste alagoano Capela Pimenta 1-18
COUFAL 0366 Ralstonia pseudosolanacearum Leste alagoano Capela Pimenta 1-18
COUFAL 0367 Ralstonia pseudosolanacearum Leste alagoano Capela Pimenta 1-18
COUFAL 0371  Ralstonia pseudosolanacearum Leste alagoano Capela Pimenta 1-18
COUFAL 0372 Ralstonia pseudosolanacearum Leste alagoano Capela Pimenta 1-18
COUFAL 0373  Ralstonia pseudosolanacearum Leste alagoano Macei6 Tomate 1-18
COUFAL 0374  Ralstonia pseudosolanacearum Leste alagoano Macei6 Tomate 1-18
COUFAL 0375 Ralstonia pseudosolanacearum Leste alagoano Macei6 Tomate 1-18
COUFAL 0376  Ralstonia pseudosolanacearum Leste alagoano Macei6 Tomate 1-18
COUFAL 0379 Ralstonia pseudosolanacearum Leste alagoano Maceid Tomate 1-18
COUFAL 0377 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Maceio Tomate I1A-36
COUFAL 0378 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Maceio Tomate I1A-36
COUFAL 0380 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0381 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0382 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0383 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0384 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0385 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0386 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0387 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
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Continuacéo Tabela 1.

Isolado Espécie Mesorregido Municipio Hospedeiro Filotipo-Sequevar®
COUFAL 0388 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0389 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0390 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0391 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0392 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0393 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0394 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0395 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0396 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0397 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0398 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0399 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0400 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0401 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0402 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0403 Ralstonia solanacearum Agreste alagoano Taquarana Tomate I1A-6/35
COUFAL 0346 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Murici Berinjela lHA-41
COUFAL 0347 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Murici Berinjela lHA-41
COUFAL 0342 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Murici Tomate lHA-41
COUFAL 0343 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Murici Tomate lHA-41
COUFAL 0344 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Murici Tomate lHA-41
COUFAL 0345 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Murici Berinjela lHA-41
COUFAL 0340 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0341 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0320 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0321 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0322 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
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Continuacéo Tabela 1.

Isolado Espécie Mesorregido Municipio Hospedeiro Filotipo-Sequevar®
COUFAL 0323 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0324 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0404 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0405 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0406 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0407 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0408 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0409 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0410 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0411 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0412 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0413 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0414 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0415 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0416 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0417 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0418 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0419 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0420 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0421 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0422 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53
COUFAL 0423 Ralstonia solanacearum Leste alagoano Igreja Nova Banana I1A-53

#Sequevares determinadas pelo relacionamento filogenético de sequéncias parciais do gene egl pelo método de Méaxima Verossimilhanca realizada pelo
servidor web RaxML (https://www.phylo.org/portal2/).



Tabela 2. Isolados de referéncia (Genbank) do complexo de espécies Ralstonia solanacearum utilizados neste estudo

Isolado Hospedeiro Origem Nome alternativo Filotipo-Sequevar egl Genbank mutS Genbank
A3909 Helicbnia Hawaii RUN9 I1A-6 EF371812 AY756753
ACH732 Tomate Australia - IV-11 GQ907150 AY756743
ACH92 Gengibre Australia - I-16 AF295254 AY756764
ANT24 Antlrio Trinidade - 11B-51 AF371831 EF371875
CFBP2957 Tomate Martinica - 11A-36 AF295265 EF371845
CFBP2958 Tomate Guadalupe - I1A-39 AF295266 AY756806
CFBP2968 Berinjela Guadalupe - 1-18 EF371806 AY756800.1
CFBP2972 Batata Martinica - I1A-35 AF295264 AY756807
CFBP3059 Berinjela Burkina Faso - 111-28 AF295270 AY756766
CFBP4611 Batata Colémbia - 11B-2 GU294981 ND
CFBP6778 Tomate Martinica - 11B-4 EF371816 EF371851
CFBP6779 Canna Russian Red Martinica (FWI) ANT1741 1A-38 EF371835.1 EF371872
CFBP6783 Heliconia Martinica - [1B-4NPB EF371852 EF371852
CFBP7016 Antdrio Martinica ANT78 1A-5 EF371826 EF371860
CFBP7032 Tomate Camardes CMR39 11A-41 EF439726 EF439803
CFBP7054 Tomate Camardes CMR121 I1A-52 EF439725 EF439800
CFBP7058 Mirtilo Camardes CMR134 1-13 EF439740 EF439794
CIP10 Batata Peru uwa4ar7 11B-25 AF295260 AY756821
CIP120 Batata Peru - I1A-38 GQ907152 AY756774
CIP240 Batata Brasil - 11B-26 EF647739 JF702714
CIP365 Batata Filipinas - [-45 GQ907151 AY756787
CIP418 Amendoim Indonésia MOH6 11B-3 GU295005 AY756809
CMR123 Tomate Camardes - 1-14 EF439737.1 EF439778.1
CMR15 Tomate Camardes CFBP6941 11-29 EF439743 JF702729
CMR32 Mirtilo Camardes CFBP6942 11-29 EF439749 EF439773
CMR34 Tomate Camardes - 11B-1 EF439750 EF439810



Continuacéo Tabela 2.

Isolado Hospedeiro Origem Nome alternativo Filotipo-Sequevar egl Genbank mutS Genbank
CMR39 Tomate Camardes - I1A-41 EF439726 EF439803
CMR66 Huckleberry Camardes RUN166 111-49 EF439729 EF439783
CMR7 Tomate Camardes - I-13 EF439744 JF702730
DGBBC1125 Batata Guine - 111-43 GU295008 KU255889.1
DGBBC1138 Batata Guine - 111-44 GU295009 KU255883.1
DGBBC1227 Batata Guine - 11-42 GU295011 KU255884.1
F2 Banana Brasil - I1A-53 KF875426 KF896801
GMI1000 Tomate Guiana Francesa - I-18 AF295251 AY756804
GMI8044 Banana Grenada RUN585 I1A-6 GU295013 JF702718
GMI8254 Tomate Indonésia - 1-47 GU295014 JF702719.1
IBSBF1900 Banana Brasil - I1A-24 EF371839 EF371871
IBSBF2001 Tomate Brasil - 11B-25 GU295017 ND
IBSBF2661 Banana Brasil - I1A-6 KF875432 ND
IBSSF1712 Geranio Brasil - 11B-27 EF371833 EF371869
ICMP7963 Batata Quénia - 11B-7 AF295263 AY756776
IPO1609 Batata Holanda - 11B-1 EF371814 EF371849
J25 Tomate Quénia - 111-20 AF295279 AY756810
JS927 Tomate Porto Rico - 11B-7 GU295027 ND
JT516 Batata Reunido - 11B-31 AF295258 AY756783
JT519 Geranio Reunido - 1-31 GU295032 JF702713
JT525 Geranio Reunido - 111-19 AF295272 AY756786
JT656 ND AY756811.1
K60 Tomate EUA - 11B-7 EF192970.1 AY756799.1
M2 Amora China - 1-48 FJ561067 ND
MAD17 Pimentéo Madagascar - I-46 GU295040 ND
MAFF301552 Tomate Japao - V-8 GU295042 ND
MOLK2 Banana Filipinas - 11B-3 EF371841 EF371848



Continuacéo Tabela 2.

Isolado Hospedeiro Origem Nome alternativo Filotipo-Sequevar egl Genbank mutS Genbank
NCPPB1018 Batata Angola - I-21 AF295271 AY756772
NCPPB332 Batata Zimbabwe - 11-22 AF295276 AY756760
NCPPB3987 Batata Brasil - 11B-28 AF295261 AY756785

O3 Oliveira China - 1-44 FJ561069 JF702706
P11 Amendoim China - 1-17 FJ561068 JF702705
PSi7 Tomate Indonésia - IV-10 EF371804 AY756752

PSS175 Perilla Taiwan - 1-32 KF913847 EU407349.1

PSS219 Tomate Taiwan - 1-34 FJ561167 JF702700

PSS358 Tomate Taiwan - I-15 EU407298 JF702699

PSS81 Tomate Taiwan - I-14 FJ561066 JF702701

R24 Cravo Indonésia - V-9 JF702321 JF702735
R292 Amoreira branca China - I-12 AF295255 AY756801

RS121 Tomate Brasil - 11B-56 KT630068 ND

RS160 Batata Brasil - 11B-57 KT630004 KU663534.1

RS171 Tomate Brasil - I1A-50 KT629874 ND

RS183 Tomate Brasil - I1A-50 KT629880 ND

RS278 Tomate Brasil - 11B-55 KT630060 ND

RS280 Tomate Brasil - 11B-54 KT630013 ND

RS286 Brasil - I1A-50 KY848664.1 ND

RS289 Brasil - I1A-50 KT629938.1 ND

RS318 Tomate Brasil - I1A-50 KT629930 ND

RUN549 Tomate Trinidade RF38 I1A-37 JF702309 JF702716

T1-UYy Tomate Uruguai RUN448 I1A-50 GU295049 JF702712

UQRS555 Gengibre Mauritius - 1-33 KF913848 ND

UQRS565 Gengibre Tailandia - 1-30 KF913846 ND
UW163 Platano Peru - 11B-4 GU295052 AYT756779
Uuwisl Banana Venezuela RUN454 IHA-6 GU295053 AYT756754



Continuacéo Tabela 2.

Isolado Hospedeiro Origem Nome alternativo Filotipo-Sequevar egl Genbank mutS Genbank

UW469 Batata Brasil CIP239 1A-40 DQ657612 AY756808

uwa4ar7 Batata Peru - 11B-25 AF295260.1 AY756821.1
UyTl Tomate Uruguai - I1A-50 GU295049 JF702712

ND: Sequéncia ndo disponivel no Genbank.
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