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Resumo — O objetivo deste trabalho foi identificar isolados brasileiros de Ralstonia solanacearum quanto
a filotipos e sequevares, determinar sua diversidade genética, realizar a associagdo da estrutura genética do
patdégeno com sua classificacdo e origem geografica e identificar um marcador molecular para a diagnose
do moko-da-bananeira. Um grupo de 33 isolados de R. solanacearum, da colecdo da Embrapa Tabuleiros
Costeiros, coletado de diversos hospedeiros, foi caracterizado por meio de PCR em sequéncia palindromica
extragénica repetitiva (rep-PCR) e RAPD. Deste grupo, 19 perteciam a raga 2 do patdégeno e 14 aragca I, e 15
isolados eram associados a cultura da bananeira. Os filotipos e sequevares foram caracterizados e determinados
por PCR Multiplex. Verificou-se que 82% dos isolados pertencem ao filotipo II, e 12% ao filotipo III. Todos
os isolados da bananeira pertencem ao filotipo II. A técnica de RAPD foi eficiente em agrupar os isolados de
acordo com sua origem geografica; entretanto, ela requer um niimero elevado de marcas moleculares. Foi
possivel relacionar os isolados pela analise rep-PCR. O iniciador com sequéncias repetitivas enterobacterianas
intergénicas de consenso (ERIC) possibilitou a separag¢@o dos isolados de acordo com a raga, e o iniciador REP
permitiu a discriminagdo entre os filotipos. Estas duas analises foram as mais informativas.

Termos para indexagdo: Musa, marcador molecular, moko-da-bananeira, murcha bacteriana, rep-PCR,
variabilidade genética.

Genetic diversity of Ralstonia solanacearum isolates and molecular
characterization as to phylotypes and sequevars

Abstract — The objective of this work was to identify Brazilian isolates of Ralstonia solanacearum according
to phylotypes and sequevars, to determine their genetic diversity, to associate the pathogen genetic structure
with its taxonomy and geographical origin, and to identify a specific molecular marker to diagnose banana
moko disease. A group of 33 isolates of R. solanacearum, from the collection of Embrapa Tabuleiros
Costeiros, collected from different plant hosts, was characterized using the repetitive extragenic palindromic
sequence-based PCR (rep-PCR) and RAPD. From this group, 19 belonged to the pathogen race 2 and 14 to
the race 1, and 15 isolates were associated with banana crop. Phylotypes and sequevars were characterized and
determined by Multiplex PCR. It was verified that the isolates belonged to phylotypes II (82%) and 111 (12%).
All isolates from banana plants belonged to phylotype II. The RAPD technique was efficient in grouping these
isolates according to their geographical origin; however, it requires a large number of molecular markers.
It was possible to establish the relationships among the isolates by rep-PCR. The enterobacterial repetitive
intergenic consensus primer (ERIC) made it possible to separate the isolates according to the race, and the REP
primer allowed for the discrimination among phylotypes. These were the two most informative analyses.

Index terms: Musa, molecular marker, banana moko disease, bacterial wilt, rep-PCR, genetic variability.

Introduciao a mais de 54 familias botanicas, entre as quais, culturas
de alto valor econdmico, como tomate, banana, batata,
Ralstonia solanacearum é um dos mais importantes  berinjela e pimentio (Xu et al., 2009).

patogenos bacterianos do mundo, capaz de causar Essa bactéria tem sido classificada, quanto ao
danos em cerca de 450 espécies de plantas pertencentes ~ fenotipo, em cinco ragas, de acordo como a gama de
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hospedeiros (He et al., 1983; Hayward, 1994). Ela
também ¢ classificada em cinco biovares, com base
na utilizacdo de trés agucares (lactose, maltose ¢
celobiose) e trés alcoois (manitol, sorbitol e dulcitol)
como fonte de carbono (Hayward, 1994). Porém, ambas
as classificagdes, apesar de amplamente utilizadas
por sua simplicidade e praticidade, ndo refletem a
heterogeneidade dos isolados de R. solanacearum.
Com o intuito de representar melhor essa variabilidade,
Fegan & Prior (2005), ao analisar as sequéncias
da regido espagadora intergénica (ITS)16S-23S e
dos genes egl, hrpB e mutS, propuseram uma nova
classificagdo hierarquica, subdividida em quatro niveis
taxondmicos: espécie, filotipo, sequevar e clone.

A identificagdo da espécie pode ser facilmente
realizada por meio de oligonucleotideos iniciadores,
como o OLII/Y2, utilizado com sucesso para
identificacdo de isolados de R. solanacearum e
espécies relacionadas (R. syzygii e Blood Disease
Bacterium) (Seal et al., 1993; Arahal et al., 2004). Ja
os oligonucleotideos PS96H/I sdao especificos para
R. solanacearum (Seal et al., 1992); entretanto, o
desconhecimento da regido-alvo desse iniciador no
genoma tem implicado em sua baixa utilizagao (Arahal
et al., 2004).

Os filotipos sdo analisados de acordo com as
variagdes de tamanho da sequéncia na regidao ITS.
O filotipo estd fortemente relacionado a origem
geografica do patdégeno. Cada filotipo compreende
um numero de sequevares, grupo de isolados com
uma sequéncia altamente conservada dentro da
regido sequenciada. A caracterizagdo da estrutura e
diversidade genética do patogeno ¢ determinante para
estudos de epidemiologia e orientacdo de programas
de controle da doenga, principalmente em estratégias
que visam resisténcia especifica a estirpes pertencentes
a determinados locais. Alguns trabalhos (Salanobaut
et al., 2002; Guidot et al., 2007; Coupat et al., 2008)
levantam a hipotese de que R. solanacearum possa ter
sua adaptacao e evolugdo relacionados a capacidade de
transferir genes horizontalmente, o que faz com que
estirpes da mesma localidade tenham caracteristicas
geneticamente similares.

Diversos autores (Bringel et al., 2004; Silveira
et al., 2005; Costa et al., 2007) tém direcionado
seus estudos para a caracterizagdo e diversidade de
isolados de R. solanacearum em estados brasileiros.
Entretanto, todos esses estudos focam a raca 1 do
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patogeno, ndo sendo registrado, até o momento, um
estudo de caracterizacdo da diversidade de isolados
de R. solanacearum raga 2 coletados em regides
brasileiras.

O objetivo deste trabalho foi identificar, quanto a
filotipos e sequevares, um grupo de isolados brasileiros
de R. solanacearum, avaliar sua diversidade genética
por meio de marcadores moleculares (RAPD e
rep-PCR), associar grupos de isolados com sua
classificagdo e origem geografica e identificar
um marcador molecular para a diagnose do
moko-da-bananeira.

Material e Métodos

Foram utilizados 33 isolados de Ralstonia
solanacearum, pertencentes a cole¢ao bioldgica da
Embrapa Tabuleiros Costeiros, dos quais 19 da raga 2
e 14 daraga 1 (Tabela 1). Os isolados foram cultivados
por 24 horas em 4 mL de meio LB (Luria-Bertani)
liquido (Sambrook & Russel, 2001). Em seguida,
10 pL foram transferidos para 1 mL de meio LB novo
¢ mantidos em agitador orbital a 200 rpm, a 28°C
por 24 horas. A suspensdo bacteriana foi submetida
a extracdo de DNA, com uso de um kit Wizard de
extragdao e purificagdo de DNA gendmico, (Promega
Corporation, Madison, WI, EUA), de acordo com as
instrugdes fornecidas pelo fabricante. O DNA obtido
de cada isolado foi quantificado, e a concentragao
foi ajustada para 25 ng uL"!. O DNA gendmico foi
armazenado a -20°C até o uso.

A confirmacdo da identificacdo dos isolados
quanto a espécie R. solanacearum foi realizada
mediante amplificacdo por PCR, tendo-se utilizado
os oligonucleotideos iniciadores especificos PS96H/I
(Seal et al., 1992) e OLI1/Y2 (Seal et al., 1993).
No presente estudo, foi realizada a analise conjunta
dos dois pares de iniciadores, com o intuito de garantir
maior confiabilidade na identificacdo dos isolados de
R. solanacearum.

A técnica de PCR Multiplex foi aplicada para
determinar os filotipos e as sequevares, tendo-se
utilizado, respectivamente, os oligonucleotideos
iniciadores das séries Nmult ¢ Mus, com as mesmas
condi¢oes de amplificacdo descritas por Fegan & Prior
(2005).

Os produtos da amplificagdo foram separados em gel
de agarose, corados em brometo de etidio (0,5 pg mL™")
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e visualizados através de luz ultravioleta. O rep-PCR
foi realizado com os oligonucleotideos iniciadores
correspondentes as trés sequéncias repetitivas REP,
ERIC e BOX. A PCR foi conduzida de acordo com o
protocolo descrito por Horita & Tsuchiya (2001).
Foram testados 61 oligonucleotideos iniciadores
RAPD, dos quais 27 (Tabela 2) foram selecionados
por se apresentarem mais polimorficos ¢ com melhor
resolugdo em gel. As reagdes consistiram de um
volume final de 25 pL, compostas por 0,5 umol L' de
oligonucleotideo iniciador, 1 U de Tag DNA polimerase
(Promega), 0,2 mmol L' de cada dANTP, tampao de

Tabela 1. Isolados de Ralstonia solanacearum estudados.

reagdo (1X), 1,5 mmol L' de MgCl,, 50 ng de DNA
e agua ultrapura para completar o volume da reagao.
Em todas as reagoes, foi incluido um controle negativo
com agua estéril. O programa de amplificagcdo consistiu
de uma desnaturagao inicial a 96°C por 5 min, seguida
por 35 ciclos de 94°C por 45 s, 36°C por 45 s, 72°C
por 45 s, e de um periodo de extensdo final a 72°C por
10 min.

Os produtos da amplificagdo foram separados
em gel de agarose (1,0% para o RAPD e 1,5% para
rep-PCR), corados em brometo de etidio (0,5 pg mL™")
e visualizados através de luz ultravioleta.

Isolado Hospedeiro Origem Procedéncia Filotipo Biovar Raca
TCO01-01 Musa sp. IB-SBF Humaita, AM 1I 1 2
TCO01-02 Musa sp. IB-SBF Para 1I n 2
TCO01-05 Musa sp. IB-SBF Japoatd, SE I I 2
TCO01-06 Musa sp. IB-SBF Humaita, AM 11 n 2
TCO01-08 Musa sp. IB-SBF Itacoara, AM 1I n 2
TCO01-09 Musa sp. IB-SBF Itacoara, AM 1I n 2
TCO1-17 Musa sp. IB-SBF Japoata, SE II I 2
TCO1-18 Musa sp. IB-SBF Japoatd, SE n I 2
TCO01-25 Musa sp. IB-SBF Tabatinga, AM 1I I 2
TCO01-26 Musa sp. IB-SBF Japoata, SE I I 2
TCO01-29 Musa sp. CNPH Amazonas II I 2
TCO01-42 Musa sp. MV Canindé¢ de Séo Francisco, SE 1I n 2
TCO01-43 Musa sp. MV Canindé de Sao Francisco, SE 1I n 2
TCO01-44 Musa sp. MV Cotinguiba Pindoba, SE 11 n 2
TCO01-45 Musa sp. MV Cotinguiba Pindoba, SE 1I n 2
TC02-01 Heliconia sp. IB-SBF Abreu e Lima, PE 11 n 2
TC02-02 Heliconia sp. IB-SBF Abreu e Lima, PE 1I n 2
TC02-03 Heliconia sp. IB-SBF Abreu e Lima, PE 1I n 2
TCO02-04 Heliconia sp. Inpa Coari, AM n I 2
TC03-02 Solanum lycopersicum Inpa Umaita, AM 1I I 1
TC03-03 Solanum lycopersicum Inpa Manicore, AM I I 1
TCO03-04 Solanum lycopersicum CNPH Guarai, TO I I 1
TCO03-05 Solanum lycopersicum CNPH Nova Friburgo, RJ I 1 1
TC03-06 Solanum lycopersicum CNPH Domingo Martins, ES 11 I 1
TC04-01 Solanum melongena Inpa Benjamin Constant, AM 1I I 1
TC04-02 Solanum melongena Inpa Parintins, AM 1I 1 1
TC04-03 Solanum melongena CNPH Gurupi, TO 1 I 1
TCO05-01 Capsicum annuum Inpa Boca do Acre, AM 11 I 1
TC05-02 Capsicum annuum Inpa Parintins, AM I1 I 1
TC05-03 Capsicum annuum CNPH Camocin S. Felix, PE 11 111 1
TC06-01 Capsicum chinense Inpa Benjamin Constant, AM 1I I 1
TC06-02 Capsicum chinense Inpa Benjamin Constant, AM 11 i 1
TC07-01 Solanum tuberosum CNPH Pouso Alegre, MG 1I 1I 1

IB-SBF, Instituto Biologico, Secgdo de Bactérias Fitopatogénicas; Inpa, Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia; CNPH, Centro Nacional de Pesquisa
de Hortaligas — Embrapa Hortaligas; MV, material vegetal; n, ndo identificado.
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A confirmagio da identificacdo dos isolados, com
uso dos oligonucleotideos iniciadores PS96H/I e OLI1/
Y2, foi feita pela visualizagdo de fragmentos de DNA
amplificados, de tamanho esperado para cada par de
oligonucleotideos iniciadores. Dessa mesma forma,
foi realizada a analise de identificagdo dos filotipos ¢
sequevares.

Para os marcadores REP, ERIC, BOX ¢ RAPD,
foram construidas matrizes binarias a partir dos perfis
de fragmentos gerados na amplificagdo. Atribuiu-se o
valor (1) para a presenca do fragmento e (0) para sua
auséncia. A partir dos dados binarios, foi calculada
a matriz de similaridade para os genotipos, tendo-se
utilizado o coeficiente de similaridade de Jaccard.
Com este coeficiente e com o método aglomerativo
UPGMA ("unweighted pair group method with an
arithmetic mean") (Sneath & Sokal, 1973), foram
realizadas as analises de agrupamento, e os valores
de "bootstrap" (dez mil repeti¢cdes) foram computados

Tabela 2. Sequéncia dos iniciadores RAPD utilizados.

Iniciador Sequéncia (5'—3")

A 02 TGC CGAGCT G
A03 AGT CAG CCAC
A 04 AAT CGG GCT G
A09 GGG TAACGCC
A10 GTG ATC GCA G

All CAATCGCCGT
Al3 CAG CACCCAC
Al4 TCT GTG CTG G

Al5 TTC CGAACCC

A16 AGC CAG CGAA
A 18 AGGTGACCGT
A19 CAAACGTCG G
A20 GTT GCG ATC C

B 11 GTAGACCCGT
B 18 CCACAGCAGT
co02 GTG AGG CGTC
F 01 ACG GAT CCTG

102 GGA GGA GAG G
K20 GTG TCG CGA G
S 01 CTACTGGCGT

S 18 CTG GCGAACT
W02 ACCCCGCCAA
W04 CAG AAG CGG A
W13 CACAGC GACA
W19 CAAAGCGCTC
X 01 CTG GGC ACG A
X 03 TGG CGC AGT G
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pelos programas XLStat (Addinsoft, 2010) e Free Tree
(Pavlicek et al., 1999).

Resultados e Discussao

Os DNAs obtidos dos 33 isolados, amplificados
com os iniciadores OLI1/Y2 e PS96H/I, produziram
fragmentos de 287 e 172 pb, respectivamente.
Os perfis eletroforéticos das reacdes de PCR Multiplex
revelaram a amplificacdo de um fragmento de 372 pb,
em 27 dos isolados avaliados, € os caracterizaram
como pertencentes ao filotipo II; outros quatro isolados
apresentaram um fragmento de 91 pb e se relacionaram
com o filotipo III (Figura 1).

Todos os isolados pertencentes a raca 2 foram
classificados no filotipo II, que estd fortemente
relacionado as Américas; entretanto, como observado
por Cardozo et al. (2009), outros isolados provenientes
de bananeiras oriundas da Africa e Asia estio
associados ao filotipo II, o que indica que ele pode
estar mais relacionado ao moko-da-bananeira do que a
distribuicdo geografica global. Os isolados TC01-18 ¢
TC02-04 ndo puderam ser relacionados a nenhum dos
filotipos conhecidos.

O filotipo II ¢ referido por conter isolados
relacionados a Africa e ilhas proximas. Os quatro
isolados positivos para o filotipo III pertencem a raca
1, e TC03-05 e TC03-04 foram isolados de tomateiro
do Rio de Janeiro e Tocantins, respectivamente,
o TCO04-03 foi isolado de plantas de beringela de
Tocantins, ¢ o TC05-03 foi obtido de plantas de
pimenta do Amazonas. Varios fatores podem ocasionar
a presenca deste filotipo em solo brasileiro, como
falhas na fiscalizacdo do transito de materiais vegetais
ou introdug¢des recentes.

A série Nmult foi capaz de distinguir trés sequevares
presentes em individuos pertencentes ao filotipo II, das
Américas, definidos como sequevares 3, 4 ¢ 6 (Prior
& Fegan, 2005). No presente estudo, dos 27 isolados
pertencentes ao filotipo I, cinco tiveram sua sequevar
determinada como sequevar 6, pela amplificacdo de
um fragmento de 220 pb (Figura 2); destes cinco,
trés isolados pertencem a raga 2 ¢ sdo patogénicos
a heliconia (TC02-01, TC02-02 e TC02-03), e dois
isolados sdo patogénicos a berinjela, raga 1 (TC04-01
e TC04-02). Com os demais 22 isolados ndo se obteve
nenhuma amplificagdo, o que sugere a existéncia de
outras sequevares relacionadas ao moko-da-bananeira.
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Figura 1. Amostras resultantes da amplificagdo com a série Mus, para determinacdo dos filotipos. Ordem das amostras:
1, TCO01-06; 2, TCO01-01; 3, TCO1-08; 4, TCO1-25; 5, TCO1-09; 6, TCO1-29; 7, TCO1-18; 8, TCO1-05; 9, TCO1-26; 10,
TCO01-17; 11, TCO01-45; 12, TCO1-42; 13, TC01-43; 14, TCO01-44; 15, TC01-02; 16, TC02-01; 17, TC02-02; 18, TC02-03;
19, TC02-04; 20, TC03-02; 21, TC03-03; 22, TC03-04; 23, TC03-05; 24, TC03-06; 25, TC04-01; 26, TC04-02; 27, TC04-03;
28, TC05-01; 29, TC05-02; 30, TC05-03; 31, TC06-01; 32, TC06-02; 33, TC07-01; e 34, controle negativo; M, marcador
1 kb plus (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Setas a esquerda indicam o tamanho dos fragmentos do
marcador, e setas a direita indicam o tamanho dos fragmentos amplificados.

12.000 pb - [

650 pb >

300 pb

Figura 2. Perfil eletroforético das amostras resultantes da
amplificacdo de oligonucleotideos marcadores da série
Nmult, para a determinagdo das sequevares (gel parcial).
M, Marcador 1 kb DNA plus (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA); 1, TC02-02; 2, TC02-03; 3, TC02-01;
4, TC04-01;5, TC04-02. Setas a esquerda indicam o tamanho
dos fragmentos do marcador, ¢ setas a direita indicam o
tamanho dos fragmentos amplificados.

Resultados semelhantes foram obtidos por Cardozo
etal. 2009, em que aavaliacdo de 50 isolados permitiu
a identificagdo de somente 35 isolados quanto a
sequevar. Fegan & Prior (2005) nao obtiveram
a identificagdo das sequevares de dois isolados

brasileiros de banana, o que sugere, nesse caso, que
os isolados brasileiros de banana provavelmente
pertencem a uma sequevar ainda ndo determinada,
como confirma esse estudo.

O perfil eletroforético gerado pela amplificagdo por
rep-PCR das sequéncias repetitivas dos 33 isolados
resultou em 18 fragmentos, com o iniciador ERIC,
11 fragmentos, com o iniciador REP, e oito fragmentos
com o iniciador BOX (Figura 3). Os dados foram
analisados isoladamente (REP, ERIC e BOX) e em
conjunto (rep-PCR).

A analise do dendrograma do iniciador ERIC
mostrou a formacao de trés grupos (G1, G2 ¢ G3) com
19% de similaridade, dos quais dois grupos (G2 ¢ G3)
apresentaram apenas isolados pertencentes a raga 2, ¢ 0
outro grupo (G1) concentrou os isolados pertencentes
araga 1 (Figura 4 A). Resultados semelhantes foram
obtidos por Bringel et al. (2004), que agruparam os
isolados patogénicos a berinjela com uso do iniciador
ERIC. Apesar de R. solanacearum ser uma espécie
altamente heterogénea e complexa, a utilizagdo de
rep-PCR para estudos de diversidade tem mostrado uma
forte relacdo com o hospedeiro (Horita & Tsuchiya,
2001; Kumar et al., 2004; Norman et al., 2009),
explicada pelo alto grau de conservagdo evolucionaria
desses elementos repetitivos.
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Com o iniciador REP foi possivel observar a formagao
de quatro grupos (G1, G2, G3 ¢ G4) com 21% de
similaridade, dos quais trés foram mistos, compreenderam
isolados pertencentes tanto a raga 1 quanto a raga 2 ¢
ndo mostraram perfil de agrupamento significativo para
essa caracteristica (Figura 4 B). Entretanto, foi possivel
visualizar um agrupamento, com 80% de similaridade
dos quatro isolados (G4.1: TC03-04, TC03-05, TC04-03
e TC05-03), pertencente ao filotipo III, relacionado

M- 1 253594555
10.000 pb

1.000 pb >

M1 23456 78 91011121314

ao Continente Africano. Bringel et al. (2004) também
encontrou correlagdo entre grupos de isolados e local de
origem. Esses resultados ndo sdo frequentes na literatura
com a utiliza¢@o de rep-PCR, principalmente quando o
agrupamento ocorre em microrregioes onde a bactéria
tem habilidade de se adaptar rapidamente, por meio
de mecanismos como transferéncia horizontal (Guidot
et al., 2009) de genes capazes de conferir caracteristicas
adaptativas e, provavelmente, com correlacdo maior

6 7 8 910 111213 141516 17 18 19 202122 23 24 252627 28 29 30 31 3233 34

1516 17 18 19 202122 23 24 25 2627 28 2930 31 32 33 34

6 7 8 91011 121314 1516 1718 19 202122 23 24 25 2627 28 293031 32 3334

10.000 pb

1.000 pb

C

Figura 3. Perfis eletroforéticos obtidos pelos produtos da amplificagdo do DNA gendmico de Ralstonia solanacearum
com o uso dos marcadores ERIC-PCR (A), REP-PCR (B) e BOX-PCR (C). 1, TC01-06; 2, TC01-01; 3, TC01-08; 4,
TCO01-25; 5, TC01-09; 6, TC01-29; 7, TC01-18; 8, TC01-05; 9, TC01-26; 10, TCO1-17; 11, TCO1-45; 12, TC01-42;
13, TC01-43; 14, TCO1-44; 15, TC01-02; 16, TC02-01; 17, TC02-02; 18, TC02-03; 19, TC02-04; 20, TC03-02; 21,
TCO03-03; 22, TC03-04; 23, TC03-05; 24, TC03-06; 25, TC04-01; 26, TC04-02; 27, TC04-03; 28, TC05-01; 29,
TCO05-02; 30, TC05-03; 31, TC06-01; 32, TC06-02; 33, TCO7-01; e 34, controle negativo. Setas a esquerda indicam

o tamanho dos fragmentos do marcador.
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com outros tipos de marcadores moleculares, como o
RAPD, por exemplo.

Para o iniciador BOX, ndo houve nenhuma correlagao
dos grupos formados com as caracteristicas dos isolados
analisadas neste estudo, como raga, biovar, filotipo,
sequevar ou mesmo regido geografica. Este resultado,
provavelmente, decorreu do baixo niimero de fragmentos
amplificados; entretanto, outros estudos relatam que o
sucesso ¢ a utilidade dessa sequéncia repetitiva tem sido
variavel. Costa et al. (2007) usaram apenas o iniciador
BOX para analisar a diversidade genética de isolados
de R. solanacearum, patogé€nicos a tomate e outras
hospedeiras, na Amazdnia, ¢ encontraram um alto
grau de polimorfismo, sem que tenha sido possivel, no
entanto, correlacionar grupos gendmicos com origem,
biovar ou local de coleta. Resultados diferentes foram
obtidos por Silveira et al. (2005), que diferenciaram as
biovares 1 e 2 de isolados patogénicos a batata com uso
dos iniciadores ERIC e BOX.

A analise conjunta de rep-PCR permitiu a identificag@o
de quatro grupos (Figura 4 C), a 15% de similaridade.
Embora com o uso da analise conjunta tenha havido
melhor separacdo entre os isolados pertencentes ao
filotipo III e os demais, a clara separacdo observada
com o iniciador ERIC entre os isolados pertencentes a

raca 1 e os pertencentes a raga 2 ndo se manteve, tendo
ocorrido a formacao de dois grupos mistos, um grupo
com isolados da raga 1 apenas, e outro com isolados

da raga 2.
A fim de verificar a influéncia do iniciador
BOX - o unico que n3o permitiu constatar

alguma relagdo entre os grupos —, analisou-se
o dendrograma apenas com os dados de REP ¢
ERIC-PCR (Figura 4 D). A analise do dendrograma
mostrou a formagao de dois grupos maiores, em que
os isolados pertencentes ao filotipo III formaram
um grupo geneticamente distante dos demais.
E interessante observar que o iniciador ERIC
contribuiu para a melhor defini¢do do agrupamento
dos isolados pertencentes ao filotipo III.

Os 27 iniciadores RAPD geraram o total de
231 fragmentos polimoérficos (média de 8,5
fragmentos por iniciador), o que mostra a alta
diversidade genética dos isolados avaliados.
A analise do dendrograma (Figura 5) permitiu a
visualizagdo de 11 grupos, dos quais seis s6 contém
isolados provenientes do Amazonas (G1, G2,
G3, G7, G8 e G9), dois com isolados de Sergipe
(G4 e GS) e, nos outros trés grupos, ndo houve
separagdo por regido geografica. Essa relagdo entre
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Figura 5. Andlise de agrupamento dos isolados de Ralstonia solanacearum obtido por

iniciadores RAPD.
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marcadores RAPD e grupos relacionados com sua
origem geografica tem sido relatada em outros
trabalhos (Thwaites et al., 1999; Silveira et al.,
2005).

Conclusoes

1. A metodologia utilizada ndo permite caracterizar
a grande maioria dos isolados avaliados de Ralstonia
solanacearum quanto a sequevar, ¢ os isolados de
banana provavelmente pertencem a uma sequevar
ainda ndo determinada.

2. A andlise conjunta de sequéncias repetitivas
de DNA, amplificadas com os iniciadores REP e
ERIC, permite melhor separacdo dos isolados de
R. solanacearum pertencentes ao filotipo III dos
demais.

3. Araga 2 de R. solanacearum nao esta relacionada
a nenhum dos marcadores RAPD utilizados.
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