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exsudando de caules seccionados de plantas de cafeeiro infectadas e sintomaticas; (E) A
esquerda uma planta ndo inoculada e a direita planta inoculada com isolado do complexo de
espécies de Ralstonia apresentando sintomas de murcha verde também com necrose em folhas
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RESUMO GERAL
Rossato, Mauricio. Espécies de Ralstonia no Brasil: caracterizacdo fenotipica, molecular,
novas fontes de resisténcia em tomateiro e patogenicidade em cafeeiro. 2016. 165p.

Doutorado em Fitopatologia — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

A murcha bacteriana, atualmente reconhecida como sendo causada por um complexo de
espécies do género Ralstonia (Ralstonia solanacearum, R. pseudosolanacearum e R. syzygii)
apresenta uma ampla diversidade, podendo ser dividida em racas, biovares, filotipos e
sequevares. O objetivo deste trabalho foi: (i) ampliar os conhecimentos sobre o importante
complexo de espécies de Ralstonia por meio da caracterizagdo biologica, bioquimica e
molecular do isolado CNPH-RS 488, que se mostrou capaz de suplantar a resisténcia da
linhagem ‘Hawaii 7996°; (ii) gerar um novo protocolo de identificacdo de biovares por meio de
técnicas moleculares, visando aumentar a eficiéncia do processo e reduzir os custos associados
com o teste de biovar; (iii) identificar novas fontes de resisténcia em tomateiro a murcha
bacteriana em germoplasma selvagem de Solanum, considerando o melhoramento antecipatorio
contra possiveis novos variantes do patdgeno, como o isolado CNPH-RS 488; (iv) gerar
informacGes sobre o patossistema Coffea — Ralstonia. No presente estudo, o isolado CNPH-RS
488 foi classificado quanto ao biovar e filotipo, e foram caracterizados o seu perfil de viruléncia,
a capacidade de suplantar de resisténcia da linhagem ‘Hawaii 7996°, a producdo de EPS e de
biofilme, bem como a sensibilidade a antibidticos e sua gama de hospedeiras. Os sistemas de
marcadores RAPD/SCAR em associacdo com a estratégia de bulk segregant analysis foram
inicialmente empregados visando o desenvolvimento de primers especificos para identificacdo
de biovares. Para a busca por novas fontes de resisténcia avaliou-se uma colecdo de 75
genotipos de Solanum peruvianum em comparacdo com as linhagens controle ‘Hawaii 7996’
(resistente) e ‘L390° (suscetivel). Os genotipos foram inoculados com os isolados CNPH-RS

488 (biovar 2A) e CNPH-RS 489 (biovar 1). O status do cafeeiro como hospedeira do complexo



de espécies de Ralstonia foi demonstrado em bioensaios com nove isolados em trés cultivares
de Coffea arabica, comparando com a resposta do tomateiro suscetivel ‘San Vito’. A
confirmacao da capacidade de suplantagdo da resisténcia do ‘Hawaii 7996’ pelo CNPH-RS 488
ndo pode ser explicada pelos testes de producdo de exopolissacarideo e biofilme. Foi também
constatado que o isolado apresenta uma maior viruléncia sobre espécies mais resistentes como
jilé e berinjela. Onze primers RAPD foram selecionados com potencial valor diagnéstico para
identificacdo de biovares. Amplicons obtidos com quatro primers que geraram marcadores
estaveis foram clonados e a informacao de sequéncia foi utilizada para o desenho dos primers
do tipo SCAR. Os primers J1-B1-B e SCAR-i18-B2A apresentaram especificidade parcial para
isolados de biovar 1 e 2A, respectivamente. Para a biovar 3, foi empregada uma estratégia de
subtracdo in silico que permitiu o desenho de um par de primers especifico para a regido do
gene polS (codificador da enzima sorbitol desidrogenase). Sete gendtipos dos 75 de S.
peruvianum foram considerados como promissoras fontes para 0 melhoramento do tomateiro
visando a resisténcia a murcha bacteriana. O cafeeiro se mostrou suscetivel exclusivamente a
isolados de R. pseudosolanacearum, indicando os potenciais riscos que a murcha bacteriana
pode apresentar para a cafeicultura brasileira. O presente trabalho destaca que a existéncia de
isolados capazes de suplantar a resisténcia do tomateiro, como 0 CNPH-RS 488, e isso implica
em potenciais riscos da dissemina¢do dos mesmos pelo pais, podendo inviabilizar as cultivares
de tomateiro atualmente disponiveis no mercado e que usam a linhagem ‘Hawaii 7996’ como
parental. Estudos adicionais sobre esse variante do patdgeno serdo necessarios bem como o
desenvolvimento de programas de melhoramento com novas fontes de resisténcia efetivas

contra isolados com um perfil de viruléncia similar ao apresentado pelo CNPH-RS 488.

Palavras-chave: biovares, murcha bacteriana, suplantacdo de resisténcia, SCAR, Solanum

peruvianum.
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GENERAL ABSTRACT
Rossato, Mauricio. Ralstonia species in Brazil: Phenotypical and molecular
characterization, new sources of resistance in tomato and pathogenicity to coffee plants.

2016. 165p. Doctorate in Plant Pathology — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

The bacterial wilt is currently recognized as being caused by a complex of three species:
Ralstonia solanacearum, R. pseudosolanacearum, and R. syzygii. The causal agents of the
bacterial wilt display a wide diversity, being classified in races, biovars, phylotypes, and
sequevars. The objective of the present thesis was: (i) add new information about this important
bacterial complex via biological, biochemical and molecular characterization of the isolate R.
solanacearum CNPH-RS 488, which was found to be able to break down the resistance of the
tomato (Solanum lycopersicum) inbred line ‘Hawaii 7996’; (ii) develop a new protocol for
molecular characterization of biovars, focusing on making a faster and cheaper biovar
identification test; (iii) search for new sources of resistance to bacterial wilt disease within a
germplasm collection of wild Solanum (section Lycopersicon) species, using the preemptive
breeding and developing new resistant cultivar to new and atypical strains like the CNPH-RS
488; (iv) study and characterize a new pathosystem: Coffea — Ralstonia. Studies with the isolate
R. solanacearum CNPH-RS 488 involved different approaches: (1) determination of its biovar
and phylotype; (2) determination of its virulence profile, including the capability of breaking
down the resistance of ‘Hawaii 7996’; (3) production of exopolysaccharides (EPS) and biofilm;
(4) antibiotic sensitivity, and (5) host range. The RAPD/SCAR marker systems in association
with bulk segregant analysis was the strategy initially employed aiming to develop biovar-
specific PCR-based markers. The search for new sources of resistance to bacterial wilt was
carried using 75 Solanum peruvianum accessions and two standard lines ‘Hawaii 7996’
(resistant) and ‘1390’ (susceptible). Bioassays were carried out with two isolates, CNPH-RS

488 (biovar 2A) and CNPH-RS 489 (biovar 1). For the study of coffee as a host of the Ralstonia

xii



species complex, plants of three C. arabica cultivars were inoculated with a collection of nine
isolates and their reactions were compared with that of the susceptible standard (tomato ‘San
Vito’). The ‘Hawaii 7996°-resistant breaking ability of the isolate CNPH-RS 488 could not be
explained by EPS and biofilm production. In addition, it was found that this isolate displayed a
wider virulence profile being also able to infect accessions of scarlet eggplant and eggplant
(which are naturally more tolerant to bacterial wilt). Eleven RAPD primers with potential
diagnostic value for biovar were selected. Four stable amplicons (generated by four RAPD
primers) were gel-purified and cloned. The sequence information was used for the design of
SCAR-like primers. The primers J1-B1-B and SCAR-i18-B2A displayed partial specificity to
isolates biovar 1 and 2A, respectively. For the biovar 3, it was employed the in silico subtraction
technique, which allowed the design of a polS (sorbitol dehydrogenase) gene-specific primer.
Seven out of the 75 S. peruvianum accessions were considered as promising sources for future
use in tomato breeding programs to bacterial wilt resistance. Coffee accessions were susceptible
exclusively to R. pseudosolanacearum isolates, indicating the potential risk of the bacterial wilt
for the Brazilian coffee production. The present work emphasizes the existence of isolates (such
as the CNPH-RS 488), which are able to break down the major sources of resistance available
in tomato breeding programs. The present work also points out the potential risks of the spread
of isolates with similar virulence profile across the country, which may preclude the
employment of ‘Hawaii 7996’ as parental material. More studies on these variants will be
necessary aiming to help the tomato breeding programs in the search for new sources of

resistance to isolates with virulence profiles similar to CNPH-RS 488.

Keywords: bacterial wilt, biovars, resistance break, SCAR, Solanum peruvianum.
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INTRODUCAO GERAL E REVISAO DE LITERATURA

1. O PATOGENO Ralstonia solanacearum

De acordo com a descricdo de Denny & Hayward (2001), Ralstonia solanacearum
(Smith) (Yabuuchi et al., 1995) é uma bactéria bastonetiforme aerdbica, habitante do solo e
pertencente a subdivisdo B das proteobactérias. A bactéria ¢ gram-negativa, com flagelos
polares, catalase e oxidase positiva (com acimulo de poli-p-hidroxibutirato); apresenta nenhum
ou pouco crescimento a 40°C, com teste negativo para dihidrolase de arginina, liquefacdo de
gelatina e hidrolise de amido ou esculina. Dois tipos de colénias podem surgir em meio de
cultura, uma mais fluida ou mucéide (devido a producdo de exopolissacarideo) e a outra mais
seca. Esse segundo tipo de col6nia, mais associado a perda de viruléncia do isolado, quando
cultivado em meio Kelman com adicdo de cloreto de trifenil tetrazolio cora o centro das
coldnias com uma coloracdo avermelhada (Kelman, 1954). As coldnias ndo séo fluorescentes
e podem produzir pigmentos marrons em meio de cultura, em especial isolados da biovar 2A

(Figura 1) (Williamson et al., 2002; Horita et al., 2005).

Figura 1. Aparéncia de coldnias virulentas do complexo de espécies de Ralstonia nos meios de
cultura. A —Meio Kelman sem tetrazélio. B — Meio Kelman com tetrazolio. C — Isolado biovar

2A com producéo de pigmento marrom.



Recentemente dividida em trés espécies, esse complexo de patdgenos pode afetar mais
de 250 hospedeiras em 54 familias boténicas (Prior et al., 2016). Existem também outras
variantes, como a Ralstonia syzygii que pode ser transmitida por inseto vetor e causa a “Sumatra
disease” em arvores de cravo, e a “Blood disease bacterium”, responsavel por uma doenga que
afeta bananeiras no Velho Mundo (Prior et al., 2016). Essas duas doengas estdo ausentes no

Brasil.

2. TAXONOMIA E HISTORICO

O complexo de espécies de Ralstonia (CER) foi inicialmente dividido em categorias
infraespecificas, tendo a denominacéo de racas (Buddenhagen et al., 1962). Essa classificacéo
de racas foge parcialmente do conceito classico empregado na fitopatologia, uma vez que reflete
a capacidade de isolados de infectar diferentes espécies vegetais e ndo diferentes
genotipos/acessos dentro de uma mesma espécie botanica. A raca 1 € patogénica ao fumo,
tomate, outras solanaceas e algumas bananas (Musa spp.) dipldides; a raga 2 é patogénica as
bananas triploides e heliconidceas; a raca 3 é patogénica a batata, tomate, mas com baixa
agressividade em outras solanaceas; a raca 4 foi reportada afetando o gengibre (Zingiber
officinale Rosc., familia Zingiberaceae) e raca 5, relatada em amora (género Rubus). As racas

4 e 5 ndo foram ainda detectadas no Brasil.

A classificacdo em biovares leva em consideracdo a capacidade de um isolado em utilizar
e/ou oxidar alcoois (dulcitol, manitol e sorbitol) e dissacarideos (celobiose, lactose e maltose)
(Hayward, 1964; Hayward, 1994). As diferentes combina¢6es dos compostos utilizados levam
a classificacdo da biovar de um dado isolado. Varia¢cdes para isolados de biovar 2 tropicais se
caracterizam por apresentarem diferencas na temperatura necessaria para inducdo/manifestacao
de sintomas, pela medida da atividade pectolitica e pelo consumo de trealose, inositol, D-ribose
(Hayward, 1991b). A biovar 2T é caracterizada pela capacidade de infectar uma gama de

hospedeiras mais ampla que a da biovar 2A. A biovar 2A é especialmente mais adaptada a
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batata, causando sintomas de murcha em temperaturas inferiores a 25°C. Isolados da biovar 2A
aparecem, em maiores frequéncias que outras biovares, em associagcdo com infeccGes latentes

de tubérculos de batata (Hayward, 1991b).

Fegan & Prior (2005) criaram uma nova classificagdo infraespecifica baseada em
informagdes do genoma de isolados do complexo de espécies de Ralstonia. Até o momento, o
sistema é composto por quatro filotipos e 57 sequevares (Wicker et al., 2012; Santiago et al.,
2016). A classificacdo atual em filotipos se baseia na variacdo de tamanho de amplicons gerados
da sequéncia ITS (intergenic transcribed spacer) do cromossomo entre os genes de RNA
ribossomal 16S e 23S com os primers Nmult (Fegan & Prior, 2005). As analises feitas por
Fegan & Prior (2005) via PCR multiplex foram validadas por hibridizacdo gendmica
comparativa (Guidot et al., 2007). As sequevares compdem um nivel taxondmico inferior aos
filotipos e estdo relacionadas com polimorfismos na sequéncia do gene da endoglucanase (egl)
(Wicker et al., 2007). No entanto, recombinac6es que ocorrem com certa frequéncia na regido
do gene egl podem levar a identificagBes incorretas de uma sequevar quando somente esse gene
é utilizado em analises filogenéticas (Prior & Fegan, 2004; lvey et al., 2007; Wicker et al.,
2012). Desta forma, outros genes tém sido empregados para complementar a analise de
sequevares, incluindo os genes mutS (proteina de reparo de DNA) e hrpB (proteina associada a

patogénese e resposta hipersensivel).

Recentemente duas novas propostas de divises da espécie foram feitas. Ambas usaram
abordagens distintas e alcancaram resultados similares (Tabela 1). A primeira proposta foi
elaborada por Remenant et al. (2011) que dividiram as espécies usando como base os filotipos.
A segunda proposta, feita por Safni et al. (2014), considerou a divisdo dos filotipos criada por
Fegan & Prior (2005) e estudou a evolucdo do patégeno, demonstrando as similaridades
genéticas entre os filotipos | e Il pela média de identidade nucleotidica acima dos 95% e

agrupando-0s em uma nova espécie (Ralstonia pseudosolanacearum) (Remenant et al. 2011).
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A espécie R. solanacearum € composta exclusivamente por isolados do filotipo 11, com sitio de
origem putativo no continente americano (biovar 1, 2A, 2T) (Fegan & Prior, 2005). Isolados do
filotipo 1V foram classificados como subespécies de Ralstonia syzygii, seguindo a
recomendacgdo do Caodigo internacional de nomenclatura de procariotos. Desta forma, 0 nome
ja aceito de R. syzygii foi mantido nesta nova proposta, ao contrario do que foi sugerido por

Remenant et al. (2011).

A segunda proposta foi mais amplamente aceita pela comunidade cientifica, em parte por
ter sido publicado no periédico mais recomendado para novos tratamentos taxondmicos, o
“International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology” (IJSEM) e por ter
seguindo as normas estabelecidas pelo Cédigo Internacional de Nomenclatura de Procariotos.
Como resultado, diversos trabalhos tém sido publicados usando as novas espécies propostas

(Hida et al., 2015; Stulberg & Huang, 2016; Zhang & Qiu, 2016).

Tabela 1. Novas propostas de divisdo do complexo de espécies do género Ralstonia elaboradas
por dois grupos de pesquisa: Remenant et al. (2011) e Safni et al. (2014) a partir da divisao

previamente proposta por Fegan & Prior (2005).

Classificacao Fegan & ) Remenant et al., .
Classica  Prior, 2005 ©'°Var 2011 Safnietal., 2014
Filotipo | | 3,4, 5 Ralstqma Ralstonia
sequeirae pseudosolanacearum
_— 1, 2A, | Ralstonia Ralstonia
Filotipo 11
. 2T | solanacearum solanacearum
Ralstonia Ralstonia Ralstonia
solanacearum | Filotipo 11 | 1,2T :
sequeirae pseudosolanacearum
Ralstonia Ralstonia syzygii
Filotipo IV 1,2 | haywardii subsp. subsp. indonesiensis
solanacearum
Ralstonia _— Ralstoniq_ Ralstonia syzygii
SVZVaii Filotipo IV - haywardii subsp. subsp. Svzvalii
yZy9 syzygii P. Syzyg
Ralstonia Ralstonia syzygii
BDB Filotipo IV - hayward_u subsp. subsp. celebensis
celebensis




3. 0 GENOMA DO COMPLEXO DE ESPECIES DO GENERO Ralstonia

Um grande avango nos conhecimentos sobre o CER foi obtido ap6s o sequenciamento
completo do genoma completo do isolado GMI1000 (Salanoubat et al., 2002). A partir dai a
evolucdo de técnicas de sequenciamento e a redugdo de custos permitiram o sequenciamento
de mais de 50 genomas completos de diferentes isolados (Tabela 2), a maioria ainda em
processo de finalizacdo de anotacdo (draft). Entre esses isolados encontram-se representados
diferentes filotipos, biovares, racas e sequevares, permitindo diversas analises comparativas

com o genoma de referéncia (Salanoubat et al., 2002; Safni et al., 2014, Prior et al., 2016).

Uma caracteristica do genoma que se mostrou conservada nos isolados do CER
analisados é a presenca de dois replicons circulares constituidos de um cromossomo de 3,7
megabases e um megaplasmideo de 2,1 megabases (Salanoubat et al., 2002; Genin & Boucher,
2004). O maior replicon, também chamado de cromossomo, carrega caracteristicas classicas
dos genomas bacterianos, associados a origem de replicacdo e outros genes constitutivos
(housekeeping). O replicon menor apresenta uma presumivel origem plasmidial devido a

quantidade de genes repA proximos ao sitio de replicagéo.

Tabela 2. Lista de isolados do complexo de espécies de Ralstonia com genoma sequenciado e

suas respectivas caracteristicas.

Isolado  Filot/Seq Biovar Hospedeira Origem Acesso
PIATAAS . jomate  China GenBank: AHIX00000000.1
FJAT-91 1 3 Tomate China GenBank: AHI'Y00000000
FQY 4 | 3 Solo China GenBank: CP004012, CP004013
Rs-09-161 | 3 Berinjela india GenBank: NZ_CMO002757.1, NZ_CM002758.1
Rs-10-244 | 3  Pimenta india GenBank: NZ_CMO002755.1, NZ_CMO002756.1
Y45 | 3 Fumo China GenBank: AFWL00000000
SD54 I-16 4 Gengibre China GenBank: ASQR00000000.2



Guiana

GMI1000 1-18 3  Tomate Francesa GenBank: NC_003295, NC_003296
NCPPB282 11-2 2 Batata Colémbia GenBank: JQSH00000000.1
23-10BR 11-27 2 Batata Brasil GenBank: JQOI100000000.1
P673 I1-4 1  Epipremnum - Estados GenBank: JALO01000000
aureum Unidos
B50 1HA-24 1 Banana Brasil EMBL: PRIEB7421
IBSBF1900 11A-24 1 Banana Brasil EMBL: PRJEB8309
CFBP2957 1IA-36 1  Tomate Antilhas 2\ 1p) - Epagsgg7. FP8s5907
Francesas
Grenada 9-1 1lIA-6 1 Banana Granada EMBL: PRIEB7428
uwi181 1HA-6 1 Banana da Terra VVenezuela EMBL: PRJEB8309
K60T A7 1 Tomate Estados EMBL: CAGT01000001
Unidos
CFIA906 1B 2 - - GenBank: JNVVP00000000.3
CFBP3858 11B-1 2 Batata Holanda EMBL: PRJEB8309
IPO1609 11B-1 2 Batata Holanda GenBank: CU914168, CU914166
NCPPB909 11B-1 2 - Egito GenBank: JNGD00000000.1
POPS2 11B-1 2 - China GenBank: JQSI100000000.1
RS2 11B-1 2 Batata Bolivia EMBL: PRJEB8309
UY031 11B-1 2 Batata Uruguai GenBank: NZ_CP012687.1, NZ_CP012688.1
CFBP1416 11B-3 1 Bananada Terra Costa Rica EMBL: PRIJEB7434
ClIP417 11B-3 1 Banana Filipinas EMBL: PRIEB7427
MolK2 11B-3 1 Banana Filipinas GenBank: CAHW01000040
CFBP6783  1IB-4 1 Heliconia Antilhas EMBL: PRIEB7432
Francesas
IBSBF1503 11B-4 1 Pepino Brasil EMBL: PRIJEB7433
Po82 11B-4 1 Batata Meéxico GenBank: CP002819, CP002820
Uw163 11B-4 1 Banana da Terra Peru EMBL: PRIEB7430
CFBP7014 11B-59 1 Antlrio Trinidad EMBL: PRJEB8309



CMR15 I 1  Tomate Camar0es EMBL: FP885895, FP885896

PSI07 v 2  Tomate Indonésia EMBL: FP885906, FP885891

“-* dado nio conhecido.

3. ADOENCA

A murcha bacteriana é considerada um fator limitante na producéo de diversas culturas,
estando amplamente distribuida em regides tropicais, subtropicais e temperadas do mundo
(Hayward, 1991a). E um patégeno cosmopolita que ndo se restringe a alguns grupos de
hospedeiras, podendo afetar plantas daninhas, plantas cultivadas, arbustivas e arvores, tanto
monocotiledoneas como dicotiledoneas (Genin & Denny, 2012). No Brasil, a doenca foi
relatada pela primeira vez por VVon Parseval (1922) em plantas de fumo e batata e, atualmente,
ocorre em todas as regides do pais (Lopes, 2005). Entre as principais hospedeiras, se encontram
as espécies da familia Solanaceae (Hayward, 1994), embora vérias outras familias e espécies
também sejam afetadas (Malavolta et al., 2008). A doenga se caracteriza por induzir sintomas
de murcha verde que se manifestam nas horas mais quentes do dia, simulando, inicialmente,
uma resposta a um estresse hidrico (Lopes, 2005). Com o desenvolvimento da doenca 0s
sintomas de murcha se tornam irreversiveis ou permanentes. O sintoma de murcha pode ser
explicado pela acdo do patdégeno na planta, causando entupimento de vasos xilematicos tanto
pelas células bacterianas como também pela producao de exopolissacarideos (Saile et al., 1997;
Huang & Allen, 2000; Tans-Kersten et al., 2001). Com as perspectivas em relacdo ao
aquecimento global, provavelmente alguns variantes mais adaptados as temperaturas mais
elevadas ganhardo mais importancia e é possivel também que venha a se tornar mais destrutivo
nas regides em que ocorre e/ou que passe a causar danos em regides ainda sem condicdes

ambientais adequadas para seu desenvolvimento (Jeong et al., 2007).

Os cafeeiros (Coffea spp.) sdo um exemplo de espécies hospedeiras que podem ganhar

importancia quanto suas perdas para a murcha bacteriana (Lopes et al., 2009). A observagao da



estreita relacdo filogenética entre as familias Rubiaceae e Solanaceae (Lin et al., 2005)
estimulou a conducdo de ensaios para verificar, a nivel experimental, a potencial ocorréncia do
patossistema cafeeiro — Ralstonia. Os resultados foram positivos indicando a interagdo entre

isolados do patdgeno e as espécies hospedeiras do género Coffea.

4. CONTROLE E MELHORAMENTO GENETICO

A murcha bacteriana causada pelo CER afeta importante culturas como tomate (Solanum
lycopersicum), batata (Solanum tuberosum), amendoim (Arachis hypogaea) e banana (Musa
spp.) (Elphinstone, 2005), gerando grandes perdas especialmente em condigfes de cultivo
protegido (Lopes, 2015). O controle dessa doenca é especialmente complexo devido a uma
somatoria de caracteristicas biologicas e epidemioldgicas deste grupo de patdgenos tais como:
sobrevivéncia por longos periodos no solo (Linet al., 2009), ampla gama de plantas hospedeiras
(Genin & Denny, 2012) e enorme capacidade de dispersdo, por material vegetativo, cursos de
agua, solo contaminado e outros (Hayward, 1991a). A murcha bacteriana causada pelo CER
pode obrigar a substituicdo da espécie cultivada, principalmente em regides tropicais (Takatsu
& Lopes, 1997). Poucas praticas agricolas resultam em controle eficiente, com excecdo do
cultivares resistentes, que em geral apresenta alta eficiéncia de controle, baixo custo, ndo
exigindo conhecimentos extensos do usuario e sendo mais interessante no ponto de vista
ecoldgico (Strange & Scott, 2005; Jianwei et al., 2010; Wang et al., 2013; Hanson et al., 2016;

Zhao et al., 2016).

A linhagem de tomateiro (Solanum lycopersicum) ‘Hawaii 7996’ tem sido empregada
como padrdo de resisténcia a murcha bacteriana e tem sido usada como parental para
cruzamentos e diretamente como porta-enxerto (Wang et al., 2013; Lopes et al., 2015).
Diversos experimentos tém confirmando sua eficiéncia contra uma ampla gama de isolados
(Wang et al., 1998; Wang et al., 2013). A resisténcia nessa linhagem apresenta controle

genético complexo (poligénico), sendo determinada por diferentes quantitative trait loci
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(QTLs), localizados em diferentes cromossomos (Wang et al., 1998; Carmeille et al., 2006a;

Lebeau et al., 2011; Wang et al., 2013).

Mais de 40 genes de resisténcia ja foram usados em programas de melhoramento
originarios de espécies silvestres do género Solanum (Rick & Chetelat, 1995). Dessa forma,
outras espécies do género Solanum podem ser potencialmente empregadas no melhoramento
visando ampliar a base genética da resisténcia também contra a murcha bacteriana. Acessos
com resisténcia a essa doenca tém também sido identificados em acessos das espécies S.
pennellii (Hai et al., 2008), S. pimpinellifolium (Jaworski et al., 1987) e S. peruvianum

(Carmeille et al., 2006b).

5. PATOGENESE

O conhecimento detalhado dos mecanismos de patogénese associados aos pat0genos
causadores da murcha bacteriana € essencial quando se tem como objetivo o seu controle (Genin
& Denny, 2012). Entre os mais importantes fatores de patogénese estdo o exopolissacarideo
(EPS), o biofilme e o sistema secretor do tipo Il (Danhorn & Fuqua, 2007; Genin & Denny,

2012).

O EPS é secretado para o exterior da célula e exerce varias fungdes vitais tais, protecdo
da célula contra agentes externos (ex. antibiéticos), protecdo contra os sistemas de defesa da
planta hospedeira (que podem detectar lipopolissacarideos ou pili) e protecdo contra o
ressecamento celular (Saile et al., 1997; Murthy & Srinivas, 2015). Outra acdo também
conhecida do EPS ¢é participar do sintoma de murcha verde, auxiliando no processo de
entupimento dos vasos vasculares (Milling et al., 2011). Outras potenciais implicaces do EPS
na patogénese foram propostas, incluindo a formacdo de biofilme (Genin & Boucher, 2002;

Milling et al., 2011). A rota metabdlica mobilizada na producdo de EPS é complexa, tendo o



envolvimento de 12 genes presentes em um operon de 16 kb (Denny, 1995; Huang & Schell,

1995).

A producao de biofilme é dependente de uma série de outros componentes celulares que
podem determinar a velocidade ou a quantidade produzida. O pili tipo 1V, por exemplo, é
necessario para aderéncia celular necessaria para ativar a sintese inicial do biofilme (Kang et
al., 2002). O biofilme é composto por um conjunto diversificado de biopolimeros consistindo
de polissacarideos, proteinas, glicoproteinas, glicolipidios e pode também conter DNA
extracelular (Flemming et al., 2007). O EPS é um componente importante, determinando a
porosidade, a densidade, o conteldo de agua, a carga residual e estabilidade do biofilme
(Flemming et al., 2007). O biofilme tem participacdo na patogénese devido a sua capacidade
de aderéncia ao sistema vascular do xilema. Alem disso, o biofilme pode participar da protecao
celular, agindo de forma similar ao EPS, protegendo a célula bacteriana de substancias toxicas

e evitando a deteccdo da bactéria pelos sistemas de defesa da planta (Bogino et al., 2013).

O sistema secretor do tipo 111 (SST3) apresenta caracteristicas peculiares, com ativacédo
pela deteccdo pela célula bacteriana de secrecdes externas geralmente de células hospedeiras
(Cunnac et al., 2004). O mecanismo de exportacdo do SST3 é composto por mais de 20
diferentes proteinas, incluindo proteinas citoplasmaticas sollveis, proteinas externas de

membrana e proteinas integrantes de membrana (Cunnac et al., 2004).

6. MARCADORES MOLECULARES

Marcadores moleculares sdo uma ferramenta importante para a pesquisa genética devido
a sua capacidade de diferenciar e estudar variacdes fenotipicas e genotipicas (Moon et al.,
2016). Os sistemas de marcadores moleculares (ex. RFLP, RAPD e primers especificos)
tiveram participacdo essencial no estudo da diversidade de isolados do CER, possibilitando

caracterizar algumas de suas subdivisdes (Cook & Sequeira, 1993; Genin & Boucher, 2004;
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Prior & Fegan, 2004). A recente popularizagdo dos métodos de sequenciamento de genoma
(next generation sequencing) como Illumina e PacBio tem fornecido novas ferramentas para
analises genéticas/moleculares em larga escala, além de permitirem uma consideravel redugéo

de custos (Faure & Joly, 2015).

6.1. RAPD

O sistema de marcadores RAPD (randomly amplified polymorphic DNA) ainda é
amplamente utilizado na caracterizacdo de microrganismos, em especial de bactérias (Wei et
al., 2014; Pal, 2015). Esse sistema de marcadores se baseia na amplificacdo de regides que
ocorrem no DNA gendmico utilizando primers curtos (10 nt) de sequéncia arbitraria (Williams
et al., 1990). Somente um primer é utilizado para anelar em sitios que flanqueiam regides alvo
(comdistéancia maxima entre os sitios de anelamento de ate 4000 nt) ao longo de todo 0 genoma
(Lacerda et al., 2002). De acordo com Williams et al. (1990) a variacdo em apenas uma base
no sitio de anelamento do primer pode impedir a amplificacdo do fragmento. Os produtos da
amplificacdo via PCR sdo separados em gel de agarose ou poliacrilamida. A diferenca no
namero e no tamanho dos amplicons pode estar associada com a simples existéncia de delecdes
e insercdes que ocorrem dentro da regido homologa ao primer (Lacerda et al., 2002). O sistema
RAPD pode ser associado com outras estratégias como Bulk segregant analysis (BSA) ou
combinada com outros tipos de marcadores, visando aumentar o conhecimento sobre a

variabilidade genética/molecular um determinado organismo.

6.2. BULK SEGREGANT ANALYSIS (BSA)

BSA é uma estratégia geral de analise genética que permite a busca por polimorfismos
associados com caracteristicas qualitativas ou quantitativas (EI-Soda et al., 2014; Zou et al.,
2016). Essa técnica é sugerida visando reduzir custos e aumentar a eficiéncia processo de
identificacdo de polimorfismos entre amostras contrastantes (Quarrie et al., 1999; Sun et al.,

2010). A técnica BSA proposta por Michelmore et al. (1991) se baseia no agrupamento do DNA
11



de gendtipos que compartilham fendtipos comuns em pools ou bulks (com os DNAs
componentes calibrados com mesma concentracdo) para serem contrastados com bulks
contrastantes pelo uso de diferentes sistemas de marcadores tais como o RAPD. Sun et al.
(2010) citam que o uso de bulks com grandes populagdes auxilia na identificacdo de genes, pois
ao invés de validar marcadores putativos genotipando uma populacéo inteira, os marcadores
candidatos identificados nas etapas iniciais de BSA ja tém uma probabilidade maior de serem
validos. Na criacdo dos bulks é recomendado o uso de grupos paralelos e com mesmas
caracteristicas para evitar falsos positivos, entdo cria-se bulks contrastantes, tendo também
duplicatas de mesma caracteristica, porém, com individuos distintos (Sun et al., 2010; Ghazvini

etal., 2013).

6.3. SCAR

A estratégia de marcadores SCAR (sequence characterized amplified region) emprega,
como informacdo inicial para geracdo de primers especificos, a sequencia de diversos
marcadores usados para fingerprinting (Holmberg et al., 2009), tais como RAPD (Moon et al.,
2016) e BOX-PCR (Rossi et al., 2014). Amplicons sdo purificados e sequenciados, suas
sequencias sdo entdo usadas para desenho de primers especificos. Uma das vantagens dos
marcadores SCAR é que eles podem ser desenvolvidos para qualquer organismo de interesse

até mesmo guando a informacdo genética nao esteja disponivel (Felici et al., 2008).

7. ANTIBIOTICOS E MEIOS SEMI-SELETIVOS

Historicamente os patdgenos procariotos tém sido isolados, detectados e caracterizados
principalmente pela técnica de meios semi-seletivos (Priou et al., 2006). O meio Kelman foi
um dos primeiros descritos para o CER, constituido do meio CPG (caseina, peptona, glicerol)
com a suplementacéo de cloreto de trifenil tetrazolio (Kelman, 1954). O cultivo de isolados do
CER no meio Kelman promove uma coloragdo diferenciada das colonias, 0 que permite uma

pronta selecdo de variantes dessa bactéria. Outros meios diferenciais foram desenvolvidos
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visando solucionar o problema de isolamento seletivo de componentes do CER de solo
(Engelbrecht, 1994). A adicdo de antibi6ticos promove uma supressdo do desenvolvimento de
outros organismos “contaminantes”, permitindo um nimero restrito de espécies crescer N0
meio. Esses meios foram desenvolvidos levando em consideracdo apenas diversidade
local/regional ou usando um nimero pequeno e pouco representativo de isolados do CER.
Dessa forma, quando o meio é avaliado com outros conjuntos de isolados, pode ocorrer a
supressao dos mesmos, tornando o meio ineficaz para uma detec¢do “universal” de subgrupos
do patégeno. Essa baixa cobertura da diversidade do CER demanda uma adequacao dos meios
para outros isolados. Testes de antibiograma visando avaliar novos antibidticos ou estimar 0s
limites de concentracdo de antibioticos para novos meios de cultura ainda séo escassos (Tabela

3).
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Tabela 3. Lista de meios de cultura semi-seletivos, ano de desenvolvimento, seus respectivos

componentes e antibidticos empregados.

Composicéao Referencia
Cristal violeta
Thimerosal
Polimixina B Rica, Costa. Plant Disease 67.10
SM-1 1983 ’
Tyrothricin (1983): 1084-1088.
Clhoromycetin
Ciclohexamida
Bacitracina Elphinstone JG, Hennessy J, Wilson
Polimixina B JK, Stead DE, 1996. Sensitivity of
Cloranfenicol different methods for the detection
SMSA-M 1996 Penicilina of Pseudomonas solanacearum
Cristal violeta (Smith) in potato tuber extracts.
Cloreto de trifenil tetrazélio EPPO Bulletin 26, 663-78.
Polimixina B
Bac_ltr_a_cma Priou, S., L. Gutarra, and P. Aley.
Penicilina "An improved enrichment broth for
CIPEB 2006 Cloranfenicol the sensitive detection of Ralstonia
Ciclohexamida solanacearum (biovars 1 and 2A) in
Cristal violeta soil using DAS-ELISA." Plant
Cloreto de trifenil tetrazolio Pathology 5.1 (2006): 36-45.
Vitamina C
Plru'vato' Imazaki, lori, and Kazuhiro
Bac'ltr'ac'lna Nakaho. "Pyruvate-amended
Polimixina B modified SMSA medium: improved
SMSA-P 2010 Cloranfenicol sensitivity for detection of
Penicilina Ralstonia solanacearum.” Journal
. . of general plant pathology 76.1
Cristal violeta
2010): 52-61.
Cloreto de trifenil tetrazélio ( )
8. OBJETIVOS

8.1. OBJETIVO GERAL

e Ampliar os conhecimentos sobre o complexo de espécies de Ralstonia por meio de

estudos de plantas hospedeiras, novas fontes de resisténcia em tomateiro, fatores e perfil de

viruléncia e desenvolver um novo e mais simplificado protocolo para identificacdo de biovares.
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8.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar os potenciais mecanismos de viruléncia de um isolado atipico de R.
solanacearum (denominado de CNPH-RS 488), que se mostrou capaz de superar a resisténcia
da linhagem de tomateiro ‘Hawaii 7996’;

e Desenvolver protocolo molecular para identificagdo de biovares usando primers
especificos para cada uma das quatro biovares presentes no Brasil (1, 2A, 2T & 3);

e Buscar acessos de S. peruvianum com potencial uso no melhoramento genético do
tomateiro visando resisténcia a murcha bacteriana;

e Caracterizar a espécie Coffea arabica como uma potencial hospedeira experimental do

complexo de espécies de Ralstonia.
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cAPiTULO 1

CARACTERIZACAO DE UM ISOLADO DE Ralstonia solanacearum
CAPAZ DE SUPERAR A RESISTENCIA DA LINHAGEM DE
TOMATEIRO (Solanum lycopersicum) ‘HAWAII 7996’
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Caracterizacdo de um isolado de Ralstonia solanacearum capaz de superar a resisténcia da
linhagem de tomateiro (Solanum lycopersicum) ‘Hawaii 7996’
RESUMO
O complexo de espécies de Ralstonia (CER) é uma grande ameaca a cultura do tomateiro,
podendo causar grandes perdas. O emprego de cultivares com resisténcia genética é um dos
principais métodos de controle da doenca no tomateiro, porém a principal fonte de resisténcia
(a linhagem Solanum lycopersicum ‘Hawaii 7996°) teve sua resisténcia quebrada por um
isolado (denominado CNPH-RS 488) no Estado do Parana em 2012. O presente capitulo
apresentou como objetivo a caracterizacdo e elucidacdo dos potenciais mecanismos de
viruléncia desse isolado. O isolado CNPH-RS 488 foi identificado como pertencente a raca 3,
biovar 2A, filotipo 11, sequevar 1. Em testes de patogenicidade, o isolado CNPH-RS 488 foi o
unico dentre os isolados da biovar 2A capaz de causar murcha em todas as plantas de ‘Hawaii
7996°. Na titulagdo da pressdo de indculo (infectividade) a concentracio de 102 ufc/mL se
destacou, permitindo uma elevada incidéncia de plantas sintomaticas nas linhagens ‘Hawaii
7996’ e ‘1.390° com todos os isolados empregados. Foi também verificado que nas duas maiores
concentragdes o isolado CNPH-RS 488 causou murcha das plantas mais rapidamente um maior
numero de plantas ‘Hawaii 7996’ que os demais isolados. A quantidade de exopolissacarideo
produzido pelos isolados ndo se mostrou alta e diretamente correlacionada com maior ou menor
viruléncia em tomateiro. Similar tendéncia foi observada em relacdo a producao de biofilme,
com o CNPH-RS 488 fazendo parte, para essa caracteristica, do mesmo grupo de isolados de
baixa e média viruléncia. Apenas os isolados pertencentes a biovar 3 foram capazes de crescer
no meio semi-seletivo SMART, ndo sendo observado o desenvolvimento de isolados das
biovares 1, 2A e 2T. Desta forma, esse meio ndo é recomendado seu uso para isolados
brasileiros do CER. O antibiograma com um painel de 16 diferentes antibiéticos indica a

possibilidade do desenvolvimento de um meio usando oxacilina e clindamicina, associados a
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outros antibioticos para o isolamento seletivo de patdgenos pertencentes ao CER. No estudo de
gama de hospedeiras com as espécies amendoim (Arachis hypogaea), tagetes (Tagetes patula),
jilo (Solanum aethiopicum var. gilo), berinjela (S. melongena) e gergelim (Sesamun indicum),
foi possivel verificar que o isolado CNPH-RS 488 é capaz de causar doenca em jil6 e berinjela,

hospedeiras consideradas de maior resisténcia a biovar 2A.

Palavras-chave: biofilme, exopolissacarideo, hospedeiros.
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Characterization of a Ralstonia solanacearum isolate capable of breaking down the

resistance of the tomato (Solanum lycopersicum) line ‘Hawaii 7996’

ABSTRACT
The Ralstonia species complex is a great threat for the tomato crop, which may cause potential
economic and quality losses. The deployment of cultivars with genetic resistance is one of the
main methods of control available. However, the resistance of the inbred line ‘Hawaii 7996’
(one of the most employed resistant germplasm sources) was broken down by the R.
solanacearum CNPH-RS 488 isolate, collected from Parand State in 2012. The main objectives
of the present work were to characterize this isolate and to investigate its putative virulence
mechanisms. CNPH-RS 488 was identified as race 3/biovar 2A, phylotype 11, and sequevar I.
In pathogenicity tests, R. solanacearum CNPH-RS 488 was the only isolate of the biovar 2A
group capable of causing wilt in all ‘Hawaii 7996’ plants. With the inoculum pressure
(infection) tittering, the concentration of 10® cfu/mL was found to be the most efficient on
inducing wilt symptoms. This concentration allowed all the isolates to induce higher levels of
incidence on both standard tomato lines. It was verified that the isolate CNPH-RS 488 on the
two highest concentrations could wilt a higher number of ‘Hawaii 7996” and it also induced
faster symptom onset than other isolates. The amount of exopolysaccharide produced by the
isolates did not strongly correlate with virulence levels on tomato. A similar result was found
in relation to biofilm formation. The isolate CNPH-RS 488 did not group with the isolates with
high virulence. The semi-selective medium SMART did not allow the development of isolates
from the biovars 1, 2A and 2T. Only biovar 3 isolates could develop normally. Therefore, the
SMART medium is not recommended for isolation of Brazilian isolates of Ralstonia species
complex. The antibiogram with a panel of 16 antibiotics showed the possibility of development
of a semi-selective medium for Ralstonia species isolation using oxacilin and clindamicin,

associated to other commonly used antibiotics. In the host range studies employing peanut
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(Arachis hypogaea), marigold (Tagetes patula), scarlet eggplant (Solanum aethiopicum var.
gilo), eggplant (S. melongena), and sesame (Sesamun indicum), it was possible to confirm that
the isolate CNPH-RS 488 is also capable of infecting scarlet eggplant and eggplant, two hosts

with higher resistance levels to biovar 2A isolates.

Keywords: biofilm, exopolysaccharide, host range.
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1. INTRODUCAO

Ralstonia solanacearum (Smith) (Yabuuchi et al., 1995) é uma bactéria gram-negativa
habitante do solo com capacidade de infectar uma ampla gama de hospedeiras em mais de 50
familias botanicas (Kelman, 1954; Hayward, 1991; Hayward, 1994; Plener et al., 2012).
Ralstonia solanacearum foi recentemente subdividida em trés espécies, podendo ser chamada
também de complexo de espécies de Ralstonia (CER). Os isolados de CER estédo distribuidos
no mundo inteiro onde causam a murcha bacteriana, uma das doencas mais destrutivas do

mundo (Genin & Denny, 2012).

As bactérias do CER iniciam o processo de infec¢do por meio da penetragdo na planta
hospedeira por ferimentos, aberturas naturais ou pontos de emergéncia de raizes e se
desenvolvem nos espacos intercelulares até alcancar os vasos do xilema (Hayward, 1991; Yao
& Allen, 2007). No tomateiro (Solanum lycopersicum L.), os isolados de CER induzem tipicos
sintomas de murcha verde, resultante do entupimento do xilema e também da necrose dos vasos.
As grandes perdas econémicas causadas por essa doenca se devem aos sintomas de murcha
irreversivel e morte das plantas, que ocorrem especialmente durante o periodo de frutificacdo
(Lopes, 2005). No Brasil, a murcha bacteriana € considerada um dos principais problemas
fitossanitarios do cultivo do tomateiro e outras solanaceas em condic6es de cultivo protegido e

é o principal fator limitante para producdo de tomate na regido amazonica (Lopes, 2015).

Devido a sua enorme diversidade, os patdgenos pertencentes ao CER tém sido
classificados em cinco racas (Buddenhagen et al., 1962), cinco biovares (Hayward, 1991),
quatro filotipos e 57 sequevares (Fegan & Prior, 2005; Wicker et al., 2012; Santiago et al.,
2016). Uma proposta alternativa (definindo patotipos e perfis patogénicos) foi elaborada
visando auxiliar no processo de selecdo de isolados representativos para uso em programas de
melhoramento de tomateiro, pimentas e pimentdes (Capsicum spp.) e berinjela (Solanum

melongena) (Lebeau et al., 2011). Além disso, foram identificados cinco grandes tipos de
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isolados ecologicamente similares ou ecotipos (“moko”, “podriddo marrom”, “isolados de
amora”, “isolados que afetam gengibre” e “isolados emergentes”). Esses ecotipos se
caracterizam por compartilharem os tipos de sintomas induzidos, as hospedeiras e outras

caracteristicas bioquimicas e ecoldgicas (Cohan, 2006; Wicker et al., 2012).

Existe também a proposta de divisdfo do CER em distintas espécies, levando em
consideracdo a variabilidade presente entre os diferentes filotipos. Os isolados do filotipo 11
foram identificados como pertencentes a espécie R. solanacearum. Por sua vez, os isolados dos
filotipos I e 111 foram classificados como pertencentes a uma nova espécie, denominada de R.
pseudosolanacearum. Os isolados do filotipo 1V foram classificados como pertencentes a
espécie R. syzygii (Safni et al., 2014). Mais recentemente, Zhang & Qiu (2016) sugeriram a
divisdo de R. solanacearum e de R. pseudosolanacearum em duas subespécies cada uma,

buscando uma melhor catalogacdo da diversidade desses patdgenos.

A elucidacdo dos mecanismos de patogénese é essencial para entender tanto o processo
de suplantacdo quanto de estabilidade da resisténcia do tomateiro aos isolados pertencentes ao
CER. A producdo de exopolissacarideo (EPS) (Murthy & Srinivas, 2015), a formacao de
biofilme (Mori et al., 2015) e a variabilidade do sistema secretor do tipo 11 (SST3) (Valls et
al., 2006) sdo alguns dos mecanismos de patogénese caracterizados nesse complexo bacteriano.
Além disso, a caracterizacdo detalhada desses mecanismos pode fornecer informacGes cruciais,
visando elucidar os fatores associados com a vasta gama de plantas hospedeiras desse grupo de
patdgenos (Genin, 2010), a resisténcia/suscetibilidade apresentada por alguns acessos e
variedades dentro das espécies hospedeiras, bem como os diferentes atributos ecoldgicos,

fisiologicos, bioguimicos e moleculares deste complexo bacteriano.

O EPS, por exemplo, é o mecanismo associado com a protecdo da integridade da célula

bacteriana, impedindo as ac¢fes de defesa da planta, o contato com antibi6ticos e evitando o

29



ressecamento (Murthy & Srinivas, 2015). Em acessos resistentes de tomateiro (ex. Solanum
lycopersicum ‘Hawaii 7996°) o EPS pode ser identificado/percebido pelos sistemas de defesa
da célula hospedeira e funcionar como um MAMP (microbe associated molecular pattern),

elicitando a resposta de resisténcia (Milling et al., 2011).

O biofilme, composto majoritariamente pelo EPS e, em parte, por outros componentes
celulares, ja foi o foco de diversos estudos. Genes e mecanismos celulares necessarios para
inicio da formacao do biofilme tém sido investigados, ndo existindo um enfoque de relagdo de
volume ou velocidade de sua producéo com capacidade de alguns isolados de “quebrar” fatores

de resisténcia presentes em plantas hospedeiras (Yao & Allen, 2007; Wairuri et al., 2012).

Existe pouca informacéo disponivel na literatura sobre resisténcia aos diferentes grupos
de antibioticos por espécies do género Ralstonia bem como o uso dessa informagdo no
desenvolvimento de meios semi-seletivos. As primeiras tentativas de elaboracao de meios semi-
seletivos para o género Ralstonia foram feitas no inicio da década de 1980 (Rica, 1983), quando
técnicas moleculares apresentavam custo elevado e ndo estavam ainda sendo amplamente
utilizadas. Entre os meios utilizados para deteccdo de espécies de Ralstonia em amostras
vegetais e de solo pode-se citar o0 SMSA (Semi selective media of South Africa), (Singh et al.,
2014; Liu et al., 2016). No entanto, atualmente o emprego dos meios semi-seletivos é limitado
aos trabalhos de isolamento e deteccdo. Os meios semi-seletivos atuais sdo modificacGes de
outros previamente descritos, alterando a concentracdo e 0s grupos de antibioticos (Rica, 1983;
Elphinstone et al., 1996; Priou et al., 2006; Imazaki & Nakaho, 2010). A maior parte desses
meios ndo apresenta utilidade com isolados brasileiros do género Ralstonia. Os isolados
brasileiros apresentam inibi¢cdo de crescimento nas concentracBes de antibidticos descritas,
provavelmente devido a diversidade dos patdgenos nos locais onde os referidos meios foram
inicialmente desenvolvidos. A auséncia de meios semi-seletivos com ampla capacidade de

isolamento de espécies de Ralstonia representa um interessante campo de pesquisa no sentido
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de desenvolver novos e eficientes meios para isolar representantes deste grupo de patdgenos

nas condicdes brasileiras.

Os patdgenos causadores da murcha bacteriana permanecem no solo por longos periodos,
sobrevivendo a partir da utilizacdo de matéria organica (van Elsas et al., 2000) e, de forma
epifitica, na rizosfera das plantas (Wu et al., 2015). Essa caracteristica biolégica do CER torna
dificil a sua eliminagéo de areas infestadas. Outro fator que dificulta o controle de murcha
bacteriana é a ampla gama de espécies hospedeiras (Bi-hao et al., 2009). Diversas alternativas
de manejo foram implementadas visando o controle da murcha bacteriana no tomateiro, tais
como fertilizantes supressivos (Liu et al., 2015), controle biologico (Hyakumachi et al., 2013;
Elsharkawy et al., 2015; Yamamoto et al., 2015), 6leos essenciais (Sood & Kumar, 2015),
rotacao de culturas (Yadessa et al., 2010; Deberdt et al., 2015) e enxertia (Rivard et al., 2012).
No entanto, a utilizacdo de cultivares com resisténcia genética é considerada a estratégia mais
eficaz e economicamente viavel de controle da murcha bacteriana (Hayward, 1991; Strange &

Scott, 2005; Jianwei et al., 2010; Zhao et al., 2016).

Devido a importancia do CER para a cultura do tomateiro, muita informacao ja foi obtida
sobre cultivares resistentes e sobre 0s mecanismos de resisténcia & murcha bacteriana. Fontes
de resisténcia para uso no melhoramento genético ja foram descritas, incluindo varios acessos
de espécies silvestres do género Solanum (Kim et al., 2016). No entanto, a linhagem S.
lycopersicum ‘Hawaii 7996’ ainda é considerada como uma das melhores fontes de resisténcia
disponiveis, sendo empregada como controle resistente em experimentos de avaliacdo de
resisténcia a isolados do CER devido a sua estabilidade e ao seu amplo espectro de eficiéncia
(Grimault et al., 1995; Wang et al., 2000; Lebeau et al., 2011). Por essa razio, o acesso ‘Hawaii
7996°, bem como populagdes e hibridos derivados desse acesso, se tornaram opcoes
preferenciais para emprego como porta enxerto (Cardoso et al., 2006; Lopes et al., 2015) e

também no desenvolvimento de cultivares resistentes (Scott et al., 2004).
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A resisténcia contra uma ampla gama de isolados do CER identificada no acesso ‘Hawaii
7996’ é controlada por diversos QTLs (Quantitative Trait Loci) que apresentam distintos efeitos
na expressao fenotipica dessa caracteristica (Kim et al., 2016). Os QTLs presentes no
cromossomo 6 e no cromossomo 12 tém participacdo importante na expressao dos niveis e no
espectro da resisténcia (Wang et al., 2000). Por exemplo, no cromossomo 6 residem fatores de
resisténcia de mais amplo espectro, enquanto no cromossomo 12 existem QTLs que englobam
fatores de resisténcia do tipo isolado-especifico (Wang et al., 2000). Milling et al. (2011)
confirmaram a resisténcia do acesso ‘Hawaii 7996’ a isolados de raga 1/biovar 3 (filotipo I).
No entanto, foi verificado que um isolado da raca 3/biovar 2 (filotipo II) foi capaz de “quebrar”

a resisténcia do ‘Hawaii 7996’ (Milling et al., 2011).

O CER ¢ considerado um grupo de patdégenos cosmopolita, apresentando uma extensa
gama de hospedeiras (Genin & Denny, 2012). Em trabalhos recentes foram identificadas
variantes dentro do CER que apresentaram um aumento da gama de plantas hospedeiras.
Originalmente causando murcha em bananeiras, isolados da raca 2, filotipo Il, tém variantes
gue passaram a afetar outras hospedeiras como anturio, cucurbitaceas e solanaceas, incluindo a
importante espécie batateira (Wicker et al., 2007). Frequentemente novas hospedeiras sdo
relatadas no mundo para este importante grupo de patdgenos. Na ultima revisao de hospedeiras
de bacterioses no Brasil, foram identificadas 77 espécies relatadas como suscetiveis ao CER

(Malavolta et al., 2008).

1.6. Objetivos

Nesse contexto, 0 escopo do presente capitulo foi caracterizar e elucidar os potenciais
mecanismos de viruléncia de um isolado de R. solanacearum (denominado de CNPH-RS 488),
que se mostrou altamente virulento a linhagem resistente ‘Hawaii 7996°. Para tal, foram

conduzidos estudos comparativos com outros isolados com mesma biovar. A resposta de um
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conjunto de linhagens de tomateiro, de um clone suscetivel de batata e de outras espécies
hospedeiras a este isolado foi comparada com outros isolados do CER disponiveis na colecdo
de bactérias da Embrapa Hortalicas. Investigacdes sobre potenciais mecanismos de patogénese
e também, diferenca de antibiograma entre os diversos isolados foram também conduzidos

visando uma caracterizacdo fenotipica mais completa desse isolado de R. solanacearum.

2. MATERIAL E METODOS

De acordo com os objetivos de cada experimento, diferentes combinacGes de isolados
foram usadas. As informaces sobre os isolados pertencentes ao CER utilizados nos diferentes
bioensaios descritos no presente trabalho estdo detalhadas na Tabela 4.. Todos os experimentos
foram realizados no Centro Nacional de Pesquisas de Hortalicas (CNPH) nos laboratérios de
Fitopatologia e de Gendmica ou na casa de vegetacdo 01. Os isolados brasileiros do género
Ralstonia da colecdo de bactérias da Embrapa Hortalicas que foram utilizados para o0s
experimentos foram mantidos armazenados em tubos de 5 mL com agua mineral em
temperatura ambiente. Os isolados exdticos (de origem externa ao Brasil) foram cedidos pela

University of Wisconsin.

2.1. Caracterizacéo do isolado CNPH-RS 488

2.1.1. Identificacdo da biovar

A caracterizacdo da biovar do isolado CNPH-RS 488 foi conduzida de acordo com 0s
critérios estabelecidos por Hayward (1991) com modificagdes. Uma placa de cultura de tecidos
de 24 pocos foi utilizada como suporte nas analises da capacidade do isolado de metabolizar
acucares e alcodis (Buddenhagen & Kelman, 1964; Hayward, 1991; Hayward, 1994).

Avaliac@es foram feitas apds 14 dias de incubacdo em camara de crescimento a 28°C.
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2.1.2. lIdentificacéo de filotipo

O filotipo do isolado CNPH-RS 488, foi determinado pelo uso da técnica de PCR
Multiplex, que utiliza diferentes primers em conjunto em uma Unica rea¢do. Foram utilizados
o0s primers Nmult: 21: 1F, Nmult: 21: 2 F, Nmult: 22: inf, Nmult: 23: AF na direcdo senso, e
somente um primer no sentido reverso (antisenso), o Nmult: 22: RR. A
identificacdo/diferenciacdo de cada filotipo de um isolado foi feita pela analise do perfil de
amplicons gerados com esse conjunto de primers da regido 16S RNA ribossomal, de acordo
com Fegan & Prior (2005). A reacgdo utilizada foi composta por tampdo 1X da Taq DNA
polimerase, 0,2 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl, 2U de Taq polimerase, 0,24 uL dos primers
Nmult:21: 1F, Nmult:21: 2F, Nmult:22: InF, 0,4 pL do primer Nmult22: RR, 0,72 pL do primer
Nmult: 23: AF. O volume final da reacdo foi ajustado para 25 pL pela adicdo de agua Milli-Q.
A PCR seguiu o seguinte protocolo: desnaturacdo inicial a 96°C/5 minutos, 30X (94°C/15 s,
59°C /30 s, 72°C/30 s) e extensdo final de 72°C/10 min. Todos os fragmentos gerados pela

reacao multiplex foram analisados em gel de agarose a 1,25% e corados com brometo de etidio.

2.2. Testes de patogenicidade

2.2.1. Teste de patogenicidade em tomateiro e batateira

Para caracterizacdo patogénica do isolado CNPH-RS 488, foi realizado um teste de
patogenicidade na linhagem de tomateiro suscetivel (‘L390°) e na linhagem resistente (‘Hawaii
7996’) (Wang et al., 2000). Esses ensaios foram conduzidos visando confirmar a capacidade
do isolado CNPH-RS 488 de suplantar resisténcia da linhagem ‘Hawaii 7996’ em comparagio
com outros isolados da biovar 2A (CNPH-RS 461, CNPH-RS 498 e CNPH-RS 534) (Tabela
4). Esses trés isolados foram selecionados tendo como critério um periodo transcorrido de
isolamento menor ou igual do que trés anos em relacao ao isolado CNPH-RS 488 (obtido em
2012). Além disso, os isolados incluidos nas analises foram obtidos de batata ou tomate

(hospedeiras dentro da familia Solanaceae). Os isolados selecionados para essas avaliacdes
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foram riscados em meio CPG (Kelman, 1954) com modificagdes, substituindo a sacarose pelo
glicerol. As placas foram mantidas em camara de crescimento por 48 horas a 28°C. Colonias
tipicas foram repicadas para outras placas e mantidas pelo mesmo periodo em camara de

crescimento.

Mudas das linhagens de tomateiro (‘L390° e ‘Hawaii 7996”) foram produzidas em casa
de vegetacdo apds semeio em bandejas de isopor preenchidas com substrato esterilizado. As
mudas com aproximadamente quatro folhas verdadeiras (= 25 dias apds semeio) foram
transplantadas para vasos de 0,5 L. Para a batata, tubérculos brotados da cultivar suscetivel
‘Monalisa’ foram plantados em vasos com substrato. Apds o surgimento de brotos acima da
superficie do solo, as plantas foram consideradas prontas para a inoculacdo. A inoculacao foi
realizada pela penetracdo do caule, 3 cm acima do nivel do solo, utilizando um alfinete de
costura N°7 previamente inserido em uma coldnia de cada isolado (Hong et al., 2008). O
delineamento foi inteiramente casualizado com duas plantas por vaso, com um total de oito
plantas de cada linhagem para cada isolado. As plantas inoculadas foram mantidas em casa de
vegetacdo, com sistema de aquecimento noturno, sob uma temperatura entre 20 e 40°C. Essas
temperaturas controladas foram aplicadas visando minimizar a frequéncia de possiveis escapes
das plantas a infeccdo pelos isolados do patogeno. A incidéncia da doenca foi avaliada
diariamente assim que a primeira planta apresentou sintomas de murcha. As avalia¢fes foram
encerradas aos 15 dias ap6s a primeira avaliacdo. A reacdo foi considerada positiva quando

mais de 50% das folhas de cada planta apresentavam sintomas de murcha.

2.3. Correlacdo UFC/mL e absorbéancia e titulacédo de infectividade
Visando verificar uma potencial correlacdo entre o valor de absorbancia em
espectrofotobmetro e as unidades de formacdo de colénia (UFC/mL), os isolados de R.

solanacearum previamente selecionados (CNPH-RS 461, CNPH-RS 488, CNPH-RS 498 e
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CNPH-RS 534) (Tabela 4) foram riscados, repicados e as coldnias foram raspadas apds adi¢éo
de &gua destilada para alcancar 0.2 de absorbancia no espectrofotdmetro, no comprimento de
onda de 550 nm (Yamada et al., 2007). Em seguida foi realizada uma diluic&o seriada (seis
vezes) das suspensdes. Aliquotas de 100 L das trés menores concentragcdes foram riscadas em
placas contendo meio Kelman, com trés repeticdes para cada isolado. As placas foram
incubadas em camara de crescimento por 48 horas a 28°C. Cada placa foi subdividida em quatro
regides e as colbnias contadas para obter uma estimativa de média e um célculo aproximado do

nimero de UFC/mL da suspenséo original.

Tabela 4. Lista de isolados do complexo de espécies de Ralstonia usados nos experimentos
com suas respectivas hospedeiras, local de coleta, data do isolamento, biovar e filotipo. Isolados
com origem no Brasil foram identificados com o Estado/Pais de origem, isolados estrangeiros

foram identificados com o pais de origem.

Isolado Hospedeira Local Data Biovar Filotipo
CNPH-RS 077  Berinjela Distrito Federal 1991 2T I
CNPH-RS 403 Tomate Acre 2010 3 |
CNPH-RS 429 Batata Minas Gerais 2010 2A 1
CNPH-RS 443  Tomate Distrito Federal 2011 1 1
CNPH-RS 460 Tomate Parana 2011 1 |
CNPH-RS 461 Batata Bahia 2011 2A 1
CNPH-RS 482 Eucalipto Goiéas 2012 2T 1
CNPH-RS 488 Tomate Parana 2012 2A 1
CNPH-RS 489 Tomate Parana 2012 1 1
CNPH-RS501  Tomate Ceara 2012 1 I
CNPH-RS 506  Berinjela Ceara 2012 2A I
CNPH-RS 507  Berinjela Ceara 2012 3 I
CNPH-RS 510  Tomate Bahia 2013 3 I
CNPH-RS 534 Batata Goias 2013 2A I
CNPH-RS 537 Batata Séo Paulo 2013 2A I
CNPH-RS 541 Pimenta Distrito Federal 2013 3 I
CNPH-RS 546 Batata Minas Gerais 2014 2T I
GMI1000 Tomate Guiana Francesa 1978 1 |
K60 Tomate EUA, NC 1954 1 I
Uwi151 Gengibre Australia 1967 4 I
UW363 Tomate China 1980 3 |
UW386 Tomate Nigéria 1983 1 "l
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Para o0 ensaio de titulacdo de infectividade (padronizacdo da pressdo de indculo) foram
empregadas plantas de tomateiro das linhagens ‘Hawaii 7996° e ‘L.390°, multiplicadas em
bandejas de isopor de 128 células com substrato esterilizado, até o estdgio de quatro folhas
verdadeiras. Os isolados para a inoculagéo foram selecionados baseando-se nos experimentos
anteriores, sendo eles: CNPH-RS 461, CNPH-RS 488, CNPH-RS 498 e CNPH-RS 534 (Tabela
4). Os isolados foram cultivados em meio CPG sem tetrazolio e mantidos em camara de
crescimento por 48 horas a 28°C. Colb6nias tipicas foram selecionadas, repicadas para outras
placas e mantidas pelo mesmo tempo em camara de crescimento. O indculo foi obtido pela
raspagem das colénias do meio com concentragdo de 10® UFC/mL, ajustada em
espectrofotometro. DiluigOes seriadas foram obtidas e ajustadas para as concentrages de 107,
108, 10°, 10* UFC/mL. Para a inoculacdo, 18 plantas de cada linhagem tiveram seu sistema
radicular (ainda aderido ao substrato da bandeja) pulverizado com um borrifador, distribuindo
1 mL por cada uma das quatro faces do torrdo, atingindo o volume de 4 mL por planta (Lopes
et al., 2015). Apos a inoculacdo, as plantas foram transplantadas para vasos de 1 L e mantidas
em casa de vegetacdo com aquecimento noturno e temperatura ambiente entre 20 e 40°C. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com uma planta por vaso e 18 por
linhagem por isolado. As avaliacGes se iniciaram trés dias ap0s a inoculagéo, prolongando-se

por 16 dias apos a inoculacéo.

2.4. Quantificacédo de Exopolissacarideo (EPS).

Para a quantificacao da producédo de EPS dos isolados biovar 2A, CNPH-RS 429, CNPH-
RS 461, CNPH-RS 498, CNPH-RS 506, CNPH-RS 534, e do isolado CNPH-RS 488 (Tabela
4) foi seguido o protocolo de Brumbley & Denny (1990). Foram incluidos os isolados de
referéncia K60 (biovar 1), GMI1000 (biovar 3), CNPH-RS 541 (biovar 3) e também isolados
de outras biovares (1, 2A e 2T). Os isolados foram riscados em meio CPG e incubados em

camara de crescimento por 48 horas a 28°C. Colbnias tipicas foram repicadas para tubos
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Falcon®de 50 mL esterilizados, contendo 10 mL de meio BG (1% peptona bacterioldgica, 0.1%
caseina hidrolisada, 0,1% extrato de levedura, 0,5% glicerol) e postas para crescer em mesa
agitadora orbital por 48 horas a 28°C e 210 rpm. As suspensdes foram centrifugadas a 10.000
g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante removido para outro tubo onde foram adicionados
quatro volumes de acetona para precipitacdo (overnight a 4°C). ApGs a precipitacdo, os tubos
foram centrifugados a 13.000 X g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi removido. Foram
adicionados 500 pL de agua Milli-Q e os tubos colocados em banho-maria a 65°C por 10
minutos, para solubilizacdo completa do pellet. Somente 10 uL da solugdo foram utilizados no

teste.

Para a quantificacdo do EPS, foi feita uma curva de calibracdo com sacarose. Para isso,
uma solucdo na concentracdo de 10 mg/mL foi feita e por meio de diluicdo seriada, foram
produzidas solugdes de 0,5 mL com 10, 20, 40, 60, 80, 100 e 200 ug.mg™* cada. Apds o preparo
dos padrdes, foi adotado o procedimento de Dubois et al. (1956), adicionando 500 uL de
solucédo de fenol 5% (agitado levemente). Em seguida foram adicionados 2,5 mL de H2SO4
concentrado, diretamente sobre a amostra e brevemente homogeneizando. As amostras
permaneceram por 20 minutos em temperatura ambiente para resfriamento. As leituras foram
realizadas em cubetas de vidro em um espectrofotdmetro no comprimento de onda de 485 nm
(Murthy & Srinivas, 2015). Para a quantificacdo do EPS produzido pelos isolados, a mesma
metodologia descrita para a curva de calibracdo foi aplicada. Para o experimento, 0s nove
isolados utilizados foram analisados com trés repeticdes por isolado. Os graficos foram gerados
e os resultados analisados pelo teste de Scott-Knott ao nivel de significancia de 5% no programa

SISVAR (Ferreira, 2011).
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2.5. Producéo de biofilme

Devido ao papel relevante do biofilme na patogénese de bactérias do CER, estudos foram
conduzidos visando determinar correlacdo entre uma eventual producgédo diferenciada de
biofilme do isolado CNPH-RS 488 em comparacdo com outros isolados ndo virulentos na
linhagem ‘Hawaii 7996’ tais como subgrupos pertencentes a biovar 1 (CNPH-RS 443, CNPH-
RS 460, CNPH-RS501); a biovar 2A (CNPH-RS 429, CNPH-RS 461, CNPH-RS 498, CNPH-
RS 506, CNPH-RS 534, CNPH-RS 537); a biovar 2T (CNPH-RS 77, CNPH-RS 482, CNPH-
RS 546); a biovar 3 (CNPH-RS 403, CNPH-RS 507, CNPH-RS 510, CNPH-RS 541) e os

isolados padrdes de referéncia, K60, GMI1000, UW151, UW363 e UW386 (Tabela 4).

Para o0 ensaio, os isolados foram riscados e repicados como descrito anteriormente no
topico 2.2.1. Em uma placa de ELISA de 96 pocos foram adicionados, em cada po¢o, 190 uL
de meio CPG e em seguida, 10 pL de uma suspensdo bacteriana de cada isolado, com
absorbéancia checada previamente em espectrofotometro em 0,1 (ODssonm). O experimento foi
conduzido com triplicatas (repeti¢fes) para cada um dos 22 isolados das diferentes biovares. A
placa foi entdo incubada em cdmara de crescimento por 72 horas a 28°C. Seguiu-se o protocolo
de O'Toole & Kolter (1998) com modificacGes. Apds o periodo de crescimento, foi removido
0 meio de cultura com bactérias de cada poco, seguindo-se de trés lavagens com 200 pL de
agua Milli-Q cada e incubacdo por 2 horas a 60°C para secar 0s po¢os. Em seguida foram
adicionados 150 pL solu¢do com cristal violeta a 0,3%, com incubag¢do por 45 minutos em
temperatura ambiente. O corante foi entdo removido e repetiu-se a lavagem com agua Milli-Q.
A solubilizagdo foi feita com 150 pL de etanol-acetona (20% de acetona) e, a medicao, efetuada
em leitor de ELISA com 485 nm de comprimento de onda. Os graficos foram gerados e

analisados pelo teste de Scott-Knott 5%.
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2.6. Sensibilidade in vitro a antibidticos

Dezesseis antibioticos foram selecionados para a avaliagdo da sensibilidade in vitro de 47
isolados de R. solanacearum e do isolado CNPH-RS 488. Os antibidticos utilizados, com suas
respectivas concentracdes em microgramas por litro foram: &cido pipemidico (20); ampicilina
(10); cefalotina (30); cefazolina (30); cefoxitina (30); ciprofloxacina (5); clindamicina (2);
cloranfenicol (30); cotrimoxazol (25); eritromicina (15); norfloxacina (10); nitrofurantoina

(300); oxacilina (1); penicilina G. (10); tetraciclina (30) e tobramicina (10).

Suspensoes de cada isolado foram quantificadas em espectrofotdmetro e ajustadas para a
concentragdo de 108 UFC/mL. Meio Kelman foi vertido em placas de petri de 10 cm de
didmetro, em seguida, 10 mL de meio semi-sélido (0,5% éagar) foi misturado com 5 mL da
suspensdo bacteriana e vertido sobre uma camada de meio Kelman. Os discos de antibioticos
foram acondicionados e pressionados contra 0 meio semi-sélido e entéo, as placas foram postas
em camara de crescimento por 72 horas a 28°C. Para as avaliacGes, o halo foi mensurado quanto

ao seu diametro, considerando também o tamanho do disco de antibiotico.

O meio semi-seletivo SMART (Kawanishi et al., 2011) foi avaliado para 0s mesmos
isolados. Este meio de cultura tem na sua composicdo 0s antibioticos polimixina B,
ciclohexamida e cloranfenicol. Colbnias puras de cada isolado foram riscadas em placas de
meio sélido SMART subdivididas e permaneceram em camara de crescimento por cinco dias
(120 horas) com temperatura de 28°C. Foram classificados como positivos aqueles isolados

com crescimento visivel de colbnias de R. solanacearum.

2.7. Resposta de uma gama de plantas hospedeiras a inoculagées com o isolado
CNPH-RS 488
Plantas de tomateiro (S. lycopersicum), berinjela (S. melongena), jil6 (S. aethiopicum var.

gilo), amendoim (Arachis hypogaea), gergelim (Sesamum indicum) e tagetes (Tagetes erecta)
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foram selecionadas para estudo da resposta a infeccéo por se tratarem de espécies ja relatadas
como suscetiveis ao CER, porém com niveis distintos de resisténcia. Para esse ensaio, cinco
isolados foram selecionados: GMI11000 (raga 1/biovar 3), UW363 (raga 1/biovar 3), CNPH-RS
449 (raca 1/biovar 3), CNPH-RS 488 (raga 1/biovar 2A) e CNPH-RS 489 (raca 1/biovar 1)
(Tabela 4). O preparo dos isolados e do indculo seguiram os mesmos procedimentos descritos
no topico 2.2.1. Quatro plantas para cada espécie por isolado foram inoculadas e mantidas em
casa de vegetacdo com temperatura ente 20 e 40°C com aquecimento noturno, visando
minimizar possiveis escapes. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, com quatro plantas por vaso. A avaliacdo da incidéncia de murcha nas plantas foi
realizada aos 20 dias apés a inoculacdo. Teste do copo (de fluxo bacteriano) foi feito visando

confirmagéo da auséncia de muco bacteriano em plantas assintomaticas.

3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacao da biovar e filotipo do isolado CNPH RS-488

Para a analise da biovar, foi observada oxidacdo dos meios com celobiose, lactose,
maltose e ndo oxidacdo dos alcodis dulcitol, manitol e sorbitol, indicando que o isolado pertence
a biovar 2. A auséncia de oxidacao dos meios contendo inositol e trealose indicou que o isolado

pertence a biovar 2A.

No resultado da PCR multiplex para identificacdo dos filotipos, como descrito por Fegan
& Prior (2005), para o filotipo | € gerado um fragmento de 144 pb, para o filotipo 11 de 372 pb,
para o filotipo 11l um amplicon de 91 pb e para o filotipo IV um amplicon de 213 pb. O isolado
CNPH-RS 488 foi caracterizado como filotipo Il (Figura 2), resultado esperado apds a

identificacdo da biovar 2 que compde o filotipo I1.
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Figura 2. Gel de agarose (1%) resultante da eletroforese dos produtos da PCR multiplex com
0s primers Nmult e o par 759/760 para identificacdo do filotipo e da espécie dos isolados
CNPH-RS 461, CNPH-RS 488 e CNPH-RS 498. Eletroforese com o marcador 1kb plus,
amplicon de 372 pb indica o filotipo 1l. A presenca do amplicon de 281 pb confirma que o

isolado é do complexo de espécies de Ralstonia.

3.2. Teste de patogenicidade em tomateiro e batateira

Todos os isolados foram capazes de causar murcha em 100% das plantas da linhagem
suscetivel ‘L.390°, confirmando suas viruléncias. Foi verificado nestes bioensaios que o isolado
CNPH-RS 488 (raca 3/biovar 2A) ¢ altamente virulento a linhagem ‘Hawaii 7996°. Todos os
isolados, com excecdo do CNPH-RS 498, foram capazes de causar murcha em niveis superiores
a 50% das plantas da linhagem ‘Hawaii 7996 (Tabela 5). No entanto, somente o isolado em
destague, CNPH-RS 488, causou murcha em 100% das plantas testadas. Na batateira suscetivel

‘Monalisa’, somente o isolado CNPH-RS 534 ndo causou 100% de murcha.
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Tabela 5. Percentagem de plantas apresentando sintomas de murcha em testes de
patogenicidade conduzidos com quatro isolados de Ralstonia solanacearum (raca 3/biovar 2).
Plantas de duas linhagens de tomateiro, ‘L.390’ (suscetivel) e ‘Hawaii 7996’ (resistente) e da

batateira suscetivel ‘Monalisa’ foram inoculadas pelo método de penetracéo do caule.

Tomateiro \ Batateira

Isolados Suscetivel Resistente Suscetivel

L.390 H7996 = Monalisa
CNPH-RS 461 100 62.5 100
CNPH-RS 488 100 100 100
CNPH-RS 498 100 0 100
CNPH-RS 534 100 50 25

3.3. Titulagdo de infectividade
Todos os isolados foram capazes de causar sintomas de murcha na linhagem suscetivel
de tomateiro e no clone suscetivel de batata (Figura 3; Tabela 5), porém com diferencas nos

niveis de viruléncia.

Nas menores concentragdes, de 10* UFC/mL e 10° UFC/mL, nenhum dos isolados
conseguiu induzir sintomas de murcha em nenhuma das duas linhagens contrastantes de
tomateiro. Na concentracdo de 10° UFC/mL, um nGmero reduzido de plantas apresentou
sintomas de murcha. O isolado CNPH-RS 461 murchou 55,55% das plantas da linhagem ‘L.390’
contra 22,22% de ‘Hawaii 7996°. O isolado CNPH-RS 488 murchou 5,55% de ‘L.390° contra
zero em ‘Hawaii 7996°. O isolado CNPH-RS 498 murchou 33,33% de ‘L390° ¢ 11,11% de
‘Hawaii 7996°. O isolado CNPH-RS 534 murchou 5,55% de ‘L390’ e zero em ‘Hawaii 7996°.
Ja na concentragéo de 10" UFC/mL houve um maior niimero de plantas murchas, para o isolado
CNPH-RS 461, 77,77% das plantas de ‘390’ murcharam e 50% em ‘Hawaii 7996’. Para o
isolado CNPH-RS 488, 94,44% de plantas de ‘L390” murcharam contra 77,77% de ‘Hawaii
7996’. O isolado CNPH-RS 534 murchou 50% de plantas de ‘L390° e 22,22% de ‘Hawaii

7996’°. Na maior concentracdo, de 102 UFC/mL, o isolado CNPH-RS 461 murchou 94,44% das
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plantas de ‘L390° e 50% de ‘Hawaii 7996°. O isolado CNPH-RS 488, com somente cinco dias
apos a inoculacdo (D.A.l.), murchou 94,44% das plantas de ‘L390’ ¢ em 9 D.A.1.100% de
‘Hawaii 7996°. O isolado CNH-RS 498, com sete D.A.l., murchou 88,88% de ‘1.390’ ¢ 77,77%
de ‘Hawaii 7996°. Para o ultimo isolado, CNPH-RS 534, 55,55% das plantas de ‘L390°
murcharam e 61,11% de ‘Hawaii 7996°. A evolucdo das plantas murchas pelo isolado CNPH-
RS 488 foi mais rapida do que nos demais isolados, ao contrario do isolado CNPH-RS 534 que
evolui lentamente, murchando um reduzido nimero de plantas de ambas as linhagens

inoculadas (Figura 3).

Para a analise dos resultados da titulacdo de infectividade, foi estabelecido o limiar
baseado no nimero de D.A.l. para um isolado causar 50% de murcha nas plantas de cada uma
das linhagens. Na concentracdo mais elevada, para a linhagem ‘Hawaii 7996°, o CNPH-RS 488
conseguiu suplantar o proximo isolado, CNPH-RS 498, em 2 D.A.l. e em 3 D.A.l. para 0s
demais isolados. Para ‘L.390°, 0 CNPH-RS 488 superou o isolado com similar viruléncia,
CNPH-RS 498,em1 D.A.l.em2 D.A.l. parao isolado CNPH-RS 461 e 7 D.A.l. parao CNPH-
RS 534. Em comparagdo entre as linhagens, a ‘Hawaii 7996’ somente alcangou o limiar de 2
D.A.l. depois da linhagem ‘L390°, para o isolado CNPH-RS 488, 3 D.A.l. para 0 CNPH-RS

498, 4 D.A.l. para 0 CNPH-RS 461 e menos 2 D.A.l. para 0 CNPH-RS 534.
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Figura 3. Titulagdo de infectividade das linhagens de tomateiro ‘L390° (suscetivel) e ‘Hawaii
7996’ (resistente) avaliadas com cinco concentragdes de indculo de quatro isolados de
Ralstonia solanacearum (CNPH-RS 461, CNPH-RS 488, CNPH-RS 498, CNPH-RS 534). As
plantas foram avaliadas dos trés até os 16 dias ap0s a inoculacdo. As cores representam 0s
resultados obtidos com as diferentes concentracGes de indculo. Eixo vertical representa o
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namero absoluto de plantas murchas enquanto o horizontal o nimero de dias apds a inoculagdo
(D.A.l.). O método de Inoculacdo utilizado foi de borrifamento das raizes com

aproximadamente 4 mL de suspensédo bacteriana.

3.4. Producéo de EPS

A quantidade de EPS produzida pelos diferentes isolados em andlise apresentou
diferencas significativas (Scott-Knott 5%). CNPH-RS 429 foi o isolado que apresentou maior
producéo de EPS, seguido dos isolados CNPH-RS 488, CNPH-RS 461 e GMI1000 (Figura 4).
Outro grupo foi formado pelos isolados CNPH-RS 506 e K60. Os isolados CNPH-RS
541,CNPH-RS 498 e CNPH-RS 534 foram os que apresentaram a menor producéo de EPS. Os
dados de producéo foram analisados usando uma curva padrdo com R? de 0,998, indicando bom

ajuste aos dados, e a equagdo y = 103,6x — 7,1535.
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Figura 4. Variacdo na producdo de exopolissacarideo (EPS) por diferentes isolados do
complexo de espécies de Ralstonia. A — Curva de calibracdo para estimativa da concentracao
de carboidratos totais. B — Médias das estimadas das concentracdes de carboidratos totais nos
diferentes isolados do complexo de espécies de Ralstonia. Médias seguidas por diferentes letras
em cada coluna diferiram estatisticamente, entre si, para o teste de Scott-Knott (5% de
probabilidade).

3.5. Producéo de biofilme

Ap0s 72 horas, foi possivel observar diferencas significativas de producéo de biofilme.
Pela andlise de Scott-Knott ao nivel de significancia de 5%, os isolados foram divididos em trés
grupos (Figura 5). O primeiro grupo foi composto por isolados que produziram as menores
quantidades de biofilme (K60, UW551, CNPH-RS 429, CNPH-RS 461, CNPH-RS 482,
CNPH-RS 488, CNPH-RS 507, CNPH-RS 506, CNPH-RS 534, CNPH-RS 537, CNPH-RS 541

e CNPH-RS 546). O segundo grupo foi composto por isolados com producdo intermediaria de
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biofilme (CNPH-RS 77, CNPH-RS 403, CNPH-RS 443, CNPH-RS 460, CNPH-RS 498,
CNPH-RS 501 e CNPH-RS 510). O terceiro grupo foi formado por isolados de elevada

producéo de biofilme (GMI11000, UW363 e UW386).

Os isolados da biovar 1 apresentaram producdo intermediéria de biofilme; enquanto que
os isolados da biovar 2A, incluindo o isolado CNPH-RS 488, se posicionaram no grupo com
baixa producdo. A Unica excecao dentro do grupo de isolados da biovar 2A foi CNPH-RS 498.
Os isolados da biovar 2T apresentaram variac¢des, sendo que dois dos trés isolados agruparam
com 0s que menos produziram, com exce¢do do isolado CNPH-RS 77 com producéo
intermediaria. Dois dos quatro isolados biovar 3 foram identificados com capacidade de
producéo de biofilme intermediaria, e o isolado CNPH-RS 507 com produgdo menor. Os
isolados de referéncia oscilaram dentro dos grupos, tendendo ao grupo com a mais alta

producéo de biofilme.

1,4
C
1,2 C
C B B
a 1 B B B
S B A B A
B 08 A A
A A A
® 0,6 A A A
g . A
<_<860,4
% 02
<
0
38338225853 2228583885%
222383 RTLIIBIDDIIIIIYISITH®
%:):):) < W <t < 8 S O 0w oW

Isolados de espécies de Ralstonia

Figura 5. Quantificacdo da producdo de biofilme por isolados do complexo de espécies de
Ralstonia de diferentes filotipos e biovares com analise estatistica por teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade.
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3.6. Sensibilidade in vitro a antibidticos
No teste do meio semi-seletivo SMART, ocorreu o crescimento dos isolados de biovar 3 no
meio, ndo ocorrendo o mesmo com isolados de biovares 1, 2A e 2T (Tabela 6). Para os 16
antibidticos usados no antibiograma, somente clindamicina e oxacilina ndo inibiram nenhum
dos isolados. A nitrofurantoina inibiu cinco isolados, CNPH-RS 12, CNPH-RS 66, CNPH-RS
71, CNPH-RS 77, CNPH-RS 94, CNPH-RS 437. A penicilina inibiu 25 isolados (CNPH-RS
12, CNPH-RS 44, CNPH-RS 59, CNPH-RS 66, CNPH-RS 67, CNPH-RS 94, CNPH-RS 313,
CNPH-RS 403, CNPH-RS 429, CNPH-RS 433, CNPH-RS 437, CNPH-RS 449, CNPH-RS
461, CNPH-RS 481, CNPH-RS 482, CNPH-RS 488, CNPH-RS 498, CNPH-RS 501, CNPH-
RS 508, CNPH-RS 510, CNPH-RS 534, CNPH-RS 541 e CNPH-RS 546). Os isolados da
biovar 2A apresentaram um padrdo diferenciado, sendo menos suscetiveis a cefalotina, com
seis dos oito isolados classificados como resistentes, ja para os antibioticos ampicilina e
cefazolina, cinco dos oito ndo foram inibidos. O isolado CNPH-RS 488 (que também € de

biovar 2A) foi sensivel a cefazolina e ndo aos outros dois antibidticos destacados.

Tabela 6. Resposta de sensibilidade in vitro de 48 isolados de quatro biovares (1, 2A, 2T e 3)
do complexo de espécies de Ralstonia a 16 antibidticos e ao meio semi-seletivo SMART de
(Kawanishi et al., 2011). (+) = crescimento; (-) = inibicdo de crescimento. Os nimeros na tabela

representam o didmetro do halo de inibicdo em centimetros.

Cefoxitina
Oxacilina
Penicilina

Tetraciclina

Tobracimina

«©
£
o
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©
o
>
N—
o
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=
P

AC. Pipemidico
Ampicilina
Cefalotina
Cefazolina
Ciprofloxacina
Clindamicina
Cloranfenicol
Cotrimoxazol
Eritromicina
Norfloxacina

11433 - |13|13|07(07|14|31| 0 |16|13| 2 (27| 0| 0| 0 |27]|17
1 1436)| - |16| 2 |15(15|16|31| 0 |16|19|24|27| 0| 0 |11] 3 |18
1 1460| - |15(24|217(19| 2 |38| 0]19|23|21|32| 0| 0 |12|32|17
1 501| - |23{19|13(17|18|36| 0 |16(19(19|32| 0| 0| 0 |31]|17
1518 - |19(21|14(15|17|43| 0 |16|26|25|29| 0| 0 (113619
1 (52| - (19]19|14|15|17 0 (1617|2124 0 | 0|1 ]29]|19
1 |533| - (1815|1113 O 0 (17)19(19(23| 0| 0| 1] 3 2
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1|53%| - (19| 2 |11|16(19|37| 0 |16|25(28|31| 0 | 0 |15]|33|23
1 |55| - (18(18|11|16(1,7|33| 0 |19|16(22|25| 0 | 0 |11|32]| 2
2A | 12 | - 0 (25212 |2 (23|0(15|23| 2 (19| 1| 0| 0 |45|11
2A | 429 | - (141 0 | O | O (23|27 0 |13 2 15|27 0| 0| 0 |32|14
2A | 437 - |16 1 | 0 | O (18|25| 0 |16|28|14|25| 1| 0| 0 |35|14
2A | 461 | - 1,000 |73 |0 (19(25|13|25| 0] 0| 0| 3|13
2A 1488 - |15| 0 | O 1193 |0 (1418|153 | 0| 0| 0] 3 |13
2A | 498 | - (15 00| 0O} 0O |26|0|19| 2 |2 (28] 00| 0]28|15
2A | 534| - (13| 0|0 |01]13|25|0}| 2 |22(18|25| 0 |0} 03213
2A | 541| - (1308|090 | 0 |25| 0 (24|15 2 |23 0| 0}| 03216
2T | 44 | - |08 2312121727 0 1923|1623 0| 0| 0 28|15
2T | 59 | - | 12| 2 00 2 1019172 |21 0| 0|0 |28]|14
2T | 66 | - | 26|16 O 1 45| 0 (12(18| 0 | 4 1 10] 0 (28| 2
2T | 67 | - |14,18( 0 |12| 0 (34| 0| 2 |17|18|23| 0| 0| 0 (28|13
2T (71| - |15/23(1 |11|14(32| 0 (18(18|18|23|14| 0 |08|29]|1.2
2T | 77 | - 1 1241411411927 0 (21| 2 |24|22|15] 0| 1 (28|16
2T | 9% | - |L2|15(12|13| 1 (27| 0 |15(16|19|21(11| 0| 0 (24|15
2T (478 | - |12 |17(12|12| 1 |26| 0 (14| 2 |19|25| 0 | 0 |12|25]|14
2T (481 - |09|17{ 0 | O | O |26| 0 |15(23|12| 2 | 0| 0| 0 |26]|16
2T | 482 | - 137,00 |0 |27]0|%7|22(16| 2 | 0|0 26|15
2T | 546 | - [33(|17|11|12|08| 4 | O |15|21| 0 |36] 0 | O 25|16
3 |1 |+ (16|24 |18(1718|33| 0 |23(33[26|27, 0| 0]18|36]| 2
3 |18 | +1(24(21|14(1315|23|0(24|16(23|18| 0| 0 |07| 3 |22
3 1198 + (14| 2 |14|14)14 27| 0 |21|23(24| 2 |0 | 0109|3419
3 |313| +(147|19|113|14| 0 (28| 0|25 2 (23|24 0| 0| 03319
3 1318 + | 2 |23|11(17]47| 3 |01(25|25(28(28| 0|0 (12|35]|22
3 1321 + (1419|1416 |15|25| 0 (23|23(23(22| 0|0 |11]|29]|23
3 1322 + (15| 2 12170 (27| 0 |24|18(24|22| 0 | 0| 1 |34]|24
3 |35 + (18] 2 (11130 (23|00 (23|28(27 0|0 |0 |11|34|19
3 |403| + |1 |18|13|14| 0 (26| 0 |17|16(28|21| 0| 0| 0 |33]|21
3 |449| + |14|18|11(12 0 |21 0 |21|15(22|19| 0 | 0| 0 |33]|23
3 |473| + |14 2 (0914|213 | 0|18(23(22|28| 0|0 |11|34]| 2
3 (474 - |13|21|11(13|18| 3 | 0 |15 2 |25 3 | 0| 0]|12|34]| 2
3 |475| + (08| 2 |11(12,18|27| 0 |18|22(25|25| 0|0 |13|34|19
3 |476| + |08]19|16|16|12| 3 | 0 |28|17(22|25| 0|0 |11|34|21
3 |57 -(11|19|14|12| 0 (28| 0 (2418|2324 0| 0 |08]33]|21
3 |508| + (13|15| 0 1103 ]|01(19|15| 2 (23] 0| 0|0 (31|19
3 |510| + |1 |18|15(15|147|31|0|25|22(28|24| 0| 0| 0 |34]|23
3 |541|+ (11|18 1 (09| 0 26| 0 |18(|16(25|21, 0| 0| 0 |32]|1
3 |551| +(18[21|14(15|18|25| 0 (292124 2 | 0|0 |14|34]|24
3 |56+ 2|18 1 (14,0 |3 |0 |27(23[26|25, 0| 01]05|33]| 2
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3.7. Perfil de viruléncia em uma gama de plantas hospedeiras

Todos os isolados demonstraram ser virulentos, induzindo murcha em pelo menos trés
das seis hospedeiras inoculadas (Figura 6). O isolado CNPH-RS 488 causou murcha em 100%
das plantas de berinjela e tomate e 50% das plantas de jil6. No entanto, esse isolado ndo induziu

sintomas em plantas de amendoim, gergelim e tagetes.

Os isolados GMI1000 e UW363 (biovar 3) ndo induziram murcha em amendoim,
gergelim e tagetes. O isolado GMI1000 também ndo induziu murcha em plantas de jil6. O
isolado CNPH-RS 449 (biovar 1) causou sintomas de murcha em berinjela, amendoim, jil6 e

gergelim, sem causar doenca em tagetes.
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Figura 6. Porcentagem (incidéncia) de plantas murchas aos 20 dias ap0ds a inoculacdo de seis
hospedeiras (berinjela, tomate, jil6, amendoim, tagetes e gergelim) inoculadas com cinco

isolados do complexo de espécies de Ralstonia.
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4. DISCUSSAO

Conforme esperado, com base em relatos de varios autores, foram observadas diferencas
nos niveis de viruléncia entre os isolados do CER e nos niveis de resisténcia das linhagens
‘Hawaii 7996 ¢ ‘L.390°. Os isolados de R. solanacearum e R. pseudosolanacearum avaliados
no presente trabalho apresentaram elevados niveis de viruléncia, sendo capazes de induzir
frequencias elevadas de plantas com sintomas de murcha nos acessos suscetiveis de tomateiro
e batata. Uma resposta mais ampla e variada foi observada no perfil de viruléncia de alguns
isolados que foram capazes de infectar a linhagem de tomateiro resistente (‘Hawaii 7996°). No
caso do germoplasma do tomateiro, o acesso ‘Hawaii 7996’ ¢ considerado a fonte de resisténcia

com maior estabilidade e amplitude (Scott et al., 2004).

Os dados apresentados no presente trabalho estdo de acordo com os observados por
Carmeille et al. (2006a) e Lebeau et al. (2011), em que gendtipos de tomateiro apresentam
suscetibilidade similar a batata aos isolados de raca 3/biovar 2A, tambem apresentando elevado
numero de plantas murchas. Esse é um dado de interesse, uma vez que o foco do melhoramento
genético do tomateiro tem sido identificar e incorporar resisténcia para isolados da raca 1/biovar

1, que sdo mais frequentemente observados infectando essa cultura.

Outra observacgdo feita por Carmeille et al. (2006a) foi que a linhagem ‘Hawaii 7996’
representa uma das poucas resisténcias descritas para raca 3/biovar 2, porém ja existindo casos
reportados de suplantacdo dessa resisténcia (Milling et al., 2011; Genin & Denny, 2012). Essa
capacidade de “quebrar” a resisténcia da linhagem ‘Hawaii 7996 foi também encontrada no
isolado CNPH-RS 488. Por essa razdo, procurou-se identificar  quais
mecanismos/caracteristicas poderiam explicar tal perfil de viruléncia. Para isso, foram
conduzidos estudos mais detalhados sobre a titulacdo de infectividade, producdo de EPS e

producéo de biofilme.
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As diferencas no tempo necessario para cada isolado causar 50% de plantas murchas em
cada linhagem, demonstrou as diferencas entre os isolados, em especial do isolado capaz de

suplantar a resisténcia do ‘Hawaii 7996°, CNPH-RS 488.

No presente estudo, as concentracdes de 108 e 10’ UFC/mL ndo apresentaram marcantes
diferencas na capacidade de induzir doenga, porém foi possivel identificar as diferencas entre
os isolados para a quebra de resisténcia da linhagem ‘Hawaii 7996’ e também na diferenca de
viruléncia. As concentragdes utilizadas na titulagdo de infectividade demonstram que essas
influenciam, de maneira consistente, as respostas dos diferentes genotipos resistentes e
suscetiveis. De acordo com os dados obtidos por Carmeille et al. (2006b), a concentracéo de
10" UFC/mL foi suficiente para induzir doenga e minimizar escapes. O sistema quorum sensing,
responsavel pelo controle tanto da patogénese quanto do metabolismo bacteriano (Schell, 2000;
Genin et al., 2005), ¢ uma das hipoteses formuladas para explicar a observacao de que apenas
as concentracfes mais elevadas foram capazes de induzir doenca. Em bactérias, o sistema de
quorum sensing depende do acimulo de células até um determinado limiar, quando se iniciam

alguns processos que podem ser de patogénese ou laténcia (Liu et al., 2008).

Schell (2000) indica que a concentracdo de 10° UFC/mL no tecido da planta é capaz de
induzir a doenca e a producéo de fatores de patogénese como o EPS e outras enzimas. Milling
et al. (2011) relatam que plantas de ‘Hawaii 7996 inoculadas com concentragdes de 1 x 10’
UFC de R. solanacearum por grama de tecido do caule, tiveram suas respostas de defesa
fortemente ativadas pelas rotas metabdlicas do acido salicilico e etileno, enquanto que plantas
suscetiveis ndo apresentaram resposta alguma. De acordo com 0s mesmos autores, o isolado
UWS551 de R. solanacearum (biovar 2) causou um nivel significativo de doenca na linhagem
resistente ‘Hawaii 7996’ quando comparado com o isolado GMI1000 (biovar 3). Porém, no
presente trabalho, a linhagem ‘Hawaii 7996’ foi desafiada com diversos outros isolados biovar

2, comprovando que o isolado CNPH-RS 488 apresenta capacidade superior de suplantar a
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resisténcia dessa linhagem, indicando que pode ser uma caracteristica do tipo isolado-

especifica.

A bactéria R. solanacearum continua seu desenvolvimento no tecido infectado durante a
evolucdo da doenca, levando a formacgéo de colonias e de biofilme (Morris & Monier, 2003;
Kumar et al., 2015). A producéo de biofilme entre os isolados avaliados oscilou, formando trés
grupos estatisticos distintos. A maioria dos isolados da biovar 2A (inclusive o CNPH-RS 488)
apresentou baixa e/ou mais lenta producdo de biofilme. Peeters et al. (2013) destaca a
importancia do biofilme para a que a doenca ocorra, porém a observacao realizada neste
trabalho indica que a répida producédo de biofilme ndo estd necessariamente associada com

niveis elevados de viruléncia e/ou mais amplo perfil de viruléncia.

De fato, existem poucos estudos relacionando a producéo de biofilme e a viruléncia, em
especial aqueles que relacionam tempo para formacdo ou quantidade com a capacidade de
induzir a doenca (Yao & Allen, 2007). Estudos sobre mutantes defectivos para os genes de pilli
tipo 1V ou EPS (em que a capacidade de ades&o na superficie da célula hospedeira foi anulada)
resultaram em uma perda quase completa da viruléncia. No entanto, esses estudos nao
analisaram outros fatores como o tempo para formacao de biofilme e/ou quantidade de biofilme
produzido (Rigano et al., 2007). Kang et al. (2002) observaram que mutantes pilA, que nao
formam biofilme de forma similar ao tipo selvagem, sdo hipovirulentos. Em outros
patossistemas como o do patégeno Burkholderia pseudomallei ndo foi identificada a relacéo

entre a quantidade de biofilme produzido e viruléncia (Taweechaisupapong et al., 2005).

Os dados de producdo de biofilme e da titulacdo de infectividade ndo apresentaram uma
clara associacdo. O isolado CNPH-RS 498, mesmo com maior producdo de biofilme que o

CNPH-RS 488, causou menos doenca. Por sua vez, o isolado CNPH-RS 534, que agrupou com
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0 CNPH-RS 488 na quantidade de biofilme, causou muito menos doencga, quando consideramos

tanto o tempo como a incidéncia.

Outro fator de patogénese que pode explicar a capacidade diferencial do isolado CNPH-
RS 488 é 0 EPS, reconhecido como essencial para o processo infectivo de Ralstonia (Milling
et al., 2011; Murthy & Srinivas, 2015). De acordo com a andlise estatistica do teste
colorimétrico foram observados cinco grupos, ficando o isolado CNPH-RS 488 agrupado com
outro isolado de elevada viruléncia, 0 CNPH-RS 461. No entanto, ambos foram caracterizados
com uma producdao de EPS de quantidade intermediaria. Esse dado pode indicar que a
capacidade diferencial de patogénese pode estar associada com a composi¢cdo do EPS e nédo
com a quantidade produzida ou velocidade de produgdo. Embora o CER apresente uma extrema
diversidade, o EPS (que representa a principal matriz do biofilme) se apresenta conservado na
sua composicdo, 0 que tem permitindo o uso de anticorpos especificos com abrangéncia
suficiente para cobrir, supostamente, toda a diversidade dentro do CER (Alvarez, 2004).
Segundo Milling et al. (2011), o EPS tem funcéo de protecdo contra os sistemas de defesa da
planta, evitando a deteccdo do patdgeno pela hospedeira. No entanto, o EPS apresenta um efeito
contrario na fonte de resisténcia ‘Hawaii 7996’ uma vez que sua presenga aciona as respostas
de defesa dessa linhagem (Milling et al., 2011). Diferencas entre os isolados avaliados nédo
foram identificadas, sugerindo que a composi¢do e ndo o volume produzido de EPS pode ser
determinante para o reconhecimento e ativa¢ao dos processos de defesa por parte da linhagem
resistente ‘Hawaii 7996’. Porém, somente uma analise qualitativa por meio da técnica de
espectrometria de massa poderd responder se diferencas na capacidade de patogénese do

isolado CNPH-RS 488 estdo relacionadas com a composicao do EPS.

Como descrito anteriormente, as alteracfes estruturais do EPS sdo pouco provaveis
devido a sua elevada conservacao evolucionéria. Dessa forma, é possivel que, como citado por

Milling et al. (2011), outros elicitores estejam envolvidos. Essa hipotese é plausivel do ponto
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de vista de variabilidade genémica entre isolados uma vez que diferencas foram observadas em
cerca de 1000 genes entre andlises comparativas de um isolado da biovar 3 (GMI11000) e um
isolado da biovar 2 (UW551). Outro obstaculo no estudo do EPS é o fato de ser geneticamente
regulado por um operon de 18 kb que envolve a mobilizacdo de diversas enzimas que

processam os seus carboidratos estruturais (Huang & Schell, 1995).

O EPS tem sido pobremente estudado, se limitando a analise da quantidade produzida
(McGarvey et al., 1999), porém, o fato de ser o principal elicitor de defesa no tomateiro ‘Hawaii
7996’ a infecgao do CER demanda estudos adicionais (Alvarez, 2004; Milling et al., 2011). Por
outro lado, os dados obtidos no presente estudo indicam, de modo geral, a necessidade de serem
explorados outros fatores de viruléncia e ndo somente o biofilme ou a producdo de EPS. A
viruléncia e fatores de patogenicidade do CER s&o considerados complexos, dificultando um

amplo entendimento do processo.

O meio semi-seletivo SMART permitiu apenas o crescimento de isolados da biovar 3. J&
as biovares 1, 2A, 2T néo se desenvolveram, confirmando que o uso desse meio de cultura para
as condicOes brasileiras ndo ira ter sucesso assegurado na recuperacdo dos isolados do CER
presentes no pais. Outros meios que usam a mesma composicao de antibioticos ou, em alguns
casos, mais que os trés usados como o SMSA (Elphinstone et al., 1996) e CIPEB (Priou et al.,
2006), também ndo serdo capazes de permitir o isolamento da bactéria devido a similaridade de

composicdo com o meio semi-seletivo SMART.

Os meios semi-seletivos ajudam na recuperacdo da bactéria, ja que muitas vezes o
objetivo € a obtencdo de um isolado para testes futuros, tanto bioquimicos como para emprego
em sistemas de selecdo de fontes resisténcia em germoplasma de plantas hospedeiras. Para o
teste de antibiograma, os antibiéticos clindamicina e oxacilina, por ndo terem efeito inibitorio

algum nos isolados usados, podem ser potencialmente empregados em meios seletivos. A
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penicilina e nitrofurantoina ndo inibiram alguns isolados, e podem, desta forma, ter suas
concentracdes ajustadas para serem também aplicados em meios semi-seletivos que visem o
isolamento de um nimero mais amplo de isolados do CER. O cloranfenicol, geralmente usado
para inibir o desenvolvimento de fungos nos meios semi-seletivos, é também usado nos meios
SMSA, SMART e CIPEB. No antibiograma conduzido no presente trabalho, o cloranfenicol
causou inibigdo aos isolados empregados, sendo um dos provaveis agentes que explicam o feito
inibitério do meio semi-seletivo SMART aos isolados brasileiros do CER. Para o isolado
CNPH-RS 488 e os demais da biovar 2A, foram observadas diferencas nos antibi6ticos que néo
inibiram seu desenvolvimento, como o ocorrido com cefalotina e ampicilina, indicando que
esse grupo apresenta um espectro de resisténcia contra um nimero maior de antibidticos quando

comparado com as demais biovares.

Para o teste com a gama de hospedeiros, as espécies foram selecionadas por ndo serem
relatadas como suscetiveis a isolados da biovar 2A. O jilo, berinjela, amendoim e gergelim séo
geralmente associados a suscetibilidade a biovar 3 (Collonnier et al., 2001; Gousset et al., 2005;
Ivey et al., 2007; Jeong et al., 2007; Xu et al., 2009), assim como o Tagetes a biovar 1 (Mondal
et al., 2011). O emprego de plantas de Tagetes tem sido relatado como uma possivel estratégia
no controle da murcha bacteriana via rotacdo em solos infestados (Terblanche & De Villiers,
1998; Hooks et al., 2010). No entanto, a suscetibilidade de acessos de Tagetes ja foi confirmada
contra isolados da biovar 2 (Pradhanang et al., 2000). No presente trabalho, o teste do copo em
Tagetes indicou gque as plantas assintomaticas ndo apresentaram elevadas concentracdes da

bactéria como ocorre em infeccdes latentes em geranios.

Isolados da biovar 2A, ao contrario daqueles da biovar 1 e biovar 3, apresentam uma
menor gama de plantas hospedeiras (Cellier & Prior, 2010), destacando-se principalmente as
perdas que pode causar em batata, tomate e potencial para infec¢des latentes em gerénio e batata

(Swanson et al., 2007). O isolado CNPH-RS 488 apresentou uma gama de hospedeiras mais
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restrita do que os isolados da biovar 1 e biovar 3, ndo sendo capaz de causar murcha em plantas
de amendoim, Tagetes e gergelim, que s&o consideradas hospedeiras ndo convencionais no
Brasil. Mesmo existindo relatos da biovar 2 causando murcha em Tagetes, isso ndo foi
observado com o isolado CNPH-RS 488 (Pradhanang et al., 2000). No caso de tomate, jil6 e
berinjela (especialmente essas duas Ultimas hospedeiras) aparentemente sdo mais suscetiveis
aos isolados da biovar 3. No entanto, o isolado CNPH-RS 488 causou 0 mesmo indice de
murcha que os isolados das biovares 1 e 3 nas trés hospedeiras. Foram também observados
niveis maiores de resisténcia no jil6, como previamente descrito por Lopes et al. (2015), que
sugerem o seu potencial uso como porta-enxerto. Esse resultado serve como alerta para o ndo
uso de solanaceas mesmo para areas com a presenca de isolados de R. solanacearum
(previamente raga 3/biovar 2). O fato do isolado GMI1000 (biovar 3) ndo ter causado sintomas,
pode ser explicado pela perda de viruléncia devido ao seu armazenamento por longos periodos

(Genin et al., 2005).

5. CONCLUSOES

e O isolado CNPH-RS 488, embora pertenca a raca 3/biovar 2A, normalmente associada
a cultura da batata, representa uma nova variante de isolados de R. solanacearum, com
elevada viruléncia e apresentando a capacidade de superacdo de fatores da resisténcia
em tomate;

e O isolado CNPH-RS 488 foi capaz de superar a resisténcia da linhagem ‘Hawaii 7996’
e conseguiu (em comparacdo com os demais isolados de biovar 2) induzir sintomas de
murcha mais rapidamente, tanto para o proprio ‘Hawaii 7996 como também para a
linhagem suscetivel ‘L.390’;

e Producdo de EPS e biofilme ndo apresentaram correlacdes claras com o perfil de

viruléncia mais amplo do isolado CNPH-RS 488;
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e |solados brasileiros do CER, assim como o foco desse estudo, o isolado CNPH-RS 488,
apresentaram seu crescimento inibido em meios semi-seletivos como SMART e SMSA,
indicando ndo ser adequado para o isolamento nas condicdes brasileiras;

e O perfil de antibiograma indica a possibilidade de desenvolvimento de um meio mais
eficiente combinando os antibidticos oxacilina, clindamicina e nitrofurantoina, em
associacdo com outros antibiéticos;

e Os isolados com perfil de viruléncia similares aos observados para o isolado CNPH-RS
488 além de oferecerem potenciais riscos a producao de tomate, devido a capacidade de
infectar as principais fontes de resisténcia nas duas hospedeiras, também tém
capacidade de infectar distintas plantas hospedeiras consideradas mais resistentes a raca

3/biovar 2, tais como jilo e berinjela.

6. PERSPECTIVAS
e Sequenciar o genoma completo do isolado CNPH-RS 488;
e Buscar entre os efetores possiveis respostas para a suplantacao de resisténcia;

e Realizar um estudo qualitativo da composicao do EPS do isolado CNPH-RS 488.
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CAPITULO 2

SISTEMA PARA IDENTIFICACAO DE BIOVARES VIA PCR
EMPREGANDO INICIADORES ESPECIFICOS DERIVADOS DA
ANALISE GENOMICA COMPARATIVA DE ISOLADOS DO
COMPLEXO DE ESPECIES DE Ralstonia
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Sistema para identificacao de biovares via PCR empregando iniciadores especificos derivados da
analise genémica comparativa de isolados do Complexo de Espécies de Ralstonia
RESUMO
O complexo de espécies de Ralstonia (recentemente subdividido em trés espécies, R.
solanacearum, R. pseudosolanacearum e R syzygii) apresenta grande diversidade, com variadas
subdivisbes infraespecificas, como racas, biovares, filotipos e sequevares. A classificacdo em
biovares tem se mostrado Util na selecdo de isolados para uso em sistemas de avaliacdo de
germoplasma dentro dos programas de melhoramento genético do tomateiro e de distintas
plantas hospedeiras. Atualmente as cinco biovares existentes sdo determinadas por testes em
meio de cultura. Visando agilizar e simplificar o processo, 0 objetivo desse capitulo foi
desenvolver um sistema de marcadores para cada biovar, utilizando primers especificos que
foram derivados da informacdo de sequéncia de marcadores RAPD. A estratégia de bulk
segregant analysis permitiu a identificagdo de marcadores do tipo biovar-especificos para um
conjunto de biovares presentes no Brasil. Dez isolados por biovar foram agrupados nos “bulks”
para as analises com o sistema de marcadores RAPD. Uma colecdo de 340 primers RAPD foi
utilizada e 11 mostraram polimorfismos com potencial valor diagnostico. Desses, quatro
primers que geraram marcadores estaveis foram selecionados (OP-A7, OP-118, OP-J1 e OP-
K10). A informacdo de sequéncia destes amplicons polimdrficos foi utilizada para o desenho
de seis primers do tipo SCAR (Sequence Characterized Amplified Region)(J1-B1-B, SCAR-
i18-B2A, SCAR-A7-B3, A7-B3, SCAR-K10-B3, K10-B3). Além disso, a estratégia de
subtracdo in silico associada a um conjunto de genomas completos de R. pseudosolanacearum
permitiu o desenho de primers especificos para a regido do gene polS (codificador da sorbitol
desidrogenase), que geraram marcadores exclusivos para isolados de R. pseudosolanacearum.

Esse conjunto de primers apresentou potencial para identificacdo das biovares 1 (J1-B1-B-274
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pb) e 2A (SCAR-i18-B2A). Para a biovar 2T nenhum dos primers avaliados apresentou

especificidade.

Palavras-chave: primers, iniciadores especificos, biovar, murcha bacteriana.
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A biovar-specific identification system based on PCR employing primers derived from

comparative genomic analysis of isolates from the Ralstonia species complex

ABSTRACT
The Ralstonia solanacearum species complex (recently subdivided into three species, R.
solanacearum, R. pseudosolanacearum, and R syzygii) displays a large diversity, with
infraspecific subdivisions such as races, biovars, phylotypes, and sequevars. The classification
in biovars has been useful for the selection of isolates for use in germplasm evaluation systems
within breeding programs of tomatoes and other species. Currently, the five biovars are
determined by tests on culture media, which are cumbersome and time-consuming. The
objective of this chapter was to develop a biovar-specific molecular marker system aiming to
simplify the diagnostic process. Ten isolates of each biovar were grouped in bulks for the RAPD
markers screening. A collection of 340 RAPD primers was used and 11 primers revealed
polymorphisms and therefore showed potential diagnostic value of biovars. From those, four
primers (OP-A7, OP-i18, OP-J1, OP-K10) generated stable markers and were selected for
further analyses. The information derived from sequencing a subgroup of polymorphic RAPD
amplicons was initially used to generate biovar-specific primers. The sequence information of
these polymorphic amplicons was used for the design of seven SCAR primers (J1-B1-B,
SCAR-i18-B2A, SCAR-A7-B3, A7-B3, SCAR-K10-B3, and K10-B3). In addition, an in silico
subtraction strategy using genomic information from a set of complete genome sequences of R.
pseudosolanacearum allowed the design of polS (sorbitol dehydrogenase) specific primers,
which generated specific markers for R. pseudosolanacearum isolates. The set of primers
displayed potential for identification of biovar 1 (J1-B1-B-274 pb) and biovar 2A (SCAR-i18-

B2A) isolates. However, for biovar 2T none of the evaluated primers displayed specificity.

Keywords: primers, molecular marker system, biovar, diagnostic, bacterial wilt.
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1. INTRODUCAO

O complexo de espécies de Ralstonia (CER) representa um grupo cosmopolita de
patdgenos de solo bastante diversificado e adaptado a uma ampla gama de plantas hospedeiras
(Hayward, 1994a; Fegan & Prior, 2005). A diversidade fenotipica de isolados do CER foi
inicialmente catalogada utilizando critérios de circulo de hospedeiras ou racas (Buddenhagen
et al., 1962) e bioquimicos (= biovares) (Hayward, 1964). O sistema de biovares descrimina
variantes do CER de acordo com a capacidade dos diferentes isolados de produzir gas a partir
de nitrato e de oxidar um conjunto de dissacarideos (maltose, lactose e celobiose) e de alcodis
(manitol, dulcitol e sorbitol) (Hayward, 1991; Hayward, 1994b). Em termos mundiais, seis
biovares foram identificadas até o presente momento (Horita & Tsuchiya, 2001; Wicker et al.,
2007), sendo que algumas apresentam distribuicdo cosmopolita e outras apresentam

distribuicdo geogréfica e/ou ecologica mais restrita (Hayward, 1994a; Hayward, 1994b).

O ensaio de determinacdo de biovares foi inicialmente empregado como um teste
adicional de laboratorio visando agrupar isolados de R. solanacearum (Hayward, 1994a;
Hayward, 1994b). Embora de execucédo laboratorial demorada, onerosa e trabalhosa, o sistema
de classificacdo de biovares tem se mostrado muito informativo no ponto de vista pratico,
revelando associagdes com caracteristicas peculiares dos diferentes isolados, tais como padrdes
de proteinas de membrana, nichos ecoldgicos, gama de plantas hospedeiras e distribuicdo
geogréfica (Dristig & Dianese, 1990; Prior et al., 1990; Hayward, 1994b; Lopes et al., 1994;

Netto et al., 2003).

No Brasil, o sistema de classificacdo de biovares tem se mostrado igualmente
informativo, revelando interessantes correlacdes/associacBes com aspectos ecoldgicos, gama
de plantas hospedeiras e perfil de viruléncia. Por exemplo, isolados de raca 1/biovar 1
apresentam maior incidéncia e severidade em tomateiro (Solanum lycopersicum L.) (Takatsu &

Lopes, 1997), além disso, isolados da biovar 1 tém a maior gama de hospedeiras entre todas as
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seis biovares caracterizadas (Norman et al., 2009). Outra caracteristica dos isolados da raca
1/biovar 1 é o fato de eles englobarem, de maneira majoritéria, o grupo de isolados nativos dos

solos do ‘Cerrado’ brasileiro (Lopes, 2005).

Por sua vez, os isolados da raga 3/biovar 2A estdo associados a capacidade de causar
murcha em temperaturas mais amenas (25°C) quando comparados com isolados da biovar 2T,
que predominam em regides mais quentes (Lopes, 2005). As gamas de hospedeiras de isolados
das biovares 2A e 2T também divergem. Isolados da biovar 2T tém sido obtidos de berinjela e
de eucalipto que, no entanto, ndo sdo hospedeiras comumente infectadas por isolados da biovar
2A (Marques et al., 2012; Santana et al., 2012). A biovar 2A tem sido empregada como o
principal do agente de bioterrorismo, tendo diversos marcadores moleculares disponiveis para
identificacdo desses isolados (Fegan et al., 1998; Stulberg et al., 2015). Isolados da biovar 2T
foram registrados pela primeira vez fora do seu provavel centro de origem (Brasil), sendo

relatado no Ird (Nouri et al., 2009)

Isolados da raca 1/biovar 3 (atualmente R. pseudosolanacearum) apresentam maior
viruléncia em espécies do género Capsicum (Lopes & Boiteux, 2004). Além disso, resultados
recentes indicam que, em condi¢des experimentais, acessos de cafeeiro (Coffea arabica L.) sdo
afetados por isolados da biovar 3, mas ndo por isolados da biovar 1 (Lopes et al., 2015). A
biovar 3, no Brasil, representa uma introducéo de um filotipo exotico (filotipo 1), uma vez que
isolados dessa biovar tém como provavel origem geografica o continente asiatico. Somado a
IS0, a baixa diversidade detectada nos isolados de biovar 3 obtidos no Brasil, indica uma

introducdo relativamente recente desta variante do patdgeno no pais (Santiago et al., 2016).

A ocorréncia de isolados da biovar 4 (R. pseudosolanacearum) ndo foi ainda registrada
no Brasil. I1solados dessa biovar se caracterizam por serem patogénicos ao gengibre (Zingiber

officinale Roscoe) (Hayward, 1994a). Em um levantamento realizado no Jap&do, somente
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isolados das biovares 3 e 4 foram detectados, sendo caracterizados como pertencentes ao
filotipo I (R. pseudosolanacearum). O tomateiro, a berinjela, o pimentédo, a batata, a ab6bora e
0 pepino estdo entre as principais hospedeiras de isolados da biovar 3 (Horita & Tsuchiya,
2001). Os isolados da biovar 5 sdo os principais causadores de murcha bacteriana em amoreira
e outras espécies arbéreas do género Morus (Urticales: Moraceae). Isolados dessa biovar
apresentam um perfil distinto de utilizacdo de carboidratos (He et al., 1983). Isolados de
biovares 3 e 4 também podem causar murcha em amoreira, porém apresentam importancia

secundéria quando comparados aos isolados da biovar 5 (Pan et al., 2013).

Devido a diversidade presente no CER, o sistema binario de diferenciagdo de isolados,
que persistiu sendo empregado por mais de trés décadas, tem se mostrado insuficiente para
explicar e catalogar de maneira adequada a diversidade presente em isolados do CER (Hayward,
1994a; Horita et al., 2014). Para aumentar os conhecimentos sobre a diversidade de isolados do
CER, foram propostos outros sistemas de divisdo do grupo, envolvendo a utilizacdo de
caracteristicas fenotipicas e genotipicas (Fegan & Prior, 2005). No entanto, tais sistemas com
amplas divisdes descrevem a diversidade da bactéria, sem que necessariamente apresentem

utilidades praticas para outros temas de pesquisa, como, por exemplo, o do controle de doencas.

A determina¢ao dos chamados ‘filotipos’ representa um dos novos critérios de
classificacdo do CER ao nivel infraespecifico. Esse sistema incorpora as informacdes derivadas
de marcadores moleculares obtidos por meio de um conjunto de iniciadores em PCR multiplex
que amplificam a regido intergénica 16S-23S ribossomal (Seal et al., 1993; Fegan & Prior,
2005). Esse sistema, em combinacdo com a informacdo obtida de sequéncias do gene
codificador da endoglucanase (egl) e de um segmento do gene que codifica a proteina de reparo
de DNA (MutS), permitiu, até o presente momento, a definicdo de 57 variantes, denominadas
de ‘sequevares’ (Fegan & Prior, 2005). No entanto, Wicker et al. (2012) ressaltam uma

importante limitacdo do atual sistema de determinacéo de filotipos e apontam a necessidade de
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empregar outros genes visando uma caracterizacdo mais adequada dos isolados. Um dos
principais argumentos é o fato de que gene codificador da endoglucanase apresenta taxas de
recombinacdo mais altas que outros genes [por exemplo os do tipo housekeeping tais como o
hrp (hipersenstive response and pathogenesis)] o que dificulta seu emprego em estudos de

diversidade e de inferéncias filogenéticas (Wicker et al., 2012).

O sistema de marcadores RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) apresenta uma
série de vantagens para estudos de diversidade genética que incluem simplicidade de execucédo
e reduzido aporte tecnoldgico. Além disso, esse sistema ndo necessita de conhecimento prévio
da sequéncia ou do genoma em estudo (Williams et al., 1990). O sistema de marcadores RAPD
foi previamente utilizado em estudos de diversidade do CER gerando os marcadores especificos
para isolados da raca 3/biovar 2 (Opina et al., 1997). No entanto, foram relatados casos de
inespecificidade, com amplificacdes também observadas em um subgrupo de isolados de R.
syzygii e de Blood disease (Opina et al., 1997). O sistema RAPD se mostrou uma ferramenta
bastante util em estudos de diversidade de populacdes de isolados de R. solanacearum obtidos
em tomateiro em Taiwan quando comparado ao tradicional sistema REP-PCR (Jaunet & Wang,
1999). Em outro estudo, Lee & Wang (2000) desenvolveram primers para deteccdo de isolados
do CER em solo a partir da informacdo obtida apds clonagem e analise de sequéncia de

amplicons RAPD.

A instabilidade do perfil de amplicons é um dos problemas associados com o sistema
RAPD. Para minimizar esse problema, o desenho de primers especificos a partir da informacéo
de sequéncia de amplicons RAPD tem sido empregado (Paran & Michelmore, 1993). Esta
estratégia gera uma nova classe de marcadores denominados de SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region). As principais etapas no desenvolvimento de um marcador do
tipo SCAR envolvem a identificacdo de um iniciador que confere polimorfismo entre genotipos

contrastantes para uma dada caracteristica de interesse, seguido do isolamento e da clonagem
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do amplicon polimérfico em um vetor bacteriano (plasmideo). O fragmento polimorfico é entéo
caracterizado via sequenciamento. Na etapa seguinte, iniciadores de tamanho maiores (entre 16
e 24 pares de bases), que incluem os decameros usados no sistema RAPD, séo sintetizados e
posteriormente validados para confirmar a manutencdo dos polimorfismos (Paran &
Michelmore, 1993). A estratégia de SCAR tem sido empregada para gerar marcadores Uteis
para estimar diversidade genética de fitopatdgenos bacterianos (Lim et al., 2009), incluindo
isolados indianos do CER (Gund et al., 2011; Gund et al., 2013). No entanto, de acordo com o
nosso conhecimento, essa estratégia ndo foi ainda empregada para desenvolver marcadores

ligados a determinacéo das diferentes biovares do CER.

Uma estratégia, denominada de bulked segregant analysis (BSA), tem sido empregada
para intensificar a identificacdo de polimorfismos entre grupos de genotipos contrastantes
(Michelmore et al., 1991). Nessa estratégia, sdo criados grupos (bulks) de genotipos que
compartilham um determinado fendtipo e que sdo entdo analisados geneticamente por meio de
diferentes sistemas de marcadores. O emprego da estratégia de BSA foi indicado para aumentar
a escala do processo de identificacdo polimorfismos e de potenciais marcadores moleculares,
uma vez que a genotipagem de um grande nimero de amostras individuais tem um maior custo

e demanda um tempo maior de execucdo (Quarrie et al., 1999).

A metodologia BSA € frequentemente utilizada no melhoramento genético para
identificar marcadores associados com fenotipos contrastantes (Xu et al., 2016), incluindo
fatores de resisténcia a R. solanacearum em diversas hospedeiras [para revisdo ver Huet
(2014)]. Na caracterizacdo de microrganismos, a estratégia de BSA tem sido utilizada com
sucesso na levedura Saccharomyces cerevisiae em combinag¢do com sequenciamento em larga
escala (Wenger et al., 2010). No entanto, a estratégia BSA ainda ndo foi empregada para

identificar marcadores moleculares associados com as hiovares do CER.
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A recente disponibilidade de genomas completos de isolados do CER tem permitido o
alinhamento in silico de diferentes isolados e a identificacdo de regides polimorficas com
potencial utilizacdo em sistemas de marcadores para distinguir diferentes fen6tipos ou grupos
taxondmicos dentro da espécie. A comparacdo dos genomas dos isolados GMI1000 (raca
1/biovar 3) e UW551 (raca 3/biovar 2) revelou uma regido de 22 Kb que distingue biovares 3 e
4 das biovares 1 e 2 (Gabriel et al., 2006). A estratégia denominada de subtracdo in silico foi
também utilizada por Stulberg et al. (2015) resultando em um conjunto de primers especificos
para 0 CER, nomeados de RsSC, e outros especificos para o agente de bioterrorismo, raca
3/biovar 2A (RsSA) e que também consegue amplificar segmentos gendmicos de alguns

isolados 2T (sequevar 2).

Diante da utilidade pratica do sistema de caracterizacdo de biovares no estudo da
diversidade de isolados do CER, existe a demanda por um teste mais rapido e preciso na
determinacgdo destas variantes bacterianas. Neste contexto, o presente trabalho buscou associar
marcadores moleculares com quatro diferentes biovares de ocorréncia no territorio brasileiro,
utilizando a técnica de BSA combinada com o uso do sistema de marcadores RAPD, sendo 0s
amplicons polimdérficos posteriormente convertidos em marcadores do tipo SCAR. Foram
também desenvolvidos primers especificos gerados por analise via subtracdo in silico dos
genomas alinhados das distintas biovares atualmente disponiveis no GenBank e em outras bases
de dados. Genes com potencial envolvimento em enzimas associadas com os testes bioquimicos

de distinguem as diferentes biovares foram utilizados como alvos iniciais nesta analise.

1.1. Objetivo Geral
Diante da utilidade do sistema de caracterizacdo de biovares no estudo da diversidade do
CER, existe a demanda por um teste rapido e preciso na sua determinacdo. Desta forma, o

presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um sistema molecular para
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identificacdo de biovares usando primers especificos para cada uma das quatro biovares

presentes no Brasil (1, 2A, 2T e 3).

1.2. Objetivos especificos
1. Empregar a combinagdo do sistema de marcadores RAPD e a estratégia de Bulked
segregant analysis (BSA) para buscar polimorfismos entre pools genémicos compostos por
isolados representativos da diversidade presente em cada uma das quatro biovares do CER
relatadas no Brasil (1, 2A, 2T e 3);
2. Sequenciar amplicons gerados pelo sistema de marcadores RAPD que se mostraram
polimdrficos e/ou exclusivos nas populacdes de cada biovar visando o desenvolvimento de
marcadores do tipo SCAR;
3. Analisar a informacdo genética/gendmica disponivel para um conjunto de genes com
potencial envolvimento em enzimas associadas com o0s testes bioquimicos que distinguem as
diferentes biovares do CER, visando empregar essa informacdo no desenvolvimento de
marcadores para distingdo destes variantes bioquimicos;
4. Desenvolver um conjunto de primers especificos gerados pela combinacao de analises
obtidas via sistemas de marcadores moleculares e subtracdo in silico dos genomas alinhados
das diversas biovares do CER disponiveis no GenBank e em outras bases de dados;
5. Desenvolver e validar esse conjunto de primers dentro de sistemas robustos de
identificacdo da diferentes biovares do CER via PCR.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Selecdo dos isolados para estabelecimento de bulks contrastantes para as
diferentes biovares

No estabelecimento de bulks contrastantes, dez isolados de cada uma das biovares
presentes no Brasil (1, 2A, 2T e 3) foram selecionados da colecdo de isolados do CER da

Embrapa Hortalicas. Originalmente armazenados em tubos de criogenia de 5 mL com agua
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mineral, armazenados em temperatura ambiente. Visando englobar de maneira mais ampla a
diversidade presente no Brasil, os isolados de cada biovar foram selecionados de distintos locais
de coleta e de distintas plantas hospedeiras (Figura 7). Os isolados selecionados foram
cultivados em meio CPG (Kelman, 1954), mantidos em camara de crescimento por 48 horas a
28°C. Colbnias tipicas foram entdo repicadas. Ap6s mais 48 horas nas mesmas condi¢des, as
placas foram raspadas e centrifugadas em microtubos de 2 mL e congeladas com agua Milli-Q
até o momento da extracdo de DNA. A extracdo de DNA seguiu o protocolo de Mahuku (2004)
com modificacdes. As colbnias descongeladas foram centrifugadas por 15 min a 10000 rpm
para o descarte da agua e, em seguida foi adicionado 200 uL de Tris EDTA (Tris 10 mM, EDTA
1 mM), 30 pL de SDS (20%) e 10 uL de Proteinase K (0,02 g/mL), com homogeneizagéo por
meio de um vortex e 40 min em banho maria. Foram adicionados 250 L de acetato de amdnio
7,5 M, com nova homogeneizagdo vortex e manutencdo a -20°C por 10 min. A suspenséo foi
centrifugada por 20 min a 13000 rpm e o0 sobrenadante (~ 400 pL) foi transferido para um novo
tubo. O mesmo volume de isopropanol foi adicionado e o tubo foi incubado a -20°C por 1 a 2
horas. Em seguida, a preparacao foi centrifugada por 20 minutos a 13000 rpm e o sobrenadante
descartado. O pellet foi entdo lavado com 800 L de etanol 70%. Apos descarte do etanol, o

pellet foi seco e posteriormente hidratado com agua Milli-Q e armazenado a -20°C.
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Isolado  Hospedeira Local Estado Ano

RS 433 Batata Santa Juliana MG 2010
RS 436 Tomate Seabra-BA BA 2011
RS 450 Batata Guarapuava PR 2011
; RS 460 Tomate Borrazopolis PR 2011
< RS501 Tomate Ubiapina CE 2012
L N 3 RS517 Tomate CNPH DF 2013
T ? &\ @ RS518 Tomate Alexania GO 2013
= v s \, . .
= N "\\ Y RS 533 Tomate Marilandia ES 2013
- ’5 — Yoo RS536 Tomate  Taguara DF 2013
3 O S mh’\d K60  Tomate EUA 1954
i T ;’i — RS12 Batata Itapetininga SP 1987
/ s/ / S e RS23 Batata Ibicoara BA 1988
o / e o i P RS 26 Batata Castro PR 1988
f / 2y 8L fe, ) S Rs420 B Amd MG 2010
e _ g\ ¢, ~ ¢ to7,of § RS461 Batata Ibicoara BA 2011
N . 7 e . AR o f‘ﬁk ,7" 2 RS488 Tomate Grandes Rios PR 2012
—{_ &7 ! — Yo > @ RS4% Bama  Awd MG 2012
o b ? { & . S RS506 Berinjela  Ubajara CE 2012
“*--\__xf Yot . RS534 Tomate Cristalina GO 2013
3 rj F;l Tl / RS 537 Batata Itapetininga SP 2013
L ~ :}i ‘~—~> ,j’ RS 44 Batata PAD-DF DF 1989
N i i ”(; ) RS 59 Batata Cgstro PR 1990
' R £ - RS 66 Bati.ilfi Iblcoara. BA 1990
{ Zﬁ o Iy ~  RS71 Berinjela Brazlandia DF 1990
) / % e % RS77 Berinela  CNPH DF 1991
N e W 3 RS94 Batata Pirai do Sul PR 1992
L \‘f - '\_ ././.r ¢ m RS478 Geranio Vargem Grande Paulista SP 2002
! v RS 481 Eucalipto  Alexania GO 2009
“‘«Hr“"‘i RS482 Eucalipto  Alexania GO 2009
e L\\ Ji RS 546 Tomate Ipuiuna MG 2014
e ? RS 18 Tomate Manaus AM 1987
&‘\V\ /,-" RS 355 Jilo Colmeia TO 2008
~ RS 380 Pimentio Camocin de sao Felix PE 2008
¢/ © RS383 Pimenta Rio Branco AC 2009
< RS391 Tomate Rio Branco AC 2009
8 RS 474 Tomate Dom Pedro MA 2011
m RS507 Berinjela Ubajara CE 2012
RS 508 Tomate Utinga BA 2013
GMI1000 Tomate Guyana Francesa - 1978
UW363 Tomate China - 1980

Figura 7. Distribuicdo dos isolados brasileiros do complexo de espécies de Ralstonia que
formaram os bulks contrastantes para as biovares 1, 2A, 2T e 3. Os triangulos verdes indicam
os locais de coleta dos isolados da biovar 1, quadrados vermelhos da biovar 2A, quadrados
azuis da biovar 2T e circulos pretos indicam isolados da biovar 3. Lista da classificacdo de
biovar, hospedeira original, local e ano de isolamento do conjunto de isolados do complexo de
espécies de Ralstonia utilizado no estabelecimento dos bulks contrastantes para as distintas

biovares e que foram analisados via Bulked segregant analysis (BSA).
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2.2. Uso do sistema de marcadores RAPD

Para o estabelecimento dos bulks, o DNA genémico de dez isolados de cada biovar foi
quantificado, utilizando o espectrofotdmetro  NanoDrop® Lite  (NanoDrop Lite
Spectrophotometer, The Thermo Scientific, Wilmington-DE, EUA) e diluido até a
concentragdo de 100 ng/pL. Volumes de 100 pL de DNA de cada isolado foram adicionados
em um microtubo de 1,5 mL e vortexados brevemente. Os quatro bulks de isolados das biovares
contrastantes foram avaliados com 340 primers RAPD (série Operon OPA-01 até OPZ-20,
Operon Technologies, Alameda, Califérnia, EUA). A reacdo foi composta de 1 pL. de DNA
gendmico (100 ng/uL), 1,25 uL de tampéo 10X (100 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, pH 8.3), 0,6
uL de MgCl> (50 mM), 0,5 uL. de dNTPs (2,5 mM cada), 0,2 uLL de Tag DNA polimerase
(5u/uL), 2 uL de primer, 6,95 uL. de H2O Milli-Q com volume total de 12,5 uL. As reagdes de
amplificacio foram efetuadas em um termociclador Veriti® Thermal Cycler. O programa
utilizado para a amplificacdo dos fragmentos foi de um ciclo de 94°C por 2 minutos, seguido
de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, para desnaturacao, 36°C por 1 minuto para anelamento,
e 72°C por 2 minutos para extensdo, o ciclo final constituiu-se de 68°C por 10 minutos. Os
produtos da PCR foram analisados em géis de agarose (1,5%) corados com brometo de etidio
e visualizados sob luz ultravioleta, utilizando-se o0 marcador 1 Kb Plus DNA Ladder®
(Invitrogen) para a analise dos produtos. Apés a selecdo dos primers RAPD que apresentaram
padrdes de amplicons polimoérficos, a reacdo foi repetida, dessa vez, com bulks abertos, ou seja,
0 DNA de cada isolado foi avaliado individualmente para cada primer RAPD, visando validar
0s marcadores obtidos. Para essa avaliagdo via RAPD, foi usado o mesmo protocolo descrito
anteriormente. Os amplicons que se mostraram estaveis, isto €, confirmaram o resultado
anterior dos bulks, foram cortados do gel de agarose usando um bisturi, transferidos para

microtubos de 1,5 mL e purificados com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System®. A
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purificacdo foi quantificada em um espectrofotdmetro NanoDrop® Lite e preparados para a

clonagem.

2.3. Clonagem e Sequenciamento

Para a clonagem dos amplicons foi usado o protocolo do TOPO TA Cloning Kit
(Invitrogen). A ligacéo foi feita adicionando a microtubos: 1 pL do vetor TOPO (10 ng)1 pL
de solugdo salina; 3 pL de &gua Milli-Q e 1 uL do produto de PCR (=30 ng), com volume total
de 6 uL de ligagdo. As reacdes foram incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente. Apos
esse periodo foram adicionados 2 pL da reacdo de ligacdo em cada tubo de célula competente
E. coli (Mach1-T1), incubando-os em gelo por 10 minutos. O choque térmico foi dado retirando
0S tubos do gelo e colocando em banho-maria a exatamente 42°C por 30 segundos.
Imediatamente os tubos foram retirados e acondicionados em gelo por 2 minutos. Foram
adicionados 250 uL de meio SOC e as transformacg6es foram incubadas durante 1 hora a 37°C,
com agitacdo dos tubos em mesa agitadora orbital a 200 rpm. Um volume de 100 uL de cada
suspensdo de bactérias foi distribuido em placas de Petri contendo meio LB + ampicilina (50
pg/mL). As placas foram incubadas em estufa a 37°C overnight. A confirmacéo e selecdo das
bactérias transformadas foram feitas via PCR com anelamento a 37°C usando os primers
universais do vetor M13 Forward (5°CGC-CAG-GGT-TTT-CCC-AGT-CAC-GAC3’) e
Reverse (5’TCA-CAC-AGG-AAA-CAG-CTA-TGA-C3’). As bactérias apresentando o0s
fragmentos do tamanho esperado tiveram as reacdes de PCR purificadas para o posterior
sequenciamento. Os fragmentos foram sequenciados em um sequenciador ABI PRISM 3100
da Embrapa Hortalicas, utilizando o Kit ABI Prism BigDye version 3.1 (Applied Biosystems

do Brasil) e os iniciadores universais de sintese do vetor M13 (M13 “reverse” e “forward”).
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2.4. Anélise de sequéncias dos amplicons RAPD polimdrficos e desenho de primers
SCARs

Os segmentos sequenciados correspondentes aos amplicons RAPDs foram utilizados para
0 desenho de primers SCARs de 15 a 20 pares de bases. Esses primers que consistiram da
sequéncia do proprio primer RAPD original mais um segmento de bases internas ao primer
(Paran & Michelmore, 1993). Primers do tipo SCAR foram desenhados usando as informacgdes
de sequéncia amplicons RAPD polimorficos. Nessa analise foi também considerada a posi¢cdo
do fragmento RAPD sequenciado no genoma de R. solanacearum e o alinhamento das varias
biovares. Desta forma, primers internos a regido de anelamento também foram desenhados
quando observados polimorfismos internos entre biovares. Estes primers internos foram

combinados entre si e também com os SCARS.

2.5. Andlise de sequéncia, identificacao de regides com identidade e localizacéo fisica
dos marcadores RAPD e SCAR polimérficos

Trinta e quatro (34) genomas de R. solanacearum foram extraidos da base de dados do
GenBank e as biovares e filotipos correspondentes foram buscados na literatura (Tabela 7).
Segmentos gendmicos correspondentes aos RAPDs clonados e sequenciados foram
identificados em um alinhamento com o0s 34 genomas disponiveis do CER. As sequéncias
resultantes dos primers “forward” e “reverse” obtidas via sequenciamento foram montadas para
formar um contig. Correcdes foram realizadas visualmente considerando a informacdo do
eletroferograma com o auxilio do programa Geneious R8 (Kearse et al., 2012) e confirmadas
guanto sua etiologia pelo BLAST (Madden et al., 1996). A anélise de polimorfismos foi feita
visualmente nas sequéncias alinhadas, buscando regides exclusivas para uma determinada
biovar, com potencial para serem usadas como marcador informativo para distinguir as

diferentes biovares.
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Tabela 7. Lista dos isolados do complexo de espécies de Ralstonia com genomas completos
disponiveis na base de dados do GenBank e EMBL que foram utilizados em analises via

subtracdo in silico em busca de regides exclusivas para as diferentes biovares.

Biovar

Hospedeira

Tomate China

=

N B P

NN

Filotipo/

sequevar
FJAT-1458-avir 1 -
FJAT-91 1
FQY_4 I
Rs-09-161 |
Rs-10-244 |
Y45 |
SD54 1-16
GMI11000 1-18
NCPPB282 11-2
23-10BR 11-27
P673 11-4
B50 I1A-24
IBSBF1900 11A-24
CFBP2957 11A-36
Grenada 9-1 1HA-6
uwisl IHA-6
K60T IHA-7
CFIA906 1B
CFBP3858 11B-1
IPO1609 11B-1
NCPPB909 11B-1
POPS2 11B-1
RS2 11B-1
UYO031 11B-1
CFBP1416 11B-3
CIP417 11B-3
MolK2 11B-3

Assintomatico
Tomate
Solo

Berinjela

Pimenta

Fumo
Gengibre

Tomate
Batata

Batata

Epipremnum
aureum

Banana
Banana
Tomate

Banana
Banana da Terra
Tomate

Batata
Batata

Batata
Batata

Banana da Terra
Banana
Banana

China
China

india

india

China
China

Guiana
Francesa

Coldmbia

Brasil
Estados Unidos

Brasil
Brasil

Antilhas
Francesas

Granada
Venezuela
Estados Unidos

Holanda
Holanda

Egito

China
Bolivia
Uruguai

Costa Rica
Filipinas
Filipinas

GenBank: AHIX00000000.1

GenBank: AHI'Y00000000
GenBank: CP004012, CP004013

GenBank: NZ_CM002757.1,
NZ_CM002758.1

GenBank: NZ_CMO002755.1,
NZ_CM002756.1

GenBank: AFWL00000000
GenBank: ASQR00000000.2

GenBank:
NC_003296

GenBank: JQSH00000000.1

NC_003295,

GenBank: JQOI100000000.1
GenBank: JALO01000000

EMBL: PRIEB7421
EMBL: PRIEB8309
EMBL: FP885897, FP885907

EMBL: PRIEB7428
EMBL: PRJEB8309
EMBL: CAGT01000001
GenBank: JNVP00000000.3

EMBL: PRJEB8309
GenBank: CU914168, CU914166

GenBank: JNGD00000000.1

GenBank: JQSI00000000.1
EMBL: PRIEB8309

GenBank: NZ_CP012687.1,
NZ_CP012688.1

EMBL: PRIEB7434
EMBL: PRIEB7427
GenBank: CAHW01000040
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CFBP6783 11B-4 1 Heliconia Antilhas EMBL: PRIEB7432
Francesas

IBSBF1503 11B-4 1 Pepino Brasil EMBL: PRIEB7433

Po82 11B-4 1 Batata México GenBank: CP002819, CP002820
UW163 11B-4 1 Banana da Terra Peru EMBL: PRIEB7430

CFBP7014 11B-59 1 Antlrio Trinidad EMBL: PRIEB8309

CMR15 i 1 Tomate Camardes EMBL: FP885895, FP885896
PSI07 v 2 Tomate Indonésia EMBL: FP885906, FP885891

(132

sem informacao.

2.6. Desenvolvimento de primers especificos para o gene codificador da sorbitol
desidrogenase (um dos genes candidatos em associagdo com o perfil de biovares)

Primers foram gerados via subtracdo in silico dos genomas alinhados das diversas
biovares disponiveis no GenBank e em outras bases de dados. Para a sintese do par de primers
Sorb-B3, foram usadas as sequéncias do gene codificador da sorbitol desidrogenase dos
genomas de R. pseudosolanacearum (biovar 3) disponiveis (Tabela 7). As diferentes
sequéncias obtidas foram alinhadas e os primers foram desenhados pelo plugin Primer3
(Untergasser et al., 2012) e pelo programa PrimerSelect (Lasergene, Madison, WI). Na sintese
dos primers, foram levadas em consideracao as regides comuns (conservadas) nas diferentes
variantes do gene codificador da sorbitol desidrogenase bem como os critérios de contetdo de

GC, tamanho, compatibilidade entre pares de primers e auséncia de auto-anelamento.

2.7. Avaliacdo dos primers em gradientes de temperaturas de anelamento

Os primers sintetizados foram testados em gradiente com as temperaturas de 60°C, 62°C,
64°C, 66°C, 68°C e 70°C. O programa de amplificacdo consistiu de um ciclo de 94°C por 5
minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, para desnaturacdo, gradiente (60°C -
70°C) por 30 segundos para anelamento, e 72°C por 45 segundos para extensdo, com extensdo

final de 72°C por 6 minutos.
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3. RESULTADOS

3.1. Estabelecimento dos Bulks de isolados contrastantes para cada biovar

Né&o participaram dos bulks isolados das biovares 4 e 5 (ragas 4 e 5), uma vez que ainda
ndo foram reportados no Brasil. A auséncia de uma distribuicdo geogréfica ampla de isolados
de biovar 2A e 3, ndo permitiu uma diversificagdo muito grande durante a formacao dos bulks,
em especial dos isolados de biovar 2A, que ocorrem em locais de clima mais ameno e

majoritariamente em batata.

3.2. Uso do sistema de marcadores RAPD

Foram identificados 11 primers que geraram padrdes de fragmentos polimorficos entre
isolados das quatro biovares (Tabela 8). Esses primers foram empregados em estudos
posteriores buscando o desenvolvimento de primers especificos (Figura 8). Os primers OP-
118, OP-J1, OP-O1, OP-K10 se mostraram polimdrficos para a biovar 1; os primers OP-A7,
OP-A15, OP-C20, OP-118 e OP-J1 mostraram amplicons exclusivos para isolados da biovar
2A; primers OP-118, OP-J1 e OP-O1 para isolados da biovar 2T; e os primers OP-A7, OP-
Al10, OP-B10, OP-G11, OP-13, OP-J1 e OP-K10 para isolados da biovar 3. Os amplicons

apresentaram tamanhos variados e foram selecionados aqueles em um intervalo até 1700 pb.

Tabela 8. Lista das biovares e os respectivos primers RAPD com polimorfismos entre as

biovares do complexo de espécies de Ralstonia.

Biovar 1 Biovar 2A  Biovar 2T Biovar 3

OP-118 OP-A7 OP-118 OP-A7
OP-J1 OP-A15 OP-J1 OP-A10
OP-O1 OP-C20 OP-O1 OP-B10
OP-K10 OP-118 OP-G11
OP-J1 OP-I3

OP-J1

OP-K10
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2

3AT3AT3 T 3

Figura 8. Painel de géis de agarose mostrando o perfil de amplicons resultantes de ensaios de

7 A10 A15 20 G11 13 118 J
2 22 2 2
T A T

PCR com um conjunto de primers RAPD (Operon). Os cddigos dos primers empregados estao
identificados na parte superior, seguido da biovar do bulk de isolados do complexo de espécies

de Ralstonia. Em vermelho estdo destacados os amplicons polimdrficos.

Para validacdo dos polimorfismos, 0 DNA dos isolados foi amplificado individualmente
com os mesmos primers (Figura 9). Esta analise reduziu o total de primers com polimorfismos
estaveis para quatro. Para a biovar 1 foram validados os primers OP-J1 e OP-118; biovar 2A,

OP-118, OP-A7; biovar 2T, J1; biovar 3, OP-A7 e OP-K10 (Tabela 9).
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A7 Biovar 1 Biovar 2A Biovar 2T Biovar 3

Biovar 3

Biovar 2A ) Biovar 2T _______Biovar3

. -
""""' -!- :!wvw -
vy wwewew
w -

SRR

«388888 Ju» esvcavees

Figura 9. Geis de agarose apos eletroforese das reages de PCR dos 10 DNAs dos isolados do
complexo de espécies de Ralstonia que compuseram os quatro bulks das biovares 1, 2A, 2T e
3 comos primers RAPD OP-A7, OP-i18, OP-J1 e OP-K10. A — Segmento do gel de eletroforese
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da PCR com os bulks com quadrados em azul representando os amplicons exclusivos
amplificados. B — Gel de eletroforese da PCR para validagdo do amplicon verificado no

anterior.

Tabela 9. Primers RAPD utilizados por biovar estudada de isolados do complexo de espécies
de Ralstonia com seus respectivos amplicons.

Tamanho amplicon

em pares de base

Biovar/Primer (s]9)]
Biovar 1
OP-J1 1700
OP-J1 410
Biovar 2A
OP-A7 492
OP-i18 186
Biovar 2T
OP-J1 938
Biovar 3
OP-A7 232
OP-K10 253

3.3. Clonagem e sequenciamento

Apos a validacdo dos marcadores com bulks abertos, um amplicon de cada regido de
interesse foi removido do gel, purificado, clonado e sequenciado. Seis fragmentos foram
sequenciados e identificados pelo primer usado seguido da biovar, sendo entdo as sequéncias:
J1-B1-B com 410 pb, J1-B1-A com 1700 pb, A7-B2A com 492, i18-B2A com 186, J1-B2T

com 938, A7-B3 com 232, K10-B3 com 253.

3.4. Desenho de primers
Apo6s montagem e corre¢do manual das sequéncias foram buscadas regides homdlogas
nos genomas do CER (Tabela 10). Dessas regides foram desenhados um total de 25 primers

(Tabela 11) para serem avaliados.

89



Tabela 10. Lista dos pares de primers desenhados e dos amplicons sequenciados para
marcadores gerados para cada biovar do complexo de espécies de Ralstonia, com suas
respectivas caracteristicas como: genoma com maior identidade com o amplicon sequenciado
via analise com BLAST, anotacdo da regido homologa ao amplicon, porcentagem de identidade
com a regido homdloga, regido dos amplicons correspondendo ao intervalo da sequéncia em
que os primers anelam, e tamanho do amplicon. Tamanho amplicon SCARs se refere ao
tamanho do fragmento gerado pelos primers SCARs, ou seja, desenhados como uma extensao
do primer RAPD. O tamanho amplicon primers se refere ao fragmento gerado pelos primers
desenhados internamente ao segmento sequenciado.
Tamanho Tamanho

amplicon amplicon primers
SCARs (pb) (pb)

Regido dos Regiao dos

o .
Yidentidade PrimersSCARs Primers

Isocitrate dehydrogenase

ILBLA | FPEBSBT (DS o Inennice 98,4 ; 207-1685 ; 1478

J-B1-B  Fpgssgey  Phabetahydrolase CDS/ 99,0 1-408 30-302 408 273
Regiio Intergénica

AT-B2A  CPolzesg o> Cyclic adenosine 99,4 1-492 75-299 492 225
monophosphate

118-B2A  CPo126g7  MYPothetical protein - Conserved 995 1-186 33-106 186 74
membrane protein

J-B2T  Fpegsgos | culao Intergénicalputative type 90,8 1-938 - 938
111 effector protein

A7-B3  Aleagosy Putative transposase-related 99,6 1232 14-192 232 179
protein CDS / Regido intergénica

K10-B3 ALGdgosg  Propapleremnantofa 98,7 1-253 1-97 253 97

transposase gene protein CDS /

(132

sem informacao.

90



Tabela 11. Lista de primers desenhados a partir dos sequenciamentos de fragmentos RAPD
amplificados usando DNA gendmico de isolados do complexo de espécies de Ralstonia de
diferentes biovares. Os primers SCAR séo listados com o prefixo “SCAR”, os demais foram

desenhados internamente baseados em polimorfismos visualizados na subtragéo in silico.

Sequencias (5°-3’) Tamanho
AT7-B2A-F ACGTTCAAAATCCTGGTCGT 225 pb
A7-B2A-R GAGTCCTATGAACTGGCCCG
A7-B3-F GAGGAGCGCGACATCCTAAA 179 pb
A7-B3-R CAGAGGGAAGGTCAGGCTTG
i18-B2A-F CGTGTCGATTGCGGTATTCG 74 pb
i18-B2A-R CGAGCACGATTACAGTGGCT
J1-B1-B-F TGCAAGGTGGCCATTCTCAT 274 pb
J1-B1-B-R TGGGACGTTCTCGGAAATCG
J1-B1-A-F CCCGGAGTAACCTTGAAGAA 1750 pb
J1-B1-A-R CCCCGATAACCCCATCA
K10-B3-R TTCTGGCTGCGGATTCAACT 94 pb
Sorb-B3-1-F CGACCAGACGCTTCTTCTCA 541 pb
Sorb-B3-3-R CTCGTCGATTTGAAACCCGC
SCAR-AT7-B2A-F GAAACGGGTGATGGTGCATG b
SCAR-A7-B2A-R GAAACGGGTGTGAACAGAAA 491 p
SCAR-A7-B3-F GAAACGGGTGACCGAGGAGC 232 pb
SCAR-A7-B3-R GAAACGGGTGCATAACCCAG
SCAR-i18-B2A-F TGCCCAGCCTTGGCAATGGC b
SCAR-i18-B2A-R TGCCCAGCCTGAAATTAGCT 186 p
SCAR-J1-B1-B-F CCCGGCATAAAGAAACCGTA 408 pb
SCAR-J1-B1-B-R CCCGGCATAAGCATTCTTGG
SCAR-J1-B2T-F CCCGGCGTAATCTAAATGTG b
SCAR-J1-B2T-R CAGGCAAACAGTCAATCAAA 936 p
SCAR-K10-B3-F GTGCAACGTGGCAGTCTTAC 254 pb
SCAR-K10-B3-R GTGCAACGTGCGGGAGGTGG

3.5. Analise das sequéncias dos amplicons polimdrficos entre isolados contrastantes
para as diferentes biovares

A sequéncia J1-B1-A apresentou maior nimero de genomas (24) com homologia,
identificados tanto com isolados biovar 1 como 2 e 3, com identidade variando entre 93,63% e
98,4%. A regido foi fisicamente localizada dentro do DNA cromossomal, sendo identificada

parcialmente como uma copia do gene codificador de uma isocitrato desidrogenase. Esse gene
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codifica uma enzima associada com uma das principais rotas metabdlicas de producdo de

energia, reduzindo NADPH para NADP+ (Garnak & Reeves, 1979; Clark et al., 2016).

A sequéncia produzida com os pares de primers J1-B1-B apresentou homologia com o
DNA cromossomal de um isolado, CFBP2957 da biovar 1 com 99% de identidade, essa regido
cobre parcialmente o gene codificador da alpha/beta hidrolase. Este grupo de enzimas esta
estruturalmente relacionado com diversas funcGes cataliticas e cdpias destes genes sao
encontradas em todos os genomas conhecidos (Lenfant et al., 2013). Alguns dos membros dessa
familia sdo acetilcolinesterase, dielactona hidrolase, lipase, tioesterase, carboxipeptidase tipo
serina, prolina aminopeptidase, prolil  oligopeptidase, haloalcano dehalogenase,

haloperoxidase, epdxido hidrolase e hidroxinitrila liase entre outros (Holmquist, 2000).

A sequéncia obtida do amplicon A7-B2A apresentou homologia com regides do DNA
cromossomal e do megaplasmideo de 19 isolados, de diferentes biovares, com identidade
oscilando entre 77,3% e 99,39% , tendo alta identidade com isolados biovar 2A. A sequéncia

obtida do amplicon A7-B2A foi anotada como sequéncia parcial de uma fosfohidrolase.

A sequéncia i18-B2A apresentou homologia com DNA cromossomal de 27 isolados de
diferentes biovares, com identidade variando entre 63,4% e 98,4%. A regido contém um

segmento parcial de um gene codificador de uma proteina componente de membrana.

A sequéncia J1-B2T apresentou homologia com DNA cromossomal de oito isolados de
diferentes biovares, com identidade variando entre 85,99% e 97,22%. A sequéncia J1-B2T foi
identificada como contendo o segmento de um gene codificador de uma proteina da classe
serina-treonina quinase que foi previamente identificada como uma proteina efetora do tipo 11l

(Remenant et al., 2010).
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A sequéncia A7-B3 somente teve homologia com o DNA cromossomal do isolado tipo
GMI1000 com 99,14% de identidade e anotada como o segmento parcial de um gene

codificador de uma transposase (Reznikoff, 2008).

A sequéncia derivada do marcador K10-B3 teve homologia com o DNA cromossomal e
do megaplasmideo de 13 isolados, com identidade variando entre 37,39% e 98,64%, porém em

regides do genoma sem prévias e/ou detalhadas anotaces.

3.6. Avaliacédo do conjunto de primers obtidos entre isolados contrastantes para as

diferentes biovares

O desenho dos primers seguiu o descrito no tépico 2.4. Os pares de primers J1-B1-B,
SCAR-i18-B2A, SCAR-AT7-B3, A7-B3, SCAR-K10-B3, K10-B3 e Sorb-B3 apresentaram
amplicons especificos e de presenca consistente entre os dez isolados selecionados de cada
biovar. O par J1-B1-B amplificou de forma especifica em sete dos dez isolados da biovar 1
(Figura 10); o par SCAR-i18-B2A amplificou isolados da biovar 2A e também amplificou
isolados da biovar 2T e com fragmentos de amplificacdo ténues foram observados em isolados
da biovar 3. O par de primers Sorb-B3 amplificou somente isolados da biovar 3 com amplicon
de tamanho aproximado de 541 pb. Os demais primers apresentaram-se inespecificos nas
condicdes testadas. As concentracGes dos reagentes da PCR e programa do termociclador estao

descritas na Tabela 12.
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biovar 1 biovar 2A biovar 2T biovar 3

PrimerJ1-B1-B
274 pb

Primer Scar-i18-82A
186 pb

Primer Sorb-83
541pb

Figura 10. Painel de géis de eletroforese em gel de agarose com os produtos de PCR de dez
isolados de cada biovar do complexo de espécies de Ralstonia com os pares de primers J1-
B1-B, SCAR-i18-B2A e Sorb-B3, ilustrando os niveis de especificidade de cada par.

Tabela 12. Condicdes utilizadas para a PCR e programa do termociclador para uso com 0s
pares de primers J1-B1-B, SCAR-i18-B2A e Sorb-B3.

Reagentes PCR (1) Ciclos Processo Temp°C  Tempo
Agua 6.1 1X Desnaturacdo inicial 94 4 min
Tampédo Taq 1 Desnaturacédo 95 30 seg
MgCI2 0.2 30X Anelamento 64 30 seg
dNTPs 0.5 Extensdo 75 30 seg
Primer 1 0.5 1X Extensdo Final 75 6 min
Primer 2 0.5 4X Resfriamento 4 0
Taq polimerase 0.2
DNA 1
TOTAL 10

4. DISCUSSAO

Embora de execucdo laboratorial demorada, onerosa e trabalhosa, o sistema de
classificacdo de biovares tem se mostrado muito informativo no ponto de vista prético,
revelando associagcdes com caracteristicas peculiares dos diferentes isolados, tais como padrées
de proteinas de membrana, nichos ecoldgicos, gama de plantas hospedeiras e distribuicdo
geogréfica (Dristig & Dianese, 1990; Prior et al., 1990; Hayward, 1994b; Lopes et al., 1994;
Netto et al., 2003). Isolados da raca 1/biovar 3 (R. pseudosolanacearum) tém se mostrado mais
virulentos em espécies do género Capsicum (Lopes & Boiteux, 2004), ao passo que isolados de
raca 1/biovar 1 apresentam maior especificidade pelo tomateiro (Takatsu & Lopes, 1997). Os

isolados da raga 3/biovar 2A estdo associados com a capacidade de causar murcha em
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temperaturas mais amenas quando comparados com isolados da biovar 2T (Lopes, 2005). Além
disso, recentes resultados (Lopes et al., 2015) indicam que o cafeeiro (C. arabica) é afetado
apenas por isolados da biovar 3 (R. pseudosolanacearum). A classificagdo de biovares pode ser
ainda mais informativa quando acoplada com a determinacao das ragas (sensu Buddenhagen et
al., 1962), como no caso da raca 3/biovar 2, que afeta solanaceas e geranios (Williamson et al.,

2002) e de isolados da raca 4/biovar 3, que ocorrem em gengibre (Kumar et al., 2014).

Nesse cenario, a disponibilidade de um sistema de marcadores moleculares baseados em
DNA para determinagdo de biovares traria inimeras vantagens relacionadas a custo, facilidade
e escala de execucdo. Mesmo com a ampla aplicacdo pratica demonstrada pelo sistema de
biovares e o crescente nimero de genomas completos de R. solanacearum sequenciados, ainda
ndo estdo disponiveis e/ou validados métodos de detecgdo molecular de biovares derivados de

informacGes e/ou anotagdes gendmicas associadas diretamente com esse perfil bioquimico.

Visando estabelecer um robusto sistema de marcadores moleculares para identificacdo de
biovares de R. solanacearum, uma colecdo de 340 primers RAPD foi avaliada com DNA
extraido de isolados pertencentes aos quatro biovares que ocorrem no Brasil (1, 2A, 2T e 3).
Neste trabalho, foi possivel encontrar um subconjunto de 3,23% de primers capazes de gerar
amplicons polimoérficos e exclusivos para as biovares 1, 2A, 2T e 3. Esses niveis de
polimorfismo foram relativamente baixos, mas estdo potencialmente subestimados, uma vez
que foram selecionados ou incluidos no presente estudo apenas fragmentos com intervalos

arbitrarios para os tamanhos minimos e maximos dos amplicons (100 a 1000 bp).

A técnica de BSA acoplada com o sistema RAPD demonstrou ser uma técnica Util na
identificacdo de polimorfismos e validacdo de marcadores para biovar. A eficiéncia da
estratégia de BSA observada no presente estudo esta em acordo com os estudos de identificacdo

de genes associados a distintos “mating types” em Pleurotus ostreatus (Larraya et al., 2001) e
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de estudos de genes relacionados ao uso de xilose em Saccharomyces cerevisae (Wenger et al.,

2010).

A disponibilidade de genomas de referéncia completos permitiu refinar o desenho de
primers SCARs adicionando primers internos quando polimorfismos foram observados dentro
de um amplicon polimdrfico. O uso da estratégia de desenho de primers in silico e da subtracdo
in silico para biovares e ragas prevalentes no Brasil é dificultado pela inexisténcia de genomas

completos disponiveis (especialmente de isolados obtidos no territorio brasileiro).

O desenho de primers combinando a informacgédo de sequéncia dos amplicons mais a
subtracdo in silico permitiu o desenho de dois pares de primers especificos, apesar da presenca
de algumas bandas inespecificas ténues (SCAR-i18-B2 e J1-B1-B) e de um par de primers
altamente especificio (Sorb-B3). Este tltimo contou também com o fato de se tratar de um gene
alvo especifico da biovar 3. Desta forma, a subtracdo in silico mesmo diante das limitacGes
encontradas (reduzido nimero de genomas disponiveis com biovar caracterizada), demonstrou
ser uma alternativa vidvel para o desenho de primers de forma mais precisa, reduzindo

possibilidade de erros, portanto, também o0s custos.

A sequéncia que apresentou o nivel mais elevado de identidade com o fragmento obtido
com os primers J1-B1-B (J1-B1-B-F e J1-B1-B-R) foi identificada englobando um potencial
gene codificador de uma alpha/beta hidrolase. No caso do par de primers SCAR-i18-B2A
(SCAR-i18-B2A-F e SCAR-i18-B2A-R), ndo foi possivel verificar in silico o anelamento da
regido sequenciada com isolados de biovar 2T, devido a auséncia de genomas
identificados/caracterizados como sendo dessa biovar. De fato, uma fracdo consideravel dos
genomas sequenciados estad sem uma caracterizacdo apropriada, em especial para raca e biovar,
dificultando a anélise e interpretacdo dos resultados obtidos no presente trabalho. Ao contrario

dos filotipos e das sequevares, a determinacdo de biovar necessita da conservacéo de isolados
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vidveis para a conducdo dos testes (Hayward, 1994a), o que pode dificultar a confirmagdo da

potencial universalidade dos primers identificados no presente trabalho.

A especificidade para isolados da biovar 3 foi confirmada para o par de primers Sorb-B3.
Para o Unico isolado com resultados contraditorios (auséncia de amplicons especificos) foi
posteriormente confirmado que o comportamento andmalo foi ocasionado por problemas de
baixa qualidade do DNA genémico usado como molde nas reacdes iniciais de PCR. No entanto,
é importante salientar que o par de primers Sorb-B3 ndo pode ser considerado como exclusivo
da biovar 3, uma vez que o gene codificador da sorbitol desidrogenase (polS) esta também
presente em isolados de biovar 4 (Kanjanasopa et al., 2006). No entanto, para o conjunto de
isolados brasileiros empregados no presente trabalho, o par de primers Sorb-B3 mostrou uma

elevada especificidade.

A regido de 22 kb descrita por Gabriel et al. (2006) como exclusiva da biovar 3 e
provavelmente da biovar 4, mostrou elevado potencial de uso para o encontro de genes
exclusivos, como o gene da sorbitol desidrogenase. Outros genes nessa regido serdo buscados

futuramente visando a criacdo de mais marcadores associados com a biovar 3 e 4.

A andlise de sequéncia das regibes gendmicas caracterizadas no presente trabalho
indicaram polimorfismos em genes que ndo estdo, aparentemente, relacionados de maneira
direta com patogénese de patdgenos do CER. A marcante exce¢do foi o segmento genémico
obtido apds sequenciamento do amplicon gerado pelo par de primes J1-B2T, que se trata de
uma potencial proteina efetora. No entanto, a diversidade genética dessa regido nao permitiu
distinguir as diferentes biovares, utilizando marcadores do tipo SCAR convencionais ou mesmo

primers internos desenhados na regido do SCAR.

A regido A7-B3, apesar de polimorfica, € parcialmente composta por uma transposase, 0

que pode dificultar o seu uso como marcador por se tratar de uma regido que pode ter varias
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copias no genoma (Guidot et al., 2009). Em busca da identificacdo da familia a qual esse
elemento mdvel pertence, ndo foi possivel encontrar outro componente de transposon
devidamente caracterizado por meio do BLAST. A sequéncia ndo foi somente encontrada em
sequéncias brasileiras de isolados de filotipo I, como também nos genomas de referéncia
GMI1000, FQY_4, YC45 e mais outros trés genomas de filotipo 111, podendo se tratar de uma

regido de relativamente baixa instabilidade genética.

Trabalhos adicionais visando a busca por primers especificos para isolados da biovar 2T
serdo necessarios. Essa variante é nativa do Brasil e se encontra atualmente disseminada em
outras regides fora da América do Sul (Nouri et al., 2009). Ja foi observado que essa biovar
apresenta outras caracteristicas fenotipicas distintas da biovar 2A, causando doenga em locais
com temperaturas mais altas e apresentando uma gama de plantas hospedeiras mais ampla

(Lopes, 2005).

O uso de primers especificos para cada biovar seria mais pratico que o teste comum de
meio de cultura de Hayward (1964). O tempo de 14 dias (considerado o periodo ideal para a
avaliacdo das diferentes biovares em meio de cultura) impede uma analise rapida, precisa e em
larga escala. A quantidade de reagentes empregada para a confeccdo do meio também € outro
obstaculo, o custo dos reagentes e aplicacdo de seis fontes de carbono mais 0s componentes
para 0 meio basico pode ser uma limitacdo, em especial se considerar que reagentes de PCR e
termocicladores podem ser encontrados em praticamente qualquer laboratério e que seu custo
continua em queda (Harris, 1998). A velocidade e praticidade da PCR ndo foram as Unicas
vantagens. Problemas de leitura do teste de meio de cultura (quando os diferentes carboidratos
ndo alteram completamente sua cor para 0 amarelo) sdo comumente observados e representa
outro importante inconveniente do método classico de determinacdo de biovares. Nesse cenario,

0 emprego de um sistema de marcadores robusto para a identificagcdo das diferentes biovares
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representa uma importante contribuicdo de ordem pratica especialmente em estudos

envolvendo um grande nimero de isolados.

5. CONCLUSOES

o A estratégia de Bulked segregant analysis permitiu a identificacdo de marcadores
polimoérficos em isolados de diferentes biovares, mas apresentou baixos indices de efetividade
de 3,21% (ntmero de polimorfismo em bulk/nimero de polimorfismos validados);

o A técnica de sequenciamento de regifes polimaérficas reveladas pelo sistema RAPD em
combinacdo com a localizacéo fisica das sequéncias via analise de genomas in silico permitiu
a identificacdo de um conjunto de sete pares de primers informativos (J1-B1-B, SCAR-i18-
B2A, SCAR-A7-B3, A7-B3, SCAR-K10-B3, K10-B3 e 0 primer no gene candidato Sorb-B3)
para identificacdo de biovares;

o Os pares de primers J1-B1-B, SCAR-i18-B2A e Sorb-B3 apresentaram potencial
utilidade para o estabelecimento de sistemas rapidos de identificacdo/distincdo molecular de
isolados das biovares 1, 2 e 3;

o Primers capazes de gerar polimorfismos exclusivos para isolados da biovar 2T néo

foram identificados, demandando trabalhos adicionais de busca de marcadores.

6. PERSPECTIVAS
e Buscar novos fragmentos polimdrficos com potencial para desenho de novos primers;
e Continuar o levantamento de caracteristicas de isolados com genomas completos
sequenciados;

e Desenvolver marcadores especificos para as biovares 1, 2A e 2T.
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CAPITULO 3

BUSCA POR FONTES DE RESISTENCIA A ISOLADOS DE Ralstonia
solanacearum DIVERGENTES EM RELACAO A CAPACIDADE DE
INFECTAR A LINHAGEM Solanum lycopersicum ‘HAWAII 7996’
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Busca por fontes de resisténcia a isolados de Ralstonia solanacearum divergentes em relacéo a

capacidade de infectar a linhagem Solanum lycopersicum ‘Hawaii 7996’

RESUMO
O controle da murcha bacteriana do tomateiro causada pelo complexo de espécies de Ralstonia
pode ser feito com o uso de cultivares resistentes. No entanto, a existéncia de isolados capazes
de suplantar a resisténcia da linhagem ‘Hawaii 7996’ ressalta a necessidade de antecipar acoes
de pesquisa nos programas de melhoramento visando buscar por novas fontes de resisténcia
para esses isolados considerados atipicos. O objetivo deste capitulo foi avaliar uma colecéo de
genotipos de tomateiro silvestre da espécie Solanum peruvianum visando identificar fontes
resisténcia a dois isolados contrastantes quanto a capacidade de suplantar a resisténcia da
linhagem ‘Hawaii 7996°. Foram empregados os isolados R. solanacearum CNPH-RS 488 (da
raca 3/biovar 2A, que foi reportado suplantando a resisténcia de ‘Hawaii 7996’ no Estado do
Parana) e ao isolado R. solanacearum CNPH-RS 489 (da ra¢a 1/biovar 1 para o qual a linhagem
‘Hawaii 7996’ se mostra resistente). As respostas dos 75 genotipos de S. peruvianum foram
comparadas aos controles resistente (‘Hawaii 7996°) e a suscetivel (linhagem ‘L390”). Em uma
inoculag&o por aspersdo do torrdo da plantula com suspenséo bacteriana na concentragéo a 10’
ufc/mL foi possivel observar, em trés dias apds a inoculacdo, o aparecimento de plantas
murchas da linhagem suscetivel ‘L390°. A diferenca entre respostas dos genétipos de S.
peruvianum para os dois isolados empregados no presente estudo ressaltam um possivel
envolvimento de diferentes mecanismos de resisténcia. Para o isolado CNPH-RS 488, 16
acessos foram promissores, contra 31 para o isolado CNPH-RS 489. Somente sete acessos
(‘CNPH 201°, ‘CNPH 864°, ‘CNPH 938’, ‘CNPH 940°, ‘CNPH 1035°, ‘CNPH 1194’ ¢ ‘CNPH

1382’) apresentaram resisténcia simultdnea para os dois isolados.

Palavras-chave: germoplasma, murcha bacteriana e Solanum peruvianum.
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Search for sources of resistance to Ralstonia solanacearum isolates that display

contrasting abilities to infect the Solanum lycopersicum ‘Hawaii 7996’

ABSTRACT
The control of the bacterial wilt of tomatoes (caused by Ralstonia species complex) can be
accomplished by the use of resistant cultivars and root-stocks. However, the detection of
‘Hawaii 7996 resistance-breaking isolates highlights the need for preemptive breeding
programs, focusing on the search of new resistance sources of resistance for this kind of atypical
isolate. The objective of this chapter was to search for new sources of bacterial wilt disease
resistance within Solanum peruvianum accessions. Two contrasting isolates were employed: R.
solanacearum CNPH-RS 488 (race 3/ biovar 2A isolate reported causing severe wilt symptons
in ‘Hawaii 7996’-derived material in Parana State, Brazil) and one standard, non-resistance
breaking isolate R. solanacearum CNPH-RS, 489 (race 1/biovar 1). The reactions of 75 S.
peruvianum accessions were compared to the inbred lines ‘Hawaii 7996’ (resistant standard)
and ‘L390° (susceptible standard). The inoculation was carried out by spraying inoculum
directly to the plant root system with a bacterial suspension adjusted to 107 cfu/mL. Symptoms
on the susceptible control (‘L390’) start appearing three days after inoculation. The clear-cut
differences in the response among S. peruvianum accessions for both isolates indicated the
potential presence of distinct resistance mechanisms. Sixteen accessions displayed promising
resistant reaction to the isolate CNPH-RS 488 and 31 to the CNPH-RS 489 isolate. Only seven
(‘CNPH 201°, ‘CNPH 864°, ‘CNPH 938’, ‘CNPH 940°, ‘CNPH 1035°, ‘CNPH 1194°, and

‘CNPH 1382’) out of the 75 S. peruvianum accessions showed resistance to both isolates.

Keywords: bacterial wilt, germplasm and Solanum peruvianum.
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1. INTRODUCAO

1.1. O complexo de espécies de Ralstonia, agente causal da murcha bacteriana do
tomateiro.

O complexo de espécies de Ralstonia (CER) (agente causal da murcha bacteriana) é um
dos principais grupos de fitopatdgenos do mundo, afetando mais de 200 espécies de plantas em
50 familias botéanicas (Genin & Denny, 2012). No Brasil, a murcha bacteriana é considerada
um dos principais problemas sanitérios do cultivo do tomateiro e outras solanaceas em
condi¢des de cultivo protegido e é o principal fator limitante para produgdo de tomate na regido

amazonica (Lopes, 2015).

Originalmente o CER foi classificado em ragas (Buddenhagen et al., 1962), biovares
(Hayward, 1964), filotipos e sequevares (Fegan & Prior, 2005). Essa extensa variabilidade
indicava que esse grupo de patdgenos era composto por um complexo de espécies. De fato,
tratamentos taxondmicos mais recentes (levando em consideracdo técnicas gendmicas e
protedmicas) resultaram na divisdo do taxon em trés especies distintas: Ralstonia
solanacearum, R. pseudosolanacearum e R. syzygii (Safni et al., 2014). A espécie R.
solanacearum, previamente composta por isolados da raca 3/biovar 2, era originalmente
considerada a “raca da batata” (Hayward, 1991). O relato da murcha bacteriana em geranio no
Brasil indicou o agente causal como sendo um isolado da biovar 2 (Almeida et al., 2003). Essa
doenca do geranio veio se tornar um problema sério nos Estados Unidos e no continente
europeu, em que estacas com infeccdes latentes levaram a disseminacdo da doenca (Norman et
al., 2009). Em 2012 foram relatados isolados da biovar 2 causando murcha em plantacdes de
Eucalyptus (Marques et al., 2012). Diversos outros relatos de hospedeiras dessa raca e biovar
foram feitos no mundo, ressaltando que isolados raca 3/biovar 2, antes considerados restritos a

batata e outras solanaceas, apresentam, na realidade, uma maior gama de hospedeiras.
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Isolados do CER s&o um grande desafio para a produgdo do tomateiro no Brasil e no
mundo. Esse grupo de patdgenos se destaca pela persisténcia no solo por longos periodos,
podendo também colonizar a rizosfera de plantas invasoras e/ou nativas, favorecendo a

manutencdo de sua populagdo de um cultivo a outro (Lin et al., 2009).

1.2. O controle da murcha bacteriana via melhoramento genético

A murcha bacteriana € uma doenca extremamente destrutiva, com muitos relatos de
perdas que variam de acordo com a cultura. No cultivo do tomateiro, S0 comuns 0s registros
de perdas totais, na batata, de 33 a 90%; na banana, 80 a 100%; e no amendoim de 20%

(Elphinstone, 2005).

Entre 1997 e 2005 foram relatados na literatura cerca de 450 estudos sobre o CER, 24%
desses abordando melhoramento e 18% sobre controle e manejo (Elphinstone, 2005; Nion &
Toyota, 2015). De fato, poucas opcbes de controle da murcha bacteriana estdo disponiveis;
entre elas pode-se citar a rotacdo de culturas (YYadessa et al., 2010; Deberdt et al., 2015), agentes
de controle bioldgico (Yamamoto et al., 2015) e técnicas de enxertia (Rivard et al., 2012; Lopes
& Mendonga, 2016). Entretanto, a estratégia mais eficiente e pratica tem sido, quando
disponivel, o uso de cultivares resistentes, devido ao seu baixo custo, maior eficiéncia e menor
dano ao meio ambiente (Strange & Scott, 2005; Jianwei et al., 2010; Wang et al., 2013; Hanson

et al., 2016; Zhao et al., 2016).

Em tomateiro uma das fontes mais empregadas tem sido a linhagem Solanum
lycopersicum ‘Hawaii 7996°, considerada como padrdo de resisténcia a murcha bacteriana
(Wang et al., 2013). A resisténcia de ‘Hawaii 7996’ ¢ determinada por diversos QTLs que
conferem um amplo espectro de eficiéncia (Wang et al., 1998; Carmeille et al., 2006a; Lebeau
et al., 2011; Wang et al., 2013). Como relatado por Wang et al. (2013) e Wang et al. (1998), a

resisténcia derivada de ‘Hawaii 7996’ tem se mostrado estdvel e de amplo espectro, com
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elevadas taxas de sobrevivéncia em experimentos de campo conduzidos em 11 paises em
diferentes continentes. ‘Hawaii 7996’ e os materiais derivados dessa linhagem tém sido
empregados como porta-enxertos, apresentando resultados positivos em termos da expresséo
da resisténcia contra isolados de raca 1 biovar 1 (filotipo 1) e raca 1 biovar 3 (filotipo I) (Lopes

et al., 2015).

Devido a esse conjunto de caracteristicas, o acesso ‘Hawaii 7996’ tem sido largamente
usado em programas de melhoramento genético visando incorporar a resisténcia para murcha
bacteriana. No entanto, para diversificar a base genética da resisténcia, distintas fontes
derivadas de espeécies selvagens também tém sido empregadas, tais como acessos de S. pennellii
(Hai et al., 2008), S. pimpinellifolium (Jaworski et al., 1987) e S. peruvianum (Carmeille et al.,

2006h).

1.3. Solanum peruvianum e seu potencial como fonte de genes de resisténcia a
doencas

A espécie S. peruvianum foi inicialmente classificada como Lycopersicum peruvianum
(L.) Miller. Estudos taxondmicos mais recentes subdividiram essa espécie em quatro taxa
filogeneticamente relacionados: S. peruvianum, S. huaylasense, S. corneliomuelleri e S.
arcanum (Peralta et al., 2005). Solanum peruvianum é uma espécie selvagem de tomateiro,
primariamente encontrada no Peru e também ao longo do litoral Oeste da América do Sul, nos
Andes e norte do Chile (Chetelat et al., 2009). No Chile, a espécie S. peruvianum esta
amplamente disseminada como uma planta invasora em consequéncia de sua elevada
fecundidade (mais sementes por fruto e com florescimento mais precoce) quando comparada
com outras espécies do género Solanum (Chetelat et al., 2009). Solanum peruvianum €
considerada a espécie mais variavel entre os parentes selvagens do tomateiro (Julian et al.,
2013). E uma espécie predominantemente auto-incompativel. Além disso, seu uso como

parental feminino (receptor de pdlen) em cruzamentos interespecificos com acessos de
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tomateiro tem sido evitado devido a existéncia de incompatibilidade unilateral (Hogenboom,
1972; Julian et al., 2013). Outra complicacdo associada com o uso de S. peruvianum no
melhoramento do tomateiro tem sido os baixos niveis de compatibilidade de cruzamento com
0 tomateiro cultivado (S. lycopersicum), demandando, muitas vezes, a necessidade de

estratégias de resgate de embrido in vitro (Dominguez et al., 2005).

Mesmo diante dessas limitacGes, a espécie S. peruvianum tem sido extensivamente
empregada no melhoramento genético do tomateiro devido aos inimeros fatores de resisténcia
contra estresses abidticos (Julian et al., 2013) tais como: tolerancia a salinidade (Tal, 1971) e
tolerancia ao frio (Fernandez-Mufioz et al., 1995). Além disso, acessos dessa especie
representam uma fonte de inimeros genes de resisténcia contra fatores bioticos (doencas e
artropodes-praga) que estdo atualmente sendo empregados nos programas de melhoramento

genético do tomateiro.

Mais de 40 genes de resisténcia foram caracterizados em S. peruvianum e outras espécies
selvagens (Rick & Chetelat, 1995). Acessos de S. peruvianum foram fontes de importantes
genes de resisténcia tais como: Asc para resisténcia ao fungo Alternaria alternata (van der
Biezen et al., 1995), Frl para Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Vakalounakis et
al., 1997), py-1 para resisténcia ao fungo Pyrenochaeta lycopersici (Doganlar et al., 1998), Tm-
2-2 para resisténcia a distintos patotipos de Tomato mosaic virus (Young et al., 1988), Sw-5
que controla resisténcia ampla contra espécies de Tospovirus (Stevens et al., 1991; Boiteux &
Giordano, 1993; Stevens et al., 1995), Ve para Verticillium dahliae raca 1 (Diwan et al., 1999),
Mi-1 e Mi-3 para resisténcia aos nematoides das galhas (YYaghoobi et al., 2005) e fatores de
resisténcia quantitativa ao cancro bacteriano (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis)
(Sen et al., 2013). Em relacdo os agentes causadores da murcha bacteriana, existem relatos de
acessos de S. peruvianum com resisténcia parcial a raga 3 biovar 2 (filotipo 11) (Carmeille et

al., 2006h).
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O presente trabalho tem como objetivo ampliar a caracterizagdo de acessos de espécies
silvestres do género Solanum e explorar o potencial uso do germoplasma de S. peruvianum no
melhoramento genético para resisténcia aos agentes causadores da murcha bacteriana. Além
disso, é importante antecipar a busca por fontes de resisténcia contra novos isolados com perfil
de viruléncia mais amplo e capazes de “quebrar” a resisténcia da linhagem ‘Hawaii 7996°. Essa
estratégia (denominada de melhoramento antecipatdrio ou ‘preemptive breeding’) é importante
visando encontrar solucfes genéticas antes que a potencial disseminacdo desses isolados se
torne um problema epidémico. Neste contexto, o presente trabalho representa uma busca por
novas fontes de resisténcia a murcha bacteriana em uma colecédo de 75 gendtipos da espécie S.
peruvianum, utilizando o isolado CNPH-RS 488 (que € capaz de quebrar a resisténcia da
linhagem ‘Hawaii 7996”) e um isolado da raga 1/biovar 1 (CNPH-RS 489) que ndo se mostra

virulento nessa linhagem.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Selecao de isolados

O isolado CNPH-RS 488 foi obtido em 2012 a partir de plantas de porta-enxerto
comercial de tomateiro (catalogado como sendo resistente a murcha bacteriana) que
apresentava severos sintomas da doenca em Grandes Rios, no Estado do Parana. Experimentos
conduzidos posteriormente na Embrapa Hortalicas confirmaram a capacidade, desse isolado,
em “quebrar” a resisténcia da linhagem S. lycopersicum ‘Hawaii 7996° (Lopes et al., 2015),
reconhecida como uma das principais fontes de resisténcia a murcha bacteriana (Wang et al.,
2013). O isolado CNPH-RS 488 foi posteriormente caracterizado (vide capitulo 2 dessa
dissertacdo) como sendo pertencente a raca 3 (conhecida como “raca da batata”); biovar 2A
(geralmente associada com a capacidade de causar murcha em temperaturas mais amenas)
(Khoodoo et al., 2010); filotipo Il, de origem geogréafica no continente americano (Santana et

al., 2012), e sequevar 1, que é importante como causador de grandes perdas na cultura da batata
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(Guidot et al., 2009). Em outros testes, 0 isolado CNPH-RS 488 também apresentou uma gama
de plantas hospedeiras mais ampla e um perfil de viruléncia mais amplo, sendo capaz de,
inclusive, infectar acessos de berinjela (S. melongena), jil6 (S. aethiopicum var. gilo) e
Capsicum spp., que sdo mais tolerantes aos isolados de biovar 2 e geralmente mais suscetiveis

aos isolados das biovares 1 e 3 (ver capitulo 2).

Outro isolado selecionado foi denominado de CNPH-RS 489. Esse isolado foi
caracterizado como sendo da raca 1/biovar 1, que é uma raca associada com uma maior gama
de hospedeiras e de origem endémica no Brasil (Lopes, 2005) e filotipo Il. A sequevar desse
isolado ainda ndo foi determinada. Em testes prévios foi demonstrada sua maior agressividade
em tomateiro, se tornando um isolado com potencial valor em sistemas de selecao de genotipos
resistentes. Ambos os isolados sdo da colecdo de bactérias da Embrapa Hortalicas, que séo
mantidos armazenados em tubos criogénicos com agua mineral sob condic6es de temperatura

ambiente.

2.2. Gendtipos utilizados nas avaliacGes

Setenta e cinco gendtipos de S. peruvianum pertencentes ao banco de germoplasma da
Embrapa Hortalicas foram selecionados para serem desafiados com os isolados CNPH-RS 488
e CNPH-RS 489. As linhagens testemunhas foram a ‘Hawaii 7996’ (padrao de resisténcia) e
‘L390° (padrdo de suscetibilidade) (Wang et al., 2013; Kurabachew & Wydra, 2014). Os
gendtipos foram semeados em bandejas de poliestireno de 128 células preenchidas com
substrato esterilizado. Plantas foram mantidas em casa de vegetacdo até o estadio fisiologico

de quatro folhas verdadeiras.

2.3. Preparo do in6culo
Os isolados foram riscados em placas de Petri com meio CPG (Kelman, 1954) com

modificacOes (substituicdo da glicose por glicerol) e incubados em cAmara de crescimento por
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48 horas, 28°C. Ap0s esse periodo, colbnias tipicas foram selecionadas e repicadas. Para a
producdo do indculo, as colénias foram raspadas com a ajuda de uma alga de Drigalsky e
transferidas para um béquer com agua. As suspensdes foram homogeneizadas e calibradas para
10" UFC/mL com um espectrofotdmetro, logo em seguida colocadas em vasilhames com

borrifadores portateis manuais.

2.4. Inoculacéo e avaliacéo

Para a inoculacdo, as plantas foram removidas da bandeja e o torrdo foi pulverizado com
aproximadamente 4 mL de suspensédo bacteriana contendo cerca de 5 x 107 ufc/mL (Lopes et
al., 2015). As diferencas no padrdo de desenvolvimento inicial das linhagens testemunhas
(‘L390° e ‘Hawaii 7996°) e dos genétipos de S. peruvianum em avaliacdo dificultaram a
padronizacdo da idade fisioldgica da planta no momento da inoculacdo. No entanto, a maioria
dos genotipos foi inoculada com cerca de quatro folhas verdadeiras. Imediatamente apds a
inoculacgéo, as plantas foram transferidas para vasos de 0,5 L e mantidas na casa de vegetacao,
com temperatura oscilando entre 20 e 40 °C com aquecimento suplementar noturno. Plantas
“inoculadas” apenas com agua destilada foram usadas como controle negativo. As avaliagdes
comegaram aos trés dias apds a inoculacdo devido a alta suscetibilidade de alguns genotipos e
continuaram por até 13 dias ap0s a inoculacéo. O experimento foi delineado como inteiramente
casualizado com duas repeticbes com namero variado de plantas por gendtipo, devido a
variacdo na germinacdo das sementes. A analise de area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) foi calculada por meio dos programas computacionais Excel® do Microsoft Office
2016® e a analise estatistica pelo programa SISVAR (Ferreira, 2011) pelo método de Scott-

Knott 5%.
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3. RESULTADOS

3.1. Avaliacao de gendtipos de tomateiro do banco de germoplasma da Embrapa
Hortalicas

As inoculaces com os dois isolados indicaram divergéncias em relacdo as respostas dos
gendtipos de S. peruvianum e das duas linhagens testemunhas (‘Hawaii 7996’ e ‘L390”)
(Figura 11). O controle suscetivel ‘L390° murchou rapidamente com ambos os isolados,
confirmando a viruléncia do in6culo. Nenhuma das plantas do controle negativo (com agua)

apresentou sintomas.

O isolado CNPH-RS 488, mesmo causando niveis mais elevados de doenca, ndo foi capaz
de causar murcha em 100% das plantas avaliadas, indicando a existéncia de gendtipos com
potencial uso no melhoramento genético (Figura 11). Quatro grupos foram formados apos
andlise estatistica da frequéncia de plantas murchas usando o isolado CNPH-RS 488. O grupo
A foi formado por 16 gendtipos classificados com elevada resisténcia; o grupo B, composto por
23 genotipos, com resisténcia intermediaria alta; grupo C, formado por 22 gendtipos com
resisténcia intermediaria baixa (incluindo a linhagem ‘Hawaii 7996); ¢ o grupo D composto
por 14 gendtipos que foram classificados com tendo baixa resisténcia (incluindo o controle
suscetivel ‘L390°). A linhagem ‘Hawaii 7996’ foi incluida no grupo de gendtipos

significativamente menos suscetiveis que os demais.

Os 69 genotipos avaliados com o isolado CNPH-RS 489 foram divididos em trés grupos
estatisticos de acordo com a reacdo a inoculacdo. O grupo A (identificado como resistente), foi
formado por 31 gendtipos (incluindo a linhagem ‘Hawaii 7996°); o grupo B (de resisténcia
intermediaria) foi composto por 26 genotipos (juntamente com a linhagem ‘L390’); e o grupo
C foi formado por 12 genotipos classificados como sendo suscetiveis, ou seja, S. peruvianum
apresenta acessos ainda mais suscetiveis do que ‘L390° (padrao de suscetibilidade). Entretanto,

pode ter sido devido a interferéncia da idade fisiol6gica da muda inoculada, maior para L390,
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que provavelmente germinou mais rapidamente e teve maior vigor. Considerando esse
resultado, somente os gendtipos componentes do grupo A apresentaram niveis promissores de

resisténcia ao isolado CNPH-RS 489.

Né&o foi possivel comparar os valores absolutos de AACPD entre o isolado CNPH-RS
488 (biovar 2A) e o isolado CNPH-RS 489 (biovar 1), uma vez que a velocidade e os indices
de murcha divergiram entre os experimentos. Para o isolado CNPH-RS 488, a murcha dos
genotipos suscetiveis ocorreu mais rapidamente (Figura 11), forcando o encerramento do
experimento mais cedo, quando comparado com o ensaio conduzido com o isolado CNPH-RS
489. Com o isolado CNPH-RS 488 ocorreu suplantagédo de resisténcia, resultando em plantas
murchas na testemunha resistente ‘Hawaii 7996°, o mesmo nao ocorreu com o isolado CNPH-
RS 489, que ndo induziu murcha nessa linhagem. A linhagem ‘L.390° se agrupou sempre entre
0s gendtipos de media alta ou alta suscetibilidade nos dois experimentos. Foi possivel verificar
divergéncias nos niveis de resisténcia/suscetibilidade entre os genotipos ao isolado CNPH-RS
489. A linhagem ‘Hawaii 7996’ ndo apresentou nenhuma planta murcha, enquanto que os
demais genotipos ndo alcancaram esse nivel de resisténcia para esse isolado de biovar 1.
Genotipos originalmente identificados como resistentes ao CNPH-RS 489 nédo apresentaram,
de maneira consistente, resposta similar quando inoculados com o isolado CNPH-RS 488. Os
resultados das inoculagdes confirmaram, portanto, que a linhagem ‘Hawaii 7996°, € resistente
ao isolado CNPH-RS 489, mas se mostrou suscetivel (grupo de resisténcia intermediaria baixa)

quando inoculada com o isolado CNPH-RS 488.
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Figura 11. Gréfico da analise da area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) de 75
genotipos de Solanum peruvianum avaliados quanto sua resisténcia a murcha bacteriana com
os isolados CNPH-RS 488 (raca 3/biovar 2A) e CNPH-RS 489 (raga 1/biovar 1). Os acessos
foram comparados com as linhagens ‘Hawaii 7996’ (controle resistente) e ‘390’ (controle
suscetivel). A barra vermelha indica o resultado da linhagem suscetivel (‘L390”) e em azul o
resultado da linhagem resistente (‘Hawaii 7996’). Quadros com letras indicam os grupos

estatisticos formados pelo teste Scott-Knott ao nivel de significancia de 5%.

4. DISCUSSAO

Segundo Hayward (1991) e Lopes & Boiteux (2012) a resposta de resisténcia pode variar
de acordo com método de inoculagdo, a concentracdo do indculo e as condi¢bes ambientais.
Boiteux & Monma (1994) também observaram diferencas na frequéncia de escapes devido a
inoculacdo de mudas com diferentes idades. A rapida murcha do genotipo ‘L390° nos dois
ensaios e a sobrevivéncia de diversos genotipos em avaliacdo indicaram que tanto a
concentracdo de indculo como as condiges ambientais foram adequadas para discriminar a
resposta dos gendtipos. A eficiéncia para a comparacdo de genotipos apresentada pelo método
de inoculagdo com jatos da suspensdo bacteriana em torrfes intactos se deve ao fato de que a
remocdo das mudas da bandeja per se ja promove algum dano aos sistemas radiculares, servindo

de porta de entrada para o patdgeno.

Os indices de murcha encontrados nas linhagens testemunhas confirmam dados anteriores
de que ‘L390’ ¢é adequada como controle suscetivel (Kurabachew & Wydra, 2013; Li et al.,
2014; Hanson et al., 2016). A linhagem ‘Hawaii 7996’ tem sido empregada como controle
resistente (Wang et al., 1998), porém ja existem relatos que essa resisténcia pode ser “quebrada”
por alguns isolados (Milling et al., 2011), fato também observado no presente trabalho (vide
capitulo 1). Mostrando a importancia que representa identificar algum acesso que possa ser

usado como referéncia de resisténcia quando se for avaliar para a raca 3/biovar 2.
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A caracterizagdo da agressividade e viruléncia do isolado CNPH-RS 488 na linhagem S.
lycopersicum ‘Hawaii 7996’ foi o tema do capitulo 1 da presente tese. No entanto, ndo foi
possivel, pelos testes empregados, elucidar alguns dos fatores associados com essa
caracteristica peculiar desse isolado. Os mecanismos poderdo ser potencialmente elucidados
por meio do sequenciamento deste isolado e pela analise de regides do genoma que indiquem a
presenca de fatores genéticos associados com a capacidade de quebra de resisténcia, assim
como outras caracteristicas que esse isolado possa ter em comparagdo com outros isolados da
biovar 2A (de elevada agressividade) que foram previamente sequenciados, tais como o UY031

do Uruguai (Guarischi-Sousa et al., 2016).

A identificacdo de gendtipos de S. peruvianum com indices de doenga inferiores ao do
‘Hawaii 7996’ apds inoculagdo com o isolado CNPH-RS 488 demonstra a possibilidade do uso
desses genotipos como fontes de resisténcia. Servindo como alternativas para expandir a base
genética para essa caracteristica em programas de melhoramento genético do tomateiro e
antecipar problemas decorrentes da potencial expansdo geografica de isolados com perfil de

viruléncia similar ao do isolado CNPH-RS 488.

Solanum peruvianum ja foi amplamente utilizada como fonte doadora de fatores
resisténcia estaveis e durdveis contra uma gama de patdgenos tais como A. alternata (van der
Biezen et al., 1995), F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Vakalounakis et al., 1997); P.
lycopersici (Doganlar et al., 1998), ToMV (Young et al., 1988); Tospovirus (Stevens et al.,
1991; Stevens et al., 1995), V. dahliae (Diwan et al., 1999), nematoides das galhas (Yaghoobi

et al., 2005) e cancro bacteriano (C. michiganensis subsp. michiganensis) (Sen et al., 2013).

Para o CER, ja existem relatos de gendétipos de S. peruvianum apresentando resisténcia a
diferentes isolados, em especial da raca 3/biovar 2 (filotipo 1) (Kim et al., 2016). Carmeille et

al. (2006b) relataram gen6tipos moderadamente resistentes em germoplasma de S. peruvianum.
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Em um trabalho de avaliacdo de germoplasma conduzido por Hai et al. (2008) foram avaliados
252 acessos de tomateiros selvagens, entre esses, 42 de S. peruvianum, porém nenhum se
mostrou resistente, ou seja, com resisténcia similar a da linhagem ‘Hawaii 7996°. Kim et al.
(2016) identificaram somente duas fontes de resisténcia (com média de 0 a 50% de folhas

murchas por planta) em uma colecdo de 285 genotipos desta espécie.

A diferenca entre respostas dos genotipos de S. peruvianum para os dois isolados
empregados no presente estudo ressaltam um possivel envolvimento de diferentes mecanismos
de resisténcia. Para o isolado CNPH-RS 488, 16 acessos foram promissores, contra 31 para o
isolado CNPH-RS 489. No entanto, somente sete acessos (‘CNPH 201°, ‘CNPH 864°, ‘CNPH
938, ‘CNPH 940°, ‘CNPH 1035°, ‘CNPH 1194’ ¢ ‘CNPH 1382’) apresentaram resisténcia

simultanea para os dois isolados.

A resisténcia do tipo filotipo I-especifica conferida pelo QTL Bwr-12 na linhagem
‘Hawaii 7996’ esta associada com limita¢ao da colonizagdo bactéria (Wang et al., 2013). Ja o
QTL Bwr-6 também contribui com a resisténcia para filotipo | e amplia a resisténcia para
isolados da raca 3/biovar 2. Essa resisténcia esta em estreita ligacdo (em repulséo) ou pode ser
alélica ao locus Mi (que confere resisténcia a espécies de Meloidogyne), dificultando a
piramidizacdo dessas duas caracteristicas (Deberdt et al., 1999; Wang et al., 2013). No presente
trabalho ndo foi utilizado nenhum isolado do filotipo | (raca 1/biovar 3) para confirmar se 0s
acessos promissores de S. peruvianum também apresentam resisténcia a infeccao contra essas
variantes, impedindo uma andlise adequada quanto a essa capacidade. Os mecanismos de
resisténcia a murcha bacteriana associados com a espécie S. peruvianum nunca foram
elucidados e os potenciais fatores genéticos ainda necessitam ser mapeados, o que dificulta,

momentaneamente, 0 processo de melhoramento empregando essas fontes.
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Isolados da biovar 2A sdo reconhecidos por induzir doenga em condic6es de temperaturas
mais baixas e sdo 0s principais agentes causais de infeccdes latentes em tubérculos de batata
(Ciampi et al., 1980) e em estacas de geranio (Swanson et al., 2005). Diferentes genotipos de
S. peruvianum foram identificados apresentando niveis de resisténcia superiores a aqueles
apresentados pela linhagem ‘Hawaii 7996°. Esse fato leva ao questionamento da potencial
presenca de infeccdes latentes (Prior et al., 1996) nestes gendtipos classificados como
resistentes. O mecanismo de resisténcia, geralmente atribuido a limitacdo da colonizacdo dos
tecidos do sistema vascular (Grimault & Prior, 1993; Bittner et al., 2016) pode ser uma
explicacéo para o ndo aparecimento de sintomas de murcha, porém pode estar associado com a
presenca da bactéria nos tecidos da planta. Esse tipo de resisténcia representa um risco
inerentemente associado com patogenos de solo. Para avaliar de forma mais detalhada a
eficiéncia de cultivares resistentes na supressdo da doenca e de infeccOes latentes, ja existem
protocolos empregando isolados geneticamente modificados para emissdo de luminescéncia

(Cruz et al., 2014) que podem auxiliar na diagnose de infec¢oes latentes.

5. CONCLUSOES
* Alguns acessos de S. peruvianum mostraram potencial para uso no melhoramento para
a raca 1/biovar 1 e raca 3/biovar 2, inclusive ao isolado CNPH-RS 488 (capaz de
suplantar a resisténcia da linhagem ‘Hawaii 7996°);
* Essas novas fontes de resisténcia descritas no presente trabalho podem, desta forma,
representar fontes de fatores de resisténcia visando antecipar o potencial problema de
disseminacdo de isolados com perfil de viruléncia similar ao observado para o isolado
CNPH-RS 488.

6. PERSPECTIVAS

e Realizar coletas para verificar a existéncia, predominancia e proporcao de isolados com

perfil de viruléncia similar ao do isolado CNPH-RS 488;
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e Sequenciar o genoma completo do isolado CNPH-RS 488 e conduzir analises
gendmicas comparativas com isolados semelhantes, mas que ndo sao capazes de induzir
murcha na linhagem ‘Hawaii 7996°;

e Estudar a capacidade do isolado CNPH-RS 488 de causar murcha em ‘Hawaii 7996’¢
outros gendtipos em temperaturas mais amenas (ex. 25°C);

e Avaliar a estabilidade da resisténcia dos novos acessos diante de oscilagdes de
temperaturas e contra uma gama mais ampla de isolados;

e Avaliar os acessos promissores com isolados de R. pseudosolanacearum filotipo I (raga

1/biovar 3).
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cAPiTuL0 4

CARACTERIZACAO DO CAFEEIRO (Coffea arabica — FAMILIA
RUBIACEAE) COMO HOSPEDEIRO DE ISOLADOS DE Ralstonia
pseudosolanacearum FILOTIPO I.
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Caracterizacdo do cafeeiro (Coffea arabica — familia Rubiaceae) como hospedeiro de isolados de
Ralstonia pseudosolanacearum filotipo I.
RESUMO
O complexo de espécie de Ralstonia apresenta uma ampla gama de hospedeiros, podendo
infectar mais de 250 espécies em 54 familias boténicas, com frequentes novos relatos de novos
hospedeiros ou novos variantes infectando hospedeiros ja relatados. Niveis elevados de
similaridade filogenética foram observados entre os genomas das familias Rubiaceae e
Solanaceae que se refletem no tamanho dos genomas, na organizacdo cromossomal e na
composicdo génica. Devido a proximidade entre as duas familias, e a grande quantidade de
solanéceas hospedeiras do complexo de espécies de Ralstonia, esse trabalho teve como objetivo
avaliar a espécie Coffea arabica como um possivel hospedeiro deste grupo de patdgenos. Trés
cultivares de C. arabica (Catuai, Catuai vermelho e Catuai amarelo) foram inoculadas com
nove isolados do complexo de espécies de Ralstonia. As plantas de tomateiro suscetivel ‘San
Vito’ (usadas com controle suscetivel) murcharam rapidamente, enquanto que as plantas de
cafeeiro levaram até 2 semanas para iniciar a expressao de sintomas. Os sintomas ndo foram
somente de murcha verde, uma vez que ocorreu necrose de folhas cotiledonares, nanismo, perda
de brilho e turgidez de folhas mais velhas além de necrose das mesmas. Somente um subgrupo
de isolados da espécie R. pseudosolanacearum (raca 1/biovar 3/filotipo 1) foram capazes de
induzir sintomas no cafeeiro. A capacidade desses isolados em infectar o cafeeiro levanta a

espécie R. pseudosolanacearum como possivel ameaca a cultura do cafeeiro no Brasil.

Palavras-chave: café, Ralstonia pseudosolanacearum, suscetivel, patogenicidade.
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Characterization of coffee (Coffea arabica — family Rubiaceae) as a host of Ralstonia

pseudosolanacearum phylotype I isolates

ABSTRACT
The Ralstonia solanacearum species complex presents a wide range of hosts, capable of
infecting over 250 species in 54 botanic families with frequent new reports of new hosts or new
strains infecting already reported hosts. Phylogenetic similarities were observed between the
genomes of Rubiaceae and Solanaceae families, including genome size, cromossomal
organization and genomic architecture. Due to the close relationship of both botanic families in
association with the large number of solanaceous species that are hosts of the Ralstonia species
complex, this chapter had as an objective to explore the potential of Coffea arabica as a host of
this group of pathogens. Thee cultivars of C. arabica (Catuai, Catuai vermelho, and Catuai
amarelo) were inoculated with nine isolates from the R. solanacearum species complex. The
susceptible tomato plants ‘San Vito’ (used as susceptible control) displayed wilting symptoms
in a short period of time, while coffee plants took two weeks to initiate symptom expression.
The symptoms in C. arabica were not only the usual wilt but also necrosis of cotyledonal leaves,
dwarfism, and dull green color on the upper surface of older leaves associated with partial leaf
necrosis (similar to that induced by water stress). Only a subgroup of R. pseudosolanacearum
(race 1/biovar 3/phylotype I) isolates were capable of inducing symptoms on coffee plants. The
capacity of those isolates on infecting coffee indicates that R. pseudosolanacearum might be a

possible threat for the coffee crop under Brazilian conditions.

Keywords: coffee, host range, Ralstonia pseudosolanacearum and pathogenicity.
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1. INTRODUCAO

O cafeeiro (Coffea arabica e C. canephora — familia Rubiaceae) é uma importante
‘commodity’ no Brasil. Segundo o MAPA (2016) (Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento), o pais tem uma érea cultivada de 2,25 milhdes hectares e 287 mil produtores
distribuidos em 15 Estados. Em 2015 o Brasil manteve sua posi¢cdo como maior produtor e
exportador de café do mundo, considerado o segundo maior consumidor. O café arabica (C.
arabica) é cultivado principalmente sob temperaturas mais amenas, com média entre 19°C —
22°C e em 2015 alcangou a producéo de 32,05 milhdes de sacas, superior aos 11,19 milhdes de
café conilon (C. canephora), geralmente cultivado em regifes mais quentes com temperatura

média entre 22°C — 26°C (Nunes et al., 2005; Ricci & Neves, 2006; MAPA, 2016).

Diversas doengas de etiologia fungica tém sido descritas afetando o cafeeiro no Brasil
como, por exemplo, a ferrugem, cercosporiose, mancha-de-phoma, mancha-de-ascochyta,
mancha aureolada, rizoctoniose, roseliniose, mancha anular e amarelinho (Carvalho &
Chalfoun, 2000). Entre os patogenos bacterianos, pode-se citar Burkholderia andropogonis,
agente causal da doenga ‘mancha foliar’ (Gonzalez et al., 2007) e Pseudomonas syringae pv.

garcae (Rodrigues et al., 2015).

O que atualmente é conhecido como complexo de espécies de Ralstonia (CER) foi
inicialmente dividido em racas (Buddenhagen et al., 1962), biovares (Hayward, 1991), filotipos
e sequevares (Fegan & Prior, 2005). No Brasil sdo encontradas as espécies R. solanacearum,
previamente conhecida como os isolados de filotipo Il e R. pseudosolanacearum que
corresponde aos filotipos I e Ill, (Santiago et al., 2016). Até o presente momento, apenas
isolados do filotipo I tém sido relatados no pais (Rodrigues et al., 2011; Santiago et al., 2016).
Esse complexo de espécies existe em regides tropicais e subtropicais, com dispersdo por todos
0s estados brasileiros (Elphinstone, 2005; Lopes, 2005) e elevado risco para produtores de

diferentes espécies hospedeiras ja relatadas.
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O CER apresenta uma ampla gama plantas de hospedeiras, infectando mais de 250
espécies em 54 familias boténicas (Prior et al., 2016). Novos relatos de plantas hospedeiras s&o
frequentes na literatura como, por exemplo, 0s registros de doengas em espécies ornamentais
(Weibel et al. (2016), racula (Albuquerque et al., 2016) e figo (Jiang et al. (2016), causadas por

membros do complexo, demonstrando o potencial infectivo desse complexo (Genin, 2010).

As espécies hospedeiras mais conhecidas do CER pertencem a familia Solanaceae, como
0 tomate, batata, pimentas (Capsicum) e berinjela (Elphinstone, 2005). Existe também um
grupo de hospedeiras “ndo tradicionais” que foram relatadas no Brasil, tais como: eucalipto
(Eucalyptus spp.), rucula (Eruca sativa), abobora (Cucurbita spp.), pepino (Cucumis sativus),
feijdo (Phaseolus vulgaris), cariru, maracuja (Passiflora edulis) e pimenta longa (Piper
hispidinervium) (Akiba et al., 1980; Dristig et al., 1988; Parente et al., 1988; Lopes et al., 1997;
Lopes et al., 1999; Lopes et al., 2001; Sinigaglia et al., 2001; Malavolta et al., 2008;

Albuquerque et al., 2016).

Até 0 momento poucas rubiaceas foram relatadas como suscetiveis ao patdgeno, com
registros se limitando a plantas invasoras como Oldenlandia corymbosa na india (Hayward,
1994) e a Borreria alata na Colombia (Romo, 2012). No Brasil ainda ndo existem relatos de

infeccdes pelo CER em rubiaceas (Malavolta et al., 2008).

Em um estudo realizado por Lin et al. (2005), foi observado uma similaridade filogenética
entre as familias Rubiaceae e Solanaceae, com evidéncias de que o tomate e o café possam ter
divergido entre 83 e 89 milhdes de anos atras (Guyot et al., 2012). Entre as evidéncias, encontra-
se um conjunto de similaridades entre as duas espécies, como tamanho de genoma, organizacao
cromossomal e arquitetura gendmica. A partir dessas observagdes de estreito relacionamento
filogenético de tomateiro e do cafeeiro, uma hipdtese plausivel seria que o processo co-

evolutivo da potencial interacdo Coffea-Ralstonia, embora ainda ndo relatado em condigdes
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naturais, pode ter sido estabelecido antes mesmo das divergéncias evolucionarias entre as
familias Rubiaceae e Solanaceae. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi explorar a
espécie C. arabica como possivel hospedeira do CER e verificar a potencial ameaca da murcha

bacteriana para o cultivo e para a industria cafeeira do Brasil e do mundo.

2. MATERIAL E METODOS

Trés cultivares de C. arabica (‘Catucai’, ‘Catuai Amarelo’ e ‘Catuai Vermelho”) foram
selecionadas e propagadas via sementes em bandejas de poliestireno de 72 células preenchidas
com substrato esterilizado. As plantulas de café foram mantidas em casa de vegetacdo até a
germinagdo e formagéo das folhas cotiledonares, quando foi feita a inoculagdo (Figura 12).
Plantas de tomateiro suscetivel (‘San Vito”) foram propagadas por semente em bandeja de 128
células com substrato esterilizado e mantidas em casa de vegetacdo até o momento da

inoculacdo quando a planta tinha trés folhas verdadeiras.

Figura 12. Plantulas de Coffea arabica em estagio de inoculacdo (com folhas cotiledonares)
imersas em suspensdo bacteriana de um isolado do complexo de espécies de Ralstonia. Foto:
C. A. Lopes.
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Nove isolados do CER com diferentes origens geograficas e de diferentes hospedeiros
(Tabela 13) foram selecionados para inoculagcdo nas mudas de cafeeiro. Os isolados foram
cultivados em meio CPG com modificacGes, substituindo a sacarose pelo glicerol, e mantidos
em camara de crescimento por 48 horas a 28°C. Col6nias tipicas foram repicadas para outras
placas e mantidas pelo mesmo periodo em camara de crescimento. O indculo foi produzido pela
raspagem das coldnias das placas com meio, suspensas em agua comum, homogeneizadas e

calibradas por espectrofotdmetro para a concentracio de 108 UFC/mL.

Para a inoculacdo, as plantas foram removidas das bandejas, o substrato removido do
sistema radicular por lavagem das raizes, o terco inferior da raiz foi cortado e entdo imerso em
suspensdo bacteriana de cada isolado por 1 minuto. Apds a inoculagdo as plantas foram
transplantadas para vasos de plastico de 1 L com solo autoclavado e mantidas em casa de
vegetacdo com temperatura entre 20 e 40°C e com aquecimento suplementar noturno, visando
minimizar a frequéncia de escapes. Foram inoculadas 10 plantas de cafeeiro por cultivar por
isolado, 10 plantas de tomateiro por isolado e, como controle das condi¢cdes ambientais, 10
plantas de cafeeiro ¢ 10 de tomateiro foram “inoculadas” apenas com agua. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com duas repeticdes de cinco plantas por cultivar por

isolado.

O método de avaliacdo utilizado foi de contagem de plantas murchas e uma média foi
gerada para cada cultivar/isolado. Outros sintomas também foram avaliados devido ao néo
conhecimento de respostas que possam ser geradas pela infeccdo por isolados do CER nesta

hospedeira.

3. RESULTADOS
As plantas de tomateiro ‘San Vito’ (controle suscetivel) murcharam rapidamente,

confirmando a viruléncia de todos isolados. Nenhuma planta do controle negativo (agua)
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apresentou qualquer tipo de sintomas. As condi¢Bes ambientais também foram favoraveis para
o desenvolvimento da doenca. Alguns dos sintomas observados nas plantas de café foram
diferentes daqueles encontrados no tomateiro (caracterizados pela tipica presenga de ‘murcha
verde’) (Figura 13). Os seguintes sintomas foram observados em plantas de cafeeiro: (1)
murcha e seca de uma ou ambas folhas cotiledonares, com morte das plantas no segundo caso;
(2) perda de turgidez, com perda de brilho na face adaxial foliar; (3) epinastia, reducdo do
crescimento sem murcha aparente. Duas semanas apds a inoculacdo, 40 a 67% das plantas de
café apresentaram sintomas quando inoculadas com os isolados CNPH-RS 322, CNPH-RS 359
e CNPH-RS 376, todos pertencentes ao filotipo I, atualmente classificados como R.

pseudosolanacearum (Tabela 13).

As plantas sintomaticas foram avaliadas quanto a exsudacdo de fluxo bacteriano,
apresentando grande volume do mesmo. A partir do fluxo bacteriano foi feito o isolamento e
bactérias brancas de aparéncia tipica de isolados do CER foram obtidas. Em seguida foram
inoculadas em plantas de tomateiro ‘San Vito’ que entdo apresentaram sintomas claros de
murcha. Os isolados foram mais agressivos nas plantas de tomate, induzindo sintomas em cinco
dias comparados aos 15 que levou para o café. A cultivar ‘Catucai’ apresentou sintomas mais

rapidamente que a ‘Catuai Amarelo’ e ‘Catuai Vermelho’
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Tabela 13. Porcentagem de plantas murchas de Coffea arabica ‘Catucai’, ‘Catuai Amarelo’ e
‘Catuai Vermelho’ (média das trés cultivares) e de plantas de tomateiro ‘San Vito’ inoculados
por imerséo de raizes podadas em suspenséo bacteriana de nove diferentes isolados de origens
e hospedeiras diferentes.

Biovar/ Hospedeira ) Café Tomate

Isolado Filotipo  original Cidade-Estado (%) (%)
CNPH-RS 210 11 Banana Manaus — Amazonas 0 0
CNPH-RS 217 /11 Chicoria Santa Isabel — Para 0 100
CNPH-RS 221 11 Tomate Brasilia — Distrito Federal 0 100
CNPH-RS 252 2/11 Batata Contenda — Parana 0 20
CNPH-RS 265 il Eucalipto Eunépolis — Bahia 0 80
CNPH-RS322 3/ Tomate Fo”a'ﬁézadn‘:igsabocao 67 100
CNPH-RS 329 3/ Jilo Matinha —Tocantins 0 100
CNPH-RS 359 3/ Berinjela Gurupi — Tocantins 53 100
CNPH-RS 376 3/ Tomate Sinop — Mato Grosso 40 100
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Figura 13. Sintomas de murcha bacteriana em plantas de cafeeiro Coffea arabica. (A) Necrose
de uma das folhas cotiledonares; (B) Perda de turgidez e brilho da face adaxial foliar; (C)
Evolucdo da perda de turgidez seguido de inicio de necrose da folha; (D) Fluxo bacteriano
exsudando de caules seccionados de plantas de cafeeiro infectadas e sintomaticas; (E) A
esquerda uma planta ndo inoculada e a direita planta inoculada com isolado do complexo de
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espécies de Ralstonia apresentando sintomas de murcha verde também com necrose em folhas

mais velhas. Fotos: C. A. Lopes.

4. DISCUSSAO

Os tipos de sintomas encontrados, como necrose de bordos foliares e perda do brilho da
face adaxial indicam sintomas de estresse hidrico, foram condizentes com o efeito fisico de
entupimento de vasos, induzido pelas col6nias da bactéria (Huang & Allen, 2000; Tans-Kersten
et al., 2001). Além dos sintomas, as plantas apresentaram o fluxo bacteriano na realizagdo do
teste do copo, demonstrando a colonizagdo dos vasos pela bactéria. Seis dos isolados nao
causaram sintomas em café, cinco deles do filotipo 11, sendo um deles da raca 2 (banana) e os
demais de variadas hospedeiras. Isolados da raca 2 sdo mais limitados na sua gama de

hospedeiras.

Os isolados que causaram infecces em plantulas de café foram identificados
exclusivamente como pertencentes ao filotipo I, atualmente R. pseudosolanacearum (Safni et
al., 2014). Esse filotipo apresenta as maiores taxas evolutivas e a mais ampla distribuicéo
geogréfica (Lebeau et al., 2011; Wicker et al., 2012). Esses resultados levantam a possibilidade
ndo de uma capacidade de causar infeccdo no cafeeiro do tipo filotipo-especifica, mas do tipo
isolado-especifica, corroborando informacdes recentes de que seis de dez isolados do filotipo |

causaram sintomas de murcha em acessos de café (dados ndo publicados).

O baixo numero de plantas utilizadas nos ensaios impossibilita a inferéncia de niveis de
resisténcia ou tolerancia das cultivares. Em relacdo a comparacao entre espécies de cafeeiro,
trabalhos preliminares realizados pelo nosso grupo de pesquisa (dados ndo publicados)
mostraram que acessos de C. canephora apresentam uma resposta similar de suscetibilidade a

murcha bacteriana. Coffea canephora é uma espécie mais adaptada a temperaturas mais
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elevadas, o0 que permite inferir um maior risco dessa espécie sofrer, de maneira mais severa,

perdas pela bactéria.

De acordo com o conceito de Kelman (1953), espécie hospedeira é aquela que apresenta
sintomas de murcha em condi¢fes de campo e 0s mesmos sintomas devem ser reproduzidos em
ensaios, usando inoculagdo artificial apos isolamento do patégeno. Entretanto, para Alvarez et
al. (2008), verdadeiras hospedeiras do CER devem permitir a colonizagéo dos vasos do xilema
e as espécies tolerantes seriam aquelas em que poucos ou ocasionais vasos sao colonizados.
Como até o momento ndo foram observados sintomas em cafeeiro no campo, segundo Kelman,
o cafeeiro ainda seria uma espécie alternativa, podendo, por exemplo, ser empregada na rotacéo
de culturas com espécies suscetiveis. Porém, com base nos resultados apresentados, tal rotacéo
poderia levar ao aumento da populagéo bacteriana e consequente pressdo de selecdo a favor de
isolados capazes de infectar o cafeeiro. Mesmo aplicando o conceito de “tolerante” dado por
Alvarez et al. (2008), o cafeeiro serviria como um potencial disseminador do patégeno, por
meio de infec¢des latentes por viveiros de mudas contaminadas, similar ao ocorrido em algumas

areas de cultivo com eucalipto (Alfenas et al., 2009).

Confirmado a capacidade de R. pseudosolanacearum em causar murcha em mudas de
cafeeiro, surge a necessidade de testes que visem a diagnose precoce, para evitar a disseminacdo
do patdgeno em éareas de cultivos dessa potencial hospedeira. Os sintomas similares aos de
estresse hidrico podem levar a um diagnostico equivocado, 0 que pode atrasar o estabelecimento
de préticas de manejo que evitem potenciais perdas na cultura. Por ser uma doenca vascular, 0s
sistemas de diagnose frequentemente levam a destruicdo da amostra, como no caso do teste do

COpo ou outros que necessitem do sistema vascular central.

O aquecimento global é um assunto constante nos dias de hoje e suas consequéncias

surgem mais fortemente a cada ano. Esse fendmeno eventualmente atingira regiées produtoras
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de café, levando novos patdgenos de clima tropical a afetar essa cultura, ou por adaptacéo ou

simplesmente por fornecer melhor ambiente para o desenvolvimento dos mesmos.

Com modificacBes nas temperaturas mundiais citadas anteriormente, o CER podera se
tornar um problema em novas regides onde previamente ndo podia se estabelecer, em especial,
devido a sua temperatura ideal para sobrevivéncia e multiplicacéo entre 27°C a 35°C (Hayward,
1991). Para reduzir os riscos de perdas pelas mudancas climaticas, Savary et al. (2011) indicam
a necessidade de antecipar o estabelecimento de potenciais epidemias. La Porta et al. (2008)
destacam também a importancia de identificar patégenos de elevado potencial destrutivo, tendo
como objetivo alertar as autoridades e a sociedade cientifica sobre os riscos de eventuais

epidemias.

Até o momento esse € o primeiro relato de infeccdo artificial do cafeeiro por R.
pseudosolanacearum, expandindo a gama de hospedeiras desse patdgeno. Mais recentemente,
comparagdes geneticas de distintos isolados do CER indicaram que o grupo de genes
envolvidos na gama de hospedeiras e viruléncia esta evoluindo mais rapidamente que o genoma

da bactéria como um todo (Remenant et al., 2010).

O presente trabalho evidencia o cafeeiro como um dos hospedeiros de R.
pseudosolanacearum (filotipo I — biovar 3), podendo trazer uma ameaca em potencial para essa
importante cultura e para o agronegécio do cafe, em especial em novas fronteiras geograficas
gue possam apresentar condi¢cGes ambientais favoraveis a epidemias naturais. O melhoramento
do cafeeiro tem entre suas linhas, o desenvolvimento de materiais genéticos com maior
capacidade de producdo em temperaturas mais elevadas, sendo recomendado também a busca
por possiveis fontes de resisténcias a fitopatdgenos de clima tropical, incluindo R.

pseudosolanacearum.

141



5. CONCLUSOES

O cafeeiro (C. arabica), é hospedeiro de R. pseudosolanacearum (filotipo | — biovar 3);
Apenas isolados de R. pseudosolanacearum (filotipo | — biovar 3) foram capazes de
infectar plantulas de cafeeiro, induzindo sintomas;

O aparecimento de sintomas no cafeeiro é mais lento e sutil (nanismo e seca de folhas)
do que aqueles observados em tomateiro, que é um hospedeiro natural de R.
pseudosolanacearum (filotipo | — biovar 3);

A auséncia de sintomas tipicos de murcha pode levar a equivoca diagnose da causa,
reduzindo a possibilidade de controle do patogeno;

Devido ao plantio do cafeeiro geralmente ocorrer em regides de clima mais frio,
possivelmente haja escape da infeccéo por R. pseudosolanacearum (filotipo | — biovar 3),
porem, espécies de cafeeiro mais adaptadas a altas temperaturas (ex. C. canephora)
poderdo permitir o desenvolvimento de epidemias de murcha;

A migracdo da cultura do cafeeiro rumo a Regido Norte do pais e o fendmeno de
aquecimento global indicam que os programas de melhoramento genético da cultura
devem levar em consideracdo a possivel ameaca que venha representar a R.

pseudosolanacearum (filotipo | — biovar 3) para a cafeicultura nacional.

6. PERSPECTIVAS

Avancar na busca por variedades resistentes de C. canephora e C. arabica, visando
estabelecimento de uma base genética para resisténcia a murcha bacteriana;

Analisar geneticamente os isolados quanto a capacidade de infectar o cafeeiro, para
identificar quais caracteristicas genéticas estariam vinculadas a esse atributo;

Procurar, em condic¢Ges de campo plantas de cafeeiro com sintomas de murcha bacteriana

similares aos induzidos nas condig¢Oes experimentais empregadas no presente trabalho.
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CONCLUSOES GERAIS

e O isolado CNPH-RS 488 Ralstonia solanacearum, capaz de suplantar a resisténcia da
linhagem ‘Hawaii 7996’ ¢ mais agressivo e apresenta capacidade de murchar também
as espécies berinjela e jil6. Ndo sendo possivel explicar tal capacidade por meio da
quantificacdo de exopolissacarideo ou biofilme;

e O meio semi-seletivo SMART limitou o crescimento de isolados brasileiros das
biovares 1, 2A e 2T do complexo de espécies de Ralstonia, ndo sendo recomendado seu
uso para isolamento de isolados desse complexo;

e A estratégia de bulk segregant analysis associado com o desenho de primers SCAR e 0
sistema de marcadores RAPD permitiu a identificacdo de um conjunto de primers
informativos para as biovares 1 e 2A do complexo de espécies de Ralstonia;

e A estratégia de subtracdo in silico usando genomas completos de isolados do complexo
de espécies de Ralstonia permitiu o desenvolvimento de um par de primers especifico
para 0 gene sorbitol desidrogenase (polS) , que, no presente estudo, estd presente
somente nos isolados de biovar 3.

e Um subgrupo de gendtipos de Solanum peruvianum apresentou potencial para uso em
programas de melhoramento do tomateiro visando resisténcia a murcha bacteriana
devido a sua resisténcia superior que a linhagem resistente ‘Hawaii 7996°.

e O cafeeiro (C. arabica), quando artificialmente inoculado em casa de vegetacdo, se

mostrou ser hospedeiro apenas de isolados de R. pseudosolanacearum.
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