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RESUMO

Considerado como um dos mai's sérios patégenos da batata (Sol anumtuberosum), em regides de climatropical, subtropical,
assim como em zonas mais quentes de clima temperado, Ral stonia solanacearum € uma espécie com significativa diversidade
genética. Ela é caracterizada em um sistema binario de ragas e biovares, com base nas espécies hospedeiras e na capacidade de
utilizar diferentesfontesde carbono. A tentativade utilizar aresi sténciagenéticacomo formade controle de R. solanacearumnao
tem demonstrado estabilidade, devido a alteragGes climéticas nas diferentes regides e a variabilidade das estirpes do patégeno.
Devido as caracteristicas epidemiol 6gicas diferentes paraessas biovares, estirpes dabiovar 2 sfo maisfactiveisde serem erradicadas
em um sistemade controleintegrado. Em um levantamento realizado em quatro regides produtoras de batatado Rio Grandedo Sul,
foram obtidosisolados de R. solanacearumde 25 lavouras de dez municipios. Apo6s aandlise bioquimicadosisolados verificou-se
apresencadasbiovares 1 e 2, com predominanciada Ultima. Osisolados obtidos foram submetidos aavaliagdo davariabilidade
genéticapor PCR, utilizando seqiiéncias repetitivas ERIC e BOX e oligonucleotideos al eatérios (RAPD). A PCR-ERIC e BOX
puderam diferenciar claramente asbiovares 1 e 2. Porém, ambas n&o detectaram variabilidade entreisolados dabiovar 2 e apenas
PCR-BOX detectou variabilidade entre isolados da biovar 1. Ja através de RAPD demonstrou-se claramente a separagdo das
biovaresverificando-se que os mesmos apresentam um perfil caracteristico dependente daregido daqual osisoladosforam obtidos.

Palavras-chaveadicionais:. variabilidade genética, ERIC, BOX, biovar, raca.

ABSTRACT
Characterization of strains of Ralstonia solanacearum isolated from potato plants with bacterial wilt by rep-PCR and
RAPD

Considered one of the most important potato (Solanumtuberosum) pathogensin tropical and subtropical regions, aswell
asin temperate regions with warmer climate, Ralstonia solanacearumis a species with significant genetic diversity. It has been
characterized in abinary system of races and biovarsbased on therange of host speciesand on the ability to use carbon sources. The
attempts to use genetic resistance as a strategy to control R. solanacearum were shown to be unstable due to climatic changesin
different regionsand dueto the variability of the pathogenic strains. Dueto different epidemiological characteristicsof thebiovars,
strains of biovar 2 are more likely to be eradicated in an integrated control system. In asurvey performed in four regions where
potato isproduced in Rio Grandedo Sul, isolates of R. solanacearumwere obtained from 25 crop fieldsin ten municipalities. The
biochemical analyses of theisolates reveal ed the occurrence of biovars 1 and 2, thelatter being predominant. Theisolates obtained
were evaluated for their genetic variability by PCR, using repetitive sequences ERIC and BOX and random primers (RAPD). The
PCR-ERIC and BOX were ableto clearly differentiate the biovars 1 and 2. However, neither analysis was able to demonstrate
variability among isolates of biovar 2 and only PCR-BOX showed some degree of variability among isolates of biovar 1. The
amplification by RAPD demonstrates the distinction between the biovarsand reveal ed that they show characteristic profilesthat are
closely related to the region where they were obtained.

Additional keywords: genetic variability, ERIC, BOX, biovar, race.

INTRODUCAO

Ral stonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. (sin.
Pseudomonas solanacearum Smith) € umaespécie complexa

*Parte da Tese de Doutorado do primeiro autor apresentadaa Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) (2002)
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com significativa diversidade genética (Martins, 2000).
Possui um nimero extensivo de espécies hospedeiras
abrangendo mais de 50 familias boténicas. Nenhuma outra
espécie de bactéria fitopatogénica, a excegdo de
Agrobacterium tumefaciens (Smith & Townsend) Conn.,
infeta tamanha diversidade de hospedeiras quanto R.
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solanacearum (Hayward, 1995). Para caracterizar esta
variabilidadeintra-especificautiliza-se um sistemade classi-
ficagdo binario de ragas e biovares, embora este néo faca
parte dos critériosdo Cédigo I nternacional de Nomenclatura
de Bactérias (Buddenhagen et al., 1962; Hayward, 1991).
Ral stonia solanacearum pode ser classificadaem cinco ragas
com base nas espécies hospedeiras e em cinco biovares de
acordo com a capacidade de utilizar diferentes aglicares e
alcoois (He et al., 1983; Hayward, 1994).

Tradicionalmente considerado como um dos mais
sérios patogenos da batata (Solanum tuberosum L.) em
regiodes tropicais e subtropicais de todo o mundo, R.
solanacearum tem aumentado sua importancia apos os
recentes surtos registrados na Europa (Elphinstone et al.,
1996).

A utilizag8o de cultivares resistentes é a alternativa
mais simples e efetiva para o controle da murcha bacteriana
(Hayward, 1991). No entanto, aresisténciagenéticando tem
demonstrado estabilidade em relagdo ao tempo e ao local,
devido as alteragBes climéticas nas diferentes regides geo-
gréficas e a variabilidade genética das estirpes do patbgeno
(Grimault et al., 1994). Um maior conhecimento dagenética
populacional de R. solanacearum poderia auxiliar na
compreensdo daresi sténciaespecificaadeterminadoslocais
(Jaunet & Wang, 1998). Estudos epi demiol 6gi cos dependem
do conhecimento da populagéo do patégeno, sendo um pré-
requisito essencial para o desenvolvimento de estratégias
de controle (Smith et al., 1995; Van Der Wolf et al., 1998).

Técnicas moleculares tém permitido o estudo do
relacionamento filogenético e evolucionério de R.
solanacearum, bem como o de variabilidade em nivel intra-
especifico. Com base em andlises de “ Restriction Fragment
Length Polymorphism” (RFLP), Cook et al. (1989) e
Gillings & Fahy (1993) definiram 33 grupos ou gendtipos
deR. solanacearum. Os coeficientes de similaridade gerados
entre os grupos revelaram duas divisdes distintas, que
refletem um provavel relacionamento filogenético ou
evolucionario, sendo a origem geogréfica das estirpes a
caracteristica mais fortemente correlacionada.

No Rio Grande do Sul, Silveira et al. (2002) cons-
tataram a ocorrénciadas biovares 1 e 2 de R. solanacearum
em éareas de cultivo de batata, em dez municipios diferentes
das quatro areas de producéo: Serra do Nordeste, Planalto
Superior, Depressdo Central e Grandes Lagoas. A
predominancia foi de 94% de isolados da biovar 2, sem
haver relacdo com a temperatura média local ou cultivar
de batata.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar isolados
das biovares 1 e 2 de R. solanacearum provenientes das
quatro regifes produtoras de batatano Estado do Rio Grande
do Sul, utilizando marcadores PCR-ERIC, BOX e RAPD.

MATERIAL E METODOS

Obtencao dosisolados de R. solanacearum
Os isolados foram obtidos de plantas de batata com
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sintomas de murcha bacteriana, coletadas nos meses de
setembro a dezembro de 1999, em 25 lavouras localizadas
em dez municipios de quatro regides produtoras do Estado
do Rio Grande do Sul: Depressdo Centra (Santa Maria e
Silveira Martins); Serra do Nordeste (Carlos Barbosa,
Farroupilha e Garibaldi); Planalto Superior (Nova Prata,
Ibiraidras e Sao Jorge) e Grandes Lagoas (Pelotas e Sao
Lourencgo) (Tabela 1).

O isolamento foi realizado através da coletado fluxo
bacteriano em tubos de microcentrifuga, contendo 0,5 ml
de &gua destilada esterilizada (ADE), a partir de segmentos
dehastesde 1 a2 cm previamente desinfestados com NaOCl
1% e ADE. A suspensdo de célulasfoi diluidaem série (10x)
por transferéncia para novos tubos com ADE e 20 pl das
diferentes dilui¢des foram espalhados por esgotamento na
superficie do meio de cultura SPA (sacarose 20 g.I%; peptona
5g.l% K,HPO,0,5 gI*; MgSO,. 7 H,0 0,25 g.I'*; Agar 15
g.’Y) pH 7,2 (Hayward, 1960), contendo 0,05% de cloreto
de trifenil tetrazolio. Col6nias fluidas com centro vermelho
e bordas brancas foram transferidas para novas placas
contendo SPA e, ap6s 48 h a 28 °C, submetidas aos testes de
Gram, oxidase e Doubl e antibody sandwich- Enzymelinked
immunosorbent assay” (DAS-ELISA), com anti-soro
policlonal reativo a R. solanacearum fornecido pela
Embrapa de Clima Temperado (Castro et al., 1993). Os
isolados obtidos, um por planta, foram entdo submetidos a
testes bioquimicos para determinac&o da biovar, de acordo
com acapacidade em oxidar asfontes de carbono: celobiose,
lactose, maltose, trealose, dulcitol, manitol e sorbitol,
conforme Schaad (1988). Os isolados foram armazenados
em ADE a5 °C e em glicerol-&gua (15:85) a-80 °C.

Osisolados dereferénciaparaashiovares1e2 deR.
solanacearum utilizados neste estudo foram fornecidos pela
Embrapa de Clima Temperado: isolados RS6, RS7 e R$45
(biovar 2), isolados RS25 e RS26 (biovar 1) e pela Embrapa
Hortalicas: isolado RS44 (biovar 2), isolados RS72, RS116
e RS127 (biovar 1). Todos os isolados fornecidos séo
oriundos de plantas de batata e caracterizados nos respectivos
centros de pesquisa.

PCR-BOX, ERIC e RAPD

A extragcdo do DNA dosisoladosde R. solanacearum
foi realizada de acordo com Boucher et al. (1987), as
quantificacOes realizadas em espectrofotdmetro (Beckman
DU 65) e as amostras mantidas a — 20 °C. A variabilidade
genética dos isolados foi avaliada para as seqiiéncias
repetitivas ERIC e BOX, utilizando os oligonucleotideos
iniciadores ERIC1R (5'ATG TAA GCT CCT GGG GAT
TCA C3') e ERIC2 (5'AAG TAA GTG ACT GGG GTG
AGC G3') eBOXAI1R (5 CTA CGG CAA GGC GAC GCT
GACG3') (Annovis). A PCR foi realizadaem termociclador
MJ Research (Minicycler TM) em 25 il, contendo solugdo
tampdo de PCR (10 mM Tris-HCI [pH 8,3], 50 mM KClI);
1,5 mM MgCl, (BOX); 2 mM MgCl, (ERIC); 0,2 mM de
deoxinucleotideos (cada); 1,25 U polimerase AmpliTaq
(Gibco-BRL); 1 iM dos oligonucleotideos iniciadores e 60
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ng de DNA. As condi¢cBesforam 5 mina95 °C; 30 ciclos[1
mina94 °C, 1 mina51 °C (BOX) e53 °C (ERIC), 8mina
65 °C] e 15 min a65 °C.

A PCR-RAPD foi realizada com o conjunto OPO de
oligonucleotideos iniciadores OPO-02 (5 ACG TAG CGT
C3'); OPO-04 (5 AAG TCC GCT C3'); OPO-10 (5 TCA
GAG CGCC3)eOPO-12(5 CAGTGCTGT G3') (Operon
Technologies Inc. USA). As reagdes foram realizadas no
mesmo termociclador utilizado para as andlises de PCR-
rep, em um volume de 25 il, contendo solugdo tamp&o de
PCR (10 mM Tris-HCI [pH8,3], 50 mM KCl); 2 mM de
MgCl, 0,001% de gelatina; 0,2 mM de deoxinucleotideos
(cada); 1,25 U polimerase AmpliTag (Gibco-BRL); 10
picomol es de cada um dos oligonucleotideosiniciadores e 60
ng de DNA. As condigdes foram 5 min a94 °C; 40 ciclos (1
mina94°C,1mina38°C,2mina72°C)el0mina72°C.

Os produtos resultantes da amplificagcdo da PCR-
RAPD, ERIC e BOX foram separados em gel de agarose
1,4%, submetidos a €eletroforese 4 VV/cm por 4 h, corados
com brometo de etidio (0,05%), visualizados sob luz
ultravioleta e fotografados com sistema de fotodocumentacéo
computadorizado de andlise de gel (Kodak Digital Science
1D —EDAS 120). Os dados foram analisados pel o programa
estatistico NTSY S (Numerical Taxonomy System), ondefoi
determinadaamatriz de similaridades genéticas e construido
0 dendrograma. A matriz de similaridade genética entre os
isolados foi construida utilizando o coeficiente Jaccard e os
agrupamentos feitos de acordo com o método UPGMA
(Unweight Pair Group Method with Arithmetic Average)
(Crisci & Armengol, 1983).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os isolados obtidos foram reativos ao anti-soro
policlonal de R. solanacearum e resultaram positivos pelo
teste de oxidase e Gram negativos. Isolados que utilizaram
os agUcares lactose, maltose e celobiose, e ndo utilizaram as
demais fontes de carbono, foram considerados como biovar
2. Osisoladosdabiovar 1 utilizaram apenastreal ose (Tabela
1).

A amplificagdo por PCR do DNA das estirpes de R.
solanacearum obtidos em éreas de produgdo de batata no
Rio Grande do Sul, utilizando oligonucleotideosiniciadores
para seqliéncias ERIC e BOX, produziu multiplos produtos
com tamanho variando de 0,2 a 3 kb, resultando em perfis
genéticos distintos (Figuras 1 e 2). A PCR-BOX produziu
um numero superior de fragmentos amplificados, quando
comparado com ERIC, porém, ambos puderam diferenciar
claramente os isolados das biovares 1 e 2.

Dois segmentos resultantes da amplificagdo do DNA
dos isolados da biovar 1 (480 e 760 pb) e trés segmentos
paraosisolados dabiovar 2 (610, 690 e 1400 pb), utilizando
ERIC, permitiram a caracterizagdo e a separacdo das duas
biovares com este marcador (Figura 1). Os fragmentos
obtidos através de BOX mantiveram um padrao distinto para
os isolados da biovar 2, com um numero significativo de
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segmentos caracteristicos (450, 560, 790, 1000, 1100 e 1310
pb), mesmo para os isolados de referéncia (Figura 2). No
entanto, comportamento diferente foi verificado para os
isolados da biovar 1 analisados com seqiiéncias BOX. Os
isolados da biovar 1 n&o reproduziram um padrdo distinto
com este marcador, demonstrando maior variabilidade
genética. Osisolados de lavouras do municipio de Garibal di
puderam ser diferenciados dosisolados de SilveiraMartins,
bem como dos isolados de referéncia, o que demonstra a
maior capacidade deste marcador em revelar polimorfismos
existentes, notadamente amaior variabilidade entre i solados
dabiovar 1.

Os isolados da biovar 2 ndo apresentaram varia-
bilidade genética com as seqliéncias ERIC e BOX, embora
tenham amplificado um maior nimero de fragmentos
reproduziveis (Figuras 1 e 2). Resultados semel hantesforam
relatados por Van Der Smith et al. (1995) e Wolf et al.
(1998). Segundo Van Der Wolf et al. (1998), o conjunto de
oligonucleotideos iniciadores ERIC e BOX puderam
diferenciar isolados de diferentes biovares, porém, foram
incapazes de diferenciar isolados da biovar 2 (raga 3). Esta
homogeneidade para as estirpes dabiovar 2 foi demonstrada
por outras técnicas. Gillings & Fahy (1993) definiram por
analises de RFLP, 33 grupos ou gendtipos de R.
solanacearum. Osisoladosdabiovar 2, com centro de origem
na regido Andina Ocidental, foram incorporados a apenas
dois grupos RFLP (26 e 27), bastante homogéneos e
geneticamente muito similares, enquanto que os isolados
da biovar 1 foram dispostos em seis grupos de RFLP
geneticamente heterogéneos. De acordo com Smith et al.
(1998), ha uma correlagdo entre a variabilidade genética e
0 numero de espécies hospedeiras. Para R. solanacearum
biovar 2, as espécies hospedeiras se restringem quase que
exclusivamente a batata e em menor extensdo ao tomateiro
(Lycopersicon esculentum Mill.), enquanto que, a biovar 1
apresenta uma diversidade de espécies hospedeiras.

A variabilidade entre isolados da biovar 2 tem sido
mais apropriadamente determinada por “Pulsed-Field Gel
Electrophoresis’ (PFGE). Smith et al. (1995) determinaram
dez distintas linhas clonais entre 45 isolados da biovar 2,
obtidos em éreas de produc&o de batatano Quéniapor PFGE.
Deacordo com Van Der Wolf et al. (1998), osrecentes surtos
de murcha bacteriana registrados na Europa tornaram
necessario o conhecimento da variagdo na populacéo do
patdgeno, como base para estudos epidemiol gicos visando
medidas de controle. Embora os autores néo tenham obtido
éxito com PCR-BOX e ERIC paraestirpesdabiovar 2 (raga
3), a diversidade encontrada com “Amplified fragment-
length polymorphism” (AFLP) e PFGE, este Ultimo
utilizando enzima de restricdo Xbal, permitiu separar as
estirpes desta biovar em diversos grupos, indicando a
presenca de diferentes linhas clonais na Europa. Mesmo
para isolados das biovares 1 e 3 (raga 1), que apresentam
maior variabilidade, como demonstrado por PCR-BOX e
ERIC, trabalhos como o de Frey et al. (1996), confirmam
gue a técnica de PFGE € mais discriminatoria.
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TABELA 1 - Biovares de Ralstonia solanacearum obtidos de plantas de batata (Solanum tuberosum) de lavouras das diferentes regides
produtoras do RS e avaliados por PCR-ERIC, BOX e RAPD

Sub Regidio  Municipio Isolado* Biovar dC: :;:;i;:a Sub Regidio  Municipio Isolado *  Biovar dc:g;vt:;
Serra do Carlos Barbosa CBI12 2 Sinfonia Planalto Ibirai aras IB13 2 Elvira
Nordeste CB13 2 Sinfonia Superior IB16 2 Elvira

CB16 2 Sinfonia IB18 2 Elvira
CB112 1 Sinfonia 1B22 2 Baronesa
CBI116 1 Sinfonia 1B24 2 Baronesa
CB22 2 Baronesa IB26 2 Baronesa
CB23 2 Baronesa IB31 2 Macaca
CB25 2 Baronesa IB32 2 Macaca
CB32 2 Baronesa IB34 2 Macaca
CB33 2 Baronesa Nova Prata NP13 2 Baronesa
CB38 2 Baronesa NP16 2 Baronesa
Farroupilha FA1l 2 Elvira NP18 2 Baronesa
FA13 2 Elvira NP23 2 Asterix
FALS 2 Elvira NP210 2 Asterix
FA118 1 Elvira NP211 2 Asterix
FA21 2 Baronesa NP32 2 Baronesa
FA22 2 Baronesa NP34 2 Baronesa
FA24 2 Baronesa NP37 2 Baronesa
Garibaldi GAll 1 Sinfonia Sao Jorge SJ15 2 Baronesa
GA12 1 Sinfonia SI16 2 Baronesa
GA13 1 Sinfonia SJ19 2 Baronesa
GAl4 1 Sinfonia S126 2 Baronesa
GA15 1 Sinfonia SI212 2 Baronesa
GAl6 1 Sinfonia SI215 2 Baronesa
GA17 1 Sinfonia SI37 2 Baronesa
GA18 1 Sinfonia SI310 2 Baronesa
GA19 1 Sinfonia SI317 2 Baronesa
GAL110 1 Sinfonia Depressao Santa Maria ST11 2 Baronesa
GAIl11 1 Sinfonia Central ST11 2 2 Bar onesa
GA112 1 Sinfonia ST 118 2 Baronesa
GA113 1 Sinfonia ST21 2 Baronesa
GAl14 1 Sinfonia ST25 2 Baronesa
GALl15 1 Sinfonia ST21 6 2 Baronesa
GALll16 1 Sinfonia ST33 2 Macaca
GA117 1 Sinfonia ST35 2 Macaca
GA118 1 Sinfonia ST37 2 Macaca
GAI119 1 Sinfonia Silveira SM1 2 2 Elvira
GA120 1 Sinfonia Martins SM14 2 Elvira

Grandes Pelotas PE11 2 Macaca SM16 2 Elvira

Lagoas PE18 2 Macaca SM22 2 Macaca
PEI10 2 Macaca SM23 2 Macaca

Sao Lourengo SL14 2 Macaca SM25 2 Macaca
do Sul SL16 2 Macaca SM31 2 Macaca
SL18 2 Macaca SM33 1 Macaca

SL24 2 Sinfonia SM3 5 2 Macaca

SL26 2 Sinfonia SM36 1 Macaca

SL27 2 Sinfonia SM37 1 Macaca

SL32 2 SantoAmor SM38 2 Macaca

SL34 2 SantoAmor SM316 1 Macaca

SL35 2 SantoAmor SM319 1 Macaca

*um por planta
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Trabalhos biogeograficos com PCR-rep indicam que,
na América do Sul, as estirpes de R. solanacearum biovar
2A compreendem trés linhas clonais, uma no Peru, outra na
Colombia e Chile e uma terceira nos demais paises da
América do Sul (Smithezal., 1998). A biovar 2T, com centro
de origem na regido Amazonica, esta relacionada a regides
de clima tropical de baixa altitude, possui um grande nimero
de espécies hospedeiras e ndo € equivalente a biovar 2 (raca
3) (Horita & Tsuchiya, 2001). Apesar de sua aparéncia

M 1

1400 pb—

690 pb—>
610 pb—>

2 3 4 5 6 7 8 9

fenotipica bastante homogénea, ¢ composta pelos grupos
RFLP de 29 a 32, que sdo geneticamente heterogéneos
(Gillings & Fahy, 1993).

A amplificagdo do DNA por RAPD das estirpes de
R. solanacearum a partir de oligonucleotideos iniciadores
OPO-10 produziu multiplos produtos, com tamanho
variando de 0,2 a 3 kb (Figura 3). Os demais oligonu-
cleotideos iniciadores OPO-2, OPO-4 ¢ OPO-12 produziram
um nimero limitado de fragmentos (dados ndo apresentados)

10 11 12 13 14 15

<760 pb

< 480 pb

FIG. 1 - Produto da amplificacdo do DNA de isolados de Ralstonia solanacearum por PCR-ERIC.
(M) Marcador de peso molecular 1 kb, Isolados da biovar 2: (1) Isolado CB12, (2) CB16, (3) IB13,
(4) IB18, (5) SL14, (6) SL16, (7) NP23, (8) NP37, (9) isolado de referéncia RS45, Isolados da
biovar 1: (10) GA11, (11) GA17, (12) SM37, (13) SM316, (14) Isolados de referéncia RS72 e (15)

Controle Negativo.

M1 2

1310 pb —

1100 pb —>
1000 pb—>

790 pb —>
560 pb >

450 pb —>

3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17

FIG. 2 - Produto da amplificagdo do DNA de isolados de Ralstonia solanacearum por PCR-
BOX. (M) Marcador de peso molecular 1 kb, Isolados da biovar 2: (1) Isolado FA13, (2) FAlS,
(3) ST33, (4) ST35, (5) PEl1, (6) PE18, (7) SJ15, (8) SJ26, (9) isolado de referéncia RS45,
Isolados da biovar 1: (10) GA11, (11) GA17, (12) SM37, (13) SM316, (14) Isolados de referéncia
RS127, (15) RS72, (16) RS116 ¢ (17) Controle Negativo.
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e ndo foram utilizados nas andlises de similaridade genética
e agrupamento para a construgdo do dendrograma.

O padrédo de eletroforese do DNA dos isolados
demonstrou que os mesmos apresentam um perfil de
amplificacéo caracteristico, bastante relacionado com a
regido da qual os isolados foram obtidos apresentando, no
entanto, pouca variabilidade entre os isolados do mesmo
local. A andlise de agrupamento com os dados obtidos com
os oligonucleotideosiniciadores OPO-10 separou as estirpes
das biovares 1 e 2 em dois grupos distintos (Figura 4). A
similaridade entre as estirpes dabiovar 1 foi superior a 7%
e a 25% ente as estirpes da biovar 2.

Trabal hos utilizando marcadores moleculares RAPD
tém sido realizados para a detecg@o de R. solanacearum
(Salavaet al., 1998; Lee & Wang, 2000), bem como para o
melhoramento genético visando a resisténcia (Yui et al.,
1999; Fock et al., 2000, Gao et al., 2000).

O potencia datécnica de RAPD para determinagéo
de diversidade genética de R. solanacearum também tem
sido demonstrada (Jaunet & Wang, 1998; Thwaites et al.,
1999). Ito et al. (1996) investigaram avariabilidade genética
de isolados de nove diferentes areas agricolas do Japdo por
RAPD e andlise de restrigéo e concluiram que a populagéo
de R. solanacearum consistia de um nimero independente
de linhas clonais, sendo as mesmas relacionadas a regiéo
deorigem. Do mesmo modo, Jaunet et al. (1996) verificaram
elevada variabilidade entre isolados obtidos de viveiros de
producdo de mudas e de campos de producgéo de tomate em
Taiwan. De acordo com Jaunet & Wang (1998), o0 método
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2 3 45 6
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RAPD demonstrou a diversidade genética da populacéo de
R. solanacearum biovares 3 e 4 dos campos de produgéo de
tomate, em um nivel muito mais elevado do que os
determinados por PFGE em isolados da biovar 2 (raca 3)
por Smith et al. (1995) e de isolados das biovares 1 e 3
(raca 1) por Frey et al. (1996).

No presente trabal ho a similaridade entre osisolados
foi bastante reduzida com os oligonucleotideos utilizados
(similaridade pouco acima de 20% para isolados da biovar
2 e abaixo de 10% para isolados da biovar 1). Jaunet &
Wang (1998) utilizaram os oligonucleotideos iniciadores da
série OPA (Operon TechnologiesInc. USA) paracaracterizar
isolados de R. solanacearumde diferentes biovares. Segundo
os autores, os oligonucleotideos OPAD1, OPAG6, OPAG14
e OPAEL foram selecionados devido a sua capacidade em
revelar polimorfismo entre isolados das biovares 3 e 4 de
diferentes paises asiéticos. Portanto, a capacidade do método
RAPD em detectar polimorfismo depende, também, da
escolha de oligonucleotideos iniciadores que possibilitem
revelar maior variabilidade entre os isolados da biovar em
estudo.

Emboratenhasido possivel diferenciar asbiovares 1
e 2 de R solanacearum utilizando marcadores PCR-rep e
RAPD, a dificuldade em acessar a variabilidade entre os
isolados de cada biovar sugere a necessidade de estudos
utilizando marcadores como AFLP ou PFGE, os quais tém
demonstrado serem mais eficientes na determinagéo da
variabilidade genéticadasbiovares1 e 2 (Smithet al., 1995;
Van Der Wolf, 1998).

12 13141516 17 18 1920 21 22 23 24 25

FIG. 3 - Produto da amplificagdo do DNA de isolados de Ralstonia solanacearum por PCR-RAPD. (M) Marcador de peso molecular 1
kb, Isolados da biovar 2: (1) Isolado PE11, (2) PE18, (3) ST25, (4) ST216, (5) SL16, (6) SL18, (7) NP16, (8) NP34, (9) NP32, (10) I1B13,
(11) 1B22, (12) SI15, (13) SI26, Isolados da biovar 1: (14) GA14, (15) GA18, (16) GA110, (17) GA17, (18) CB112, (19) SM316, (20)
Isolados de referéncia RS6, (21) RS26, (22) RS72, (23) RS127, (24) RS116 e (25) Controle Negativo.

620

Fitopatol. bras. 30(6), hov - dez 2005



Caracterizagao de estirpes de Ral stonia solanacear umisol adas de plantas de batata. ..

R R = =t () e et
WRAN=R+D0 W

W W ENN -
ISttt
NO AN

Grupo?2

Grupo 1

S

FIG. 4 - Dendrograma baseado no método UPGMA, de acordo com perfis de amplificagdo gerado por PCR-
RAPD dosisolados de Ral stonia solanacear um obtidos de lavouras de produgéo de batata (Solanum tuberosum)
no RS. ST (Santa Maria), FA (Farroupilha), SM (Silveira Martins), CB (Carlos Barbosa), SJ (S&o Jorge), 1B
(Ibiraidras), NP (Nova Prata), SL (Séo Lourenco), PE (Pelotas), GA (Garibaldi), RS (Isolados de Referéncia).
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