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RESUMO GERAL

A bananicultura apresenta grande importancia para o Brasil e um dos fatores que
limita a producéo nas regiGes Norte e Nordeste é 0 Moko da bananeira. Essa doenca é
causada pela bactéria Ralstonia solanacearum, filotipo I1 (I1A e 1IB) e sequevares 11A-6,
[1A-24, 11A-41, 11A-53, 11B-3, 11B-4 e 11B-25, sendo os isolados denominados de ecotipo
Moko. Além dos sintomas tipicos do Moko que sdo observados em bananeiras na regiao
Norte do pais, existe a ocorréncia de sintomas atipicos relacionados exclusivamente a
sequevar 11A-53, que foram assinalados apenas na regido Nordeste, sendo a doenca
denominada de sindrome Sergipe (Sergipe facies). Para entender esses dois grupos, foi
realizada a comparacao da adaptabilidade entre as sequevares 11A-24 e 11A-53 em relagdo
ao crescimento da bactéria em diferentes condigdes ambientais, formacé&o de biofilme e
producdo de bacteriocinas, bem como a adaptabilidade patogénica em relacdo a
patogenicidade a diferentes espécies de plantas e agressividade a bananeira. As duas
sequevares de R. solanacearum apresentaram adaptabilidade fisioldgica similar,
crescendo nas mesmas faixas de temperaturas (10 a 45°C), com temperatura étima em
torno de 35°C, niveis de pH (3,5 a 9,5) e concentragdes de sal (0,5 a 5%). Porém, a Il1A-
24 apresentou maior crescimento em diferentes pHs (4,5 a 8,5) e a I11A-53 apresentou
maior tolerancia a 5% de NaCl. As duas sequevares foram capazes de produzir biofilme,
com isolados classificados como moderados ou forte formadores, mas ndo produziram
bacteriocinas. Plantas de tomateiro, batata inglesa e helicbnias, mas ndo de amendoim,
foram infectadas pelas duas sequevares que também ndo diferiram quanto a agressividade
a bananeira. Com base nos resultados, concluimos que as duas sequevares apresentam
comportamento adaptativo similares, quanto aos parametros fisioldgicos, ecolégicos e
patogénicos analisados, os quais ndo possibilitaram relacionar a ocorréncia das

sequevares nas regides do Brasil.

Palavras-chave: Musa sp., Moko da bananeira, fisiologia, biofilme, gama de

hospedeiros, agressividade.



GENERAL ABSTRACT

Banana cultivation is of great importance to Brazil and one of the factors that limit
production in the North and Northeast regions is the Moko of the banana tree. This disease
Is caused by the bacterium Ralstonia solanacearum phylotype Il (I1A and 11B) and
sequevars 11A-6, l11A-2, 11A-41, 11A-53, 11B-3, 11B-4 and 11B-25, the isolates being called
of Moko ecotype In addddition to the typical symptoms of Moko that are observed in
banana trees in the North region of the country, there is the occurrence of atypical
symptoms related exclusively to sequevar 1lA-53, which were reported only in the
Northeast region, the disease being called Sergipe syndrome (Sergipe facies). To
understand these two groups, we compared the adaptability between sequevrs 11A-24 and
I1A-53 in relacion to bacterial growth in different environmental conditions, biofilm
formation and bacteriocin production, as well as pathogenic adaptability in relation to
pathogenicity to different plant species and aggressiveness to banana. The two sequevars
of R. solanacearum showed similar physiological adaptability, growing in the same
temperature ranges (10 to 45°C), with optimal temperature around 35°C, pH levels (3.5
to 9.5) and salt concentrations. However, 11A-24 showed greater growth at different pHs
(4.5 to 8,5) and I1A-53 showed greater tolerance to 5% NaCl. The two sequevars were
able to produce biofilm, with isolates classified as moderate or strong formers, but they
did not produce bacteriocins. Tomato, potato and heliconia plants, but not peanuts, were
infected by the two sequevars, which also did not differ in terms of aggressiveness to
bananas tree. Based on the results, we conclude that the two sequevares present similar
adaptive behavior, regarding the analyzed physiological and pathogenic parameters,
which did not make it possible to relate the occurrence of sequevars in the regions of

Brazil.

Keywords: Musa sp., banana tree Moko, physiology, biofilm, host range, aggressive
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ADAPTABILIDADE COMPARATIVA DE SEQUEVARES DE Ralstonia
solanacearum ECOTIPO MOKO ASSOCIADAS A MURCHA E SINDROME
SERGIPE

1. Bananicultura

A bananeira (Musa sp.) pertence a classe Liliopsida, ordem Scitaminales, familia
Musaceae e ao género Musa, o qual é subdividido nas se¢fes Australimusa, Callimusa,
Rhodochlamys e Eumusa (SALOMAO; SIQUEIRA, 2015). Destas, a se¢do Eumusa
apresenta 0 maior numero de espécies, incluindo a Musa acuminata e a Musa balbisiana,
que deram origem as cultivares comerciais e possuem ampla distribuicdo geogréafica
(DANTAS, SOARES FILHO, 2000).

O provavel centro de origem da bananeira ¢ a Asia, apesar de algumas cultivares
terem surgido na Africa Oriental e llhas do Pacifico (DANTAS; SOARES FILHO, 2000).
Né&o se tem relatos da introducédo desta cultura no Brasil, mas de acordo com as cartas de
Pero Vaz de Caminha, a bananeira ja era cultivada pelos indigenas desde o periodo da
colonizacdo europeia, sendo encontradas as variedades “Branco” e “Pacoba”. Com o
avango dos estudos, foi revelado que a ‘Branco’ tinha maior ocorréncia no litoral e a
‘Pacoba’ na regido da Amazonia. Contudo, também houve a inser¢ao de novas variedades
trazidas da Europa e da India pelos portugueses (MOREIRA; CORDEIRO 2006).

As bananeiras possuem grande complexidade gen6mica. A espécies Musa
acuminata Colla (AA) e a Musa balbisiana Colla (BB) correspondem aos diversos
diploides selvagens existentes (DANTAS; SHEPHERD, 1997). Com o cruzamento
sucessivo dessas duas espécies, surgiram os niveis triploides e tetraploides. Dessa forma,
foram definidos grupos genémicos, que sdo multiplas combinagdes dos genomas de
bananeiras das duas espécies mencionadas, sendo representados pelas letras A (M.
acuminata) e B (M. balbisiana), surgindo entdo os grupos e subgrupos comerciais, tais
como Cavendish (AAA), Gros Michel (AAA), Prata (ABB), Terra (AAB), Figo (ABB) e
hibridos tetraploides (AAAA) (CORDEIRO, 2000). Existem quatro padrfes ou tipos
principais de variedades de bananeiras no Brasil: Macé, Prata, Cavendish (Banana
D’Agua ou Caturra) e Terra, sendo que para cada tipo ha uma ou mais variedades. O tipo
Prata comporta as variedades Prata, Prata and, Pacovan, FHIA-18, Pacovan Ken, Preciosa
e Maravilha; ja o tipo Maca e composto pelas variedades Maca verdadeira e a Tropical;

o tipo Cavendish, por sua vez, é constituido principalmente pelas variedades Grande
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Naine, Nanica, Nanicdo; enquanto o tipo Terra, tem as variedades Terra e D’Angola
(EMBRAPA, 2004).

As variedades Prata, Prata and e Pacovan, sdo as mais cultivadas no Brasil
(EMBRAPA, 2004). A preferéncia do mercado consumidor, o destino de producao
(inddstria ou consumo in natura), resisténcia a pragas e doencas, porte da planta e
tolerancia a ventos séo alguns dos aspectos levados em consideragdo na escolha destas
cultivares (EMBRAPA, 2004). As variedades destinadas principalmente ao mercado
interno mais difundidas no pais sdo a Prata, Pacovan, Prata And, Mysore, Terra e
D’Angola, pertencentes ao grupo AAB, enquanto a Nanica, Nanicao e Grande Naine do
grupo AAA sdo voltadas para exportacdo (EMBRAPA, 2004)

A banana é a segunda fruta mais consumida no planeta e considerada como a mais
importante para seguranca alimentar na América Latina e Caribe, que no triénio de 2016-
2018, exportaram cerca de 21 milhGes de toneladas da fruta, movimentando em torno de
6 bilhdes de reais (ALDENDORF, 2019). Em 2020, as exportacdes globais de banana
permaneceram relativamente estaveis, com cerca de 21,5 milhdes de toneladas, com
destaque para América Latina e Caribe (16,5 milhdes t), Asia (4,4 milhdes t) e Africa (0,6
milhdes t) (FAO, 2020).

A crescente demanda por frutas tropicais, principalmente por parte dos paises de
clima temperado, contribui para um cenario otimista na producao e exportacdo de banana.
De acordo com projegoes feitas pela “Food and Agriculture Organization of the United
Nations” (FAO) para os anos 2019 a 2028, os paises da América Latina e o Caribe,
exportadores da fruta, poderdo ser responsaveis por 80% do total exportado entre as
regides produtoras em todo o mundo (FAO, 2020).

O Brasil é o quarto maior produtor de banana no mundo e o maior produtor das
Américas, ficando atras apenas da india, China e Indonésia. Mais de 90% da banana
produzida é destinada ao mercado interno. No entanto, no ano de 2020, o Brasil exportou
mais de 843 mil de t de banana fresca ou seca, movimentando mais de 25 milhdes de
dolares, com preco médio de 3.100,19US$/t. Ja no ano de 2021, o pais exportou mais de
108.752,74 t da fruta, movimentando mais de 37 milhdes de ddélares (COMEX STAT,
2021), o que mostra um crescimento nas exportacdes. Os principais compradores da
banana brasileira sdo Argentina (40%), Uruguai (39,6%) e Reino Unido (4,6%) (COMEX
STAT, 2020; FAO, 2020b).

Os maiores indices de produgdo de banana no Brasil no ano de 2019

concentraram-se nas regides Sudeste e Nordeste com 34,4% e 31,4% da producéo,



13

respectivamente (EMBRAPA, 2019), destacando-se o estado de S&o Paulo como maior
produtor nacional de banana, com cerca de 50 mil hectares e produtividade de 20,02 t/ha,
seguido pela Bahia com 64 mil hectares e rendimento de 12,81t/ha. A producdo destas
regides foi seguida pela regido Sul (15,4%), Norte (11,6%) e Centro-Oeste (4,7%),
destacando-se na producdo nacional os estados de Minas Gerais, Santa Catarina,
Pernambuco, Espirito Santo, Ceard, Pard e Goias (EMBRAPA, 2019). No ano de 2020,
foram produzidas 6.637.308 t, em uma area de 456.992 ha, movimentando mais de 863
milhdes de reais (IBGE, 2020). O dltimo censo agropecuario destaca que no Brasil
existem 202.513 propriedades rurais envolvidas com a bananicultura e desse total 81%
estdo no modelo de agricultura familiar, responséveis por 48% da producédo brasileira
(IBGE, 2017).

Diversos fatores de natureza biotica ou abidtica, afetam a bananicultura,
contribuindo com a queda da producdo ou até mesmo levando a perda total do bananal.
Entre as condigdes abidticas que podem provocar perdas estdo a seca, 0s ventos fortes, as
inundacdes e as geadas. Dentre os fatores de origem bidtica, por sua vez, estdo o ataque
de pragas, sendo as mais importantes: broca do rizoma (Cosmopolite sordidus Germar),
tripes da ferrugem dos frutos (Chaetanaphothrips spp.), broca-rajada (Metamasius
hemipterus L.) e traca da bananeira (Opogona sacchari Bojer) (FRANCELLI, et al.,
2015), e doengas, tais como: sigatoka amarela (Mycosphaerella musicola Leach ex
Mulder), sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet), mal-do-panama (Fusarim
oxysporum f. sp. Cubense (E.F.Sm.) W.C.Snyder & H.N.Hansen) (CORDEIRO, 2000;
KIMATI, 1997) e Moko da bananeira (Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.)
(CORDEIRO, 2000).

O Moko da bananeira € uma doenca de grande importancia econémica mundial e
para o Brasil, por apresentar dificil controle e alto poder destrutivo, podendo levar a perda
total do bananal (COELHO et al., 1998), sendo um fator limitante na produgéo de banana
na regido Norte do pais (COELHO NETTO et al., 2004). Em decorréncia da sua
importancia, a bactéria R. solanacearum ecotipo Moko, agente causal da doenca, é
classificada como praga quarentenaria presente no pais e o Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento controla os processos de comercializacéo e transporte de frutos,
mudas e fragmentos de bananeiras nos Estados em que ela ocorre (MAPA, 2009; MAPA
2018).



14

2. Ralstonia solanacearum

A bactéria R. solanacearum é Gram-negativa, com forma de bastonete, dimensoes
de 0,5-0,7 x 1,5-2,5um, aerdbica estrita e ndo esporogénica (AGRIOS, 2005). Os flagelos,
quando presentes, sao polares e em nimero de um a quatro (GENIN; BOUCHER, 2004).
Em meio contendo cloreto de trifenil-tetrazolium, as colonias virulentas sdo grandes, de
aparéncia fluida e, de forma pouco definida, contendo borda esbranquigada e centro
avermelhado ou rdseo, e as avirulentas sdo pequenas, vermelhas, secas e circulares, pois
a bactéria produz pequena massa de polissacarideos extracelulares (EPS) (KELMAN,
1954; LOPES; ROSATO, 2018). Quando cultivada em meio de cultura contendo tirosina
pode produzir pigmento marrom nao fluorescente (MEHAN et al., 1994). E uma bactéria
desnitrificante, que promove a hidrolise negativa ou fraca, em amido e em gelatina.
Apresenta reacdo positiva para os testes de oxidase e catalase, e negativa para os testes
de arginina e lipase, pois ndo as utiliza como fonte de carbono, bem como néo forma
levana a partir do acimulo de sacarose e acumula poli-p-hidroxibutirato (PHB) como
fonte de carbono (EU, 1998). E tolerante a sais e sua faixa de crescimento esta nas
temperaturas entre 25°C a 35°C (MEHAN et al., 1994).

R. solanacearum pertence ao dominio Bacteria, filo Proteobacteria, classe [-
Proteobacteria, ordem Burkholderiales, familia Ralstoniaceae e género Ralstonia
(KADO, 2010; YABUUCHI et al., 1995). Erwin F. Smith, no ano de 1896, fez a sua
primeira classificacdo a partir de isolados obtidos em plantas de tomateiro, nomeando-a
como Bacillus solanacearum Smith (SMITH, 1896). Desde entdo, sua nomenclatura
passou por varias reclassificacbes taxonémicas, sendo chamada de Pseudomonas
solanacearum (Smith) Smith, Phytomonas solanacearum (Smith) Bergey et al.
(BERGEY et al., 1992) e Burkholderia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.
(YABUUCHI et al., 1992).

Em 1995, com base no sequenciamento da regido 16S rRNA e andlises de
quimiotaxia, foi nomeada de R. solanacearum (YABUUCHI et al., 1996).
Posteriormente, R. solanacearum foi considerada um complexo de espécies no qual
incluia além de R. solanacearum as espécies Ralstonia syzigii (Roberts et al.)
Vaneechoutte et al. (2004), agente causal da “doenga de Sumatra do cravo da india” de
ocorréncia em Java e Sumatra, e ‘Blood disease bacterium’ (BDB) que ocorre na
Indonésia (FEGAN; PRIOR, 2005).

Os isolados de R. solanacearum apresentam uma grande diversidade. Inicialmente

foi classificada em nivel infraespecifico em cinco racas patogénicas, de acordo com a
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gama de hospedeiros (BUDDENHAGEN et al., 1962; HE et al. 1983) e em seis biovares,
quanto a capacidade de metabolizar dissacarideos (lactose, maltose e celobiose) e &lcoois
(manitol, sorbitol e dulcitol) (HAYWARD, 1964). Os isolados que infectam bananeira
foram classificados na racga 2, biovar 1. Posteriormente, com a criacdo do complexo R.
solanacearum, foi criado um sistema hierarquico de classificacdo constituido de quatro
filotipos correlacionados & origem geografica dos isolados (I- Asia, 1I- Américas, I11-
Africa e ilhas vizinhas e IV- Indonésia, Austrélia e Japdo). Em cada filotipo os isolados
sdo separados em sequevares, baseado na divergéncia nucleotidica < 1% na sequéncia
parcial do gene egl (FEGAN; PRIOR, 2005; POUSSIER et al., 2000) e atualmente
existem 70 sequevares (ALBUQUERQUE et al., 2021; GUTARRA et al., 2017; Ll etal.,
2016; LIU et al., 2017; RAVELOMANANTSOA et al., 2018; SANTIAGO et al., 2017;
SHE et al., 2017). Adicionalmente, os isolados também sao classificados em oito clados,
0s quais sd@o relacionados aos filotipos (WICKER et al., 2012), e clones (FEGAN;
PRIOR, 2005).

Em 2014, a partir de uma analise filogenética da sequéncia parcial do gene da
endoglucanase e regido ITS, e de caracteristicas bioquimicas, culturais, fisioldgicas e de
hibridizagdo DNA-DNA, foi proposta a reclassificagdo taxondmica do complexo R.
solanacearum em trés genoespécies independentes. A espécie R. pseudosolanacearum
Safni et al. (2014) englobou os isolados pertencentes aos filotipos I e I11; R. solanacearum
consistiu dos isolados do filotipo 1l (IlA e 1IB); R. syzigii (Roberts et al.) Vaneechoutte
et al. (2004) emend. Safni et al. englobou os isolados do filotipo IV, subdividida em trés
subespécies: R. syzigii subsp. indonesiensis Safni et al. agrupou isolados de Ralstonia
causadores de murcha em solanaceas, R. syzigii subsp. syzigii Safni et al. agrupou os
isolados anteriormente denominados de R. syzigii associados a doenca de Sumatra do
cravo-da-india, e R. syzigii subsp. celebesensis Safni et al. incluiu isolados de “Blood
disease bacterium” (SAFNI et al., 2014). Baseados em analises de gendmica comparativa,
hibridizacdo gendmica comparativa, protedmica e caracteristicas metabdlicas, Remenant
et al. (2010), Prior et al. (2016) e Zhang e Qiu (2016) também suportaram a divisdo do
complexo em trés espécies independentes e subespécies.

Isolados de R. solanacearum ecotipo Moko pertencem ao filotipo Il (11A ou 11B),
sequevares l1A-6, 11A-24, 11A-41, 11A-53, 11B-3, 11B-4, 1I1B-25. Na regido Norte do Brasil
ocorrem as sequevares IIA-6, 11A-24, 11A-41, 11B-4, 1IB-25, com predominancia da
sequevar I1A-24 e 11A-41, e na regido Nordeste, sdo encontrados apenas isolados da
sequevar 11A-53 (SILVA, 2018; ALBUQUERQUE et al., 2021). Diversos estudos ainda
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precisam ser realizados para entender as diferencas na adaptabilidade de isolados dessas

sequevares que possam estar relacionadas a ocorréncia em determinada regido do Brasil.

3. Moko da bananeira e suas variacfes sintomatoldgicas

O Moko da bananeira ou murcha bacteriana das bananeiras tem como agente
etiologico a bactéria R. solanacearum ecotipo Moko, que além da bananeira também
infecta heliconia (Heliconia spp.) (HAYWARD, 1994; PINHEIRO et al. 2011). A
terminologia “ecotipo” relaciona-se a um grupo de isolados altamente adaptados ao
hospedeiro, que no caso do ecotipo moko os isolados estabelecem intima relagdo com
Musa sp. (AILLOUD et al., 2015). Esta bactéria, relatada pela primeira vez na Guiana,
no ano de 1840, e logo depois em Trinidad e Tobago (CORDEIRO, 2000), apresenta
ampla distribuicdo geografica, com relatos de ocorréncia em paises da América do Norte,
América Central, América do Sul, Caribe e Asia (AILLOUD et al., 2015; BLOMME et
al., 2017; CELLIER et al., 2015; FEGAN; PRIOR 2006; OBRADOR-SANCHEZ et al.,
2017).). No Brasil, sua deteccdo data de 1976 no estado do Para (TOKESH; DUARTE,
1976) e desde entdo vem disseminando-se para varios Estados nas regides Norte e
Nordeste do pais, estando atualmente restrita aos estados do Amapa, Amazonas, Parg,
Rondonia e Roraima (Norte), Alagoas e Sergipe (Nordeste) (COELHO NETTO et al.,
2004; MAPA, 2018; TOKESHI, DUARTE 1976; TRINDADE et al. 2002; VIEIRA
JUNIOR et al. 2010). O Moko também foi registrado em helicbnias no estado de
Pernambuco (MAPA, 2007), entretanto, atualmente o estado é considerado livre da
doenca (MAPA, 2018).

O processo de infeccdo que origina os sintomas classicos de Moko da bananeira
se da a partir do sistema radicular, com a penetracdo da bactéria através de ferimentos
causados por atrito com particulas do solo, insetos habitantes do solo, nematoides e
fatores mecéanicos como acdo do vento que permite o atrito entre particulas abrasivas do
solo com as raizes (SEQUEIRA, 1998). Apo6s sua entrada, a bactéria coloniza os vasos
do xilema da raiz, rizoma e pseudocaule, causando obstrucdo em decorréncia do acuimulo
de exopolissacarideos (EPS), principal fator de viruléncia deste patdgeno (GENIN;
DENNY, 2012). Como consequéncia da colonizagéo ocorre a limitagdo do fluxo de seiva
e inducdo dos sintomas tipicos da doenca — amarelecimento, murcha e necrose das folhas
internas (ALBUQUERQUE et al., 2014), causando a quebra do peciolo (CORDEIRO;
2000), o que confere “aspecto de guarda-chuvas fechado”. De acordo com Pereira et al.

(2003), o escurecimento vascular no rizoma ocorre a partir da regido de conexdo do
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rizoma principal com o rizoma das brotacdes. No pseudocaule ocorre descoloracédo dos
vasos, sendo observada a partir do centro para as extremidades. Dessa forma, a bactéria
coloniza toda a touceira, infectando também o pedunculo e os frutos (FEGAN; PRIOR,
2006). O engaco e as raquis dos cachos colonizados apresentam escurecimento vascular,
visualizados com o corte transversal, com aspecto de pontos avermelhados (FANCELLI
et al., 2003; PEREIRA et al., 2003), os frutos apresentam amadurecimento desuniforme
e prematuro, com podriddo seca e coloracdo parda (AGRIOS, 2005; SALOMAO;
SIQUEIRA, 2015). No Brasil, os sintomas tipicos de Moko da bananeira sdo encontrados
em bananais da regido Norte.

O isolados do ecotipo Moko de R. solanacearum s&o agrupados em cinco grupos,
com base em sua ecologia, tais como, especificidade e viruléncia: grupo A (Amazénica),
agrupa isolados provenientes da bacia amazonica, com ocorréncia na margens dos rios,
estando sujeitas a inundacdes periddicas e podem ser transmitidas por insetos; grupo SFR,
causa murcha rapida em todos os grupos de bananeiras, transmitido por insetos
visitadores de inflorescéncias; grupo B (Banana), habita o solo e € altamente virulento em
bananeiras do grupo AAA; grupo D (Distorcdo), causam distor¢cdes foliares e murcha
lenta no grupo de bananeiras AAB; grupo H (Heliconia), presente na costa Rica, causa
murcha em helicdnias e em bananeira do subgrupo Terra (AAB) e ndo € patogénico ao
grupo AAA (FRENCH; SIQUEIRA, 1970).

Cordeiro et al. (2016) relataram ainda o grupo S (Sergipe), assim denominado
devido a correlacdo com o estado de origem, onde foi detectado e associam-no a
transmissdo por insetos. Albuquerque et al. (2014) caracterizaram 0 grupo S como
associado a sindrome Sergipe, estendendo suas caracteristicas para isolados que sdo
transmitidos por insetos visitadores de inflorescéncia e pertencentes a sequevar 11A-53.
Os isolados da sequevar I1A-53, também foram identificados no estado de Alagoas, cuja
infeccdo foi detectada ocorrendo preferencialmente via cachos e ocasionalmente via
rizoma (OLIVEIRA, 2020).

As sequevares 11A-6, 11A-24, 11A-41, 11B-3, 1IB-4 e 11B-25 de R. solanacearum,
sdo responsaveis pelos sintomas tipicos do Moko da bananeira. Entretanto, existem
variacdes sintomatoldgicas, nomeadas como sindrome Sergipe (Sergipe facies), que é
causada pela sequevar I1A-53, e Bugtok, causada pela sequevar 11B-3, sendo esta ultima
encontrada apenas nas Filipinas (ALBUQUERQUE et al., 2021; BLOMME et al. 2017,
FEGAN, PRIOR 2006).
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A sindrome Sergipe € a designacao de uma variagdo dos sintomas causados pela
R. solanacearum ecotipo Moko, exclusivamente por isolados da sequevar I1A-53. Esta
sindrome é ocorrente em bananais em dois estados do nordeste brasileiro, Sergipe e
Alagoas. A infeccdo tem inicio na inflorescéncia, por meio de insetos visitadores de
inflorescéncia. Ao colonizar o cacho, ocasiona nos frutos amadurecimento prematuro e
desuniforme, podriddo seca e necrose externa. Pode ocasionar escurecimento dos feixes
vasculares do pseudocaule, mas raramente promove a murcha de toda touceira
(ALBUQUERQUE et al., 2014).

Outra denominagdo para variagdo dos sintomas do Moko é a Bugtok, causada
somente pela sequevar 11B-3 e com ocorréncia apenas nas Filipinas em plantas das
cultivares Saba (Musa ABB) e Cardaba (Musa BBB). Assim como a sindrome Sergipe, a
R. solanacearum penetra via inflorescéncia masculina, também por meio de insetos
visitadores de inflorescéncia (BLOMME et al., 2017). Alguns insetos relatados como
dispersores desta bactéria sdo a abelha arapud (Trigona spinipes), vespas do género
Polybia, moscas do género Drosophila (MALAVOLTA JUNIOR et al., 2013) e o tripes
(FRANKLINIELLA sp.) (SOGUILON et al., 1995). O processo de infec¢do tem inicio na
inflorescéncia, causa podridao seca da polpa dos frutos, mais intensa no centro (PLOETZ
et al. 2003; SOGUILON et al. 1995), e em estados avancados da infeccao todos os frutos
do cacho podem apresentar sintomas (SOGUILON et al., 1995). Normalmente, 0s
sintomas estdo presentes apenas no peddnculo/raquis, mas em casos raros, pode ocorrer
a invasdo dos feixes vasculares do pseudocaule, provocando descoloracdo marrom-
avermelhada dos tecidos (BLOMME et al., 2017).

Gendmica comparativa e abordagens filogendmicas foram utilizadas para
identificar a similaridade do genoma de isolados que causam sintoma de Moko e suas
variantes sintomatoldgicas. A identidade média de nucleotideos e a hibridizacdo DNA-
DNA revelaram alta correlacdo (> 96% e > 78%, respectivamente) entre 0os genomas das
variantes de Moko. A anélise do pan-genoma identificou 21,3% de regides hereditérias
entre representantes das variantes de Moko tipico e sindrome Sergipe, que podem ser
atribuidas a uma abundéancia de clusters homdlogos exclusivos. Os genomas do ecotipo
Moko compartilharam 1.951 genes ortélogos, mas 0s representantes que induzem
sintomas tipicos nao exibiam ortélogos exclusivos. Além disso, 0s genomas dos isolados
associados a Bugtok e a sindrome Sergipe ndo compartilharam nenhuma informacéo

Unica com base nesta anotacdo. Portanto, as analises genémicas e filogenémicas foram
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insuficientes para diferenciar os isolados de ecotipo Moko em relagdo aos diferentes
sintomas induzidos (PAIS, 2020).

4. Adaptabilidade de microrganismos fitopatogénicos

De acordo com Darwin (1859), a atuacdo dos mecanismos de evolucéo, tais como
mutacOes, recombinagdo, fluxo génico, migracdo, transferéncia génica, efeito
estocasticos em pequenas populacdes, deriva genética, depressdo endogamica, efeito
gargalo e efeito fundador sobre a variabilidade genética dos organismos, permite que 0s
seres mais aptos sobrevivam. Dessa forma, as caracteristicas que favorecem um grupo de
individuos de uma determinada espécie, no momento da selecdo, sdo passadas para as
préximas geracbes (ROSA; MOREIRA, 2014).

Os organismos mais evoluidos ndo sdo necessariamente os mais fortes, o maior,
0s mais rapidos ou mais resistentes, mas sim os que apresentam melhor aptidao para
sobreviver e reproduzir mediante as condi¢des do ambiente que esta inserido (DARWIN,
1859). O acumulo de variacdes vantajosas de um organismo em relacdo ao ambiente,
permite que ele seja altamente adaptado ao seu centro de origem (GHINI; KIMATI,
2002). A adaptabilidade é um processo gradual e acumulativo, conforme as condic6es de
vida que um organismo suporta e que permite a sua perpetuacdo (SILVA; SANTOS,
2015).

Atualmente, a aptiddo de um organismo estd associada com Sseu Sucesso
reprodutivo mensurado pela proporcdo de genes de um individuo presente nas proximas
geragdes (RIDLEY, 2004). A aptiddo de um gendtipo depende do ambiente que o
organismo vive, sendo passadas para os descendentes, permitindo a adaptabilidade de
determinada espécie (ROSA; MOREIRA, 2014).

Alteracbes ambientais e ou exploracdo de novos nichos ecoldgico permitem
redirecionamentos da pressdo de selecdo, que associados aos caracteres estruturais,
fisiol6gicos e comportamentais, aumentam a aptiddo dos organismos de uma populacéo
ou das geracOes posteriores (RIDLEY, 2004).

Adaptabilidade microbiana compreende as respostas atribuidas as pressdes de
selecdo, proporcionadas pelo ambiente, para um grupo de microrganismos geneticamente
distintos dos demais individuos da sua espécie (LEWIN et al. 2005). Portanto, estes séo
considerados mais adaptados para as condigdes de sobrevivéncia no meio que estdo

inseridos, dando assim a oportunidade evolutiva para a espécie. Nesse cenario, apenas 0s
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organismos mais adaptados conseguem sobressair e perpetuar a espécie (MILGROOM,
2015).

A capacidade adaptativa de um fitopatdgeno pode ser descrita como habilidade de
sobreviver em determinado ambiente, seja em condicdes saprofiticas ou patogénicas, por
longo periodo, quando comparado com outros individuos submetidos as mesmas
condicGes abioticas e posteriormente nos hospedeiros (NELSON, 1979; HARTEVELD
etal., 2014). Dessa forma, para um fitopatdgeno estabelecer um processo infeccioso deve
estar bem qualificado quanto a parametros fisioldgicos, como a capacidade de tolerar
condigdes adversas do ambiente (temperatura, pH e salinidade) (GHATAK, 2017). Uma
espécie de fitopatdgeno mais adaptada as alteracdes ambientais que promovam estresse
biotico e abidtico no ambiente, pode substituir outras espécies de microrganismos, sejam
patogénicas ou ndo (BALODI et al., 2017).

As condigdes ambientais da regido de ocorréncia interferem diretamente no
estabelecimento dos microrganismos. A adaptagdo aos parametros como temperatura, pH
e salinidade é decisiva para a adaptabilidade fisiolégica de uma bactéria em um
determinado ecossistema. Esses fatores interferem diretamente na capacidade de absorc¢éo
de nutrientes, na reproducdo e atividades enzimaticas (TORTORA; FUNKE; CASE,
2017). Bactérias com melhor crescimento entre 0°C a 18°C, sdo classificadas como
psicréfilas; entre 25 a 40°C como mesoéfilas e entre 50 a 80°C, como termdfilas
(ALTERTHUM, 2015). De maneira geral, bactérias fitopatogénicas sao mesofilas, como
a R. solanacearum, que tem crescimento 6timo nas temperaturas entre 25°C a 35°C
(MEHAN et al., 1994). O pH ¢é outro fator de grande importancia para multiplicacdo
bacteriana, e bactérias que apresentam sua melhor faixa de crescimento em pH mais acido
sdo nomeadas de acidofilas, pH neutros de neutréfilas e pH alcalinos de alcalinofilas
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). A bactéria R. solanacearum é classificada como
predominantemente neutrofila, o que indica que nessa condicdo requerer valores
proximos a neutralidade para melhor nutricdo e crescimento (SADDLER, 1994). Em
meio &cido, ocorre a desnaturacdo das enzimas presentes na superficie da parede celular
bacteriana, acidificagédo do citoplasma, reducdo do crescimento, aumento da fase lag e
diminuicdo do transporte i6nico (BEALES et al., 2004). Ja os ambientes com pH
proximos a neutralidade ou ligeiramente alcalino séo favoraveis a viruléncia das bactérias
ao hospedeiro (BEDENDO et al., 2018). No entanto, solados de R. solanacearum obtidos
de tabaco, crescem em diferentes condi¢gdes de pH, com maiores taxas de crescimento

entre os niveis de 5 a 8 (WANG et al., 2019). A alta concentracdo de sais no ambiente
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também é outro fator determinante para o crescimento bacteriano, sendo consideradas
como halofitas, quando requerem salinidade elevada para a multiplicacdo, halotolerantes
quando a relacdo de crescimento é inversamente proporcional a concentracdo de sais e
com Gtimo crescimento em baixas concentracdes de sais (MADIGAN et al., 2016).

Conforme as caracteristicas do ambiente que estdo inseridos, 0s microrganismos
podem lancar mecanismos adaptativo que garanta sua sobrevivéncia, 0 que permite ser
inserindo nas relacdes ecoldgicas, sejam elas parasitismo, simbiose, comensalismo,
predacdo. A producédo de biofilme a partir do acumulo de exopolissacarideos regulados
por um sistema de “quorum sensing” permite a sobrevivéncia de bactérias em condigdes
adversas, como temperaturas elevadas, radiagéo ultravioleta, salinidade do meio e pH
acido ou alcalino (MANSFIELD et al., 2012; BOGINO et al., 2013; YIN et al., 2019),
como também é um mecanismo de patogenicidade em R. solanacearum pois permite
aderéncia e obstrugcdo dos vasos do xilema (LOWE-POWER et al., 2018). Compostos
antibidticos, produzidos a partir do metabolismo secundario, chamados de bacteriocinas,
para inibir o crescimento de isolados bacterianos da mesma espécie ou de espécies
diferentes, também permitem o estabelecimento de bactérias no ambiente (BARDGETT;
VAN DER PUTTEN, 2014). R. solanacearum apresenta boa capacidade de producéo de
bacteriocinas (CUPPELS et al. 1978; COELHO NETTO et al. 2003; ARAUJO 2005;
HUERTA et al. 2015).

Em bactérias, estudos sobre gama de hospedeiro, agressividade e sobrevivéncia
tém sido Uteis para avaliar a adaptabilidade (SILVA, 2020). R. solanacearum apresenta
alta diversidade genética, permitindo sua adaptacdo em diversos ambientes e hospedeiros.
Somente em solanaceas, existem 14 sequevares com ocorréncia no Brasil (1-17, 1-18, I-
31, 1A-41, 11A-50, 11A-58, 11A-59, 1IB-2, 11B-25, 11B-28, 11B-54, 1I1B-55, 1I1B-56 ¢ 1IB-
57), e em Musaceae 6 sequevares (I1A-6; 11A-24; 11A-41; 1IB-4; 1IB-25 e IIA-53)
(ALBUQUERQUE et al., 2021; SANTIAGO et al., 2017), das quais a sequevar 11A-53
manifesta diferencas no processo infeccioso e manifestagdo dos sintomas em bananeiras
(ALBUQUERQUE et al., 2014).

No Brasil sdo encontrados isolados dos grupos A, SFR, B, D e S. Os grupos A,
SFR, B e D séo patogénicos a bananeira triploide e os isolados de SFR, A e B sdo mais
agressivos que o D (PEREIRA et al. 2003; FERNANDES 2005). De acordo com
Albuquerque et al. (2014), pouco se sabe sobre a patogenicidade da sequevar 11A-53 a
helicbnia, para outros subgrupos de bananeira e outros hospedeiros. Os mesmos autores,

também afirmam que essa sequevar ndo € patogénica a tomateiro e que apresenta
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patogenicidade em bananeiras dos subgrupos Pacovan (AAB) e Pacovan Ken (hibrido
AAAB). Todos os isolados dos grupos sdo naturalmente patogénicos a Musa sp. e quando
inoculados artificialmente, podem causar murcha em tomateiros e outras solanaceas,
apesar de nunca terem sido encontrados na natureza causando sintomas nessas plantas
(AILLOUD et al., 2012; ALBUQUERQUE et al., 2014; FEGAN; PRIOR, 2005).

Com relacdo a sobrevivéncia no solo, isolados dos grupos SFR e D, possuem
capacidade de sobrevivéncia no solo inferior a seis meses, enquanto que 0s grupos A e B
sobrevivem por mais de 12 meses. Na Amazonia, isolados A e SFR, prevalecem em solos
de varzea, enquanto que os pertencentes ao B e D, sdo encontrados em terra firme
(FERNADES, 2005; PEREIRA et al., 2003), ndo existindo relatos sobre a sobrevivéncia
de isolados do grupo S (ALBUQUERQUE et al., 2021). Também nao existem estudos
comparando isolados de R. solanacearum ecotipo Moko de diferentes sequevares quanto
a tolerancia a condicbes ambientais, formacdo de biofilme, gama de hospedeiro e
agressividade a bananeira, dentre outros aspectos.

Para melhor entendimento sobre o0s processos adaptativos da R. solanacearum
ecotipo Moko, este trabalho tem como objetivo comparar as sequevares causadoras de
sintomas tipicos de Moko (I1A-24) e sindrome Sergipe (11A-53), sob diferentes condicdes
fisiologicas, ecoldgicas e patogénicas, a fim de determinar possiveis vantagens
adaptativas e definir se tais vantagens podem estar relacionadas a prevaléncia das

sequevares em determinadas regides do Brasil.
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Adaptabilidade comparativa de sequevares de
Ralstonia solanacearum ecotipo Moko associadas
a murcha e sindrome Sergipe no Brasil
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Adaptabilidade comparativa de isolados de Ralstonia solanacearum ecotipo Moko
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Lopes o José da Conceicio de Messiase Marcos Aurélio Siqueira da Gama
Departamento de Agronomia, Universidade Federal Rural de Pernambuco e Adriano
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RESUMO

A bananicultura apresenta grande importancia para o Brasil e um dos fatores que
limita a producédo nas regides Norte e Nordeste é o Moko da bananeira. Essa doenga é
causada pela bactéria Ralstonia solanacearum, filotipo I1 (I1A e 1IB) e sequevares 11A-6,
[1A-24, 11A-41, 11A-53, 1I1B-4 e 11B-25, sendo os isolados denominados de ecotipo Moko.
Além dos sintomas tipicos do Moko que sdo observados em bananeiras na regido Norte
do pais, existe a ocorréncia de sintomas atipicos relacionados exclusivamente a sequevar
I1A-53, que foram assinalados apenas na regido Nordeste, sendo a doenca denominada de
sindrome Sergipe. Para entender esses dois grupos, foi realizada a comparacdo da
adaptabilidade entre as sequevares 11A-24 e 11A-53 em relacdo a parametros fisiologicos,
ecoldgicos e patogénicos. As duas sequevares de R. solanacearum apresentaram
adaptabilidade fisioldgica similar, crescendo nas mesmas faixas de temperaturas (10 a
45°C), com temperatura 6tima em torno de 35°C, niveis de pH (3,5 a 9,5) e concentracdes
de sal (0,5 a 5%). Porém, a I1A-24 apresenta maior crescimento em diferentes pHs (4,5 a
8,5) e a IlA-53 apresenta maior tolerancia a 5% de NaCl. As sequevares foram capazes
de produzir biofilme, com isolados classificados como moderados ou forte formadores,
mas ndo produziram bacteriocinas. Plantas de tomateiro, batata inglesa e heliconias, mas
ndo de amendoim, foram infectadas pelas duas sequevares que também n&o diferiram
quanto a agressividade a bananeira. Com base nos resultados, concluimos que as

sequevares 1lA-24 e 1IA-53 de R. solanacearum ecotipo Moko apresentam
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comportamento adaptativo similar quanto aos parametros fisioldgicos, ecoldgicos e
patogénicos analisados, os quais ndo possibilitaram relacionar a ocorréncia das

sequevares nas regides do Brasil.

Palavras-chave: Musa sp., Moko da bananeira, fisiologia, biofilme, gama de
hospedeiros, agressividade.

INTRODUCAO

O Brasil € o quarto maior produtor de banana do mundo, sendo a bananeira
cultivada em todas as regides do pais. E uma fruta de grande importancia como fonte de
alimento para a populacédo, que absorve 90% da producdo (COMEXSTAT 2020; FAO
2020). Um dos fatores que contribui para a queda da producdo é a doenca Moko da
bananeira, que tem alto poder destrutivo e pode levar a perda total do bananal (Coelho et
al. 1998).

O Moko da bananeira é causado por Ralsonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et
al., filotipo Il, uma bactéria habitante do solo e de dificil controle (Wicker et al. 2007).
Em bananeiras, os isolados de R. solanacearum sdo denominados de ecotipo Moko, assim
chamados por serem altamente adaptados e intimamente relacionados com Musa sp.
(Ailloud et al. 2016). Em virtude da sua grande ameaca a bananicultura brasileira, essa
bactéria é classificada como praga quarentenaria presente (MAPA 2009), restrita a
estados da regido Norte (Amazonas, Amap4, Par4, Rond6nia e Roraima) e Nordeste
(Alagoas e Sergipe) (MAPA 2018). Na regido amazonica, é considerada fator limitante
a producado (Coelho Netto et al. 2004).

As espécies R. solanacearum, R. pseudosolanacearum e R. syzygii (subsps.
indonesiensis, syzygii e celebesensis) compdem o complexo R. solanacearum (Safni et
al. 2014). Elas apresentam variacdo na gama de hospedeiros, origem geogréfica,
patogenicidade e propriedades fisiol6gicas (Denny 2006). Devido a essa diversidade, 0s
isolados sdo classificados quanto a origem geogréafica em quatro filotipos, baseado na
analise de sequéncias dos genes da endoglucanase (egl) ou reparo de DNA (multS), os
quais estdo diretamente correlacionados as espécies do complexo: R.
pseudosolanacearum (filotipo | - Asia e filotipo Il — Africa e ilhas vizinhas), R.
solanacearum (fil6tipo Il - Américas) e R. syzygi (fil6tipo IV - Indonésia, Australia e
Japéo) (Fegan and Prior 2005; Genin and Denny 2012). Acredita-se que o complexo R.

solanacearum tenha sido originado na Indonésia/Austrélia e que o filotipo 1l tenha se
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originado na regido que corresponde ao Brasil, no continente americano, com posterior
diferenciacdo em filotipo 1lA e 1IB (Wicker et al. 2012). Além disso, dentro de cada
filotipo os isolados sdo agrupados em sequevares, que exibirem variagdes de < 1% nas
sequéncias do gene egl (Fegan and Prior 2005). Até 0 momento ja foram relatadas 70
sequevares associadas as trés espécies de Ralstonia (Li et al. 2016; Gutarra et al. 2017;
Liu et al. 2017; Santiago et al. 2017; She et al. 2017; Ravelomanantsoa et al. 2018;
Albuquerqgue et al. 2021). Os isolados de R. solanacearum do ecotipo Moko pertencem
ao filotipo Il e as sequevares I1A-6, 11A-24, 11A-41, 11A-53, 1IB- 3, 1IB-4 e 11B-25 (Fegan
and Prior 2005; Albuquerque et al. 2014). No Brasil ndo foi encontrada a sequevar 11B-3
(Albuquerque et al. 2014).

Os sintomas tipicos de Moko incluem amarelecimento, murcha e necrose das
folhas internas, causado por uma infeccao que comeca nos rizomas e se move em dire¢ao
ao pseudocaule, com a colonizagdo dos vasos do xilema pela bactéria (Albuquerque et al.
2014). Em cachos de plantas infectadas, observa-se o amadurecimento prematuro de
frutos, com uma podridao seca, firme e de coloracdo parda (Pereira et al. 2003; Agrios
2005; Salomao and Siqueira 2015). No entanto, no Nordeste do Brasil é encontrado um
quadro sintomatoldgico diferente, ocasionado exclusivamente por isolados da sequevar
I1A-53. Os sintomas iniciam-se nas inflorescéncias, provavelmente devido a acdo de
insetos visitadores, ocasionando necrose e amadurecimento prematuro e desuniforme de
frutos que mostram internamente podriddo seca e necrose externa. A doenca €
denominada de sindrome Sergipe (Sergipe facies) (Albuquerque et al. 2014).

Estudos precisam ser realizados para entender as diferencas na adaptabilidade de
isolados dessas sequevares que possam estar relacionadas a ocorréncia em determinada
regido do Brasil e ao quadro sintomatolédgico da doenca.

A capacidade de adaptacdo de um fitopatdgeno ao ambiente que esta inserido se
deve a sua capacidade de responder aos estresses bioticos e abidticos, com o langamento
de mecanismos para sobreviver e sobressair no ambiente, tais como competicdo e
capacidade de colonizacdo de outros hospedeiros (Balodi et al. 2017). Um fitopatdgeno
fisiologicamente adaptado consegue se estabelecer em um determinado ambiente por um
longo periodo de tempo, nas condicdes tipicas desse local (Nelson 1979). Dessa forma,
este trabalho teve como objetivo comparar a adaptabilidade fisiologica das sequevares
causadoras de sintomas tipicos de Moko (11A-24) e sindrome Sergipe (11A-53) em relacéo
ao crescimento saprofitico da bactéria em diferentes condi¢cBes ambientais (temperatura,

pH e salinidade ); adaptabilidade ecologica pela formacdo de biofilme e producéo de
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bacteriocinas; bem como a adaptabilidade patogénica em relacdo a patogenicidade a
diferentes espécies de plantas e agressividade a bananeira, visando relacionar a ocorréncia

das sequevares 11A-24 e 11A-53, respectivamente nas regides Norte e Nordeste do Brasil.

MATERIAL E METODOS
1. Isolados de Ralstonia solanacearum

Os isolados de R. solanacearum ecotipo Moko utilizados no estudo pertencem a
Colecdo de Culturas Rosa Mariano (CCRM) do Laboratério de Fitobacteriologia da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. Os isolados da sequevar 11A-24 causam
sintomas tipicos de Moko e foram obtidos de plantas de bananeira em &reas de plantio da
regido Norte, enquanto os isolados da sequevar 11A-53, causam a sindrome Sergipe, e
foram obtidos de bananeiras no Nordeste do Brasil. As sequevares 11A-24 e 11A-53 foram
selecionadas pela representatividade, ocorréncia e importancia nas regides Norte e
Nordeste do Brasil, respectivamente. Os isolados encontravam-se preservados em agua
destilada e esterilizada (ADE) e foram reativados em meio de cultura Kelman (18 g &gar,
1 g caseina hidrolisada, 10 g peptona, 5 g glicose L™?) (Kelman 1954) adicionado de
cloreto de 2, 3, 5-trifenil tetrazdlio (TTC).

Para a escolha dos isolados de R. solanacearum, foi realizado o teste de
patogenicidade em mudas de bananeiras com 30 isolados da sequevar 1l1A-24 e 20
isolados da sequevar I1A-53, que apresentaram caracteristicas culturais tipicas da bactéria
em meio de cultura Kelman com TTC. As mudas de clones de bananeira da variedade
“Prata ana” propagados in vitro, na fase de pré-aclimatacdo (15 cm de altura), foram
transplantadas para vasos de poliestireno com capacidade para 400 mL contendo
substrato organico vegetal Basaplant®. As mudas foram mantidas em casa de vegetac&o,
irrigadas por subirrigacdo e na terceira semana ap0s o plantio receberam adubacéo foliar
a base de potassio, nitrogénio e fosforo, em concentracdo recomendada na literatura para
essa cultura.

As mudas com quatro semanas ap6s o transplantio foram inoculadas com 2 ml de
suspensdo bacteriana de R. solanacearum na concentracdo de 5x10° UFC/mL, ajustada
em espectrofotdbmetro modelo 500 M (Analyser, Brasil), pelo método de injecdo no
pseudocaule (Albuquergue et al. 2014). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com trés repeticBes, cada uma constituida por uma planta. As plantas foram

avaliadas 30 dias ap6s a inoculagdo, quanto a presenca de murcha e escurecimento dos
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vasos do rizoma e pseudocaule. Foi realizado o reisolamento da bactéria das plantas que
apresentaram sintomas de Moko, cumprindo os postulados de Koch.

Foram selecionados 8 isolados de cada sequevar (Tabela 1) e repetido o teste de
patogenicidade utilizando o método do corte do sistema radicular em semicirculo com
deposicdo de 15 mL da suspenséo bacteriana (Felix et al. 2012). Com base na evolugéo
dos sintomas observado neste experimento, foi elaborada uma escala descritiva adaptada
de Barrios et al. (2008), com notas variando de 0 a 5, onde: 0= planta sem sintomas; 1=
planta sem folhas murchas mas com escurecimento dos vasos do xilema; 2= planta com
folhas murchas; 3= planta com folhas murchas e amarelas; 4= planta com folhas
necroticas e pseudocaule verde; 5= planta morta (folhas e pseudocaule necréticos) (Figura
S1). Em todos os experimentos foram comparadas as sequevares 11A-24 e I1A-53,

representadas por 8 isolados cada uma.

2. Crescimento bacteriano em meio de cultura variando temperatura, pH e
concentracéo de NacCl

Com o objetivo de determinar a fisiologia térmica das sequevares de R.
solanacearum, em tubos de ensaio com 4,5 mL de caldo de cultura Kelman (meio Kelman
sem &gar) foi adicionada uma aliquota de 0,5 mL da suspencao bacteriana (5 x 10° UFC
mL1). Os tubos foram incubados em B.O.D (Biochemistry Oxygen Demand) em oito
diferentes temperaturas, com variacao de 5 graus entre 10°C a 45°C.

Para avaliar o efeito dos niveis de pH sobre o crescimento bacteriano, foi utilizado
o caldo de cultura Kelman ajustado com *HCl ou KOH a 1 M para uma faixa de pH
variando de 3,0 a 9,5 em intervalos de 0,5, sendo adicionados 0,5 mL de suspengéo
bacteriana aos 4,5 mL do meio.

No experimento de salinidade, o caldo de cultura Kelman foi suplementado com
NaCl a 0,5%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5% e 6% (p/v) e 4,5 mL dos meios foram distribuidos
em tubos de ensaio e entdo adicionados 0,5 mL de suspensdo bacteriana. Nos
experimentos de niveis de pH e concentracBes de NaCl os tubos foram mantidos em
B.0.D a 32,5°C, temperatura estabelecida a partir das médias de maior crescimento
comum para as duas sequevares, observada no experimento de fisiologia térmica in vitro.

A avaliacéo foi realizada ap0os 36 h de incubagéo dos tubos em B.O.D. pela leitura
da absorbancia das suspensdes em espectrofotdmetro em um comprimento de onda de
570 nm (DOs,) sendo determinada a taxa de crescimento bacteriano mensurada pela

diferencga entre a densidade dptica inicial (t = 0 h) e final (t = 36 h). A conducéo dos



167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200

40

experimentos se deu de forma independente para temperatura, pH e NaCl, em
delineamento experimental inteiramente casualizado em arranjo fatorial sequevar X
Temperatura, pH ou NaCl, sendo cada sequevar representada por oito isolados com quatro

repeticdes (tubos de ensaio) cada.

3. Formacéo de biofilme

Microplacas de poliestireno, transparentes, com 96 cavidades de fundo plano
(Costar 3599 - Corning Inc., Amsterdam, USA) foram utilizadas para avaliar a producao
de biofilme de acordo com o protocolo de Trentin et al. (2011) modificado, utilizando o
caldo de cultura Kelman. Os pocos das placas foram preenchidos com 160 puL do meio,
20 uL de ADE e 40 pL da suspensdo bacteriana (5 x 10° UFC mL™). Como controle
negativo foi utilizada ADE substituindo a suspensdo bacteriana. Apés 36 h a 32,5°C o
conteido das placas foi removido e fez-se uma triplice lavagem com solugéo salina
esterilizada (0,9%). Apo6s esse periodo, as placas foram secas em estufa por 1 h a 60°C,
para fixacdo das células bacterianas remanescentes. Em seguida, a camada de biofilme
formada foi corada pela adi¢do de 200 pL de cristal violeta (0,5%) em cada poco,
deixando a placas em repouso por 15 min a temperatura ambiente. As placas foram
submetidas a uma lavagem com agua corrente e batidas sobre papel toalha para retirar o
excesso de corante. Os biofilmes foram solubilizados em 200 pL de etanol (99,5%) por
15 min e mensurados em leitor de placa de Elisa (Synergy H1 Microplate Reader, Biotek,
USA) em um comprimento de onda de 570 nm (DOs,). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com oito repeti¢fes bioldgicas por isolado.

A capacidade de formacao de biofilme foi determinada de acordo com a proposta
de Stepanovic et al. (2000) na qual o controle negativo € a referéncia inicial, seguindo o
pardmetro: OD < ODc = ndo produtor de biofilme, ODc < OD < (2xODc) = isolado
fraco produtor, (2xODc) < OD < (4xODc) = isolado moderado produtor, ¢ (4xODc) <
OD = isolado forte produtor, em que OD corresponde a densidade 6tica da leitura do

isolado e ODc a densidade 6tica do controle negativo.

4. Producéo e sensibilidade a bacteriocinas

Para deteccdo da producdo e sensibilidade a bacteriocinas os isolados das
sequevares 11A-24 e 11A-53 foram confrontados, utilizando o método de difusdo simples
em &gar adaptado de Cuppels et al. (1978). Os isolados foram cultivados em tubos de

centrifugagéo tipo Falcon, contendo 9 mL de meio CPG liquido (1 g caseina hidrolisada,
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10 g peptona, 10 g glicose L) e 1 mL de suspensdo bacteriana, em agitagdo (100 rpm) a
temperatura ambiente (30°C * 0,5°C), durante 72 h. Em seguida, foram submetidos a
centrifugacdo (4500 rpm por 20 min) e o sobrenadante esterilizado por ultrafiltracdo em
filtro millipore 0,22 um (Kasvi, Brasil). Para avaliar a sensibilidade dos isolados alvos as
bacteriocinas produzidas, em placas de Petri de 9 cm de diametro foram vertidos 40 mL
de uma mistura contendo a suspensdo do isolado alvo homogeneizada em proporc¢éo
1:600 em meio CPG sélido fundente (£ 40°C). Apds solidificacdo do meio, perfurou-se
pocos de 3,5 mm de diametro, nos quais foram depositados 25 pL dos sobrenadantes
livres de células dos isolados produtores. Para os controles negativos utilizou-se ADE,
para substituir os sobrenadantes. Apo6s 48 h de incubacdo a 32,5°C, zonas transllcidas,
com auséncia de crescimento bacteriano ao redor dos po¢os, indicaram sensibilidade do
isolado alvo, qualificando o isolado produtor como positivo (+) para producdo de
bacteriocinas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro

repeticdes (pocos da placa) para cada combinagéo isolado produtor x isolado alvo.

5. Patogenicidade a diferentes hospedeiros

Foram utilizadas mudas de tomateiros cv. IPA-6, batata inglesa cv. Agata,
helicnia (Heliconia bihai) e amendoim cv. BRS Havana. As plantas foram cultivadas
em substrato organico vegetal Basaplant®. As sementes de tomateiros foram plantadas
em sementeiras e transplantadas quinze dias apds a brotacdo; os micro tubérculos de
batata foram obtidos de sistema de cultivo por aeroponia e plantados diretamente em
vasos de polietileno (400 mL); os rizomas de heliconias foram plantados em vasos de
plastico com capacidade de 4 L de substrato; e as sementes de amendoim foram plantadas
diretamente nos vasos de polietileno (400 mL).

Para tomateiro, batateira, heliconia e amendoim, a inoculacao ocorreu 30 dias apds
a germinacdo, brotacdo, perfilhamento e germinacéo, respectivamente, pelo método de
ferimento das raizes no solo em semicirculo com deposi¢do de 15 mL da suspencao
bacteriana a 5 x 10° UFC mL™* (Felix et al. 2012). As plantas foram mantidas em casa de
vegetacdo com temperatura média de 32°C e umidade relativa média de 85% e irrigadas
diariamente pelo método de subirrigacdo. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado para cada hospedeiro, com quatro repeti¢cbes (plantas) por isolado. As
avaliacdes foram realizadas 30 dias apds a inoculacdo, sendo considerada interagcdo
positiva quando pelo menos 50% das plantas de cada tratamento apresentaram sintoma

de murcha bacteriana, com escurecimento dos vasos do xilema apos corte transversal do
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caule, pseudocaule, rizoma, raiz e/ou tubérculo. Foi realizado o reisolamento da bactéria

de plantas sintomaticas e assintomaticas, cumprindo os postulados de Koch.

6. Agressividade a bananeira

Para este experimento, foram adquiridas mudas de bananeiras da variedade Prata ana,
pré-aclimatadas, propagadas in vitro. As plantas foram mantidas em casa de vegetacéo
com temperatura média de 35°C e umidade relativa média de 84%. O preparo das mudas
e a inoculacéo por ferimento de raizes foi realizado conforme descrito no experimento de
patogenicidade. As bananeiras foram avaliadas diariamente até completar 30 dias ap6s a
inoculagdo quanto a observacdo dos sintomas de murcha, determinando-se 0s
componentes epidemiologicos: periodo de incubacéo (PI) e incidéncia da doenca (INC).
Na ultima avaliacdo foi determinada a severidade final da doenca (SEVF) com base na
escala descritiva descrita anteriormente, com notas variando de 0 a 5 (Figura S1). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des (plantas)

para cada isolado.

7.Analises estatisticas

Todos os experimentos foram repetidos para confirmar os resultados. Os valores
das duas repeticdes independentes foram submetidos a analise de homogeneidade das
variancias pelo teste de Levene e nenhuma heterogeneidade foi identificada (P<0,05),
permitindo o agrupamento dos dados. Os dados dos experimentos de temperatura, pH e
NaCl foram submetidos a regresséo linear e ndo-linear, estabelecendo as variaveis de
interesse com 0s modelos de regressdo, e 0s sumarios numéricos com o programa
TableCurve™[] 2D 5.01 (Systat Software Inc., Chicago, EUA). Diferencas significativas
entre as duas sequevares foram comparadas pelo teste T. As analises estatisticas do teste
de Levene e teste T foram realizadas ao nivel de 5% de probabilidade utilizando os
softwares Sisvar e Statistix 9, respectivamente.

RESULTADOS
1. Crescimento bacteriano em meio de cultura variando temperatura, pH e
concentracgéo de NaCl (%)

O modelo de regressdo polinomial de terceiro grau (y=a+bx+cx2+dx®) propiciou um
excelente ajuste aos dados de crescimento bacteriano nas diferentes temperaturas e pHs
(Figura S2- A e B). Para temperatura o R? foi de 0,92 (11A-24) e 0,86 (I11A-53) e para pH,
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de 0,92 (11A-24) e 0,89 (I1A-53). Nessa equacéo, y representa o crescimento bacteriano,
X representa temperatura ou pH, e a, b, ¢ e d sdo os parametros da regresséo. A relacéo de
x em funcdo de y resulta na temperatura 6tima ou na temperatura critica para o
crescimento bacteriano, bem como no pH 6timo ou critico. O valor maximo de y nessa
relagdo equivale ao crescimento maximo e minimo na temperatura ou pH 6timos (Figura
S2- A e B).

Todos os isolados de R. solanacearum das sequevares 11A-24 e 11A-53 cresceram
na faixa de temperatura de 10 a 45°C, com reducdo de crescimento nos extremos de
temperatura. Nao foram verificadas diferengas significativas pelo teste de T (P<0,05)
entre as sequevares em cada temperatura (Figura 1-A), bem como nas temperaturas 6tima
e critica e crescimento maximo e minimo estimados a partir do calculo das derivadas dos
parametros das regressdes (Tabela 2). A sequevar I1A-24 teve o melhor desempenho do
crescimento em 35,03°C, enquanto que a sequevar 11A-53, em 34,90°C, e crescimento
maximo de 0,40 e 0,41, respectivamente. A temperatura que mais influenciou na reducgéo
do crescimento bacteriano foi de 45°C para sequevar 11A-24 e 42,32°C para sequevar I1A-
53 (Tabela 2).

Os isolados das duas sequevares cresceram na amplitude de pH de 3,5 a 9,5, com
maior crescimento na faixa de 6,5 a 7,5, diferindo sigificativamente pelo teste T nos pHs
de 4,5 a 8,5 (P<0,05), com a sequevar IIA-24 apresentando maior crescimento (Figura
1-B). Com base nos dados da regressao, as sequevares também diferiram quanto ao pH
6timo e crescimento maximo que foi respectivamente de 7,29 e 0,47 (11A-24) e de 7,35
e 0,34 (I1A-53) (Tabela 2). O pH 3 foi considerado critico ndo ocorrendo crescimento
bacteriano (Tabela 2).

Para concentracdes de NaCl, foi adotado modelo de regressdo logistica de dose-
resposta com trés pardmetros [y=a/(1+(x/b)], com ajuste de R? de 0,95 e 0,94 para as
sequevares 11A-24 e 11A-53, respectivamente. Neste modelo, y representa o crescimento
bacteriano, x a concentracdo de sal adotada, a o crescimento bacteriano maximo e b o
percentual de dose resposta que reduz em 50% o crescimento bacteriano (DL 50%)
(Figura S2- C). Nao foram observadas diferencas significativas (P<0,05) no percentual
de dose resposta para reducdo em 50% do crescimento maximo, sendo que para a
sequevar 11A-24 a DLso ocorreu na concentracdo de 2,39% de NaCl e para 11A-53, em
2,65%. Também ndo foi observada diferenga do crescimento maximo entre as duas
sequevares (Tabela 3). O crescimento das duas sequevares foi inversamente proporcional

ao aumento da concentracdo de NaCl (%) entre 0,5% a 5%, ndo sendo observado
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crescimento a 6%. Verificou-se diferenca significativa entre os isolados pelo teste T (P <
0,05) apenas ao 5% de NaCl (Figura 1- C).

2. Biofilme

Isolados de R. solanacearum das duas sequevares apresentaram capacidade de
formacédo de biofilme em caldo de cultura Kelman, variando de moderado a forte
formador de biofilme. Metade dos isolados da sequevar 11A-24 foram classificados nos
dois grupos, enquanto nos da sequevar I1A-53 predominaram isolados com moderada
capacidade de formacéo de biofilme (62,5%).

3. Bacteriocinas
Os isolados da sequevar 11-24 ndo produziram bacteriocinas capazes se inibir o
crescimento dos isolados da sequevar 11A-53 e vice-versa, aferida pela auséncia de halo

de inibicdo.

4. Patogenicidade a diferentes hospedeiros

Isolados das sequevares 11A-24 e 11-53 causaram sintomas em tomateiro, batateira
e heliconia. Em plantas de tomateiro, 63% dos isolados da sequevar I1A-24 e 100% dos
isolados da sequevar I1A-53 causaram sintomas de murcha e escurecimento dos feixes
vasculares; em batateiras, 75% dos isolados das duas sequevares induziram 0s sintomas
da doenca; e em heliconias, todos os isolados da sequevar I1A-53 causaram sintomas, em
contraste a 88% na sequevar 11A-24. Nao foram observados sintomas tipicos de murcha
bacteriana em amendoim, confirmado pela auséncia de col6nias da bactéria em meio de

cultura Kelman + TTC, ap0s tentativa de reisolamento.

5. Agressividade a bananeira

Todos os isolados das duas sequevares induziram sintomas tipicos de Moko em
mudas de bananeira da variedade Prata and, mas ndo diferiram significativamente quando
aos componentes epidemioldgicos avaliados pelo teste T (P<0,05). O periodo de
incubacéo da doenca foi em torno de 16 dias para as duas sequevares, com incidéncia de
86,25% e 88,75% e severidade final de 3,26 e 2,68, respectivamente para 11A-24 e I1A-
53 (Tabela 4).
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DISCUSSAO

O nosso trabalho permitiu compreender as relacbes adaptativas entre as
sequevares de R. solanacearum causadoras de sintomas tipicos de Moko (11A-24) e
sindrome Sergipe (I1A-53) em bananeira, mensuradas a partir de parametros de
adaptabilidades fisioldgica, ecoldgica e patogénica.

As sequevares do ecotipo Moko apresentaram comportamento similar em relacéo
a adaptacao as diferentes condicdes térmicas, com maiores taxas de crescimento entre 30
e 35°C e temperatura 6tima de em torno de 35°C. Melhor desempenho nessa temperatura
também foi encontrado para isolados de R. solanacearum que causam murcha em tabaco
(Wang et al., 2019). Entretanto, isolados que promovem murcha em tomateiro
apresentaram temperatura 6tima de crescimento proximo a 30°C (Singh et al. 2013;
Birttner et al. 2016) e isolados que infectam batateira, ttm melhor desempenho em
temperaturas mais baixas (Maciel et al. 2001), o que mostra a adaptabilidade dos isolados
aos hospedeiros e suas condi¢des ambientais de cultivo. A temperatura é uma das
varidveis ambientais mais importantes, por interferir na absorcdo de nutrientes, no
crescimento, na sobrevivéncia e determinar a velocidade das atividades enzimaticas dos
microrganismos (Tortora et al. 2017). De maneira geral, R. solanacearum apresenta
melhor desempenho em temperaturas mais elevadas e nessas condices elas se
multiplicam mais rapidamente (Lopes 2009).

As melhores temperaturas de crescimento observadas correspondem as normais
climatoldgicas encontradas nas regides geograficas de origem das sequevares estudadas.
Na regido de ocorréncia da sindrome Sergipe (I1A-53), no baixo Sdo Francisco, entre 0s
estados de Sergipe e Alagoas, as temperaturas variam entre 21,9°C a 36,7°C (min/max)
e nas Mesoregides Sul e Central amazonenses, onde foram obtidos os isolados que
induzem sintomas tipicos de Moko (11A-24), variam entre 26,8°C a 38,0°C (min/max)
(INMET 2021). Portanto, verifica-se que as diferencas climaticas entre as regides Norte
e Nordeste néo sdo suficientes para impedir o estabelecimento das duas sequevares nessas
regides, caso o isolamento geografico venha a ser quebrado, como por exemplo, pelo
transito de material propagativo infectado.

As duas sequevares de R. solanacearum estdo adaptadas a uma ampla faixa de pH
(3,5a9,5), embora a 11A-24 tenha exibido um crescimento superior a I1A-53 nos niveis
de 4,5 a 8,5. Ambas apresentaram um maior crescimento entre os pHs de 6,5a 7,5, o que
indica que sdo predominantemente neutrofilas, por requererem valores proximos a

neutralidade para melhor nutricdo e crescimento (Saddler 1994). Comportamento
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semelhante foi observado em isolados de R. solanacearum obtidos de tabaco, em
diferentes condicBes de pH, com maiores taxas de crescimento entre os niveis de 5 a 8
(Wang et al. 2019). O pH 3 nédo permitiu o crescimento das duas sequevares. Ambientes
muito acidos promovem a desnaturacdo das enzimas presentes na superficie da parede
celular, acidificando o citoplasma, gerando menor taxa de crescimento, aumento da fase
lag e reducdo do transporte i0nico (Beales 2004), enquanto que em ambientes com pH
préximos a neutralidade ou ligeiramente alcalino sdo favoraveis para que bactérias
causem maiores danos ao hospedeiro (Bedendo 2018). Em estudos da qualidade do solo
em area de cultivo de banana Prata and, no municipio de Neopolis —SE, foram
identificados pHs de 5,8 e 5,9 (Nogueira et al. 2012). Ja os solos de Vérzeas e Terra firme
da regido Norte, o valor médio do pH do solo varia entre 4,3 a 6,1 (Campos et al. 2012;
Freitas et al. 2015, Moreira et al. 2005), 0 que mostra que as duas sequevares sao bem
adaptadas as condicOes de pH das duas regides e conseguem sobreviver em ambientes
tipicamente acidos, como varzeas na regido Amazonica.

O crescimento das duas sequevares foi inversamente proporcional ao aumento da
concentracdo de NaCl, com crescimento até o nivel de 5%, sendo caracterizadas como
halofitas. Nessa condicdo, a sequevar I11A-53 cresceu mais que a 11A-24, o que pode estar
associado a exposicdo da I1A-53 a ambientes com alta salinidade, permitindo maior
crescimento quando comparada a sequevar I1A-24. No entanto, as duas sequevares ndo
apresentaram diferenca da sensibilidade a concentracdo de sal capaz de reduzir o
crescimento em 50%. A salinidade a 6% foi letal para o crescimento das sequevares,
embora Wang et al. (2019) tenham identificado isolados de R. solanacearum tolerantes a
salinidade de 7% quando cultivados em temperatura de 35°C. O ambiente nestas
condicdes se torna hipertdnico, fazendo com que as células bacterianas percam agua,
através da membrana plasmatica, por efeito da pressdo osmotica (Tortora et al. 2017).

Solos da regido do baixo Sdo Francisco, s&o mais rasos, menos intemperizados,
com manchas das classes Neossolo quartizarénico, Argissolos, Planossolos (CODEVASF
2002), com frequentes casos de areas que estdo sofrendo processo de salinizacdo
avancada (Machado et al. 2007; Souza et al. 2021). Enquanto que a maioria dos solos do
estado do Amazonas, pertencem a classe dos Latosolos e Argissolos (Moreira et al. 2005;
Soares et al. 2016), caracterizados por serem altamente intemperizados, acidos e com
baixa capacidade de troca catiénica (Lima et al. 2006) e com baixos teores de sais (Santos
2018). Diante disso, as sequevares 11A-24 e 11A-53 apresentam condigOes adaptativas que

permitem a sobrevivéncia de ambas nos solos das regiGes Norte e Nordeste onde a
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bananeira é cultivada. No entanto, ndo existem estudos sobre a capacidade de
sobrevivéncia dessas sequevares em diferentes tipos de solos.

A adaptabilidade fisioldgica das duas sequevares as permitem tolerar e crescer em
diversas condi¢des de temperatura, pH e salinidade e isto pode estar relacionada com a
adaptabilidade ecologica, através da capacidade dos isolados em produzir biofilme. O
biofilme exerce papel essencial para sobrevivéncia e contribui para viruléncia de
fitobactérias (Mansfield et al. 2012; Bogino et al. 2013) e, especificamente em R.
solanacearum, contribui com a aderéncia e obstrucéo dos vasos do xilema, permitindo a
absorcdo de nutrientes (Lowe-Power et al. 2018). Em nosso trabalho observamos que
isolados das duas sequevares sdo moderados ou fortes formadores de biofilme, com a
sequevar I1A-24 apresentando maior nimero de isolados fortes formadores. A capacidade
se agregar e produzir biofilme permite adaptabilidade ecoldgica, dessa forma, se isolados
da sequevar 11A-24 forem expostos as condi¢cGes ambientais do Nordeste, é provavel que
consiga se estabelecer, 0 mesmo acontece com a sequevar 11A-53 caso seja inserida na
regido Norte.

R. solanacearum apresenta boa capacidade de produzir bacteriocinas (Cuppels et
al. 1978; Coelho Netto et al. 2003; Araujo 2005; Huerta et al. 2015), mas nenhum isolado
da sequevar I1A-24 foi capaz de inibir os da sequevar 11-53 e vice-versa, mostrando que
uma sequevar ndo tem vantagem competitiva para impedir o estabelecimento da outra na
regido Norte ou Nordeste pela producéo de bacteriocinas.

A capacidade do patdgeno causar doenca em diferentes hospedeiros indica
adaptabilidade patogénica. Apesar da numerosa gama de hospedeiros do complexo R.
solanacearum, pouco se conhece sobre a capacidade das sequevares 11A-24 e I1A-53 do
ecotipo Moko de causarem doencas em outras espécies vegetais. Isolados das sequevares
I1A-6, 11B-3 e 11B-4 causadores de Moko foram identificados como patogénicos a batata
inglesa e tomateiros (Cellier and Prior 2010). Albuquerque et al. (2014) constataram a
sequevar IlA-41 infectando tomateiros e a sequevar 1IB-25, batateira, através de
inoculacdo artificial. Existem relatos que uma variante da sequevar 11B-4, ndo patogénica
a banana, denominada de 11B-4NPB, infectando anturio, cucurbiticeas e solanaceas na
Martinica, sendo ela altamente patogénica a tomateiro “Hawaii 7996 (Wicker et al. 2005
e 2007). Os dados da nossa pesquisa mostraram que a maioria dos isolados das sequevares
I1A-24 e 11A-53 foi capaz de causar doenga em tomateiro, batateira e heliconia, sendo o

primeiro relato infectando artificialmente outras culturas além da bananeira. Constatou-
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se também que amendoim ndo faz parte da gama de hospedeiros das sequevares 11A-24 e
I1A-53 do ecotipo Moko.

Capacidade de infeccdo, agressividade e velocidade de colonizacdo do
hospedeiro, sdo importantes caracteristicas da adaptabilidade patogénica (Leach et al.
2001). As duas sequevares de R. solanacearum apresentaram 0 mesmo comportamento
quanto a esses parametros em bananeiras, com periodo de incubacdo de 16 dias,
incidéncia acima de 86% e severidade entre 2,68 (I1A-24) e 3,26 (I11A-53), indicando alta
adaptabilidade a bananeira.

A adaptabilidade envolve um complexo de relagGes entre patdgeno e ambiente,
junto a sua capacidade competitiva de se estabelecer, se desenvolver e reproduzir em
diferentes condi¢cdes ambientais, aliada as suas caracteristicas patogénicas, como
agressividade e eficiéncia nos processos infeciosos (Leach et al. 2001, Ghini, Kimati
2002). E necessario entender os fatores ambientais associados a um individuo para se
fazer previsdes da tolerancia ecoldgica de determinado organismo (Balodi et al. 2017).

Com base nos resultados obtidos, concluimos que as sequevares I1A-24 e 11A-53
apresentam adaptabilidade fisioldgica, ecoldgica e patogénica similares que as permite se
estabelecer tanto na regido Norte quanto na regido Nordeste, ndo havendo vantagens
adaptativas de uma em relagéo a outra que explique a exclusividade da ocorréncia dessas

sequevares em regides distintas do Brasil.
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Tabela 1- Isolados de Ralstonia solanacearum ecotipo Moko das regides Norte (sequevar

I1A-24) e Nordeste (sequevar 11A-53) do Brasil utilizados neste estudo.

Filotipo - Sequevar Isolado Origem
CCRMRs270 Manicoré/AM
CCRMRs280 Manicoré/AM
CCRMRs281 Manicoré/AM

[1A-24 CCRMRs333 Coari/AM
CCRMRs334 Coari/AM
CCRMRs348 Coari/AM
CCRMRsB1 Anamd/AM
CCRMRsB5 Anamd/AM
CCRMUFAL320 Igreja Nova/AL
CCRMUFAL321 Igreja Nova/AL
CCRMUFAL232 Igreja Nova/AL

I1A-53 CCRMUFAL324 Igreja Nova/AL
CCRMLUFAL404 Igreja Nova/AL
CCRMLUFALA405 Igreja Nova/AL
CCRMLUFAL408 Igreja Nova/AL
CCRMLUFALA419 Igreja Nova/AL

CCRM = Colecéo de Culturas Rosa Mariano do Laboratério de Fitobacteriologia da Universidade Federal

Rural de Pernambuco, Recife, Brasil.
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Tabela 2- Efeito da temperatura e pH no crescimento das sequevares [1A-24 e [1A-53 de

Ralstonia solanacearum ecotipo Moko.

Temperatura

Sequevar Temperatura Crescimento Temperatura Crescimento

6tima (°C)! maximo (DOs7onm) > critica(°C)!  minimo (DOs7onm) *

11A-24 35,03 a2 0,40a 45,00 a 0,06 a
I1A-53 34,90 a 0,41 a 42,32 a 0,06 a
pH
. Crescimento . Crescimento
Sequevar pH 6timo! _ pH critico? o
maximo!(DOs70nm)* minimo (DOs70nm)?

I1A-24 7,29 a 0,47b 3a 0,001 a

[1A-53 7,35Db 0,34 a 3a 0,001 a

! Valores estimados pelo ajuste do modelo de regressdo polinomial de terceiro grau (y=a+bx+cx?+dx?),
onde y = crescimento bacteriano, a, b, ¢, e d = pardmetros da regressdo; e x = Temperatura (11A-24:
y=0,68408609+(-0,1067118)x+0056483366x>+(-8,0173658e-05)x® r>= 0,92, p>F=0,000; lA-
53:y=0,32845168+(-0,055632518)x+0,0034834705x? +(-5,2982653e-05)x%, r?> =0,86 , p>F=0,000) ou
pH (11A-24: y=0,480547074+(-0,47542523)+0,13064999x2 + (-0,00899876)x® r> = 0,92, p>F=0,000; I1A-
53:0,58343342+(-0,46820046)+0,11381831x? +(-0,0074206949)x3, r? =0,89

2Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste T (P < 0,05).
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Tabela 3- Efeito da salinidade no crescimento das sequevares I1A-24 e IIA-53 de

Ralstonia solanacearum ecotipo Moko.

Sequevar DLso (%)* Crescimento maximo
(DOs70nm)
1HA-24 2,39 a? 0,95a
I1A-53 2,65a 0,92a

1DLso = concentragéo de NaCl que reduz o crescimento bacteriano maximo pela metade;

2 Valores estimados pelo ajuste do modelo de regressdo logistica de dose-resposta com trés parametros
[y=a/(1+(x/b)°], onde y = crescimento bacteriano, a, b, ¢, e d = pardmetros da regressao; e X = concentracao
de NaCl (11A-24:y=0.24444234/1+(x2.5247608)>19%887 r2=(0,95, p>F=0,000; 11A-53:
y=0,25969319/1+(x/2,1053414)18477% 2 = 0,94, p>F=0,000)

3 Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste T (P
<0,05).
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Tabela 4- Agressividade das sequevares I1A-24 e 11-53 de Ralstonia solanacearum

ecotipo Moko a bananeira.

Sequevar Periodo de Incidéncia (%) Severidade!
Incubacéo (dias)

l1A-24 15,98 a? 86,25 a 2,688 a

I1A-53 15,55a 88,75 a 3,262 a

1 Severidade avaliada com o auxilio de uma escala descritiva, com notas variando de 0 a 5, onde: 0= planta
sem sintomas; 1= planta sem folhas murchas mas com escurecimento dos vasos do Xilema; 2= planta com
folhas murchas; 3= planta com folhas murchas e amarelas; 4= planta com folhas necrdticas e pseudocaule
verde; 5= planta morta (folhas e pseudocaule necréticos).;

2 Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si pelo teste T (P < 0,05).
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Figura 1- Curvas de crescimento, térmico (A), em diferentes niveis de pH (B) e salinidade (C), de Ralstonia solanacearum ecotipo Moko,

sequevares 11A-24 e 11A-53. "Diferenca significativa pelo teste T
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Material suplementar

Figura S1 - Escala descritiva para avaliacdo da severidade do Moko da bananeira, com
notas variando de 0 a 5, onde 0= planta sem sintomas; 1= planta sem folhas murchas mas
com escurecimento dos vasos do xilema; 2= planta com folhas murchas; 3= planta com
folhas murchas e amarelas; 4= planta com folhas necréticas e pseudocaule verde; 5=
planta morta (folhas e pseudocaule necréticos). Letra a- sintoma externo; b- corte

transversal do pseudocaule e raiz.
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CONCLUSOES GERAIS

1. As sequevares 11A-24 e 11A-53 de Ralstonia solanacearum apresentam adaptabilidade
fisioldgica similar, crescendo nas mesmas faixas de temperaturas (10 a 45°C), niveis de
pH (3,5 a 9,5) e concentracbes de sal (0,5 a 5%). Porém, a 11A-24 apresenta maior

crescimento nos pHs de 4,5 a 8,5, e a I11A-53 apresenta maior tolerancia a 5% de NaCl.

2. Formacéo de biofilme em niveis moderados ou fortes é uma caracteristica comum as

duas sequevares,

3. A auséncia de producdo de bacteriocinas pelas sequevares com atividade inibitéria
indica que uma ndo tem vantagem competitiva para impedir o estabelecimento da outra,

quanto a este parametro;

4. Tomateiro, batateira e heliconia, mas ndo amendoim, fazem parte da gama de

hospedeiros das duas sequevares, que sdo igualmente agressivas a bananeira;

5. As sequevares 11A-24 e 1lA-53 de R. solanacearum apresentam adaptabilidades
fisioldgica, ecolbgica e patogénica similares que as permitem se estabelecer tanto na
regido Norte quanto na regido Nordeste, ndo havendo vantagens adaptativas de uma em
relacdo a outra, quanto aos parametros estudados, que explique a exclusividade da

ocorréncia dessas sequevares em regides distintas do Brasil.
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