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RESUMO

A murcha bacteriana, causada pralstonia solanacearurtem importancia mundial
devido aos grandes prejuizos causados, a variedéersa gama de hospedeiros e ao
dificil controle. No Brasil, a murcha bacteriana dalanaceas ocorre principalmente
nas Regidbes Nordeste, Norte e Sudeste, podendarcd@®% de perdas. Em
Pernambuco, a murcha bacteriana causa grandes$zpsepu cultura do pimentdo nos
municipios produtores das Mesorregides do Agrestata. Os objetivos deste trabalho
foram: (i) analisar a diversidade bioquimica, dall@ncia, molecular e genotipica de 78
isolados obtidos de plantas de pimentdo com murelramunicipios produtores de
Pernambuco, Brasil, identificados com® solanacearunpor PCR multiplex e (ii)
avaliar o efeito do produto comercial KilofLe seus componentes, acidos ascérbico,
citrico e lactico, no controle da doenca. No primeirabalho, na caracterizacdo
bioguimica foram determinados a biovar e o biotipara o estudo da viruléncia,
plantas de pimentdo, tomate, berinjela e fumo fdareuouladas por ferimento de raizes
e deposicao do inoculo, analisando-se severidaga,abaixo da curva de progresso da
doenca e periodo de incubacdo. A caracterizacaecuoial dos isolados foi realizada
utilizando-se as técnicas de PCR-multiplex, Rep-lRGBSR. A diversidade genotipica
foi estudada considerando o numero de genétipoenamos e como eles se
distribuiam pela populacdo, diferindo em riquezgiialdade e diversidade. Nas
populacdes estudadas foi observada a predomin@¥i®d%) de isolados da biovar 3,
biotipo 8 e filotipo |, mas foram encontrados tamtebiovar 1, biotipos 3 e 6 e filotipo
Il. A analise multivariada por UPGMA, utilizandoconjunto dos dados de viruléncia,
permitiu a separacdo dos isolados em 12 gruposirdgargdade, indicando alta
variabilidade, com isolados de diferentes areasuemmesmo grupo. As analises de

Rep-PCR, utilizando os marcadores REP e BOX, e |3@#straram a existéncia de



similaridade entre a maioria dos isolados Rle solanacearumNo entanto, esses
marcadores nao permitiram separar os isoladosipeares, biotipos, filotipos, nem por
areas diferentes. A analise da diversidade genaté@iidenciou diversidade moderada na
populacdo total, porém alta variabilidade dos cgmdade um mesmo municipio. No
segundo trabalho, inicialmente foi avaliada a $@radein vitro deR. solanacearurao
Kilol-L ® (0,4; 0,8; 2,5; 5; 10 e 100%) e seus componeageacidos ascorbico, citrico e
lactico (0,25; 0,5; 1; 2,5; 5 e 10%). ApOs testdfittdoxidez em plantas de pimentao
‘Atlantis’, as concentracdes Kilol®L0,8% e A&cidos ascérbico, citrico e lactico a 1%
foram selecionadas e testadas para reducdo daidselerda murcha bacteriana,
aplicadas por pulverizagdo da parte aérea ou pedeséo de raizes de plantas com 21
dias. Ralstonia solanacearunsolado CGH41 foi inoculado por ferimento de raize
deposicdo do inéculo. A andlise dos halos de iaigostrou alta sensibilidade do
patdégeno ao acido lactico 10% e média sensibilidadécido lactico 5 e 2,5 %, &cidos
ascorbico e citrico 10% e Kilol*L 100%. A imers&o de raizes em &acido lactico 1%
proporcionou 100% de controle da murcha bacteramgimentdo, embora sem diferir
estatisticamente dos acidos ascorbico e citricoQ¥étodo de aplicagdo pela imerséo
de raizes diferiu da pulverizacdo da parte aéremgaaioria dos tratamentos. O Unico

efeito do Kilol-L® foi elevar o periodo de incubac&o, no método deepizacao.

Palavras-chave: biotipo, biovar, Capsicum annuumecaracterizacdo da viruléncia,

caracterizagdo molecular, diversidade genotipitatipo, murcha bacteriana, &cido

ascorbico, &cido citrico, &cido lactico, contratedibenca.
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ABSTRACT
Bacterial wilt caused biRalstonia solanacearums important worldwide mainly due to
the great losses it causes in a large and divarserlnge and its difficult control. In
Brazil, bacterial wilt in solanaceous mainly occurs Northeastern, North and
Southeastern regions and may cause 100% losstd®e Btate of Pernambuco, bacterial
wilt may be destructive to bell pepper in the pmdg counties of Mesorregides Agreste
and Mata. This work aimed: (i) to analyze 78 baatestrains obtained from wilted bell
pepper plants at producing counties of the statBeshambuco, Brasil identified &s
solanacearunby multiplex PCR with reference to biochemicalulénce, molecular
and genotypic diversity, and (ii) to evaluated toenmercial disinfectant product Kilol-
L® and its components, the ascorbic, citric anddaatids for disease contrdih the first
paper the biochemical analysis characterized bsoaad biotypes. The virulence studies
included analysis of disease severity, area undeade progress curve and incubation
period after inoculation of bell pepper, tomatog@gnt and tobacco plants by root
wounding and inoculum drenching. The molecular abi@rization was performed by
multiplex PCR, Rep-PCR and ISSR. The genotypic rditse was studied considering
the number of observed genotypes and how theyilmisdéd by population differing in
richness, evenness and diversity. There was predome (97. 44%) of strains
belonging to biovar 3, biotype 8 and phylotypeut also were found biovar 1, biotypes
3 and 6, and phylotype Il. The multivariate anayserformed with UPGMA and using
the pool of the virulence data permitted the sdpmaraf R. solanacearurstrains in 12
similarity groups, pointing out high variability,ith strains of different areas in the
same group. The Rep-PCR with REP and BOX markedsI&88R showed similarity
among most of thdR. solanacearunstrains, although they did not separate strains

belonging to biovars, biotypes, phylotypes, or frahstinct areas. The genotypic
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diversity analysis evidenced moderate diversitthetotal population but high variability
among strains from the same county. In the secaperp initially it was evaluateth
vitro the sensitivity oRR. solanacearuno Kilol-L® (0.4, 0.8, 2.5, 5, 10 and 100%) and
its components the ascorbic, citric and lactic a¢@l25, 0.5, 1, 2.5, 5 and 10%). After
the phytotoxicity test in bell pepper cv. Atlantiee concentrations Kilol-?.0.8% and
ascorbic, citric and lactic acids 1% were sele@tnd tested for bacterial wilt severity
reduction, by spraying of shoots or immersion ajtsoboth using 21days-old plants.
Ralstonia solanacearurstrain CGH41 was inoculated by wounding roots padring
inoculum. According to the analysis of the inhibiti halosR. solanacearunshowed
high sensitivity to lactic acid 10% and medium sty to lactic acid 5 and 2.5 %,
ascorbic and citric acids 10% and Kilof-1L00%. The immersion of roots in lactic acid
1% controlled bell pepper bacterial wilt by 100%wewer without difference from
ascorbic and citric acids 1%. The method of rootarsion differed from the shoot
spray for most of the treatments. The unique siganit effect of Kilol-L® was to

elevate de incubation period when applied by sbpaying.

Key words: biotype, biovar,Capsicum annuunvirulence characterization, molecular

characterization, genotypic diversity, phylotypacterial wilt, ascorbic acid, citric acid,

lactic acid, disease control.
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INTRODUCAO GERAL



A CULTURA DO PIMENTAO

O pimentdo pertence a divisdo Spermatophyta; Suibadi Angiosperma; Sub-
classe Malvales-Tubiflorae; Ordem Solanales; Fan8blanaceae; Géne@apsicum
Espécie Capsicum annuunmi. (CASALI; COUTO, 1984). E uma hortalica que
apresenta grande importancia socioecondémica noilBrssndo uma das mais
produzidas, comercializadas e apreciadas, estantfe as dez mais cultivadas. O
pimentdo € uma planta arbustiva, com raizes qugeati até 1m de profundidade,
porém com pouco desenvolvimento lateral (FILGUEIRAQO0). Na natureza é uma
planta perene, porém quando cultivada se comporte @anual, de clima temperado,
nao tolerante ao frio e geadas, preferindo tempemtmais altas. A época de plantio
depende do clima regional, influenciado pela algte latitude (FILGUEIRA, 2003).

A regido tropical do continente americano é o pvel/@entro de origem do
géneroCapsicumregiao que compreende o México, a América CerteAmérica do
Sul (TIVELLI, 1998). Também se encontra varias fasmsilvestres do norte do Chile
até o sul dos Estados Unidos, sendo que o Bragl s importante centro de origem
das espécies domesticadas (SIVIERO; GALLERANI, 1992

No Brasil, cerca de 13.000 hectares s&o cultivados o pimentdo, com uma
producédo aproximadamente de 350.000 toneladasutw fior ano (LOPES; AVILA,
2003). E cultivado em todos os estados do Brasi£m a maior producdo encontra-se
nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Parama,plgntam, em conjunto,
aproximadamente 6.000 hectares, alcancando umaugéodde 160 mil toneladas
(HENZ et al., 2007).

O maior consumo de pimentdo no Brasil ainda é wlo fverde, porém também
sdo comercializados os frutos de coloragédo vermelmarela, laranja, creme e roxo.

Entretanto, a busca por variedades de frutos aosaceintinua crescente (FRIZZONE,

15



2001).Além da coloracao, o fruto pode variar também man& podendo apresentar
forma de baga oca, alongada ou cubica.

Além do pimentdo, no Brasil também s&o cultivadderehtes tipos de
pimentas, compreendendo quatro espécies domesijcadannuumL. (jalapefio),C.
baccatumL. (dedo-de-moca)C. frutescend.. (malagueta e tabasco)@ chinense
Jacquin (de-cheiro, bode, cumari-do-Pard). Estergéé muito apreciado ndo somente
in natura mas também na forma de conservas, temperos e@sn@NZEVEDO et al.,
2006).

Segundo SECEX-MDIC (2011), a exportagcdo das hoaslido género
Capsicumno ano de 2008 foi de aproximadamente 5.300 tdas]Jaenquanto a
importacéo foi de 1.000 toneladas. O mercado extérextremamente exigente quanto
a qualidade do produto, e apesar desse crescintentmercado de pimentdo, 0s
problemas fitossanitarios continuam sendo um fdéoperda para o cultivo. Isso gera
custos com a utilizacdo de produtos agrotéxicos,gjtam em torno de R$ 2.450,00 e
R$2.900,00 por hectare no cultivo em campo e eaddelrespectivamente (EMATER-
DF, 2010).

Apesar de diversos cuidados e inclusdo de novamltegias ao sistema de
producdo da cultura, os problemas fitossanitariodaarepresentam um sério entrave a
produtividade e um risco potencial de perdas panaramlutor. Durante o cultivo,
diversas pragas e doencgas sao observadas tantoltera protegido como em campo
aberto, principalmente as viroses, a murcha bact@ria murcha dehytophthora o

oidio, a antracnose, os acaros e trips (AZEVED&.e2006).
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MURCHA BACTERIANA

A murcha bacteriana € uma doencga de grande impatamundial, por estar
associada a um grande numero de plantas hospedgigls agente causal, a bactéria
Ralstonia solanacearunSmith) Yabuuchi et al., atuar no sistema vascelaser
habitante do solo dificultando o controle, ocasimtaassim grande prejuizo econémico
(LOPES; REISFSCHNEIDER, 1999). Foi primeiramentategla por Erwin F. Smith,
em 1896, nos Estados Unidos da América, colonizanbatata, o tomate e a berinjela
(HAYWARD, 1994). No Brasil, a doenca foi encontragla fumo e batata, no ano de
1922, no estado do Rio Grande do Sul, por Von Rar$€EAKATSU; LOPES 1997).

Depois do primeiro relato da bacteriose, um grangdeero de estudos mostrou
a ampla distribuicdo do patdgeno, onde ja foramcrdas mais de 450 plantas
hospedeiras, que estéo distribuidas em cerca tirbdas botanicas (WICKER, 2007).
Dentre essas, encontram-se espécies economicaim@attantes pertencentes a familia
das solanaceas, como bat&alénum tuberosurh.), pimentdo Capsicum annuurh.),
tomate Solanum lycopersicuin.), berinjela Solanum melongena) e fumo (icotiana
tabacumL.) (BRINGEL, 2002). Espécies de outras familiastiém séo severamente
afetadas como bananklsasp.), gengibreZingiber officinalleRoscoe) e amendoim
(Arachis hypogaed.) (TAKATSU; LOPES, 1997).

A murcha bacteriana no Brasil tem ocorrido prinkignte nas regides
Nordeste, Norte (COSTA; FERREIRA; LOPES, 2007) eaguns polos de producao
de terras baixas na regido Sudeste (BERIAM, 20@rcipalmente devido a
temperatura e umidade muito altas. Nessas regifey,da na producdo de solanaceas é
muito elevada, pode chegar a 100% e condenar oa;gmipcipalmente em plantios
sucessivos, devido a capacidade da bactéria devdedr no solo por longo periodo de

tempo (LOPES; DUVAL, 2007).
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No estado de Pernambuco, o primeiro relato destagdoem pimentao ocorreu
em 1987 (MARIANO; CABRAL; SILVA, 1988; MARIANO et la 1989), e sua
importancia tem aumentado recentemente. Provavedntevido ao aumento do uso de
cultivares hibridas pelos produtores, principalmaris municipios de Camocim de Sao
Félix, Sdo Joaquim do Monte, Sairé e Bonito.

A expressdo dos sintomas da murcha bacteriana d&iacordo com o
hospedeiro, isolado e condicdes ambientais. No mg#woe os sintomas da doenca
ocorrem como murcha das folhas, comecando pelhasahais novas e progredindo
para as mais velhas, levando & morte da plantaakeracao na coloracéo, semelhante
ao que ocorre na deficiéncia hidrica. Internamestiserva-se escurecimento do sistema
vascular e o corte transversal do caule de plarieztada revela a exsudacdo de fio
leitoso de células bacterianas, visivel em agupitiay(MOMOL et al., 2008).

O sintoma de murcha observado nessa doenca € ardgsultle fatores
relacionados a bactéria, como a obstrucao dos dasriema pelas células bacterianas
e pela producéo de exopolissacaridio (EPS). A altarhbém responde a colonizacao,
formando tiloses, dificultando assim a passagem adea, resultando em um
desequilibrio hidrico e consequente murcha, sesttoonsiderado o principal fator de
viruléncia deste patdégeno (HIKICHI et al.,, 2007). d@sequilibrio dos hormonios
vegetais auxina e etileno também estdo relacionasimssintomas da doenca como a
reducdo do crescimento da planta e formacgéo desraitventicias (BUDDENHAGEN,;
KELMAN, 1964). A bactéria geralmente penetra nanfas hospedeiras através das
raizes, por ferimentos ou pelas aberturas natunais, periodo de aproximadamente
quatro horas. Apos dois ou trés dias coloniza pages intercelulares do cortex da raiz,

invade o xilema e entéo coloniza os tecidos aatagdanta (SAILE et al., 1997).
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A disseminacdo d®&. solanacearuna longa distancia ocorre, principalmente,
através de material vegetal infectado (HAYWARD, 1P utilizacdo de ferramentas
e maquinas agricolas contaminadas nas praticagaisle no movimento de solo pode
ser importante fator para a introducdo da doenca®ras areas (HAYWARD, 1994).
Outros aspectos ainda precisam ser estudados @&eestbs como a disseminagao
através de sementes, solo, dgua de irrigacdo,srelocultura, infecgbes latentes,

hospedeiros alternativos e plantas invasoras (CAHDI, 2005).

CARACTERISTICAS DO PATOGENO

O génerdralstoniaesta classificado no reino Procariotae, divisacté3e, classe
Proteobacteria, sub-classe3-Proteobacteria, ordem Pseudomonadales, familia
Pseudomonadaceae (KRIEG; HOLT, 1984).

Espécies desse género sdo habitantes do solo, ri@gativas, aerdbicas, nao
formadoras de esporos, tém forma de bastonetexs oet levemente curvos, nunca
helicoidais, medem 0,5-1,0 x 1,5-3;t, moveis por meio de 1-4 flagelos. Em meio
agar, contendo tirosina, produzem pigmentos marrdi@& produzem pigmentos
fluorescentes. Algumas espécies incluiné® solanacearumacumulam pol-
hidroxido-butirato como reserva de carbono (MEHANak, 1994). Comumente este
género pode reduzir nitrato a nitrito produzindcs.gRealizam fraca hidrolise da
gelatina, mas néo hidrolisam o amido, netiizam arginina ou betaina como fonte de
carbono.Apresentam bom crescimento em temperatura entre@ 25°C, variando de
acordo com os isolados (MEHAN et al., 1994).

Devido a sua variabilidade e adaptacdo a uma grgad® de hospedeiros e
condi¢cdes climética®}. solanacearunfoi classificada a nivel infraespecifico em cinco
racas (HE et al1983) e seis biovares (HAYWARD, 1964). As racas défnidas pela

gama de hospedeiroNla raca 1 sao classificados os isolados que ca@onia maior
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namero de culturas, que abrange a familia das &wais (batata, tomate, pimentao,
berinjela, fumo) e outras plantas, como amendoiamabeira ornamentaM{isa sp.),
oliva (Olea sp.), ave do parais@ffelitzia reginaeBanks) e em algumas regifes a
helicbnia Heliconiaspp.).Ja na raca 2 encontram-se o0s isolados que afdbameaeira
tripldide (banana comestivel e banana subgrupoaTeur “platano”) e heliconias
(HAYWARD, 1994), enquanto na raga 3 sao encontradotdos que colonizam
especificamente a batata e ocasionalmente tomate,ndo colonizam outras culturas
(BUDDENHAGEN; SEQUEIRA; KELMAN, 1962). A raca 4 iaetta o gengibre e a 5, a
amoreira Klorus nigralL.) (HAYWARD, 1994).

A classificacdo de acordo com a biovar € defirtl@vés da utilizacdo de
acucares e alcoodis como unica fonte de carbononeafiio de acidos a partir destes
carboidratos, ou também através da reducdo deondraitrito, sendo classificados em
biovares 1, 2, 3, 4 e 5 (HAYWARD, 1964). No caso ldavar 2, a adicdo dos
carboidratos trealose e inositol, revelou a ex@tde novos fendtipos. Isolados que
infectam batata, e utilizam inositol, mas néo altree, encontrados especialmente no
Chile e na Colémbia, foram denominados como 2A {Amd Ja a biovar 2T (Tropical)
ou N2, compreende os isolados que consomem ansbssbstratos, encontrados em
terras mais baixas, principalmente no Peru e neiBdAYWARD, 1994).

Segundo Hayward (1991), os isolados das biovares 2 sdo as mais
amplamente distribuidas, sendo que a biovar 1 predonas regides de clima quente,
enquanto a biovar 2 predomina em regides de clamgérado. A biovar 3 esta mais
adaptada as regibes quentes dos tropicos. Reifdehre Takatsu (1985), através de
levantamentos no Brasil, relataram a existéncibiolar 1 em todas as regides do pais,
ja que a biovar 2 predomina nas regides de climanas do Sul, Sudeste e Centro-

Oeste, e a biovar 3 predomina nas regides Nortaredste, de clima mais quente.
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Com o advento das técnicas moleculares, a taxonorfr@especifica deR.
solanacearumsofreu um processo de revisdo que tem permitidostoide do
relacionamento filogenético, evolutivo e da validade dessa bactéria (SILVEIRA et
al., 2005). Técnicas que formam “fingerprint” geo@tcomo RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amgdifion of Polymorphic
DNA) e Rep-PCR (Repetitive Extragenic Palindromicye amplificam regides
repetitivas do material genético vém sendo utiizad

Cook et al. (1989, 1991) e Gillings e Fahy (199%%8ndo RFLP puderam definir
33 grupos ou genotipos e solanacearuncujas relacdes evidenciaram a existéncia de
duas divisbes geneticamente distintas (I e Il)efodnte relacionadas com a origem
geografica dos isolados, sendo a divisdo | originda Asia e a divisdo |l das Américas.
Na divisdo I, as biovares 3, 4 e 5 correspondenacga 1, isolados provenientes
principalmente da Asia. Na divisdo Il, a biovar drrelaciona-se com as racas 1 e 2
enquanto a biovar 2 (exceto biovar N2) corresporderaca 3, provenientes
principalmente das Américas (GILLINGS; FAHY, 199800K; SEQUEIRA, 1994;
FEGAN; PRIOR, 2005).

Pesquisas posteriores que utilizam técnicas coep-HCR, passaram a ser
empregadas na separacdo dos gruposRdesolanacearumem linhagens clonais
(HORITA; TSUCHIYA, 2001; IVEY et al., 2007). Silv& et al. (2005) usaram o Rep-
PCR (ERIC-PCR e BOX-PCR) e diferenciaram claramestbiovares 1 e 2 de batata,
contudo ambas ndo detectaram variabilidade entladies da biovar 2 e apenas o
BOX-PCR detectou variabilidade entre isolados d&di 1. O mesmo também ja havia
sido observado por Smith et al. (1995) e Van Delf\&taal. (1998). A amplificacéo por
PCR utilizando 64 isolados @R solanacearurem estudo realizado por Costa, Ferreira

e Lopes (2007), s6é foi possivel utilizando o prinB®X. Onde foi observada a
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formacdo de cinco grupos ao nivel de 23% pela aiiddde, separando isolados da
biovar N2 em um grupo distinto das biovares 1 en8strando a homogeneidade da
biovar N2. Ndo observaram correlacdo entre o pegdihdmico, local de coleta e
ecossistema de origem dos isolados estudados.

Por outro lado, Jaunet e Wang (1999), em estudo &daca 1 proveniente de
tomate, verificaram que apesar da alta variabibdgdnotipica e agressividade dos
isolados, ndo existe relacdo entre as duas cdsdici®s e concluiram que andlise de
populacbes baseando-se apenas em marcadores nednosé suficiente para
compreender completamente a diversidade.dlanacearum

Outras técnicas também tém sido utilizadas pactareser a filogenia desta
espécie, como o sequenciamento da regido ITS (R8SRNA), do genérpB e do gene
da endoglucanase (FEGAN; PRIOR, 2005). AtualmdRtesolanacearuné considerada
um complexo de espécies, sendo classificada eripdito (I-1V), sequevares (1-51),

linhagens clonais (Tabela 1) e biotipos (Tabela 2).

Tabela 1 Esquema de classificacdo hierarquica pakstonia solanacearumproposto
por Fegan e Prior (2005).

N'VAel , EqU|vzaJeQC|a Nomenclatura Modo de identificacao
Taxonémico taxondmica
Espécie Espécie ComplexoR. PCR Primers
solanacearum
I L Filotipos I, I, Il e PCR multiplex baseada na
Filotipo Subespécie Y, regido ITS

Grupos infra- Sequenciamento do gene de

Sequevar Sequevares 1-23

subespecificos endoglucanase
Clone Linhagens i Métodos de Fingerprinting
clonais (RAPD, AFLP, PFGE)

A classificacéo por filotipo € baseada no seqaenento da regido ITS, onde o

filotipo | equivale a divisdo | de Cook et al. (P98 biovares 3, 4 e 5, provenientes
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principalmente da Asia. Filotipo Il correspondeidisdio I, que inclui as biovares 1, 2 e
N2, provenientes principalmente das Américas. Mdtigo || também se classifica a raca
3 da batata mundialmente distribuida e isoladosada 2 de banana. O filotipo Il €
constituido por isolados oriundos principalmenté\tica e ilhas vizinhas, com isolados
gue pertencem as biovares 1 e N2. O filotipo IVté&onisolados das biovares 1, 2 e N2,
provenientes principalmente da Indonésia, porém $iho encontrado também na
Austradlia e Japao. Este filotipo IV também contémasibactérias muito proximasRa
solanacearumR. syzygi(Roberts et al Vaneechoutte et alagente causal da “doenca
de Sumatra do cravo-da-india” em Java e Sumatldoed disease bacterium” (BDB)
gue ocorre na Indonésia, as quais fazem parte dommeomplexo (FEGAN; PRIOR,
2005).

Através do sequenciamento do gbreB e do gene da endoglucanase foi possivel
separar cada filotipo em sequevares, sendo cade\sag identificado como um grupo
de isolados com uma sequéncia altamente consemnJatdaequevar pode ser definido
apenas se dois ou mais isolados sequenciadosnisaguéncias similares. Até agora ja
foram identificados 51 sequevares (XU et al., 2009)

Porém a técnica de PCR ainda ndo esta acessiweloa bs laboratorios de
diagnose. Portanto, um esquema de identificac&utifgéca tem sido estabelecido, que
correlaciona biotipos com filotipos e sequevareabéla 2). A classificacdo por biotipo
leva em consideragédo a utilizagdo de maltose, olamitalonato, trealose, inositol e
hipurato (FEGAN; PRIOR, 2005).

Por ser uma espécie com grande diversidade infea#&@, a caracterizacao dos
isolados predominantes em areas produtoras nooedta®ernambuco, ird possibilitar
gue o manejo da doenca seja corretamente dire@oRadquisas com diversidadeRle

solanacearumno estado de Pernambuco foram realizadas apenas isalados
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provenientes de tomateiro. Silveira et al. (19%3)@ando isolados d®. solanacearum

de tomateiro, do municipio de Camocim de Sao Félservaram uma predominancia
de 78% de isolados da biovar 3. Através das vasdmelice de murcha, Periodo de
Incubacao (PI) e Periodo Latente {p)l separaram 28 isolados das biovares 1 e 3 em
cinco grupos de similaridade confirmando a varndhde dos mesmos, mas nao
conseguiram correlacionar viruléncia com a biovapresenca destas duas biovares de
isolados proveniente de tomateiro neste municipigahsido previamente descrita por

Mariano et al. (1997).

Tabela 2. Correlacdo entre perfis de biotipos e filotipogievares do complexo

Ralstonia solanacearufrEGAN; PRIOR, 2005)

Substrato’ Filotipo/
Biotipo Maltose Manitol Malonato Trealose Inositol Hipurato Sequevar

1 + - + - - + Il/1e 2
2 + - + + + + [I/NA
3 - - - - + +++ /3
4 - - - - - + /4
5 - - + - + + I1/5
6 - - - - - - 11/6
7 - - - - + + /7
8 +/- + - - + - 1/12-18
9 + - - + - - /22
10 - - - + + - [/NA
11 + - - +/- + + 111/8e 9

Substratos esterilizados por filtracéo e testad@8ea(p:v) no meio minimo de Ayers (Schaad et al.,
2001) com indicador de pH, com incubacdo &28urante 14 dias.

’NA = ndo aplicavel, * = alcalinizacdo, - = sem é#dcdo, + = com acidificacdo, +++ = isolados
considerados positivos para o hipurato, se o neei@t-se azul escuro.

CONTROLE DA MURCHA BACTERIANA

Atualmente muitos séo os fatores que dificultanomtrole da murcha-bacteriana,
como a ampla gama de hospedeiros, a alta varathdigenética d&. solanacearure a
sua capacidade de sobreviver no solo por longdsduesr a grandes profundidades. A

bactéria também possui uma fase epifitica ou regdem hospedeiros assintomaticos
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ou alternativos, os quais sdo uma importante falgeinOculo para renovacdo da
populacdo no solo (HAYWARD, 1991; COUTINHO, 2005kstes fatores acabam
tornando o controle quimico inviavel e antiecon@nficOPES, 1994).

A utilizacdo de medidas baseadas em evasdo esérclainda é a melhor
alternativa para o controle da murcha bacteriaiga,como evitar locais com histérico
da doenca, usar sementes e mudas sadias, nacg plardaeas mal drenadas, plantar em
solos com umidade e fertilidade adequadas, entr@ouSegundo Silveira, Mariano,
Michereff (1996), as principais medidas indicadagp controle d&®. solanacearum
sdo acdes de prevencao ou praticas culturais gaenimpedir ou atrasar o surgimento
do patégeno.

Takatsu e Lopes (1997) sugeriram um manejo integredm a aplicacdo de
diversas medidas como rotagdo de culturas, plaatio &reas indenes, resisténcia
genética, manejo da 4gua e solarizacdo. Poréntiéngfia deste sistema de manejo é
particular para cada localidade, pois estd supstavariacbes das caracteristicas do
patégeno, como raca e biovar (LOPES, 1994; TAKATBOPES, 1997).

A utilizacé@o de variedades resistentes a murchebana ainda é dificil, devido
a alta variabilidade e complexidade da espéciateracdes com fatores ambientais.
Segundo Mew e Ho (1977), a resisténcia a murchieefi@ca de algumas cultivares de
tomate é extremamente relacionada com as condaybgentais, como temperaturas
elevadas e altos niveis de umidade do solo. N&beeainda uma variedade de pimentao
resistente a murcha bacteriana.

O uso da rotagéo de cultura no controle da murektebana apresenta algumas
limitacdes, considerando a grande gama de hosped#ir patbgeno. Em hortalicas, os

melhores resultados tém sido obtidos com a rotdedculturas com gramineas, como
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milho, arroz, sorgo, cana-de-aclcar e pastagem AIRGU; LOPES, 1997;
KUROZAWA; PAVAN, 2005).

A solarizagdo € uma técnica que tem se mostradiivaefao controle de
patégenos habitantes do solo e no controle dagaglanvasoras, sendo que também
tém a vantagem de ser simples, de baixo custo,oeengiolve o uso de produtos
quimicos (GHINI, 2001). Vérios experimentos tem poovado a eficiéncia da
solarizagcdo na reducédo da populagcdoRdesolanacearunmo solo e no controle da
murcha bacteriana (CHELEMI; OLSON, 1994; CAVALCANTE999; PATRICIO et
al., 2005).

No Brasil, ndo existem agrotoxicos (fungicidas atitadticos) registrados para
o controle da murcha bacteriana em diferentes ldess. O controle quimico pode ser
dificultado pela localizagdo da bactéria na plafizgndo protegida no interior do
xilema, ou mesmo em grandes profundidades no 8&&ROZAWA; PAVAN, 2005;
LOPES, 1994). O fumigante Brometo de metila em doagdo com a Cloropicrina foi
usado com sucesso durante décadas para reduzikagdgs deR. solanacearummo
solo. No entanto, devido ao efeito destrutivo nraada de oz6nio do planeta, teve o seu
uso restrito baseado no Protocolo de Montreal, agéancia de protecdo ambiental dos
Estados Unidos (ROSSKOPF et al., 2005). Por issxteemamente importante e
urgente que novos produtos e medidas para o mdaepurcha bacteriana em campo
sejam identificados (PARET et al., 2010).

Novas alternativas de controle tém surgido com ibzagdo de produtos
naturais, que aumentam a producédo de alimentosneelmor qualidade e reduzem o
uso de agrotéxicos. Esta agricultura alternativeolme o uso de extratos de plantas e
Oleos essenciais com propriedades antimicrobig®@sl{VAN-ESTRADAet al., 2003;

LOGUERCIO et al., 2005; SILVA et al., 2006).
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Kilol-L® é um produto de acdo higienizante, formulado pailizacdo em
ambientes e superficies de agroindustrias, compedts acidos ascoérbico (1%), citrico
(0,475%) e lactico (0,475%), naturalmente estadmlis (QUINABRA 2007). Esta
formulacdo tem sido relatada pelo fabricante cofieeate contra bactérias e fungos
diversos. Apesar do Kilol‘Y. ndo ser um produto indicado para o uso agricokyaa
eficiéncia é citada no controle dos génekanthomonasErwinia e Pseudomonas
(MOLINA, 2001), bem como tem sido utilizado no aaht da murcha bacteriana em
tomateiro por alguns produtores das MesorregideAgieste e Mata de Pernambuco
(Eng. Agronomo Iramar Benigno Albert Jr., comun&@agessoal). No entanto, n&o
existem trabalhos que demonstrem sua ag¢do no rleobactérias fitopatogénicas.
Com relagéo a doencas fangicas, o Kilol LDF®@o foi eficiente no controle da
antracnose do maracujazeiro, quando comparado sofungicidas sulfato de cobre,
enxofre coloidal 80%, calda bordalesa e mancoze@lesa de ter promovido o
crescimento das plantas (VEGA, 1998).

Os mesmos componentes do Kil§l-também sdo usados na composicdo de
produtos indutores de resisténcia como o E¢blifiee vem sendo testado tairovitro
comoin vivo na protecdo de algumas plantas contra patégenaso@o Ecolif& tem
se mostrado efetivo no controle ¥anthomonas vesicatorigDoidge) Vauterin et al
(CAVALCANTI et al., 2006) eX. axonopodigv. manihotisDye (MOTOYAMA et al.,
2003). Motoyama et al. (2003) avaliaram a acdoxdmw® citrico (Ecolife 48) no
crescimento dd&R. solanacearune X. axonopodigv. manihotise verificaram que nas
concentracdes 0,1 e 0,5% os halos de inibicacgekrimento foram de 2,5; 6,9 e 2,4,
8,2 mm, respectivamente.

Outros produtos, como sanitizantes e extratos @Egetambém tém sido

testados para inibicdo do crescimentoRlesolanacearumO sanitizante cloreto de
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dodecil dimetil amdnio, na concentracéo de 20§0mL* inibiu o crescimento deste
patégeno com formacéo de halos de 2,19 cm (ALVES.eR010). Yao et al. (2010)
avaliaram a capacidade do desinfestante diéxidela® (CIQ) nas concentracdes
0,13; 1,3 e 13 mg'L no controle de dois isolados &ectobacterium carotovorum
subsp.carotovorum(Jones) Hauben et a&. dois isolados dBR. solanacearunem agua

de irrigacdo. Os autores observaram que as coa¢ées de 1,3 e 13 mg'lforam
significativamente eficientes, atingindo 100% dotcole daP. carotovorumsubsp.
carotovorum e de 99% d&. solanacearumsendo esses resultados constantes mesmo
com a variagao do pH entre 5 e 9.

Extratos de Tagetes spp. contendo tiofenos foram capazes de inibir o
crescimento ddR. solanacearum in vitre impedir o desenvolvimento da murcha em
plantas de fumo (TERBLANCHE; VILLIERS, 1998). Paet al. (2010) testando 6leos
essenciais de Palmarosaymbopogon martiniRoxb. Wats.), capim-limaoQ. citratus
(DC.) Stapf) e eucaliptoEucalyptus globulugabill.) no controle deR. solanacearum
raca 4, em meio de cultura SMSA (KANG; CHUNG; YW002) verificaram que nao
houve crescimento bacteriano nas amostras com dde@almarosa em todas as
concentragdes e com 6leo de capim-limao nas caagéets 0,07 e 0,14%, apds 48 h de
incubacéo. Ja o oleo de eucalipto ndo foi eficiemteinibir o crescimento em meio de
cultura da bactéria. Em teste de fumigacéo, mistic@s 6leos ao solo infestado, 7 dias
antes do transplante em vasos, verificaram a reddgancidéncia de 100% da murcha
bacteriana em gengibre por ambos 6leos nas coac¢éet de 0,07 e 0,14% em relacdo
a testemunha.

Considerando o dificil controle da murcha bacterjans objetivos desta
pesquisa foram analisar a diversidade bioquimieajiriléncia, molecular e genotipica

de populacdes dBR. solanacearunobtidas de plantas de pimentdo com sintomas da
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doenca em é&reas de plantio das mesorregides dstAgeeMata de Pernambuco; e
avaliar o efeito do produto comercial Kilofle seus componentes, acido citrico, acido
ascorbico e acido lactico, no manejo da doencae@dtados obtidos dardo suporte a
adocdo de estratégias adequadas de manejo integedmurcha bacteriana em

municipios produtores de Pernambuco.
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RESUMO

Foi analisada a diversidade bioquimica, de viru&nmolecular e genotipica de 77
isolados obtidos de plantas de pimentdo com murthanesorregides do Agreste e da
Mata do estado de Pernambuco, Nordeste do Bratgingificados comdr. solanacearum
por PCR multiplex. Na caracterizacdo bioquimicaroideterminados a biovar e o biotipo.
Para o estudo da viruléncia, plantas de pimentdoate e berinjela foram inoculadas por
ferimento de raizes e deposicdo do indculo, amalsae periodo de incubacao,
severidade e area abaixo da curva de progressoetigal A caracterizacdo molecular dos
isolados foi realizada utilizando as técnicas deR{diltiplex, Rep-PCR e ISSR. A
diversidade genotipica foi estudada considerandwiroero de genotipos observados e
como eles se distribuiam pelas populacoes, diferamd riqueza, igualdade e diversidade.
Foi observada a predominancia (97,44%) de isoladobiovar 3, biotipo 8 e filotipo I,
mas foram encontrados também a biovar 1, biotipos 8 e filotipo Il. A analise
multivariada por UPGMA, utilizando o conjunto doadds de viruléncia, permitiu a
separacado dos isolados em 11 grupos de similaridade isolados de diferentes areas de
coleta em um mesmo grupo. As andlises de Rep-PtiRando os marcadores REP e
BOX, e ISSR, mostraram a existéncia de similaridaatee a maioria dos isolados Re
solanacearum No entanto, esses marcadores nao permitiram aepar isolados por
biovares, biotipos, filotipos ou areas. A analise diversidade genotipica evidenciou
diversidade moderada na populacdo total, porém valtabilidade dos isolados de um

mesmo municipio.

Palavras-chave: Capsicum annuum caracterizagdo da viruléncia, caracterizacao

molecular, diversidade genotipica, murcha bactarian
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ABSTRACT

Seventy-seven bacterial strains obtained from diliell pepper plants from the Agreste
and Mata mesoregions of the state of Pernambucatdd in northeastern Brazil, were
identified asRalstonia solanacearurby multiplex PCR. The strains were analyzed to
characterize their biochemical, physiological, ience, molecular and genotypic
diversities. The biovars and biotypes were deteechinfrom the biochemical
characterization. For the study of virulence, Ipelpper, eggplant and tomato plants were
inoculated by wounding the roots and depositing theculum, and the period of
incubation, severity and area under the diseasgr¢ss curve were analyzed. A molecular
characterization of strains was performed, usindtiplex PCR, Rep PCR and ISSR
techniques. Genotypic diversity was assessed, ademsg the number of genotypes
observed and how they were distributed in the s, differing in terms of richness,
evenness and diversity. Strains of biovar 3, bietgpand phylotype | were predominant
(97.44%), but biovar 1, biotypes 3 and 6 and plyyetll were also present. Multivariate
analysis by UPGMA, using the virulence data seabéd separation of the strains into 11
similarity groups, with strains from different salng areas in the same group. The Rep
PCR analyses, using REP and BOX markers and ISIs®yesl similarities among the
majority of theR. solanacearunstrains. However, these markers did not allow tfer
separation of strains by biovars, biotypes, phylesyor areas. The analysis of genotypic
diversity revealed moderate diversity in the ouepalpulation but high variability in the

strains from the same municipality.

Keywords bacterial wilt - Capsicum annuum- genotypic diversity- molecular

characterizationvirulence characterization
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INTRODUCAO

Ralstonia solanacearurg®mith) Yabuuchi et al. causa murcha bacteriananans
de 450 espécies de plantas hospedeiras, que astébuidas em cerca de 54 familias
botanicas (Wicker et al. 2007). Esta bactéria éidenada um dos patégenos de plantas
mais destrutivos nas regides tropicais, subtrapieadiemperadas no mundo, somente ainda
nao reportada no continente Antartico (Grover.e2@06).

No Brasil, R. solanacearunfoi assinalada inicialmente em fumdi¢otiana
tabacumL.) e batata%olanum tuberosuin.), no ano de 1922, no estado do Rio Grande do
Sul (Takatsu e Lopes 1997). A murcha bacteriangpenentdo Capsicum annuunt.)
ocorre na maioria dos estados brasileiros, sends im@ortante nas principais areas de
producédo na Regido Nordeste e nos estados do Riargero e Espirito Santo (Lopes e
Quezado-Soares 1997; Malavolta et al. 2008). Nmdestie Pernambuco, apesar de existir a
longo tempo, sua importancia tem aumentado recemtem provavelmente devido ao
aumento do uso de cultivares hibridas pelos proggit@rincipalmente nos municipios de
Camocim de S&o Félix, Sado Joaquim do Monte, Sd@ndo.

A expressao dos sintomas da murcha bacteriana sant@rme o hospedeiro, o
isolado e as condi¢cdes ambientais. Em pimentdosio®mas da doenga ocorrem
inicialmente com murcha das folhas mais novas qogrigle para as mais velhas, levando
a morte da planta, sem alteracdo na coloracdo .vemternamente, observa-se
escurecimento do sistema vascular e o corte tresavee planta infectada revela a
exsudacao de fio leitoso de células bacterianaagra limpida (Lopes e Quezado-Soares
1997; Momol et al. 2008).

Devido & sua variabilidade e adaptacdo a uma grgamna de hospedeiros e
condi¢des climaticaR. solanacearunfoi classificada a nivel infraespecifico em cinco

racas (He et all983) e seis biovares (Hayward 1964). No entadm o advento das
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técnicas moleculares, a taxonomia infraespecifcB.dsolanacearumsofreu um processo

de revisdo que tem permitido o estudo do relaciemaonfilogenético, evolutivo e da
variabilidade dessa bactéria (Silveira et al. 200®cnicas que formam “fingerprint”
genético como RFLP (Restriction Fragment Lengthyifolphism) e RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA) e que amplificamegides repetitivas do material
genético, Rep-PCR (Repetitive Extragenic Palindodmioram as primeiras a serem
utilizadas. Cook et al. (1991) e Gillings e Fah994) usando RFLP puderam definir 33
grupos ou genotipos dR. solanacearumcujas relacdes evidenciaram a existéncia de duas
divisbes geneticamente distintas (I e Il) fortereer@acionadas com a origem geografica
dos isolados, sendo a divisao |, originaria da ralésia e a divisao Il das Américas.

Atualmente, R. solanacearumé considerada um complexo de espécies, sendo
classificada em filotipos (I-IV) e sequevares (3-Ppklo sequenciamento da regido ITS
(16S-23S rRNA) e dos genksB e da endoglucanase, respectivamente; linhagenaisl
e biotipos. Existe correlacao entre filotipo etipio, sendo este determinado pela utilizagéo
de carboidratos e alcodis (Fegan e Prior 2005).

Nas mesorregibes do Agreste e da Mata do estadRedembuco, Nordeste do
Brasil, a ocorréncia da murcha bacteriana do piaeentem grande importancia.
Considerando a auséncia de pesquisas sobre aiN@dadd dessas populacbes Be
solanacearume o dificil controle da doenca, o conhecimento dilgersidade deste
patégeno é uma prioridade. Portanto este trabell®domo objetivo estudar a diversidade
deR. solanacearunsom base em caracteristicas bioquimicas, de mridémoleculares e

genéticas.

MATERIAL E METODOS
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Isolados deRalstonia solanacearum e cultivo

Plantas de pimentdo com sintomas de murcha bemdéefioram coletadas nos
principais municipios produtores das mesorregi@esgreste (Bezerros, Camocim de S.
Félix, Caruaru, Garanhuns e Sairé) e da Mata (Ghad&) de Pernambuco, no periodo de
janeiro a outubro de 2008. Os isolamentofdeolanacearunforam realizados conforme
metodologia descrita por Mariano e Silveira (200B).identificacdo preliminar dos
isolados foi realizada pela observacéo das cultemasneio TZC (tetracloreto de trifenil
tetrazélio), no qual sdo formadas colénias ciradarregulares, fluidas, com consisténcia
cremosa e de coloracdo branca (Kelman 1954). Rostente, os 77 isolados obtidos
foram preservados em agua esterilizada e poritafifio (Mariano e Silveira 2005).
Adicionalmente trés isolados foram utilizados cormpadrées: FIO181C2 e RS18
provenientes do Instituto Nacional de Pesquisaszémiaas - INPA (Manaus, AM, Brasil)

e da Embrapa Hortalicas (Brasilia, DF, Brasil)peetivamente; e o isolado tipo da espécie
IBSBF292 (= ICMP 1727) da Cole¢éo de Culturas debfictérias do Instituto Bioldgico
(Campinas, SP, Brasil).

O in6culo deR. solanacearunfoi preparado a partir do crescimento dos isolados
em meio TZC por 48 h a temperatura de 28 + 2°Csuspensdes bacterianas em agua
destilada foram ajustadas em fotocolorimetro (Asedy600 M, Séo Paulo, SP, Brasil) na
absorbancia de #, = 0,54, que corresponde & concentracdo de 5°YJEC mL*, de

acordo com equagéao previamente determinada.

Caracterizacao bioquimica dos isolados
Os 80 isolados d&. solanacearunforam caracterizados bioquimicamente pelos
seguintes testes: coloracdo de Gram, solubilidadehilroxido de potéssio, oxidase,

catalase, hidrélise do amido, hidrélise da gelatat@vidade de esterase (hidrélise do
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Tween), reducdo do nitrato, crescimento em meidecalo 2% de cloreto de sédio e
hipersensibilidade em folhas de fumo, como desp@oCoelho Netto et al. (2003). Para
determinacdo da biovar foi utilizado meio minimo lmsal contendo 1% das fontes de
carbono: maltose, lactose, celobiose, manitol, igdre dulcitol. Para determinacédo do
biotipo foi usado meio minimo de Ayers contendo ##s carboidratos: malonato,
trealose, inositol e hipurato. Nos dois meios, asbaidratos foram esterilizados por
filtracdo. Apos a inoculacao, as culturas foranubadas por 14 dias a 28°C (Fegan e Prior

2005). Os testes bioquimicos foram repetidos deass.

Caracterizacao da viruléncia

Foram inoculados em plantas de pimentdo (cv. Afgribmate (cv. Santa Clara) e
berinjela (cv. Florida Market) os 80 isoladosRlesolanacearunTodas as espécies foram
semeadas e cultivadas em vasos plasticos com dapacpara 500 g, contendo solo
natural:substrato BasapldnfBase Agro Industria e Comércio Ltda., S&do Paulasi
(1:3, v:v) até os 21 dias. As plantulas foram inadas individualmente, fazendo-se com
auxilio de um bisturi inserido no substrato, caete formato de meia lua no sistema
radicular, no qual foram depositados 15 mL da susje bacteriana (Coelho Netto et al.
2003). As testemunhas foram tratadas apenas coendegiilada esterilizada. As plantas
foram irrigadas conforme necessario e mantidasasa de vegetacdo onde a temperatura
variou entre 20 e 44°C e a umidade relativa enfree 8B9%. A avaliacdo foi realizada
diariamente, durante 15 dias, determinando-see®dpgo de incubacao (PI), determinado
pelo niumero de dias entre a inoculacdo e o surgamdos sintomas da doenca; b)
severidade (SEV) avaliada com auxilio de escalaatas descritiva de 0 a 4 (Nielsen e
Haynes 1960), onde: 0 = auséncia de sintomas,lantas com 1/3 das folhas murchas, 2

= plantas com 2/3 das folhas murchas, 3 = plardtsmente murchas e 4 = plantas
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mortas; c) area abaixo da curva de progresso dacdo@AACPD), calculada pela
expressao: AACPD =X[(yi + Vi+1) / 2 . di] / n, onde ye Vi1 S@0 os valores da severidade
observados nas avaliacdes consecutivag,alintervalo entre as avaliagcdes &€ a duracao
do periodo de avaliacdo (Fry 1978).

Para cada tipo de hospedeiro, o delineamento iexgatal foi inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes, sendo cadag@peonstituida de uma planta por

vaso.

Caracterizacdo molecular dos isolados

Para a caracterizacdo molecular dos isoladosaimente foi realizada a extracao
do DNA gendmico total de culturas com 48-72 h ddzscem NYDA (Agar nutritivo-
extrato de levedura-dextrose) de acordo com Sdveiral. (2005). A concentracdo dos
DNAs foi estimada através de eletroforese em gehghrose a 0,8%, juntamente com
marcador Low DNA Mass Ladder (Invitrogéh Carlsbad, CA, EUA) visualizando-se
através de fotodocumentador (Vilber Lourmat DP-QE:G, Eberhardzell, Baden-
Wiirttemberg, Alemanha). A concentracdo foi ajustpdea 20 ngquL™ e armazenada a
4°C, até o momento da utilizacao.

A confirmacdo da espécie e dos filotipos foi mmla utilizando PCR multiplex,
baseado na sequéncia da regido ITS. Para confiorda@spécie foi utilizado o par de
primers 759/760 (Bioneer Corporation, Taejon, Goid Sul) que produz uma banda de
280 pb par&. solanacearunBDB (Blood Disease Bacterium)Ralstonia syzygijRoberts
et al.) Vaneechoutte et al. Para a identificacé® fdotipos foram usados quatro primers
Nmult21:1F, Nmult21:2F, Nmult23:AF, Nmult22:InF, uymimer reverso espécie especifico
Nmult22:RR. Essa reacdo produz fragmentos de 144mbisolados pertencentes ao

filotipo I, fragmento de 372 pb para o filotipo ftagmento de 91 pb para o filotipo Il e
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fragmento amplificado de 213 pb para o filotipo (Megan e Prior 2005). A reacédo de
amplificacdo foi realizada em termociclador (PT®@.101J-Research. Inc., Watertown,
EUA) com programa composto por desnaturacédo in&i@b°C por 5 min, 30 ciclos de
94°C por 15 s, 59°C por 30 s e 72°C por 30s e utensao final de 72°C por 10 min. Os
produtos de PCR foram analisados em gel de agafdgSé6, visualizados e
fotodocumentados apés coloracdo com SyBRGold (bwetl™, Carlsbad, CA, EUA). Os
tamanhos dos fragmentos amplificados foram estismmado comparacdo com o marcador
molecular 100 pb DNA Ladder (InvitrogEf).

A caracterizacdo molecular dos isoladosRiesolanacearunioi realizada pelas
técnicas de Amplificacdo de Sequéncias baseadBemetitividade do DNA (Rep-PCR) e
pela técnica de amplificacdo ISSEitér Simple Sequence Repgatda Rep-PCR dos
isolados deR. solanacearuntom os marcadores BOX-A1R (5° CTA CGG CAA GGC
GAC GCT GAC 3'), REP 1-I (5’ lll CGI CGI CAT CIG G@’) e REP2-1 (5" ICG ITT
ATC IGG CCT AC 3) foi utilizado o protocolo destwipor Louws et al. (1994). A
reacdo de amplificagdo com volume final depd%oi composta de 1X de tampéo thay
polimerase (500mM KCI, 100 mM Tris HCI), 1,5 mM dgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 2
UM do primer e 1U deag polimerase. A reacédo foi realizada em termociclagon o
programa: desnaturacgao inicial a 95° C por 8 ntingi8los de 94° C por 1 min, 52° C por
1 min (BOX-A1R) ou 40° C (REP2-I) e 65° C por 8 rimma extenséo final de 65° C por
15 min. Os produtos de PCR foram analisados endgelgarose 1,5%, visualizados e
fotodocumentados apoOs coloragdo com SyBRGold. (Osarthos dos fragmentos
amplificados foram estimados por comparacdo comaaaor molecular 100 pb DNA
Ladder. As imagens dos géis foram analisadas quapi@senca (1) ou auséncia (0) de
bandas e os padrdes atribuidos foram analisadesftware NTSYS-PC (v. 2.1) (Exeter
Software, Setaukaat, NY, EUA).
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222 Setenta isolados foram caracterizados pela técl@d&SR. Para isso trés primers
223  foram utilizados: GTG5 (5'GTG GTG GTG GTG GTG3)AGA (5'GAC AGA CAG
224 ACA GAC A3) e 820 (5GTG TGT GTG TGT GTG TC3') (itrogen™). A PCR foi
225 realizada em termociclador com o programa: desagdior inicial 95° C por 5 min, 30
226  ciclos de 94° C por 30s, 45°C (820) ou 52° C (GE@RACA) por 45's, 72° C por 2 min e
227 uma extensao final de 72° C por 7 min. Os proddeo®CR foram analisados em gel de
228 agarose 1,5%, visualizados e fotodocumentados aplisacdo com SyBRGold. Os
229 tamanhos dos fragmentos amplificados foram estismm@do comparacdo com o marcador
230 molecular 100 pb DNA Ladder. As imagens dos géianfoanalisadas quanto a presenca
231 ou auséncia de bandas e os padrdes atribuidos foralisados no software NTSYS-PC
232 (v.2.1).

233

234  Diversidade genotipica

235 A diversidade genotipica da populagdo de isoladesR. solanacearumdas
236 mesorregides do Agreste e Mata de Pernambuco @&dadencunicipio amostrado (Bezerros,
237 Camocim de S. Félix, Caruaru, Cha Grande, Garanb8aré) foi estudada utilizando os
238 padrbes de bandas obtidos através do Rep-PCR,doaesaREP e BOX, sendo avaliado o
239 numero de gendtipos observados e como eles sidistm pela populacado, diferindo em
240 riqueza, igualdade e diversidade (Grunwald etGD32

241 Os indices de diversidade genotipica calculad@srfars de Stoddart e Taylds €

242 1/2pi®) e de Hill ;). O indiceN; = €', sendo queH’ se refere ao indice de Shannon-
243 Wiener onde H' = {~Zi[pi x In(p)]}, e pi é a frequéncia observada o genétipo.N;
244  representa 0 niamero de genoétipos igualmente comuaspodem produzir a mesma
245 diversidade. Diferencas de, M G entre as populacdes foram testadas com bootstrappin

246 usando 1.000 reamostragens com intervalo de caafide 95% (Grunwald et al. 2003).
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Também foram calculadas a riqueza e igualdade ipécent A riqueza € expressa
pelo niumero de gendtipos esperados na amostra avétiada usando o método de
rarefacdo. Este método assume que o numero espeeadendtipos em uma amostra
aleatoria den individuos, dentro de uma amostra total Meindividuos, onden
corresponde ao numero de individuos por genétip(gg. O valor deE(g,) baseia-se na
soma das probabilidades de que cada gendtiporsdjado na amostra. Para contrastar a
riqueza das populacbes dos diferentes municipiossfiimado o N=5, que foi o menor
tamanho de amostra de populacdes estudado. Asadstside rarefacdo foram obtidas
apos compilacéo do algoritmo <Rarefac.c> (Grunweall., 2003).

A igualdade Es) indica como o gendtipo foi distribuido na amostsgndo
calculada pelo indice de Ludwig e Reynolds (1988)a formulaEs = (G-1)/(N;-1). O
indice de igualdade é calculado com base no nudgemenodtipos observados, riqueza e
valores deG e N;. Conforme aumenta a igualdade em uma riqueza cdaaestumentam 0s
indices deG e N;. O indice de igualdade varia entre 0 e 1, sendy €on uma maxima
igualdadeN;=G=g=1 (Grunwald et al. 2003).

Todos os indices foram calculados usando o softkar2.10.1 (Kurt Hornik,

Austria).

Analises estatisticas

Os dados de caracterizacdo da viruléncia foram stithos a um procedimento
multivariado visando identificar os grupos de islols pela analise de agrupamento com o
algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Methods whttitmetic Mean), com o auxilio
do programa STATISTICA 8.0 for Windows (StatSoft.InTulsa, OK, USA). Os perfis
obtidos na caracterizacdo molecular foram analsadpartir da conversao dos dados de

restricdo (ou fragmentos produzidos no Rep-PCRYadwos binarios (1 = presenca e 0 =
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auséncia do fragmento). Comparando-se os isoladsspares, foram calculados os
coeficientes de similaridade de Jaccard, a pastiprdcedimento SIMQUAL do programa
computacional NTSYS-PC (v. 2.1). Um dendrogramactmistruido usando-se o método

UPGMA do mesmo programa para a determinacdo dgegme similaridade.

RESULTADOS

Caracterizacao bioquimica dos isolados

Os 77 isolados obtidos de pimentdo no Estado deaRdruco, juntamente com os
isolados RS18, FIO181C2 e o isolado tipo IBSBF2gf2esentaram resultados iguais nos
testes bioquimicos realizados. Todos foram Granathexs, formaram coldnias circulares
irregulares, fluidas, com consisténcia cremosa eotbgacédo branca em meio TZC. Foram
positivos para solubilidade em hidroxido de potassixidase, catalase, atividade de
esterase, reducdo do nitrato e hipersensibilidaddothas de fumo. Neste ultimo teste,
houve apenas uma exceg¢do, o0 isolado CGH34 que eafoas resposta de
hipersensibilidade negativa. Os isolados apresantaesultados negativos para hidrolise
do amido e crescimento em meio contendo 2% detolate sédio e fraca hidrélise da
gelatina.

Dos 77 isolados, 75 foram identificados como mesates ao biovar 3,
similarmente ao RS18, entretanto os isolados CGMTIGH36, coletados no municipio
de Cha Grande, foram identificados como pertenseatebiovar 1, juntamente com 0s
isolados FIO181C2 e IBSBF292 (Tabela 1). Seterdai® isolados foram identificados
como pertencentes ao biotipo 8, assim como o RS@&ntanto, o isolado CGM11 foi
identificado como pertencente ao biotipo 6 e cadolCGH36 ao biotipo 3, assim como o

FIO181C2 e IBSBF292.
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Caracterizacao da viruléncia dos isolados

A maioria dos isolados avaliados neste estudo fgratogénicos aos hospedeiros
piment&o, tomate e berinjela com sintomas tipieodaknca observados de 4,0 a 14,8 dias
em pimentéo; de 2,0 a 14,5 dias em tomate e da B0 dias em berinjela (Tabela 2). A
severidade aos 15 dias variou de 0 a 4 para pimeioid@ate e berinjela. A area abaixo da
curva de progresso da doenca variou de 0,4 a 89fireentdo; de 1,1 a 49,5 em tomate e
de 0 a 29,3 em berinjela.

Utilizando o conjunto das variaveis avaliadas emosoos hospedeiros, ou seja,
periodo de incubacéo, severidade da murcha bawesias 15 dias apds a inoculacdo e
area abaixo da curva de progresso da doenca,iaeamalltivariada por UPGMA, permitiu
a separacdo dos isolados Re solanacearunmem 11 grupos de similaridade quando
considerada a distancia de ligacdo média = 16, cgpueespondeu a cerca de 50% da
distancia total verificada (Figura 1). Os grupos 2 foram formados por 34 e 24 isolados,
0S grupos 2 e 11 por dois isolados cada um, engjusngrupos 7, 8, 9 e 10 por apenas um

isolado cada um. Os grupos 4, 5 e 7 foram formpdo$, 3 e 6 isolados, respectivamente.

Caracterizacdo molecular dos isolados

Todos os isolados apresentaram banda com tamanaprol@madamente 280 pb,
confirmando a espéci®. solanacearumbDos 77 isolados de Pernambuco, 75 foram
identificados como pertencentes ao filotipo |, p@presentarem uma banda com
aproximadamente 144 pb (referente ao filotipo) FAg). Entretanto, CGH36 e CGML11,
coletados no municipio de Cha Grande foram ideatibs como filotipo II, juntamente

com FIO181C2, e o isolado tipo IBSBF292 (Tabelal).
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321 A analise de agrupamento obtida pelos dados couhiéndos marcadores REP e
322 BOX permitiu a separacdo em quatro grupos de giclde quando considerado o
323  coeficiente de 75% (Figura 3). O grupo | foi comtpgzor 73 isolados, incluindo CGM11
324 e FIO181C2. O grupo Il foi formado por trés isolad@H8, CGH36 e IBSBF292. O grupo
325 Il foi constituido por dois isolados do municipi® Bezerros e o Grupo IV por dois
326 isolados do municipio de Cha Grande. No entantsesesnarcadores ndo permitiram
327 separar os isolados por biovares, biotipos, fisipu areas de coleta.

328 Nas analises de ISSR, usando os primers 820, GT@&AECA isoladamente,
329 resultados similares ao Rep-PCR foram obtidos. dbskervada alta similaridade e nao
330 separacédo dos isolados por biovares, biotiposipids ou areas de coleta. O primer 820 foi
331 0 que evidenciou maior similaridade entre os ismdad analise do cluster gerado com os
332 dados deste primer mostrou a existéncia de trgmgrdistintos ao nivel de similaridade de
333 75%. A analise de agrupamento obtida pelos dados couhtndos primers 820, GTG5 e
334 GACA, permitiu a separagédo dos isoladosRdesolanacearunem cinco grupos distintos
335 ao nivel de similaridade de 75% (Figura 4). O grufm formado por 28 isolados, 0 grupo
336 |ll formado por 39 isolados incluindo os isoladoSK36 e FIO181C2 e os grupos I, IV e
337 V, formados por um isolado cada, respectivamenBM 5, CAR20 e CGM13.

338 Os dados da caracterizagcdo molecular confirmamiasidade entre a maioria dos
339 isolados das mesorregibes Agreste e Mata de Peutantambém observada nos testes
340 bioquimicos. No entanto, a caracterizacdo da vigi€indicou alta variabilidade com
341 isolados de uma mesma area em diferentes grupos.

342

343 Diversidade genotipica

344 Foram encontrados 39 gendtipos diferentes (RS$3R em uma populacao total

345 de 77 isolados dd&R. solanacearunproveniente das duas mesorregides do estado de
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Pernambuco (Tabela 3). A diversidade genotipicaaaulacédo total foi de 50,65% da
possibilidade maxima, onde cada isolado represantgendtipo. Vinte e oito genotipos
apareceram apenas uma vez na populacao total,r@oqugenotipo mais frequente esteve
presente trezes vezes. Os gendtipos com frequéractat que 1 foram 11. Dentre esses, 0
genotipo RS1 foi encontrado em trés municipios ¢Bes: isolados B5-4, B5-8, B5-10,
B5-29 e B5-30; Cha Grande: CG2-2, CG2-27, CGH2@aeanhuns: GH3); o gendtipo
RS6 foi encontrado em quatro municipios (Bezenssados B5-21, B5-24, B5-27, B5-
28; Chéa Grande: CGH3, CGH16, CGH26, CGH28, CGH33H&1; Camocim de S&o
Feélix: C3-11, C6-25 e Garanhuns: GH16); e o geno510 em quatro municipios
(Caruaru: isolado CARG6; Cha Grande: CG2-17; Gamsh@GH10 e GH12; e Sairé:
SCN21 e SCN28).

Os valores dos indices de diversidade de Hil) @NStoddart e Taylor'sQ), que
comparam entre 1 e o total da amostra avaliaddeegiaram a diversidade moderada, de
33,22 e 20,65%N; = 25,58;G = 15,90) respectivamente, na populagao total das d
mesorregides (Tabela 3). No entanto, observoutaalwersidade genotipica dentro dos
municipios de Sairén€7; Ny = 4,71 ou 67,29%G = 4,45 ou 63,57%), Camocim de Sao
Félix (n=6; N1 = 3,78 ou 63%( = 3,6 ou 60%), Caruarm$15;N; = 10,98 ou 73,2% =
9,78 ou 65,2%) e Garanhunsb; N; = 3,79 ou 75,8%G = 3,57 ou 71,4%), tendo este
ultimo apresentado a maior diversidade.

Analisando-se a igualdade da populagéo total ddades deR. solanacearumas
duas mesorregides verificou-se que os indices dersiilade G=15,90 eN;=25,58)e
riqueza ¢=39,0) ndo foram proximos e portanto, apesar daulpg@o total ter uma
diversidade moderada, apresentou pouca iguald&dg,{ = 0,408) (Tabela 3)Na
avaliacdo por municipios observou-se que os valdeegualdade foram altos dentro de

cada municipio, entre 0,82 e 0,%/d,ny, exceto para Bezerros e Cha Grande, com indice
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de igualdade d&/g.s = 0,60 e 0,66, respectivamente. Analisando-sentesvialos de
confianca dos indices de diversidade, verificowgge os isolados dos municipios de
Bezerros, Camocim de Sao Félix, Garanhuns e Sa#e, diferiram entre si, pois 0s
intervalos referentes @ se sobrepfem, o que ndo acontece com CaruaruG@nde e

populacao total, indicando que diferem dos demaisicipios.

DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo sobre diversidade de pofaldeR. solanacearunde
pimentdo no Brasil. As analises bioquimicas, deléncia, moleculares e genotipicas
realizadas provéem subsidios importantes sobre rabualade do patdgeno nos
municipios produtores das mesorregides do AgredéeMata de Pernambuco.

Os isolados obtidos de plantas com sintomas dehawapresentaram os mesmos
perfis bioquimicos, corroborando com resultadosemfaslos para isolados dRB.
solanacearunprovenientes de batata (Nouri, Bahar e Fegan 2@08uséncia de reacao
de hipersensibilidade (RH) em fumo pelo isolado G&ldode ter ocorrido porque, apesar
da RH positiva ocorrer entre associagfes patdgespedeiro incompativeis (Mariano e
Silveira 2005), h& isolados que ndo seguem estéipar devem ser testados em outros
hospedeiros. Segundo Denny & Hayward (2001), unsacdeacteristicas que identifica a
espécieR. solanacearunfisolados ndo patogénicos ao fumo) é a RH posieaentanto,
Alfenas et al. (2006) verificaram que de 49 isofadleste patdgeno, provenientes de
viveiros de eucalipto, apenas 27 induziram RH dimafode fumo.. Além disto, isolados de
R. solanacearunbiovares 3 e 4, provenientes de diferentes hesmel variaram quanto a
velocidade de RH em fumo (Horita e Tsuchiya 2001).

Alta predominéancia da biovar 3 e biotipo 8 Rlesolanacearunfoi observada nas

populacdes analisadas. Também Silveira et al. {1&3&ntraram uma predominéncia de
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78% da biovar 3 em isolados Resolanacearumo municipio de Camocim de Sao Feélix,
embora os mesmos fossem obtidos de tomate. A es#ss biovares 1 e 3 neste
municipio ja havia sido previamente descrita porridfe et al. (1997) em isolados
provenientes de tomateiro. Considerando-se quet@yg@o é habitante do solo e sua
disseminacéo ndo ocorre tdo facilmente no mesnho @e&ccultivo, € compreensivel que a
predominancia da biovar 3 na area tenha sido @el@ctesde 1997 (Mariano et al. 1997).
E comum a predominancia de uma biovar em uma detada area, dependendo da sua
fonte de inoculo inicial, modo de disseminacaoimalda regido. As biovares 1 e 2 sdo as
mais amplamente distribuidas; a biovar 1 predomasaregides de clima quente; a biovar
2 em regides de clima temperado e a biovar 3 eaif atdaptada as regides quentes dos
tropicos (Hayward 1991). Esta ultima é mais versddi adaptacdo em ambientes de
condicbes variadas e € menos influenciada pelagettedaficos (Kumar, Sarma e
Anandaraj 2004).

No Brasil, a biovar 1 d®. solanacearunexiste em todas as regides do pais, a
biovar 2 predomina nas regides de climas amendsS8deste e Centro-Oeste, e a biovar
3 predomina nas regides Norte e Nordeste, de chaia quente (Reifschneider e Takatsu
1985). No Amazonas, a relacdo biovar-especific&¥alenciada com a maior incidéncia
de murcha bacteriana associada a biovar 1 em tomatea biovar 3 em pimentas do
géneroCapsicum(Coelho Netto et al. 2003 e 2004). Ja nas Filgires biovares 3 e 4
foram predominantes em isolados de berinjela da tagm diferentes provincias (lvey et
al. 2007).

A berinjela foi o Unico hospedeiro que ndo apresesusceptibilidade a todos os
isolados déR. solanacearunrcomo evidenciado pelo periodo de incubacgéo déids que
significa auséncia de doenca (lamsupasit 1993).deanbbtidos de pimentdo, os isolados

do patégeno foram mais virulentos ao tomate doagugimentéo e berinjela, apresentando
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no primeiro hospedeiro os menores periodos de agéde maiores areas abaixo da curva
de progresso da doenca. No entanto, uma maioréurid deR. solanacearumao
hospedeiro de origem foi constatada em outros est(filveira et al. 2011; Coelho Netto
et al. 2003).

A distribuicdo dos isolados de uma mesma arealdtacem diferentes grupos de
similaridade pela analise multivariada por UPGMA dariaveis de viruléncia indicou a
ocorréncia de alta variabilidade entre os isoladestro das areas, semelhante ao
verificado no estudo de Silveira et al. (1998). Parnambuco, estes autores utilizando
indice de murcha, periodo de incubacéo e periodatéecia separaram 28 isoladosRle
solanacearundas biovares 1 e 3 de tomate em cinco grupos desdade confirmando a
variabilidade dos mesmos, mas néo conseguiraml@ciear viruléncia com biovar.

Os isolados d&. solanacearuntlassificados como biovar 3 foram identificados
como pertencentes ao filotipo | e os isolados dadril foram identificados como filotipo
Il, confirmando a classificagdo de Fegan e Prio08). Também foi confirmada a relacdo
biotipo-filotipo encontrada por Fegan e Prior (200%tificando a possibilidade do uso
destes testes bioquimicos para identificacao piredinde filotipos.

A maioria dos isolados analisados no presenaltia pertence ao filotipo I, o que
nao era esperado, uma vez que ele correspondeigd®i¥ (Cook et al. 1991) cujos
isolados s&o provenientes principalmente da Asiemd-se complexo explicar a presenca e
predominéncia do filotipo | em populacdes BRe solanacearunem duas solanaceas,
pimentdo no presente trabalho e tomate por Silveiral. (1998), nesta Regido de
Pernambuco; bem como em pimentas no Amazonas (€bktio et al. 2003 e 2004). E
realmente dificil desvendar com seguranca quandocomo estes isolados foram
introduzidos no Brasil. Sabe-se que a imigracaatiaai foi significativa e que colbnias

japonesas de agricultores se estabeleceram emsvpdntos do pais, inclusive no
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municipio de Bonito, préximo a Camocim de S. Félernambuco. Por outro lado, em
geral, a transmissdo & solanacearurpor sementes ndo € importante em pimentdo, mas
ocorre em tomate, berinjela e amendoim (Momol e2@D8) Interessantemente Xu et al.
(2009) também nado conseguiram explicar como serehina, a introducdo de varios
isolados pertencentes ao filotipo | (Divisdo 2, osuj isolados séo provenientes
principalmente das Américas). Dentre estes isolado§lotipo I, oito eram de pimenta,
dos quais seis pertenciam a biovar 3 e dois a biva

O filotipo | foi detectado nas mesorregioes doesge e da Mata de Pernambuco,
caracterizadas por apresentarem clima tropical asnyvcom verdo seco. Este dado
concorda com o obtido por Toukam et al. (2009) detectaram o filotipo | em regides de
varzea, quentes e umidas de Camardes.

Neste trabalho, a distribuicdo dos isoladofkdeolanacearurde uma mesma area
de coleta em diferentes grupos de similaridadevédrdo Rep-PCR e ISSR, mostrou alta
similaridade entre os isolados de &reas diferepm®m né&o foi possivel a separacdo de
isolados de biovares, biotipos ou filotipos usaasi®s marcadores. Estudos com isolados
da regido amazonica brasileira utilizando o priB@iX, separaram isolados das biovares 1
e 3 de tomate, da biovar N2, mostrando assim aogeneidade dessa ultima. Nao foi
verificada, entretanto, correlacdo entre o pedi@nico, local de coleta e ecossistema de
origem dos isolados (Costa, Ferreira e Lopes 200@¥ Filipinas, caracterizagdo por
ERIC-PCR deR. solanacearum de berinjela, ndo evidenciou correlagdo entreiperf
genotipicos e classificagcdo de biovar (lvey et2807). Também né&o foi observada
associagdo entre variabilidade genotipica e agidade da raca 1 proveniente de tomate,
por Jaunet e Wang (1999), os quais concluiram gaedlise de populacdo baseando-se
apenas em marcadores neutros ndao é suficiente epgnlicar a diversidade d®.

solanacearum
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As andlises dos indices de diversidade genotguoirmaram a variabilidade dos
isolados deR. solanacearurdentro de cada area, porém quando se levou entdeoagio
a populacéo total, a variabilidade encontrada fodemnada quando comparada com o
namero total de gendtipos observados e numero aladiss estudados. Isto pode ser
verificado analisando os indices de Stoddart eofayG e Shannon e Wiener'sl’, pois
estes indices levam em consideracdo a riqueza (nudee gendtipos na populacdo), a
igualdade (como o genotipo se distribui na popupgi o numero total da populagéao
(Grinwald et al. 2003).

Coletta-Filho e Machado (2002) usando o mesmocéndie diversidadeG
observaram a evolucéo e diversidade genética ddaumjes d&Xylella fastidiosawells de
diferentes variedades da espéCigus sinensigL.) Osbeck, levando em consideracao que
o valor maximo deG € obtido quando todos os isolados mostram difesegenadtipos.
Pelo método de RAPD, foi verificado que a diverdelaariou de 2,51 a 2,81 (3,5 a 3,9%,
respectivamente) enquanto usando marcadores VNTRiafMe Number of Tandem
Repeats) variou de 8,07 a 10,40 (11,2 a 14,4%,ecéspmente), indicando baixa
diversidade entre os isolados.

O fato das populacdes & solanacearunanalisadas neste trabalho apresentarem
em geral baixa a moderada diversidade, pode edgmionado com o fluxo génico dentro
dos municipios estudados, devido a disseminacdgalégeno através de mudas e
rizosfera, ou mesmo de maquinas agricolas quetd&adas via aluguel entre municipios
e areas. Baixa diversidade de isolados da biopan\&nientes de gengibre foi relatada por
Kumar, Sarma e Anandaraj (2004), que correlacionaste fato tanto a pouca presséao de
selecao, devido a falta de cultivares resistenfRssmlanacearunguanto a prevaléncia de

transmissao do patégeno pelo rizoma de um local gatro.
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A analise das populacdo & solanacearunobtidas de plantas de pimentdo nas
mesorregides do Agreste e da Mata de Pernambucajedte do Brasil, indicam
diversidade baixa a moderada com predominanciala@g® I, biovar 3, biotipo 8. Estas
informacdes podem direcionar futuras pesquisa@sa@stratégias adequadas de manejo
da murcha bacteriana nessa regido, principalmenthoramento genético visando

resisténcia filotipo-especifica a doenca.
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Isolados de Ralstonia solanacearum

Figura 1. Agrupamento geral de 80 isoladosREgdstonia solanacearunsendo 77 obtidos em diferentes areas de culévgirdentdo do estado

de Pernambuco, Brasil e os isolados FIO181C2 pientn do INPA (Manaus, AM, Brasil), RS18 provenemta Embrapa Hortalicas

(Brasilia, DF, Brasil) e o isolado tipo da espd@&BF292 (= ICMP 1727), obtido da Colecdo de Calude Fitobactérias do Instituto

Bioldgico (Campinas, SP, Brasil), baseado na amdles agrupamento por UPGMA, considerando o perffledorcubacédo, a severidade da
murcha bacteriana aos 15 dias ap6s a inoculac@ieacaaixo da curva de progresso da doencga, quendmlados foram inoculados em
pimentdo, tomate e berinjela.
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Figura 2. Produtos dd®CR-multiplex, para identificacdo da espécie difimdeRalstonia

solanacearunem gel de agarose 1,5%. Linhas: M- marcador mtdecle 100 pb DNA
Ladder; 1- isolado tipo IBSBF292; 2- isolado FIOCZ2 3- isolado GHS8; 4- isolado
CGH34; 5- isolado CGHA41, 6- isolado CG2-27. Lindag 2 filotipo II; Linhas 3 a 6
filotipo I.
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640 Figura 3. Dendrograma baseado no método UPGMA de acordoosoperfis gerados pela analise combinada de RE®Xe B
641 PCR, mostrando a relacdo entre 80 isoladofalstonia solanacearunsendo 77 obtidos em diferentes areas de cultevo d
642  pimentdo do estado de Pernambuco, Brasil e oslz®BI0181C2 proveniente do INPA (Manaus, AM, ByaBiS18 proveniente
643 da Embrapa Hortalicas (Brasilia, DF, Brasil) eaado tipo da espécie IBSBF292 (= ICMP 1727), abtid Colecado de Culturas
644  de Fitobactérias do Instituto Biolégico (Campin@B, Brasil).
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Figura 4. Dendrograma baseado no método UPGMA de acordaosguerfis gerados pela andlise combinada de IS8Rtramdo
a relacéo entre 70 isolados representativd®alstonia solanacearuwbtidos em diferentes areas de cultivo de pimetdéestado
de Pernambuco, Brasil e os isolados FIO181C2 prentndo INPA (Manaus, AM, Brasil) e RS18 provemgeda Embrapa
Hortalicas (Brasilia, DF, Brasil).
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Tabela 1. Hospedeiro, origem geografica, raca, biovar, boogdilotipo de isolados de.

solanacearunutilizados neste estudo.

Isolado" Hospedeiro Origem? Raca Biovar Biotipo Filotipo
B5-4, B5-5, B5-7, B5-8, B5-10, B5-17,Pimentdo  Bezerros, PE 1 3 8 I
B5-18, B5-21, B5-22, B5-24, B5-27,
B5-28, B5-29, B5-30 B5-32

C1-7, C3-11, C6-22, Pimentdo CamocimdeS. 1 3 8 |
C6-23, C6-25, CM10 Félix, PE
CAR2, CAR4, CARS5, CAR6, CAR11, Pimentdo Caruaru, PE 1 3 8

CAR12,CAR15, CAR18, CAR19,
CAR20, CAR21,CAR22, CAR24,
CAR28, CAR29

CGM2, CGM3, CGM6, CGMS, Pimentao Cha Grande, 1 3 8 I
CGM9, CGM10,CGM13, CGM14, PE
CGM15, CGM17, CGM18, CGH3,
CGH6, CGHS8, CGH12, CGH16,
CGH20, CGH21,CGH26, CGH28,
CGH31, CGH32, CGH34, CGHA41,
CG2-2, CG2-17, CG2-27

CGM11 Pimentao Cha Grande, 1 1 6 Il
PE
CGH36 Pimentao Cha Grande, 1 1 3 1]
PE
GH3, GH8, GH10, GH12, GH16 Pimentdo Garanhuns, PE 13 8 |
SCN4, SCN5, SCN21, Pimentéo Sairé, PE 1 3 8 |
SCN23, SCN27,SCN28, SBV31
RS18 Tomate Manaus, AM 1 3 8 |
Fl0181C2 Berinjela  Parintins, AM 1 1 3 Il
IBSBF292 Tomate E.U.A 1 1 3 Il

! Todos os isolados foram obtidos no presente trabatkceto RS18, proveniente da Embrapa Hortalicas
(Brasilia, DF, Brasil), FIO181C2 proveniente do WBManaus, AM, Brasil) e o isolado tipo da espécie
IBSBF292 (= ICMP 1727), obtido da Colecdo de Cualturde Fitobactérias do Instituto Bioldgico
(Campinas, SP, Brasil).

Todos os isolados s&o provenientes do Brasil, exczéolado tipo.
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662 Tabela 2.Caracterizagéo da viruléncia de isoladosdsolanacearurde diferentes areas
663 de cultivo do estado de Pernambuco, Brasil, adal@elos componentes, severidade da
664 murcha bacteriana aos 15 dias apés a inoculacéa,adraixo da curva de progresso da
665 doenca e periodo de incubacéo, quando os isoladms inoculados em pimentéao, tomate,
666  berinjela e fumo (UFRPE, Recife, PE, Brasil).
ISOLADO* PIMENTAO TOMATE BERINJELA FUMO
SEV 15° AACPD® PI* SEV15 AACPD Pl SEV 15 AACPD Pl SEV 15 AACPD Pl
B5-4 2,75 13,9a 8,52 4a 35,25ab4,8abcd 0,25a 19a 143a05a 23a 143a
B5-5 4 a 27,0a 4,0a 4 a 36 ab 3cd 3,75 a 266a ab550a 0,0 a 16,0 a
B5-7 25a 13,5a 9,0a 4 a 345ab 5,0 abcd 2a 1219,3a 0,75 a 49a 12,0 a
B5-8 1,75a 5,6a 12,3a 3a 23,25 ab,8 abcd Oa Oa 16,0a Oa 0,0a 16,0 a
B5-10 2,75a 17,6a 75a 4 a 24 ab 7,0 abcd 25a ,3al7 7,5a 1,25a 79a 8,8 a
B5-17 2a 10,5a 95a 0,75a 1,1b 145a 1,75a a79118a 1,25a 49a 1ll8a
B5-18 1,2a5 9,4a 110a 4a 285ab 6,0abcd 1,75a 94 a 98a 1,75a a79103a
B5-21 4a 39,0a 40a 4a 375ab 4,0abcd 225d,6al 95a 15a 8,0a 75a
B5-22 0,25a 04a 148al15a 9,8ab 10,8abcd 2a 98a 11,3a0,75a 26a 155a
B5-24 3,25a 289 a 4.8 a 4 a 21,0ab 7,0abcd &,2519,1a 8,8a Oa 0,0a 16,0 a
B5-27 1,75 a 14,6 a 7,3a 4 a 36,0ab 5,0abcd &,75124a 7,3a 05a 2,3a 13,8a
B5-28 1,25a 56a 11,5a3,75a 26,6ab 5,5 abcd la 45 a 12,385a 0,8a 153 a
B5-29 2,75a 184 a 7,0a 4 a 315ab 5,0abcd 4d,256,4a 123a Oa 0,0a 16,0 a
B5-30 la 75a 11,0a 3a 18,8ab 6,8 abcd 15a 38a 13,3@25a 19a 150a
B5-32 4a 36,8a 45a 3a 18,0ab 8,0abcd 3,25#€,9a 75a Oa 0,0a 16,0a
SCN4 225a 13,1a 83a 325a 244ab 7,0abcd 3&18a 75a Oa 0,0a 16,0a
SCN5 1,75a 5,6 a 105a 4a 32,3ab 6,0 abcd 4a 270a 5,0a Oa 0,0 a 0 a16,
SCN18 15a 8,3a 9,0a 3, 75a 28,1ab 6,0abcd 34d8,8a 9,3a 0,75a 2,6a 133 a
SCN21 2a 9,0a 10,0a3,25a 146ab 7,3abcd 1,75a 8,6 a 12,0@5 a 38a 120a
SCN23 25a 20,3 a 6,0 a 4a 315ab 5,0abcd 0,7541a 148a 0,75a 6,4 a 10,3 a
SCN27 25a 17,3 a 6,3 a 4 a 31,5ab 6,0 abcd Oa 0a0,16,0a 0,75a 41 a 12,3 a
SCN28 3a 15,0a 9,0a 4a 27,8ab 5,8 abcd 2a al0,31,0a 15a 105a 8,5a
SBV31 4a 195a 6,5a 3a 195ab 65abcd 1,75&0,1al 1l15a 2a 9,8a 0,0a
C1-7 2,75 a 146 a 55a 4a 49,5 a 2,0d 1,25a ab5,611,8a Oa 0,0a 16,0a
C3-11 125a 71a 128a 1la 30b 13,8abc 3,25a 229a 65a 125a 8,614,0 a
C6-22 05a 3,0a 12,8a 3a 18,75 7,3abcd 2,25a 49 a 13,0al a 53a 10,3 a
C6-23 25a 15,8 a 7,0 a 4 a 33,0ab 5,8 abcd 2a 0a9, 98a 0,25a 1,1a 145 a
C6-25 0,5a 15a 145a2,25a 16,1ab 10,0abcd 4 a 29,3 a 55a ODa 0,0a 16,0 a
CM10 2,5a 120 a 9,3a 4 a 36,8ab 4,8abcd 3,25¥,9a 9,8 a Oa 0,0 a 16,0 a
CAR2 25a 158 a 7,3a 4a 368ab 50abcd 1,25a4a3 123a 0,75a 71a 8,0a
CAR4 2a 75a 110a 4a 36,8ab 5,0 abcd Oa 0,0a 16,0&75a 79a 8,3a
CAR5 1,75a 8,6a 9,8a 4a 39,0ab 4,3 abcd Oa a0,06,0a Oa 0,0a 16,0a
CAR6 15a 8,3a 110a 4a 31,5ab 53abcd 0,25a 04a 158d a 9,8a 85a

CAR11 175a 10,1 a 7,3a 4a 39,0ab 4,3abcd 025@4a 155a Oa 0,0a 140a
CAR12 175a 8,6a 10,8a 4a 293ab 6,5abcd 0,5a 0,8a 150@&75a 79a 103a

CAR15 2a 105a 9,8 a 35a 17,3ab 7,0 abcd Oa a 0,006,0a 1,25a 9,4 a 16,0 a
CAR18 2,75a 14,6 a 7,3a 4a 36,8ab 4,5 abcd 0523a 145a Oa 0,0a 16,0a
CAR19 3a 105a 110a 2a 17,3ab 9,5abcd 0,75a 26a 14,0®75a 9,4a 6,5a
CAR20 1,75a 124a 10,5a05a 30b 138abcd Oa 0,0a 16,0a Oa 0,0a 16,0a
CAR21 2a 9,8a 90a 325a 236ab 5,8abcd Oa ao0,0060a 15a 128a 6,8a
CAR22 la 53a 12,8a3,75a 259ab 6,0 abcd Oa 0,0a 16,0825a 124a 3,8a
CAR24 2a 7,5 a 95a 3, 75a 12,8ab 6,5abcd 0,5a,3a2 138a Oa 0,0 a 16,0 a

CAR28 125a 34a 125a3,25a 16,1ab 8,8abcd 0,75a 11a 150@&5a 15a 143a
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Tabela 2.Continuacac

ISOLADO PIMENTAO TOMATE BERINJELA FUMO
SEV 15 AACPD Pl SEV 15 AACPD Pl SEV 15 AACPD Pl SEV 15 AACPD Pl
CAR29 la 45a 120a 4a 35,3ab 5,0 abcd 15a 45a 12,3al a 3,8a 115a
GH3 2,75 a 11,6 a 9,5a 4 a 39,0ab 4,5 abcd 15&,5a 130a 1la 6,8 a 10,0 a
GHS8 2,75 a 154 a 7,3a 4 a 47,3 ab 2,5 bcd 2a 34dl, 75a 0,5a 0,8a 130a
GH10 15a 6,8a 10,8a 4a 36,8ab 4,75abcd 1a 38a 13,3a 0Oa 0,0a 16,0a
GH12 2a 113a 8,3a 4a 36,0ab 5,5 abcd 3a alg,08,0a 1,25a 64a 10,0a
GH16 15a 53a 113a 3a 18,0ab 6,8abcd 0,25a 04a 15885a 0,8a 148a
CGM2 125a 56 a 105a 4a 36,0ab 55abcd 0,25a 19a 138da 0,0a 16,0a
CGM3 0,75 a 5,6a 11,3a0,75 a 2,6b 14,3 ab Oa 0,0a 16,0 4,25 a 124 a 6,8 a
CGM6 1,25 a 79 a 10,3 a0,25a 19b 13 abc 0a 0,0 a 16,0 al a 9,0a 58a
CGMS8 35a 248 a 6,0a 1,75a 9.4ab 11,3 abc a 0,0a 16,0a 0,5a 0,8a 15,0 a
CGM9 3a 20,3 a 7,0 a 4 a 36,7ab 4,8 abcd 25a 54dl0,11,0a 2a 180a 4,8a
CGM10 la 38a 13,0a 3,5a 16,5ab 9,3abcd 0,75a 19a 150&a 0,0a 16,0a
CGM11 1,75a 79a 125a 1la 12,8 ab 12,3 abcd0,75 a 19a 143a 0Oa 0,0a 16,0a
CGM13 la 53a 143a3,75a 21,4ab 8,3 abcd Oa 19a 1600 a 0,0a 16,0a
CGM14 15a 75a 9,3a 4a 300ab 6,5abcd 0,758,0a 155a 0,25a 1,1a 150a
CGM15 2,5a 12,8 a 8,3a 4 a 39,0ab 4,5 abcd 25d,1a 9,0a la 6,0 a 10,0 a
CGM17 05a 53a 11,3a 4a 33,0ab 4,0 abcd 2a 128a 12,3@75a 6,4 a 113 a
CGM18 15a 11,3 a 10,8a 4a 30,0ab 9,0abcd 0,75a 9,0a 15,08,5a 15a 145a
CGH3 4 a 21,8 a 6,5 a 4 a 39,8ab 4,0 abcd 0,5a all48a Oa 0,0 a 16,0 a
CGH6 225a 5,6 a 115a 4a 36,0ab 5,5 abcd 0,5a 15a 155@25a 34a 128a
CGH8 125a 34a 125a 4a 375ab 5,0abcd 0,75a 15a 14,0®25a 04a 148a
CGH12 15a 75a 93a 35a 23,3ab 5,3 abcd Oa Qa1 160a Oa 0,0a 16,0a
CGH16 2a 30a 140a 4a 36,8ab 5,0abcd 3,75a 0,0a 70a Oa 0,08,0al
CGH20 2,75a 13,1a 83a 3, 75a 289ab 6,0abcd5a3, 229a 6,3a 0,5a 30a 128 a
CGH21 15a 6,8 a 11,5a3,75a 199ab 75abcd 0,75a 22,1a 13,9a/5a 2,6a 10,0 a
CGH26 2a 195a 9,5a 2a 19,5ab 9,0 abcd Oa allle0a Oa 0,0 a 16,0 a
CGH28 1,75 a 79a 9,3a 3,75a 25,1ab 7,3abcd5al,2 0,0a 118a 1la 45 a 110a
CGH31 15a 30a 140a 1la 6,0ab 135abcd Oa 41a 16,0a0,75a 126a 93a
CGH32 la 30a 13,3a2,75a 154ab 7,5abcd Oa 0,0a 16,085a 136a 150a
CGH34 225a 12,4 a 9,0a 4a 41,3ab 3,5 abcd 4a 0a0 65a Oa 0,0a 16,0a
CGH36 la 23a 13,8a 2a 16,5ab 6,8 abcd Oa 240a 16,0&75a 26a 128a
CGH41 35a 240 a 6,3a 4 a 36,0ab 5,3 abcd 35#&€0a 7,3a 05a 2,3a 135a
CG2-2 1,75 a 9,4 a 98a 3,75a 289ab 58abcd5al,2 21,0a 13,3a0,25a 1,1a 150a
CG2-17 2,75 a 11,6 a 8,8 a 4 a 278ab 55abcd a 05 6,4a 145a Oa 0,0 a 16,0 a
CG2-27 3a 150a 50a 4 a 23,3ab 6,8abcd 1,7545a 11,8a 0,75 a 4,1a 118a
RS18 2a 12,0a 40a 4a 33,8ab 4,5 abcd Oa 7,160a Oa 0,0a 16,0a
Fl0181C2 15a 6,8a 113a 4a 345ab 4,8 abcd Oa 0,0a 16,0a0a 0,0a 16,0a
IBSBF 292 4 a 210a 7,0 a 4 a 345ab 4,5abcd Oa ,0a0 16,0a 05a 6,8 a 9,0a
667 ! Todos os isolados foram obtidos no presente trabalkceto RS18, proveniente da Embrapa Hortalicas
668 (Brasilia, DF, Brasil), FIO181C2 proveniente do WBManaus, AM, Brasil) e o isolado tipo da espécie
669 IBSBF 292 (= ICMP 1727), obtido da Colecdo de Qakude Fitobactérias do Instituto Bioldgico
670 (Campinas, SP, Brasil}.Severidade ap6s 15 dias de inoculagéo, avaliadagselala de notas descritiva
671 (Nielsen e Haynes 196()AACPD calculada segundo Fry (1978Periodo de incubacdo determinado pelo
672 numero de dias entre a inoculacdo e o surgimergcsittomas da doencaViédia de 4 repeticdes. Médias
673 seguidas pela mesma letra mindscula na coluna i@em significativamente entre si pelo teste nao
674 paramtrico Kruskal-Wallis (£0,05).
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Tabela 3. Diversidade genotipica dos isolados Rlesolanacearunde diferentes areas de cultivo de pimentdo do estadBetnambuco,
Brasil, calculada pelos indices estatisticos daerdg, igualdade e diversidade utilizando os padiédsandas obtidos através do Rep-PCR,
marcadores REP e BOX.

indices Bezerros Camocim Caruaru Cha Grande Garanhins Sairé Po?c;JtI:lgao
Amostra
n 15 6 15 29 5 7 77
indices de diversidade
NE 6,06 3,78 10,98 11,21 3,79 4,71 25,58
1 (4,12-8,01) (2,55-5,01) (8,47-13,49) (8,67-13,75) (2,49-5,10) (3,30-6,12) (21,0-27,93)
aP 4,79 3,6 9,78 9,24 3,57 4,45 15,90

(2,91-6,67) (2,42-4,78) (7,27-12,29) (6,69-11,80) (2,30-4,84) (3,05-5,85) (11,18-20,61)

indices de riqueza

obs 8 4 12 14 4 5 39
E(gy)" 3,76 3,67 4,64 4,31 4 4,05 4,55
indices de igualdade

E® 0,75 0,94 0,88 0,81 0,68 0,93 0,606
G/Gops 0,60 0,9 0,82 0,66 0,89 0,89 0,408

2[ndice de diversidade de Hill (Grinwald et al. 2P0

® indice de diversidade Stoddart e Taylor (Griinvedlel. 2003)

“ Nimero de gendtipos observados.

4 Ntmero de genétipos esperados estimados peladlonééorarefacdo (Grinwald et al., 2003).

¢indice de igualdade de Ludwig e Reynolds (LudwResnolds, 1988)

"Namero entre parénteses indica 95% de intervatmdéanca calculado pelo bootstrapping (1.000 mestragens) (Griinwald et al., 2003).
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RESUMO

O controle da murcha bacteriana do pimentdo, causpdr Ralstonia
solanacearum € extremamente dificil, principalmente devido rmpk diversidade
infraespecifica do patdgeno, extensa gama de hespsce sobrevivéncia no solo por
longos periodos a grandes profundidades, sendovaalgrapela falta de cultivares
resistentes e produtos quimicos eficazes. Assite abalho teve como objetivo
avaliar o efeito do produto comercial Kilof:lde ac&o higienizante e seus componentes,
no controle da doenca. Inicialmente foi avaliadasemsibilidadein vitro de R.
solanacearunao Kilol-L® (0,4; 0,8; 2,5; 5; 10 e 100%) e seus componenteagcidos
ascorbico, citrico e lactico (0,25; 0,5; 1; 2,5e 30%). Apos teste de fitotoxidez em
plantas de pimentdo ‘Atlantis’, as concentracde®Ki® 0,8% e acidos ascorbico,
citrico e lactico a 1% foram selecionadas e testgaa reducdo da severidade da
murcha bacteriana, aplicadas pela imersdo de raizesr pulverizacdo da parte aérea
de plantas com 21 diafalstonia solanacearunsolado CGH41 foi inoculado por
ferimento de raizes e deposi¢cdo do indculo. A sedlios halos de inibicda vitro
mostrou alta sensibilidade do patdégeno ao acidicth@0% e média sensibilidade ao
acido lactico 5 e 2,5 %, acidos ascorbico e cittid® e Kilol-L® 100%. A imerséo de
raizes em acido lactico 1% proporcionou 100% ddrotenda murcha bacteriana em
pimentdo, embora sem diferir dos acidos ascorbicarieo a 1%. O Unico efeito do
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Kilol-L ® foi elevar o periodo de incubacdo, no método deepacdo, sem diferir do
acido citrico 1%. A maioria dos produtos aplicageto método de imersdo de raizes
foi mais eficiente na reducéo da severidade damaubacteriana que aqueles aplicados

por pulverizacdo da parte aérea.

Palavras-chave:Ralstonia solanacearundcido ascoérbico, acido citrico, acido lactico,

controle de doenca

ABSTRACT

Kilol-L © and its components on the control of bacterial wiltof

bell pepper

The control of bacterial wilt of bell pepper caudsdRalstonia solanacearuns
extremely difficult mainly due to its high infraspecific diversity, d@ host range and
extended soil survival at large depth. This is alemplicated by the lack of resistant
cultivars and efficient chemical control. Therefdtes work aimed to evaluated the
commercial disinfectant product KilolfLand its components for disease control. Initially
it was evaluateéh vitro the sensitivity oR. solanacearunio Kilol-L® (0.4, 0.8, 2.5, 5,
10 and 100%) and its components the ascorbicg @trd lactic acids (0.25, 0.5, 1, 2.5,
5 and 10%). After the phytotoxicity test in bellpper cv. Atlantis, the concentrations
Kilol-L ® 0.8% and ascorbic, citric and lactic acids 1% wsskected and tested for
bacterial wilt severity reduction, by spraying dbsts or immersion of roots both using
21days-old plantsRalstonia solanacearumstrain CGH41 was inoculated by wounding
roots and pouring inoculum. According to the aniglysf the inhibition halosR.
solanacearumin vitro showed high sensitivity to lactic acid 10% and mmedi
sensitivity to lactic acid 5 and 2.5 %, ascorbid aitric acids 10% and Kilol-£.100%.
The immersion of roots in lactic acid 1% controllpdpper bacterial wilt by 100%
however without differing from ascorbic and citacids 1%. The unique significant
effect of Kilol-L® was to elevate de incubation period when applieghmot spraying

without differing of citric acid 1%. Most of the gulucts applied by the root immersion
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method were more efficient in reducing the seveotythe bacterial wilt than those
applied by shoot spraying.

Key words: Ralstonia solanacearumascorbic acid, citric acid, lactic acid, disease
control

(Recebido para publicacdo em... de... de 2011; aoceem... de... de 2011)
(Received on ...., 2011; accepted on ..., 2011)

A murcha bacteriana, causada Raistonia solanacearurf&mith) Yabuuchet
al. tem importancia mundial devido aos grandes prejucausados, a variada e extensa
gama de hospedeiros e ao dificil controle (LopesR&ifschneider, 1999). Essa
bacteriose atinge mais de 450 plantas hospeddisisbuidas em cerca de 54 familias
botanicas (Wickeet al, 2007).

No Brasil, a murcha bacteriana das solanaceas ¢temidao principalmente nas
Regides Nordeste, Norte (Reifschneider & Takats285)] e em alguns polos de
producdo de terras baixas nas Regifes Sudesteipptmente devido a temperatura e
umidade muito altas. Nessas regifes, a perda rugio € muito elevada, podendo
chegar a 100% e condenar o campo, principalmentelantios sucessivos, devido a
capacidade da bactéria de sobreviver no solo pmok periodos (Lopes & Quezado-
Duval, 2007).

Por ser uma bactéria muito varidvel e adaptada a gmnde gama de
hospedeiros e condigbes climéaticaR, solanacearumfoi classificada a nivel
infraespecifico em cinco racas (Eeal. 1983) e seis biovares (Hayward, 1964). Com o
advento das técnicas moleculares, a taxonomia&R.dsolanacearuntfoi revista e,
atualmente, é considerada um complexo de espéeiedp classificada em filotipos (I-
IV), sequevares (1-51), linhagens clonais e bisti(fe11) (Fegan & Prior, 2005; Xat
al., 2009).

No estado de Pernambuco, a murcha bacteriana denggimé causada p#.
solanacearunraca 1, biovares 1 e 3, biotipos 8, 6 e 3, fimgip e 1. No entanto, ha
predominancia de mais de 97% da biovar 3, biotipdiltipo | (Garcia, 2011).

Em pimentdo, os sintomas da doenca ocorrem comohiaunicial das folhas
progredindo para morte da planta, sem alteracamlosacdo, semelhantemente ao que

ocorre na deficiéncia hidrica. Reducdo no cresdimela planta também pode ser
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verificada. Internamente, observa-se escurecimelotosistema vascular e o corte
transversal do caule de planta infectada revelasadacao de fio leitoso de células
bacterianas, visivel em agua limpida (Morebal., 2008).

O controle da murcha bacteriando pimentdo € extremamente dificil,
principalmente devido & ampla diversidade infraeifiga deR. solanacearumampla
gama de hospedeiros (Cerkauskas, 2004) e sobreiavén solo por longos periodos a
grandes profundidades, tornando o controle quimiavel e antieconémico. Takatsu e
Lopes (1997) sugeriram um manejo integrado pareomrale da doenca, com a
aplicacdo de diversas medidas como rotacdo derasitplantio em areas indenes,
resisténcia genética, manejo da agua e tambémzsg@n. A falta de cultivares de
pimentéo resistentes e de produtos quimicos eBaazeontrole da murcha bacteriana,
nesta e em outras solanaceas, continua sendo naegreoblema.

O controle alternativo, incluindo entre outros atcole bioldgico e a inducao de
resisténcia em plantas pela utilizacdo de moléauasubstancias eliciadoras, tem sido
uma opc¢ao para o0 manejo de bacterioses important&asil. Dentre estes métodos
esta 0 uso de extratos vegetais e 0leos esseftiiargarlinet al, 1999), e ainda alguns
produtos comerciais a base de extratos citricegdesorganicos.

Kilol-L® é um produto de acdo higienizante, formulado pailizacdo em
ambientes e superficies de agroindustrias, compguts acidos organicos, ascoérbico
(1%), citrico (0,475%) e lactico (0,475%), naturahte estabilizados (Quinabra, 2007).
Esta formulacdo tem sido relatada pelo fabricaoi®aoc eficiente contra bactérias e
fungos diversos. No entanto, o Kilol LDFf0®&0 foi eficiente no controle da
antracnose do maracujazeiro, quando comparado sofungicidas sulfato de cobre,
enxofre coloidal 80%, calda bordalesa e mancozeesaa de ter promovido o
crescimento das plantas (Vega, 1998). Uma Unieaé&etia ao uso do Kilol LDF180
para o controle dXanthomonasErwinia e Pseudomonagm plantas foi encontrada
(Molina, 2001). No entanto, segundo o Eng. Agronoimaonar Benigno Albert Jr.
(comunicacdo pessoal) o Kilof2Lvem sendo utilizado por alguns produtores das
Mesorregides do Agreste e Mata de Pernambuco peoateole da murcha bacteriana
em tomateiro$olanum lycopersicumn).

Considerando os prejuizos causados pela murcheribaet em pimentédo e que o

seu controle ainda é insatisfatorio, o presentalin@ teve como objetivo avaliar o efeito
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do produto comercial Kilol-E e seus componentes, acido citrico, &cido ascéebémido
lactico, no controle da doenca.

MATERIAL E METODOS

Isolado bacteriano

Foi utilizado o isolado CGH41 dR. solanacearurrpertencente a raca 1, biovar
3, biotipo 8, filotipo | (Garcia, 2011), provenientle planta de pimentdo com sintomas
tipicos de murcha, coletada no municipio de Chan@ ano estado de Pernambuco,
Brasil. O isolado € representativo de uma populagia8 isolados e causa murcha seis
dias ap6és inoculagcéo por corte de raizes e depodegd5 mL de suspensao bacteriana
a5 x 18 UFC mL* em plantas de pimentdo com 21 dias (Garcia, 2011).

Todo in6culo foi preparado a partir de crescimetdobactériacom 48 h de
cultivo em meio NYDA (20 g de agar, 10 g de dextds g de peptona, 5 g de extrato
de levedura e 3 g de extrato de carne, completaadovolume para 1000 ml com agua
destilada) a 28 + 2°C. O crescimento bacteriano ditdiido em agua destilada
esterilizada, ajustando-se a concentracdo comi@udlum fotocolorimetro (Analyser
500 M, Sao Paulo, SP, Brasil) parg;#c 0,54, que corresponde a concentracdo de 5 x
10 UFC mL?, de acordo com equacao previamente determinada.

Sensibilidade in vitro de Ralstonia solanacearum a Kilol-L® e seus
componentes

Uma aliquota de 1 ml da suspensdoRlesolanacearumpreparada como ja
descrito anteriormente, foi adicionada a 99 ml dgonNYDA ainda fundente, sendo
vertidos em placas de Petri. Ap6s solidificacéersiao de cultura, cinco po¢os com 0,6
cm de diametro foram demarcados em pontos equitistala placa com o auxilio de
um furador de plastico. Em quatro pocos da placadixionado o produto na mesma
concentracdo e como testemunha foi adicionada dgstilada esterilizada no poco
central. As placas foram incubadas por 48 h a 28t

Os seguintes tratamentos foram utilizados: Kil8leL4; 0,8; 2,5; 5; 10 e 100%;
e seus componentes, acido ascorbico, &cido ciriaoido lactico nas concentracdes

0,25; 0,5; 1; 2,5; 5 e 10%. A avaliacao foi realzapos 48 h pela medicdo do halo de
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inibicdo do crescimento bacteriano, em dois sestiametralmente opostos, com o
auxilio de um paquimetro. A sensibilidade do isolad concentra¢des dos produtos foi
classificada em trés grupos, de acordo com as @saf@ resisténcia (hato14 mm),
média sensibilidade (14 mm < halo < 20 mm) e atssthilidade (hale 20 mm) (Acar

& Goldstein, 1986).

O delineamento experimental foi inteiramente casadb, com 25 tratamentos
incluindo a testemunha, com quatro repeticoes, seada repeticdo constituida por
uma placa de Petri com quatro pogos contendo aifyod

Andlises de regressdo foram realizadas e equagiesulddas no modelo
quadratico com auxilio do programa Statistix 9\Windows, utilizando-se os dados da
sensibilidadein vitro de R. solanacearuna Kilol-L® e seus componentes (Analytical
Software, Tallahassee, FL, USA).

Efeito in vivo de Kilol-L ® e seus componentes

Teste de Fitotoxidade

Os produtos foram testados pelos métodos de imees&aizes e pulverizacao
da parte aérea. Foram utilizadas plantas de pimantdAtlantis com 21 dias apés o
plantio, cultivadas em bandeja de isopor contendustsato Basaplafit(Base Agro
IndUstria e Comércio Ltda., Sdo Paulo, Brasil).

No primeiro método, as plantas foram retiradas loasdejas e tiveram suas
raizes imersas por trés minutos nos tratamentesisehdos pelas regressées (KilSl-L
80%, acido ascorbico 10%, acido citrico 7,5% eatidtico 9%) e também em todos
os tratamentos testadds vitro (Kilol-L® 0,4; 0,8; 2,5; 5; 10 e 100%; e seus
componentes, acido ascorbico, acido citrico e déickico nas concentracoes 0,25; 0,5;
1; 2,5; 5 e 10%). Em seguida, foram transplantpdas vasos plasticos com capacidade
de 500 mL, contendo solo natural:substrato Bas#p(ars, v:v).

No segundo método, os mesmos tratamentos foraadtesspela pulverizacao
até completo molhamento da parte aérea de plama2t dias apds plantio.

Nos dois casos, a avaliagéo da fitotoxidez condtoabservacao do surgimento

de anormalidades no desenvolvimento ou na colordgéplantas.
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Reducéo da severidade da murcha bacteriana no pimtio

Os tratamentos que ndo causaram fitotoxidez emtgdade pimentdo e
apresentaram atividade vitro foram selecionados para os testevivo em casa de
vegetacao: Kilol-f£ 0,8%, acido ascérbico 1%, &cido citrico 1% e atadtico 1%.

Estes produtos foram aplicados por imersdo desa&zzulverizacdo, conforme
ja descrito. Trés dias apdés a aplicacdo dos predwte plantas foram inoculadas
individualmente, fazendo-se com auxilio de um listserido no solo, um corte em
formato de meia lua no sistema radicular, no qoahmh depositados 15 mL da
suspensédo bacteriana contendo 5 %WBC mi*. Como testemunhas, foram utilizadas
plantas tratadas com agua destilada pelos doisdo®to

As plantas foram mantidas em casa de vegetacdoiallagéo foi realizada
diariamente, durante 15 dias, determinando-se: @jogo de incubacdo (PI),
determinado pelo numero de dias entre a inoculacdcsurgimento dos sintomas da
doenca; b) severidade (SEV) avaliada com auxiliesala de notas descritiva de 0 a 4
(Nielsen & Haynes, 1960), onde: 0 = auséncia domias, 1 = plantas com 1/3 das
folhas murchas, 2 = plantas com 2/3 das folhas Inasr3 = plantas totalmente murchas
e 4 = plantas mortas; e c) area abaixo da curvpragresso da doenca (AACPD),
calculada pela expressdo: AACPD X (y; + Vi+1) / 2 . d] / n, onde ye y.1 Sd0 0s
valores da severidade observados nas avaliagéesagivas edé o intervalo entre as
avaliacdes (Fry, 1978).

O delineamento experimental foi inteiramente cazadb, em arranjo fatorial
5x2, representados pelos cinco produtos incluindtestemunha e dois métodos,
imersdo de raizes e pulverizagdo da parte aérela tCatamento consistiu de cinco
repeticdes, sendo cada repeticdo constituida parplamta por vaso. O experimento foi
realizado duas vezes em épocas distintas.

Os dados foram submetidos a analise de variana@teste de comparacao de
médias de Tukey (P &05), com auxilio do programa Statistix 9 for \Abws.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise das médias dos halos de inibicdo em oieiocultura de acordo com

Acar e Goldstein (1986) demonstrou gRe solanacearunapresentou reacao de alta
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sensibilidade ao acido lactico a 10% e meédia s#idsile ao acido lactico a5 e 2,5 %,
acido ascérbico 10%, acido citrico 10%, e Kil&l-L00%. Aos outros produtos e
concentracée®R. solanacearurapresentou reacao de resisténcia (Tabela 1).

As equacdes de regressado do Kil8l4 acidos componentes de sua formulacéo
permitiram verificar as concentragdes mais efi@sra serem testadasvivo, a saber,
80% de Kilol-L® (y = 0,0013 + 0,0339x — 0,0002(4x10% de acido ascérbico (y =
0,2634 + 0,1416x + 0,00049x 7,5% de acido citrico (y = 0,5176 + 0,2728x —
0,0184X) e 9% de &cido lactico (y = 0,063 + 0,5404x — By6p

Apesar do Kilol-l® ndo ser um produto registrado para o uso agrieokya
eficiéncia é citada no controle dos génekanmthomonasErwinia e Pseudomonas
(Molina, 2001), bem como tem sido utilizado no cole da murcha bacteriana em
tomateiro por alguns produtores das MesorregideAgieste e Mata de Pernambuco.
No entanto, ndo existem trabalhos cientificos qgraahstrem sua acao no controle de
bactérias fitopatogénicas. Por outro lado, os mestomponentes do KilolL.também
sdo usados na composicdo de produtos indutoresisééncia como o Ecolffeue tem
sido testado contra alguns patégenos, inclusiveébas, tantan vitro comoin vivo na
protecdo de plantas (Motoyareaal, 2003; Cavalcantet al, 2006). O extrato citrico
(Ecolife 40°) nas concentracdes 0,1 e 0,5% inibiu o crescimeaf. solanacearune
X. axonopodipv. manihotisDye com halos de 2,5; 6,9 e 2,4; 8,2 mm, respeugvide
(Motoyamaet al, 2003). Outros produtos tais como sanitizantesp0k extratos tém
sido testados para inibicdo do cresciment®dsolanacearumO sanitizante cloreto de
dodecil dimetil aménio a 0,2 % induziu halos de9Z;in (Alveset al, 2010), mas nao
foi testadoin vivo. Os dleos essenciais de palmaroSgnibopogon martin{Roxb.)
Watson) a 0,04% e capim-lima@.(citratusD.C. Stapf.) a 0,07% inibiram totalmente a
raca 4 desse patégeno em meio de cultura e enmraohisfestado artificialmente (Paret
et al, 2010). Além disto, extratos deagetesspp. contendo tiofenos também foram
capazes de impedir o crescimentoRlesolanacearum in vitr@ no solo, reduzindo
assim o desenvolvimento da murcha em plantas de {Uierblanche & Villiers, 1998).

Na presente pesquisa, foi evidenciada uma acétadios produtos Kilol-E e
acidos ascorbico, citrico e lactico soBresolanacearurapenas em altas concentragoes.
Isto pode indicar uma possivel acdo de inducasisténcia em baixas concentracgdes,

nas quais ndo foi observada acdo antibacterianatro. A auséncia de atividade
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antibioticain vitro € um dos critérios utilizados para se distingusisténcia induzida de
outros mecanismos de controle de doencgas (Mel@)20

A aplicacdo de Kilol-© 80%, &cido ascorbico10%, &cido citrico 7,5% e dcid
lactico 9% por imersao das raizes e pulverizacioana aérea em plantas de pimentao
com 21 dias, foi seguida, ap6s algumas horas dpnseinto de manchas foliares. Em
algumas plantas tratadas por imersdo das raizesshae morte foram também
observadas. A fitotoxidez ocorre quando o limiatalerancia de uma planta exposta a
uma condicdo de estresse € atingido. Reveladaeg6es irreversiveis ou sintomas
cronicos, € um mecanismo natural da planta natiemtde desintoxicar as células de
determinada molécula (Carvalled al, 2009). Diferentes produtos aos quais a planta é
exposta para o controle de doencas e/ou pragasinda fertilizantes, podem causar
esta reacao, portanto recomenda-se que sejamadgstacipadamente.

Diante da fitotoxidez das concentragbes selecianadpartir das regressoes,
todas aquelas testadasvitro foram testadas vivo. As Unicas concentragfes que nao
causaram fitotoxidez, tanto por imers&o quantoppdrerizacéo, foram Kilol-£ 0,8%,

e os acidos ascorbico, citrico e lactico a 1%,umssgforam utilizadas para os testes de
reducao da severidade da doenca.

Apesar de inexistirem trabalhos demonstrando a doakilol® no controle de
doencas de plantas, na presente pesquisa foi pbsshficar, em casa de vegetacao,
que a reducdo da severidade da murcha bacteriapanmsimtdo ndo foi obtida pelo
Kilol ® mas sim, individualmente, pelos &cidos componesiigsroduto. Houve reducéo
significativa (P9,05) da severidade da murcha bacteriana do pimemacomparacao
com a testemunha, tanto em relacdo ao periodocdbdgdo quanto a area abaixo da
curva de progresso da doenca (Tabela 2).

A imerséo de raizes em acido lactico a 1% propootiol00% de controle da
murcha bacteriana em pimentdo, expresso pelo PA@PD (Tabela 2), embora sem
diferir dos tratamentos acido ascoérbico 1% e &citlico 1%. Estes elevaram o Pl de
2,2 para 11,6 e 13,6 dias e reduziram a AACPD ¢& [3&ra 9,9 e 3,6, respectivamente
(Tabela 2).

No método de pulverizacdo da parte aérea, apeKasld.© e o &cido citrico
1% elevaram significativamente o Pl para 11,6 ed&6 em relagcédo a testemunha (2,2

dias). Nenhum dos produtos aplicados por este métmtliziu a AACPD (Tabela 2).
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A maioria dos produtos aplicados pelo método deaséwe de raizes foi mais
eficiente na redugcdo da severidade da podriddo mok aqueles aplicados por
pulverizacdo da parte aérea (Tabela 2).

O controle total da doenca pela imersdo de raimesaeido lactico 1% é
realmente muito promissor no manejo da murcha banteem pimentdo, devendo ser
somado a outras medidas de controle como planticAeras indenes, rotacdo de
culturas, manejo da agua e da fertilidade do $olmportante considerar que este nivel
de reducdo da doenca foi obtido mesmo inoculandsuspensdo concentrada do
patdgeno apos corte de raizes, o que ndo ocorrencente no campo, o que denota a
eficiéncia do tratamento. Embora ndo existam pesaguiom estes acidos no controle da
murcha bacteriana, outros produtos vegetais tém saithlisados com resultados
diversos.

Produto a base de extrato de plantas como o ERotifmtendo componentes
usados no Kilol-£, segundo o fabricante, tem se mostrado eficazrogdio contra
doencas nas culturas do pepif@u¢umis sativud..), cafeeiro Coffea arabical.) e
cacaueiro Theobroma cacad.) (Cavalcantiet al, 2006). Estes autores pulverizaram
Ecolife® em tomateiros e obtiveram reducdes de 39,2% daimavacteriana causada
por Xanthomonas vesicatoridDoidge) Vauterin et al. No entanto, Mello (2009)
relataram que Ecolife(0,2%) nao foi eficiente no controle da podridamerem couve-
chinesa.

Dentre os produtos vegetais testados que tém apadsealta eficiéncia para
controle deR. solanacearutrestao os extratos e 6leos vegetais aplicadoslaoNesta
linha de pesquisa, a biofumigacdo com Oleos de eramg, tomilho, palmarosa e
capim-limdo em solos infestados cdf solanacearuntem reduzido até 100% da
murcha bacteriana em tomateiro (Pradhanetngl,. 2003; Jiet al. 2005) e gengibre
(Paretet al,. 2010).

Apenas o0 método de aplicagdo dos produtos pela@meate raizes mostrou ser
eficiente (Tabela 2). A eficacia de um produto pedeinfluenciada pelo processo de
aplicacdo. A biofumigacdo com Oleos € muito utdeae com bons resultados
(Pradhanangt al, 2003; Jiet al, 2005; Pareét al, 2010), no entanto em campo pode
exigir grandes quantidades de produto. A pulveéiaata parte aérea é pratica, mas nem

sempre eficiente como verificado no presente thebhadllo entanto, a imerséao de raizes
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além de prética, pode reduzir a quantidade de prodecessario ao tratamento e se
tornar uma etapa do sistema de produgdo de mudasjokt al. (2005) testaram ASM

a 0,0025%, por pulverizacao foliar e rega juntocalm de tomateiros transplantados
para solo infestado comR. solanacearumApenas quando avaliado pelo numero de
folhas murchas, o produto aplicado por pulverizadiferiu significativamente da rega.
Aos 21 dias, o tratamento pulverizagcdo apresengifs de plantas murchas em
comparacao com 35% no tratamento de rega e 55&steartunha.

A inibicdo in vitro da R. solanacearunpelos produtos em altas concentracdes
pode estar relacionada com o baixo pH do Kif®leLdos &cidos utilizados. O modo de
acdo bactericida do KilolY. é principalmente fundamentado em dois mecanismos
baseados no pH, que na diluicdo a 10% esta erfiree B,5. Primeiramente, pela
acidificacdo do meio onde é aplicado, pois o pldrivd de uma célula bacteriana deve
ser mantido dentro dos limites para seu crescimétocaso das espécies neutrofilas,
na qual se inclui a maioria das bactérias patogéniesta faixa se encontra entre 5,4 a
8,5. Em um ambiente acido, a célula bacteriana artnesenergia para realizar o
transporte ativo dos prétons, que de maneira passingiram o interior da célula. Com
isso, interrompem reac¢des metabdlicas e cessanttiglivacdo. O segundo mecanismo
seria a entrada passiva do acido organico pela@al® bactéria, reduzindo assim o pH
interno, ocorrendo o acumulo de &anions carboxiliB&0O no interior da célula,
modificando a pressao osmdtica interna, resultamdalistirbios metabdlicos, como a
sintese de acido nucléico, atividades enziméticeiecas metabdlicas pela membrana
(Quinabra, 2007).

N&o foi observada relagdo entre os resultadositro e in vivo, nas baixas
concentracdes utilizadas. Desta forma a signifieateducédo da severidade da doenca
obtida, de até 100%, possivelmente aponta paracanisno de inducao de resisténcia,
visto que foi evidenciada uma ac&o direta dos posdKilol-L® e acidos ascérbico,
citrico e lactico sobre o patdgeno apenas em a@teentracbes. A inducdo de
resisténcia ja foi comprovada em tomateiro paraaaama bacteriana com o extrato
citrico similar Ecolif€ (Cavalcantiet al, 2006).

Os resultados desta pesquisa sao promissoresioppgzem novas alternativas
para 0 manejo da murcha bacteriana no piment&aocipalmente por ser esta doenca

ainda de controle extremamente dificil. Futuroddhaos devem ser realizados para

87



353 comprovar a eficiéncia dos 4cidos lactico, citecascorbico em condi¢ces de cultivo
354 protegido e campo e estudar os mecanismos de astEs@cidos.
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473  Tabela 1.Reac&o ddRalstonia solanacearura Kilol-L® e 4cidos componentes de sua

474 formulagéo, avaliada pelo didmetro médio dos hdesnibicdo do crescimento
475 bacteriano(reaction ofRalstonia solanacearuro Kilol-L® and its components, as
476 assessed by the average diameter of the inhibdfobacterial growth). Recife,
477 UFRPE, 2010.
Tratamento Diametro médio dos halos Sensibilidade deR.
de inibicdo (mm)* solanacearum 2
Acido lactico 10% 27,87 AS
Acido lactico 5% 19,43 MS
Acido ascorbico 10% 17,25 MS
Acido lactico 2,5% 14,62 MS
Acido citrico 10% 14,18 MS
Kilol-L 100% 14,00 MS
Acido citrico 5% 13,12 R
Acido citrico 2,5% 12,50 R
Acido ascorbico 5% 9,68 R
Acido citrico 1% 7,21 R
Acido citrico 0,5% 6,96 R
Acido ascorbico 2,5% 6,00 R
Acido lactico 1% 5,25 R
Acido ascorbico 1% 5,25 R
Acido citrico 0,25% 5,12 R
Acido lactico 0,5% 3,93 R
Kilol-L 10% 3,00 R
Acido ascorbico 0,5% 2,75 R
Acido ascorbico 0,25% 2,68 R
Kilol-L 5% 1,87 R
Kilol-L 2,5% 1,25 R
Acido lactico 0,25% 0,87 R
Kilol-L 0,8% 0,0 R
Kilol-L 0,4% 0,0 R
Testemunha (ADE) 0,0 -

478 ! valores sdo médias de dois experimentos (val@emaans of two experiments).

479 2 Determinada pela mensuracdo do tamanho do hatobigdo, em mm. R = resisténcia (hald4 mm),

480 MS = média sensibilidade (14 mm < halo < 20 mm)3-Aalta sensibilidade (halto20 mm), conforme
481  Acar e Goldstein (1986) (determined by measurimgsibe of inhibition zone in mm. R = resistansel§

482 mm halo), MS = moderate sensitivity (14 mm <hal® «@m) and AS = high sensitivity: 20 mm halo)
483 according to Acar and Goldstein (1986).
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Tabela 2. Efeito de Kilol-L® e acidos componentes de sua formulacdo no corteole
murcha bacteriana do pimentdo, aplicados por imets& raizes ou pulverizacdo da
parte aérea em plantas com 21 dias, avaliado pelodw de incubacéo e area abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD), em casagktagio (effect of Kilol-£ and

its components in the control of bacterial wiltsyfeet pepper, applied by dipping the
roots or shoot spraying 21-days-plants, assessattbiation period and area under the
disease progress curve (AUDPC) in the greenhoBsejfe, UFRPE, 2010.

Produtos Periodo de Incubac&b(dias) AACPD

Imersdo Pulverizacéo Imerséo Pulverizacéo

Kilol-L 0,8% 8,2%hcA 11,6 aA 18,9 aA 14,4 aA
Acido ascorbico 1% 11,6 abA 6,4 bA 9,9 bB 29,7 aA
Acido citrico 1% 13,6 abA 8,6 aA 3,6 bB 15,9 aA
Acido lactico 1% 16 aA 7,2bB 0,0 bB 18,8 aA
Testemunha 2,2cA 2,2 bA 30,6 aA 30,0 aA

C.V.(%) = 40,57 C.V.(%) = 50,17

'Periodo de incubacdo determinado pelo nimero deedige a inoculacdo e o surgimento dos sintomas
da doenca. AACPD calculada segundo Fry (1978) Kiatan period determined by number of days

between inoculation and symptoms appearance. AAGRElated according to Fry (1978).

’Médias seguidas pela mesma letra mindscula na @okinmailscula na linha ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey0(B5). Valores sdo médias de dois experimentos
(means followed by same lowercase letters in thento and uppercase letters in the line do not diffe

significantly by Tukey’s test (R 0.05). Values are means of two experiments).
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Os isolados ddRalstonia solanacearumabtidos nas Mesorregibes Agreste e
Mata do estado de Pernambuco apresentaram baikdilidade bioquimica,

sendo que houve predominancia da biovar 3, bi&ipdilotipo I;

A caracterizacdo da viruléncia evidenciou alta alalidade, com isolados de

diferentes areas em um mesmo grupo;

As técnicas de Rep-PCR e ISSR apontaram similaidadre a maioria do

isolados do patégeno;

Os primers REP e BOX (Rep-PCR) e GTG5, GACA e @33R) ndo foram
eficientes em agrupar os isolados Rlesolanacearunde pimentdo quanto a
biovares, biotipos, filotipos, nem areas diferentes

Os indices de diversidade genotipica evidenciarlien diversidade entre os
isolados pertencentes ao mesmo municipio, porém divessidade moderada

guando considerada a populacao total dos isolados;

Apenas o0 acido lactico a 10% foi altamente efident inibicdo deR.

solanacearum in vitro

O produto higienizante Kilol- foi medianamente eficiente na inibicovitro
de R. solanacearumapenas na concentragcdo 100%, similarmente aossacid

lactico a 5 e 2,5%, ascorbico 10% e citrico 10%;

Foi evidenciada uma acéo dirétavitro dos produtos sobre o patdgeno, apenas

em altas concentracdes;
Os tratamentos com acidos em concentracdes majoees% e Kilol-I® acima

de 0,8% induziram reacao de fitotoxidez em pladeapimentdo com 21 dias de
idade;
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v O Kilol® ndo foi eficiente em reduzir a severidade da narshcteriana do
pimentdo, enquanto que os acidos ascorbico, cigritactico a 1%, aplicados
pela imersdo de raizes, aumentaram o periodo dbdpé@o e reduziram a area
abaixo da curva de progresso da doenca, atingiowiinote total da mesma com

0 ultimo tratamento;

v O método de aplicacdo pela imersédo de raizes uif@gnificativamente da

pulverizacdo da parte aérea para a maioria dosifmsd

v" O controle total da doenca obtido com acido lacliée € muito promissor no
manejo da murcha bacteriana em pimentdo, devendsmeado a outras
medidas de controle como plantio em areas indeo&s;ado de culturas, manejo

da agua e da fertilidade do solo.
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