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INTRODUCAO

O moko da bananeira, causado por Ralstonia solanacearum raga 2,
€ a principal doenga dos bananais implantados em ecossistema de varzea
e, mais recentemente, também em ecossistema de terra-firme, cuja alta
incidéncia atinge 35% das touceiras, num total de, aproximadamente,
trezentas mil touceiras.

A bactéria R. solanacearum representa um grupo heterogéneo de
patdgeno, que tem sido subdividido em ragas segundo a gama de
hospedeiros e biovares, baseados na sua CapaCIdade de utilizagédo de
carbono (HAYWORD, 1991).

Varias pesquisas, utilizando técnicas de marcadores moleculares,
ttm sido desenvolvidas com este complexo grupo de bactéria
fitopatogénica, como as de COOK et al. (1980), GILLINGS et al. (1993) e
SMITH et al. (1995). Entretanto, especificamente com a raca 2, que ataca
abananeira, as informacdes séo incipientes.

OBJETIVO

ldentificagdo da variabilidade genética de seis isolados de
R. solanacearum raga 2 oriundos de areas de producdo do Amazonas,
através datécnica de marcadores RAPD.

MATERIAL E METODOS

- Local de realizagao da pesquisa:
Laboratérios de FFitopatologia da Embrapa Amazdnia Ocidental e
de biologia molecular da Embrapa Mandioca e Fruticultura.
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Foram utilizados, como fonte de DNA gendmico, seis isolados de
R. solanacearum raca 2; oriundos de areas produtoras do Amazonas
(Tabela1).

Tabela 1. Isolados de Ralstonia solanacearum raga 2 obtidos de bananewas em
diferentes localidades do Amazonas.

Isolado Cultivar Orgio Localidade

01 Prata Fruto Pres. Figueiredo
02 Prata Fruto | Codajas

03 Prata Pseudocaule Manacapuru

04 Prata Pseudocaule Iranduba

05 Pacovan Pseudocaule Manacapuru

06 Maca Rizoma Manacapuru

- Extragdo do DNA, realizada segundo protocolo de AUSUBEL et
al.(1987) modificado:

. Cultivo dos isolados em meio BD mais extrato de levedura por umdia;

. Centrifugacéo de 1,5 ml da suspensao de cadaisolado a 14.000 rpm por
dez minutos;

. Descarte do sobrenadante, ressuspenséo dos 'pellets' em 567 ml de
tampao TE, 30 ml de SDS a 10%, 3 ml de proteinase K e incubacéo a
37°C por 1,5 hora;

. Adigao de 100 mide NaCl 5M e 80 ml de CTAB/NaCI, homogeneizacéo e
incubacao a 65 °C por 90 minutos;

. Adicdo de 780 ml de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1),
homogeneizacgéo e centrifugagao por cinco minutos;

. Remogdo do sobrenadante e adicdo de igual volume de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1), homogeneizacdo e
centrifugacao por cinco minutos;

. Remocgé&o do sobrenadante, adicéo de 0,6 do volume de isopropanol,
incubacgao a-70°C por 20 minutos e centrifugacdo por 25 minutos;

. Lavagem do DNA com um ml de etanol a 70%, centrifugacéo por dez
minutos e descarte do sobrenadante;

. Ressuspensao do 'pellet'emtampao TE por uma hora.

. Reacdes de Amplificagéo e Separacao dos Fragmentos
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As reacdes apresentaram volumes finais de 25(il, contendo Tris - HCI
10 mM (pH 8,3) KCI 50 mM, Mg Cl, 4,0 mM, os desoxinucleotideos
dATP, dCTP, dGTP edTTP sem mM, 1,5 unidades de Taq polimerase e
0,4 mM do 'primer'. Os 'primers' usados foram OPAB 2, OPAB 4, OPAB
5, OPAB 6, OPAE 2, OPAE 9, OPAE 10, OPAE 12, OPAE 13, OPAE 15,
OPAE 17, OPAE 18, OPM 5, OPT 6, OPT 7 e OPS 3. Os produtos de
amplificacdo foram analisados em géis de agarose 1,2 %, contendo
10mg/ml de brometo de etidio, imerso em tampé&o TBE.
- Analise dos Produtos Polimérficos

Realizada através dos dados de similaridade genetica expresso em
fracdes, segundo o Indice de Jaccard.

RESULTADOS EDISCUSSAO

Os resultados relativos aos graus de similaridade genética dos 6
isolados de R. solanacearum segundo o Indice de Jaccard apresentam
fragbes de fragmentos de DNA. Considerando os 22 marcadores
genéticos entre os materiais, verifica-se que os isolados mais préximos
entre si foram: I1ISO2e 5,I1SO1e4 e, ISO 5 e 6, sendo os isolados mais
distantes ISO 3 e 6 (Tabela 2).

De acordo com o dendrograma da Figura 1, uma distancia genetlca
média de 57% pode distinguir trés grupos genetlcamente préximos: 1.
grupo ISO 1 e 4; 2.° grupo ISO 3 e 3.° grupo ISO 2, ISO 5 e 6. Ha
evidéncias de que a proximidade entre 0s grupos esteja relacionada ao
local de obtencao das amostras.

Os resultados foram significativos para a analise do grau de
similaridade entre os isolados, evidenciando uma consideravel
proximidade entre si. E provavel que essa proximidade esteja relacionada
com o local de obtengdo das amostras. Dessa forma, HARTUNG et al.
(1988), ao analisarem, pela técnica PCR, 28 strains de Pseudomonas
solanacearum isolados de tomate e batata e de diferentes regides
geograficas, encontraram seis grupos distintos de seqiléncias genéticas e
alta correlacéo entre o grau de similaridade local de coleta das amostras.
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Tabela 2 - Matriz de similaridade genética entre os isolados de Ralstonia

solanacearum a partir dos padrées de bandas de DNA por RAPD dos
‘primers' OPAE 13, OPM5e OPT 7.

Isolados I1SO 1 ISO 2 ISO 3 ISO 4 ISO5 ISO 6

ISO 1 1,000

ISO 2 0,500 1,000

ISO 3 0,545 0,500 1,000

ISO 4 0,818 0,591 0,636 1,000

ISO 5 0,455 0,773 0,364 0,455 1,000

ISO 6 0,500 0,636 0,500 0,500 0,773 1,000
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

1

1

Figura 1 - Dendrograma da matriz de similaridade genética obtida pelo método UPGMA a

partirdos isolados de Ralstonia solanacearum.
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