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RESUMO 
 
 
ZANON, Vanessa Casiraghi. Identificação molecular de isolados de Ralstonia sp. da 
cultura do tomateiro no Sudoeste do Paraná. 47f. Dissertação (Mestrado em 
Agronomia) – Programa de Pós-Graduação em Agronomia (Área de Concentração: 
Produção vegetal), Universidade Tecnológica Federal do Paraná. Pato Branco, 2019. 
 
Uma das principais doenças do tomateiro é a murcha bacteriana, causada pelas 
espécies Ralstonia solanacearum e R. pseudosolanacearum. São espécies 
complexas, formadas por variantes com alta diversidade em termos de adaptação a 
diferentes condições climáticas, círculo de hospedeiras e agressividade, dentre 
outras, características que interferem na recomendação de controle da doença.   
O controle da doença é difícil, sendo que a principal medida é evitar a entrada da 
bactéria na área de plantio. O objetivo deste trabalho foi identificar molecularmente 
46 isolados do agente causador da murcha verde de plantas de tomate cultivadas na 
região Sudoeste do Paraná. Os isolados de Ralstonia sp. foram obtidos de plantas 
com sintomas de murcha cultivadas em sistema de cultivo protegido e campo aberto.  
Para o isolamento foi utilizado o meio Kelman a partir exsudação do filete leitoso das 
porções de caule da planta infectada quando colocados em contato com água 
autoclavada. A extração do DNA de 46 isolados foi realizado segundo a metodologia 
de Mahuku (2004) e em seguida utilizado nas análises moleculares. Inicialmente, 
para confirmar se os isolados pertenciam ao complexo de R. solanacearum, foram 
utilizados os iniciadores específicos 759/760. A seguir, para identificar a qual filotipo 
os isolados bacterianos pertenciam, foi utilizado um conjunto de cinco primers Nmult, 
que geram fragmentos de tamanhos diferentes para cada filotipo. Por fim, foi 
utilizada a técnica de BOX-PCR para caracterização de 21 isolados que confirmaram 
a etioloagia usando os primers 759/760, que possibilitou a contrução de uma matriz 
binária com os fragmentos gerados na amplificação. Em seguida foi construído um 
dendrograma pelo método UPGMA a partir do coeficiente de similaridade de Jaccard. 
A amplificação do DNA de 28 isolados que apresentaram fragmentos de 280 pbs 
indicaram o patógeno como pertencente à espécie R. solanacearum e a 
amplificação do DNA de 26 isolados posicionaram todos os isolados no filotipo II, de 
origem da América. A comparação entre os padrões de bandas de DNAs genômicos 
amplificados por BOX-PCR indicou diversidade molecular na população com a 
formação de cinco grupos ao nível de 0,31 de similaridade, que podem ou não estar 
associados a padrões diferenciados de agressividade ou virulência. Os resultados 
deste trabalho contribuíram para melhor entender a distribuição geográfica do 
patógeno na região e auxiliar em trabalhos de melhoramento genético para obtenção 
de cultivares de tomateiro resistente a R.solanacearum. 

 
Palavras-chave: Solanum lycopersicum. PCR-multiplex. BOX- PCR 
  



ABSTRACT 
 
 
ZANON, Vanessa Casiraghi. Molecular identification of Ralstonia sp. of the tomato 
crop in the Southwest of Paraná. 47f. Dissertation (Master in Agronomy) - 
Postgraduate Program in Agronomy (Area of Concentration: Plant Production), 
Federal Technological University of Paraná. Pato Branco, 2019. 
 
One of the main diseases of tomato is bacterial wilt, caused by the species Ralstonia 
solanacearum and R. pseudosolanacearum. They are complex species, formed by 
variants with high diversity in terms of adaptation to different climatic conditions, host 
circle and aggressiveness, among others, characteristics that interfere in the 
recommendation of disease control. The control of the disease is difficult, and the 
main measure is to avoid the entrance of the bacterium in the area of planting. The 
objective of this work was to molecularly identify 46 isolates of the agent responsible 
for the green wilt of tomato plants grown in the Southwest region of Paraná. The 
isolates of Ralstonia sp. were obtained from plants with wilt symptoms cultivated in a 
protected field system and open field. For isolation the Kelman medium was used 
from millet filament exudation of the stem portions of the infected plant when placed 
in contact with autoclaved water. DNA extraction from 46 isolates was performed 
according to the methodology of Mahuku (2004) and then used in the molecular 
analyzes. Initially, to confirm whether the isolates belonged to the R. solanacearum 
complex, specific primers 759/760 were used. Then, to identify which phylotype the 
bacterial isolates belonged to, a set of five Nmult primers were used, which generate 
fragments of different sizes for each phylotype. Finally, the BOX-PCR technique was 
used to characterize 21 isolates that confirmed the etioloagy using primers 759/760, 
which allowed the construction of a binary matrix with the fragments generated in the 
amplification. A dendrogram was then constructed using the UPGMA method using 
the Jaccard coefficient of similarity. DNA amplification of 28 isolates with fragments of 
280 bp indicated the pathogen as belonging to the R. solanacearum species and the 
DNA amplification of 26 isolates positioned all the isolates in the philotype II, from the 
Americas. The comparison between the standards of BOX-PCR amplified genomic 
DNA bands indicated molecular diversity in the population with the formation of five 
groups at the level of 0.31 of similarity, which may or may not be associated with 
differentiated patterns of aggressiveness or virulence. The results of this work 
contributed to a better understanding of the geographical distribution of the pathogen 
in the region and to help in genetic improvement work to obtain tomato cultivars 
resistant to R. solanacearum. 
 
Keywords: Solanum lycopersicum. PCR-multiplex. BOX-PCR.   
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1 INTRODUÇÃO 

 

 No Brasil o setor produtivo de tomate de mesa é um ramo da 

economia agrícola considerada como uma atividade produtiva e lucrativa que atua 

com técnicas modernas e eficientes. A cadeia produtiva de tomate tem assumido 

grande importância socioeconômica na agricultura, devido à geração de emprego e 

alimento, é classificado como segunda hortaliça mais consumida no mundo (NICK; 

SILVA, 2016).  

Problemas relacionados com a sanidade da cultura do tomateiro 

podem limitar o sistema de produção, onde distúrbios bióticos e abióticos podem 

levar a perdas de até 100% da produção (DENNY, 2006). O cultivo sucessivo, 

manejo inadequado da irrigação e degradação das características físicas e químicas 

do solo podem levar ao desequilíbrio nutricional da planta e o aparecimento de 

diversas doenças causadas por bactérias, fungos, vírus e nematoides (LOPES; 

AVILA, 2005). 

A murcha bacteriana causada pelo gênero Ralstonia é um dos fatores 

bióticos que mais afeta lavouras de tomate. Nas regiões Sul e Sudeste devido à 

expansão do cultivo protegido, temperatura elevada, verão chuvoso e manejo 

inadequado do solo, inúmeras lavouras vem apresentando problema com murcha, 

com perdas expressivas da produção comercial e de subsistência (LOPES et al., 

2015).  

A bactéria R. solanacearum é um patógeno habitante de solo e adapta-

se facilmente a diferentes condições de ambiente (DENNY, 2006; PRIOR et al., 

2016). Pode permanecer no solo ou em plantas daninhas hospedeiras por vários 

anos. A dispersão da bactéria ocorre pelo solo aderido em máquinas e implementos, 

irrigação, material de propagação vegetativo, além de ser endêmica em regiões 

tropicais, subtropicais e temperados (DENNY, 2006). 

O principal sintoma observado em tomateiro é a murcha verde, devido 

à produção de polissacarídeos extracelulares que obstruem os vasos xilemáticos, 

afetando o transporte de água e nutrientes para a parte aérea da planta. 

(BEDENDO, 2011). 
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Devido à falta de produtos químicos e a complexidade no controle de 

R. solanacearum, medidas preventivas e alternativas, como utilização de cultivares 

resistentes, devem ser levadas em consideração para a implantação de lavouras de 

produção (ROMEIRO, 2005; BAPTISTA et al., 2007). 

Apesar de existirem pesquisas voltadas em desenvolver cultivares de 

tomateiro resistente, a murcha bacteriana continua sendo um dos principais 

problemas na produção, pois existem grande diversidade patogênica dentro da 

espécie presente nos solos brasileiros (LOPES et al., 2015; SOUZA et al., 2013). 

O conhecimento sobre a ocorrência da variabilidade de Ralstonia em 

regiões brasileiras é fundamental para a compreensão da resistência de cultivares, 

na tomada de decisões e de estratégias de controle do patógeno.  

Atualmente a utilização de técnicas moleculares para estudos da 

diversidade de R. solanacearum tem se tornado um procedimento importante devido 

sua capacidade de diferenciar essas variações fenotípicas e genotípicas, permitindo 

uma avaliação mais completa e eficiente para melhor entender essa variabilidade e, 

consequentemente, auxiliar na busca de medidas de controle (MOON et al., 2016).  

Diante do exposto, o objetivo do estudo é identificar isolados do agente 

causador da murcha bacteriana de plantas de tomate, cultivados na região Sudoeste 

do Paraná.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 CULTURA DO TOMATE 

 

O tomateiro cuja espécie é Solanum lycopersicum L. tem a sua origem 

na zona andina de América do Sul, foi domesticado no México e introduzido na 

Europa no ano de 1544. Mais tarde, propagou-se para a Ásia meridional e oriental, 

África e Oriente Médio, e para outras partes da América do Sul e do México. No 

Brasil, foi introduzido no final do século XIX por imigrantes europeus (ALVARENGA, 

2004). 

O tomate pertence à família solanaceae, é uma das hortaliças mais 

produzidas e a segunda mais consumida no mundo, assumindo grande importância 

socioeconômica principalmente pelo volume de produção, geração de emprego e 

renda, (NICK; SILVA, 2016), principalmente para o agricultor familiar, haja vista que é 

uma cultura que demanda mão-de-obra desde a semeadura até a comercialização 

(PEREIRA  et al., 2007). 

Considerada uma planta com uma ampla capacidade de adaptação, o 

tomateiro pode ser cultivado em diferentes latitudes geográficas. Seu cultivo pode 

ser a campo ou em ambiente protegido, utilizando-se de diferentes e modernas 

tecnologias (FARIAS, 2012),  

A China se destaca como o maior produtor mundial, com 55,5 milhões 

de toneladas, enquanto o Brasil é líder de produção da América Latina ocupando o 

nono lugar com 4,2 milhões de toneladas. No Brasil, segundo dados do IBGE (2018) 

a safra de tomate foi de 4,5 milhões de toneladas em 2018, um aumento de 3,1% 

em relação a 2017. Com área plantada de 64,6 mil hectares em todo território 

brasileiro, o Estado de Goiás liderou com 32,4% da produção do Brasil, São Paulo 

com 21,1%, Minas Gerais com 16,7%, Bahia com 4,5% e o Estado de Santa 

Catarina com 4,4% da produção de tomate do Brasil.  

No Estado do Paraná, segundo dados da SEAB/DERAL (2017), a 

região de Ponta Grossa cultivou 836 hectares de área com uma produção de 53.255 

toneladas de tomate. Já, no Sudoeste do Paraná, a região de Francisco Beltrão 
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cultivou 100 hectares de área e produziram 5.000 toneladas de tomate e a região de 

Pato Branco com uma produção 38 hectares produziu 2.340 toneladas de tomate.  

A produção mundial da cultura do tomate cresceu muito nos últimos 

anos, sendo que os principais fatores para essa expansão estão no aumento do 

consumo devido sua importância nutritiva e na inovação e acesso a novas 

tecnologias de cultivo (CARVALHO; PAGLIUCA, 2007).  

A procura pelo consumidor por produtos mais saudáveis, com maior 

valor nutricional, livres de produtos químicos, tem favorecido o aumento do cultivo de 

tomate no sistema de manejo orgânico (PEREZ, et al., 2016).  A produção de tomate 

orgânico representa menos de 4% do total da área cultivada, portanto é uma das 

culturas que reflete uma ótima oportunidade de negócio para o setor produtivo, 

porém ainda é um grande desafio aos produtores e pesquisadores devido a 

inúmeros problemas que pode acometer a produção (MELO et al., 2017).  

  Os principais desafios da produção de tomate principalmente no 

sistema orgânico estão relacionados com o controle das diversas doenças causadas 

por bactérias, fungos, vírus e nematoides. Dentre as doenças bacterianas estão: 

cancro-bacteriano (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis); mancha 

bacteriana (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria); pinta-bacteriana 

(Pseudomonas syringae pv. tomato); murcha-bacteriana (Ralstonia solanacearum), 

talo-oco e podridão mole dos frutos (Pectobacterium spp e Dickeya spp.). Enquanto 

que as doenças fúngicas são: mancha-de-estenfílio (Stemphyllium spp.); mela-de-

rizoctonia (Rhizoctonia solani); murcha-de-fusário (Fusarium oxysporum f. sp. 

lycopersici); murcha-de-verticílio (Verticillium dahliae); pinta-preta (Alternaria 

tomatophila); podridão-de-esclerócio (Sclerotium rolfsii); podridão-de-esclerotínia 

(Sclerotinia sclerotiorum); requeima (Phytophthora infestans) e septoriose (Septoria 

lycopersici) (SILVA et al., 2013). Além de nematóides de galhas (Meloidogyne spp.) 

algumas viroses do complexo do vira-cabeça do tomateiro como, Tomato spotted wilt 

virus (TSWV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Groundnut ringspot virus (GRSV) 

também podem trazer problemas a cultura (LOPES; AVILA, 2005; SILVA  et al., 

2013). 

 O controle das doenças do tomateiro normalmente é complexo e 

muitas vezes sem resultados positivos. O conhecimento da etiologia, da 
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sintomatologia pode facilitar o produtor na prevenção da ocorrência de doenças na 

cultura, por isso da importância de vistorias constante na lavoura, na identificação de 

anomalias como crescimento deficiente, plantas murchas, mofos, manchas nas 

folhas, frutos deformados (SILVA et al., 20013). Assim possibilitará ao produtor a 

eliminação de plantas doentes, utilização de tratamentos preventivos, aplicação de 

medidas alternativas, medidas culturais e tecnologia capaz de reduzir ou suprimir os 

problemas (LOPES; ROSSATO, 2013). Pois ainda não foram desenvolvidos 

produtos químicos eficientes, economicamente e ambientalmente viáveis para o 

controle da murcha bacteriana. (ROMEIRO, 2005). 

Outra alternativa simples e eficiente que pode ser utilizada para o 

controle da bactéria Ralstonia sp. são as cultivares resistente, além da utilização de 

porta-enxertos comerciais de tomate (LOPES et al., 2015). Porém devido às 

variações climáticas e a variabilidade genética da bactéria, a resistência genética 

não tem demonstrado estabilidade, como é o caso da utilização da enxertia em porta 

enxerto comercial resistente (RIVARD et al., 2012). 

Diante da grande complexidade do controle da murcha bacteriana o 

manejo integrado através de medidas preventivas e alternativas, a escolha de área 

menos propícia ou livre do patógeno deve ser levada em consideração para 

implantação de culturas suscetíveis a murcha bacteriana (BAPTISTA et al., 2007). 

 

 

2.2 A MURCHA BACTERIANA 

 

  A murcha bacteriana causada pelo complexo de espécies de Ralstonia 

solanacearum é considerada uma das principais doenças de plantas de tomate. O 

primeiro relato desta bactéria a nível mundial foi no Japão do final do século XVII, na 

cultura do fumo (KELMANN, 1953). Já, no Brasil foi Von Parseval em 1922 no 

Estado do Rio Grande do Sul quem, relatou os primeiros casos da murcha 

bacteriana em plantas de fumo e batata (TAKATSU; LOPES, 1997). 

As bactérias do gênero Ralstonia que causam a murcha em plantas 

são habitantes do solo, apresentam flagelos polares, que facilita a locomoção e 

penetração na planta através do xilema, que é um tecido vascular vegetal condutor 

da seiva. A emergência de raízes secundárias, aberturas naturais ou lesões 
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causadas por práticas culturais também favorecem a penetração da bactéria (LIU et 

al., 2005).  

Devido à colonização dos vasos xilemáticos pela bactéria e a produção 

de exopolissacarídeos (EPS), o fluxo de seiva da planta pode ser bloqueado total ou 

parcialmente, afetando o transporte de água e nutrientes para a parte aérea da 

planta, resultando a murcha da planta por estresse hídrico (BEDENDO, 2011).    

  No tomateiro, os sintomas típicos são a murcha verde, necrose dos 

vasos e nanismo da planta. Sendo que o principal sinal da presença da bactéria na 

planta é a exsudação do pus bacteriano (células bacterianas e exopolissacarídeo), 

que pode ser visualizado através do teste do copo (Figura 1). A doença pode se 

manifestar em qualquer estádio de desenvolvimento da planta, sendo mais comum 

no estádio de formação do primeiro cacho de frutos, sendo que o dano causado é 

irreversível levando a morte da planta, resultando em grande prejuízo econômico 

(LOPES, 2009).  

 

Figura 1 - (A) Exsudação do pus bacteriano através do teste do copo; (B) Necrose dos vasos 
xilemáticos; (C) Sintoma de murcha verde em plantas de tomate. UTFPR, Câmpus Pato 
Branco – PR, 2019. 

  
 

A murcha bacteriana é encontrada em solos de todos os Estados 

brasileiros, principalmente nas Regiões Nordeste e Norte, com predominância de 

clima tropical e subtropical, onde as condições climáticas são de alta umidade e 
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temperaturas elevadas, ideal para desenvolvimento da bactéria (SANTIAGO et al., 

2017).  

Com a expansão do cultivo do tomate nas regiões Sul e Sudeste do 

Brasil, a murcha bacteriana passou a ser um dos principais problemas, 

principalmente no sistema de plantio em estufa ou “mulch” de plástico (LOPES et al., 

2015). A dificuldade do manejo, rotação de culturas, temperatura elevada, excesso 

de umidade, são alguns fatores que tem contribuído com aumento gradativo da 

população bacteriana no solo, agravando a intensidade da doença (MENDONÇA, 

2014). A utilização de implementos contaminados, água da chuva ou irrigação 

também contribuem para a disseminação, até mesmo em áreas recém desmatadas, 

com a prática de rotação de culturas com pastagem ou outras espécies não 

hospedeiras. (LOUWS et.al., 2010).  

 Acredita-se que a medida que o aquecimento global do planeta se 

intensifica é muito provável que os danos causados pela bactéria R. solanacearum 

venha ser ainda mais devastador, devido ao fato da sua capacidade de 

sobrevivência e adaptação a diferentes tipos de solos e ambientes (JEONG et al., 

2007).   

  

2.3 A BACTÉRIA Rastonia solanacearum. 

  

A bactéria Ralstonia solanacearum é considerada um patógeno 

cosmopolita altamente agressivo e bastante variável, é hospedeira de 

aproximadamente 200 espécies e estão distribuídas em cerca de 50 famílias 

botânicas (WICKER, 2007; PRIOR et al., 2016). Dentre as espécies hospedeiras 

encontram-se as solanáceas: batata (Solanum tuberosum L.), berinjela (Solanum 

melongena L.), tomate (Solanum lycopersicum L.). Outras espécies, como a banana 

(Musa spp.), amora (Morus alba L.) e gengibre (Zingiber officinale Roscoe), além de 

plantas daninhas, também são consideradas hospedeiras (MIRANDA et al., 2004; 

XU, 2009). 

Ralstonia solanacearum são bactérias Gram-negativas, habitantes de 

solo, possuem formato de bastonetes retos ou levemente curvos, medem 0,5-1,0 x 

1,5-4 µm, não formam esporos, são aeróbicas, não fluorescentes, tendo seu melhor 
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crescimento em temperaturas entre 25 a 35ºC (AGRIOS, 2005). Apresentam flagelos 

polares para se locomoverem, catalase e oxidase positiva (com acúmulo de poli-β-

hidroxibutirato) (DENNY; HAYWARD, 2001). São classificadas taxonomicamente da 

seguinte maneira: Domínio: Bactéria; Ramo ou Filo: Proteobacteria; Classe: 

Betaproteobacteria; Ordem: Burkholderiales; Família: Burkholderiaceae; Gênero: 

Ralstonia; Espécie: R. solanacearum (Smith) (YABUUCHI, 1995). 

A bactéria R. solanacearum quando cultivada em meio de cultura, pode 

apresentar dois tipos de colônias: fluida ou mucoide (devido à produção de 

exopolissacarídeo) e afluída ou não mucoide (mais seca) (KELMAN, 1953; EPPO, 

2004). Quando isoladas em meio de cultura Kelman contendo cloreto de trifenil 

tetrazólio, as colônias mais secas que está associada à perda de virulência do 

isolado o centro das colônias apresentam uma coloração avermelhada e as colônias 

virulentas apresentam colônias brancas com centros róseos (KELMAN, 1954). 

O controle da murcha bacteriana é muito difícil, pois R. solanacearum é 

um patógeno que vive saprofiticamente por longos períodos em diferentes tipos de 

solo, em associação com plantas hospedeiras, restos culturais e podem persistir por 

vários anos nas lavouras (DENNY, 2005). A sobrevivência desta bactéria pode estar 

relacionada com a capacidade da utilização de compostos orgânicos como fonte de 

energia ou pela capacidade de entrar em dormência no solo (GREY; STECK, 2001). 

Genin e Boucher (2002) relataram que o patógeno utiliza compostos como açúcares, 

ácidos graxos e compostos aromáticos resultante da degradação da lignina, 

tornando o solo um ambiente favorável para sua sobrevivência mesmo após a morte 

do hospedeiro, dificultando um prévio diagnóstico. 

  

2.4 CLASSIFICAÇÃO DO PATÓGENO Ralstonia solanacearum 

 

Ralstonia solanacearum foi descrita pela primeira vez por Smith em 

1896, como Bacillus solanacearum. Em 1914, Smith classificou-a como 

Pseudomonas solanacearum, sendo que foi então reclassificada como Burkholderia 

solanacearum (Smith) por Yabuuchi em 1922 e somente três anos depois a espécie 

foi novamente classificada como um novo gênero denominado Ralstonia.  
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Devido sua ampla gama de hospedeiros, propriedades fisiológicas e 

genéticas, R. solanacearum foi considerada como um complexo de espécies (CER) 

(DENNY, 2006). Porém, a classificação inicial proposta para essa variabilidade dos 

isolados pertencentes a esse gênero foi em raças e biovares. A classificação em 

raça está na capacidade do patógeno em infectar diferentes hospedeiros, 

atualmente cinco raças são conhecidas. A raça 1 representa isolados patogênicos ao 

tomate, outras solanáceas, fumo e algumas bananas; a raça 2 é patogênica às 

bananeiras triplóides e helicônias; enquanto a raça 3 é patogênica à batata e  tomate; 

a raça 4 patogênica ao gengibre e a raça 5 à amoreira, sendo que as raças 4 e 5 

não foram ainda detectadas no Brasil. (HAYWARD, 1994). 

A classificação em biovares foi definida como grupos fisiológicos que 

diferem quanto à capacidade em utilizar diferentes fontes de açúcar (lactose, 

maltose e celobiose) e álcoois (manitol, sorbitol e dulcitol), atualmente são 

conhecidas as biovares 1, 2A, 2T, 3, 4, e 5 (HAYWARD, 1994). No Brasil foi relatado 

a existência da biovar 1 em todas as regiões e está associada principalmente a 

tomate, pimentão, pimenta e eucalipto. Já a biovar 2 predomina nas regiões de 

climas amenos do Sul, Sudeste e Centro-Oeste. A biovar 2T é encontrada 

principalmente em regiões tropicais de baixa altitude enquanto a biovar 2A em 

regiões temperadas de altas altitudes. A biovar 3, reclassificada como R. 

pseudosolanacearum, ocorre com maior frequência nas regiões Norte e Nordeste 

onde o clima é mais quente, com relatos na região central. Já as biovares 4 e 5 não 

foram relatadas no Brasil (SANTIAGO et al., 2016).  

Apesar da classificação em raças e biovares terem sido muito 

utilizadas em estudos nos últimos anos, são relatadas algumas desvantagens com 

relação a essas técnicas: são demoradas, incapazes de definir estirpes em nível 

sub-específico, e não apresentam resultados que liguem a origem geográfica das 

espécies, tornando muitas vezes os resultados não específico (SILVEIRA et. al., 

2005). 

  Além da classificação em raças e biovares, Fegan e Prior (2005) 

propuseram uma nova classificação em filotipos, usado para designar grupos 

maiores no nível de subespécies e é identificado por PCR multiplex, baseada na 

variação de tamanho de amplicons, gerados da sequência da região espaçadora 
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intergênica (ITS) entre os genes de RNA ribossomal 16S-23S. Também foi abordado 

nessa classificação, o relacionamento dos grupos de isolados com as regiões 

geográficas (tabela 1), (PRIOR et al., 2016). 

Tabela 1 - Origem geográfica de cada Filotipo e tamanho dos fragmentos da região ITS.                  
UTFPR, Câmpus Pato Branco – PR, 2019. 

Filotipo Origem Tamanho do ITS (pb)  

I Ásia 144 

II América 372 

III África 91 

IV Indonésia 231 

 

  Recentemente Safni et al. (2014) sugeriram uma nova revisão 

taxonômica de R. solanacearum onde dividiram em três espécies: R. solanacearum 

(filotipo II), R. pseudosolanacearum sp. nov. (filotipo I e III) e R. syzygii dividido em 

três subespécies: R. syzgii subsp. indonesiensis subsp. nov., o qual pertence o 

filotipo IV causador da murcha bacteriana; R. syzygii subsp. syzygii subsp. nov que 

está associado a doença de Sumatra do cravo na Indonésia; e R syzygii subsp. 

celebesensis subsp. nov associada a doença Blood Disease Bacteria.   

   As sequevares são determinadas por agrupamento de isolados que 

apresentam variações no sequenciamento do gene egl, que codifica a enzima 

endoglucanase. Atualmente são conhecidos 4 filotipos e 57 sequevares (SANTIAGO 

et al., 2016).  Essa nova classificação proposta por Fegan e Pior (2005), resultou em 

quatro níveis taxonômicos, espécies, filotipos, sequevar e clone (Tabela 2). 

Tabela 2 - Esquema de classificação de Ralstonia solanacearum (Fegan e Prior, 2005).                   
UTFPR, Câmpus Pato Branco - PR, 2019. 

Nível 
Taxonômico 

Equivalência 
 Taxonômica Nomenclatura Modo de Identificação 

Espécie Espécie 
 
Complexo R.solanacearum "Primers" PCR  

 
Filotipo Subespécie Filotipos I, II, III e IV 

 
Multiplex PCR (Região ITS) 

 
Sequevar 

 
Grupos infra-

subespecíficos Sequevar 1-N Gene endoglucanase  

 
Clone 

 
Linhagens 
Clonais  "Fingerprinting" (rep-PCR,  

      RAPD, AFLP, PFGE, etc) 
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Para o estudo da diversidade de R. solanacearum tem sido utilizado 

elementos repetitivos para a análise de genomas bacterianos, que mostrou ser um 

método eficiente, pois amplicons de diferentes tamanhos são gerados por PCR com 

primers direcionados a elementos repetitivos do DNA genômico total (XUE, et al., 

2011). A utilização dessa técnica é fundamental para a caracterização da estrutura e 

diversidade genética de R. solanacearum, pois aborda questões relacionadas com 

sua origem geográfica (CHO; TIEDJE, 2000). 

A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) é baseada na 

duplicação quantitativa da molécula de DNA por meio de sua replicação in vitro. 

Segundo Moon et al. (2016), é uma técnica que possibilitou o desenvolvimento e 

aplicação de marcadores moleculares, que são sequências específicas de DNA 

capazes de diferenciar dois ou mais indivíduos. São fundamentais na caracterização 

de espécies e em programas de melhoramento, permitindo explorar a biodiversidade, 

reconstruir relações filogenéticas e compreender a estrutura, e evolução das 

espécies de plantas, microrganismos e suas populações (FALEIRO, 2011).  

Diferentes técnicas moleculares como, RFLP (Restriction Fragment 

Length Polymorphism), RAPD (Randon Amplified Polymorphic DNA), AFLP 

(Amplified Fragment Length Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeats), tem 

permitido o estudo do relacionamento filogenético e evolutivo de R. solanacearum, 

bem como a rápida avaliação da variabilidade genética a nível intraespecífico 

(HORITA et al., 2005). Porém as técnicas mais utilizadas para caracterização e 

subdivisão de espécies bacterianas são as sequências repetitivas de DNA presentes 

no genoma de bactérias. São as denominadas REP (Repetitive Extragenic 

Palindromic), ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) e BOX, 

(GRIFFITHS et al., 2006).  
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1 GERAL 

 

  Identificar molecularmente isolados de Ralstonia sp. de plantas de 

tomate, cultivados na região Sudoeste do Paraná, com a finalidade de fornecer 

subsídios no sentido de recomendar estratégias de controle mais efetivas para a 

região.  

 

 

3.2 ESPECÍFICOS 

 

  Identificar a espécie dos isolados por meio de reação em cadeia de 

polimerase PCR-multiplex com iniciadores (primers) 759/760, 

especifico para R. solanacearum; 

 Classificar os isolados de R. solanacearum em subespécie, por meio 

de uma reação de PCR-multiplex com conjunto de primers Nmult, e 

 Utilizar o Box-PCR como um método para separação de linhagens 

clonais. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 OBTENÇÃO DOS ISOLADOS de R. solanacearum.  

 

Os isolados R. solanacearum (Tabela 3) foram obtidos de plantas de 

tomate (Solanum lycopersicum) com sintomas de murcha, cultivadas em sistema 

convencional e orgânico, tanto em ambiente protegido quanto em campo aberto, nas 

propriedades localizadas nos municípios da região Sudoeste do Paraná (Pato 

Branco, Francisco Beltrão, Renascença, Itapejara do Oeste, Verê, Nova Prata do 

Iguaçu, Mariópolis e Palmas). A coleção é composta de 46 isolados. 

 

Figura 2 – Distribuição geográfica dos locais de coleta dos isolados de R. solanacearum utilizados no 
estudo. UTFPR, Câmpus Pato Branco – PR, 2019. 
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Tabela 3 – Informação sobre os isolados utilizados no estudo. UTFPR, Câmpus Pato Branco - PR, 
2019. 

Isolados Município Coord. geográficas Ano  Hospedeiro 

REN-1 Renascença/PR 26°12’15.87’’S 52°59’46.85’’W 2018 Tomate 

REN-2 Renascença/PR 26°12’15.87’’S 52°59’46.85’’W 2018 Tomate 

REN-3 Renascença/PR 26°12’15.87’’S 52°59’46.85’’W 2018 Tomate 

REN-4 Renascença/PR 26°12’15.87’’S 52°59’46.85’’W 2018 Tomate 

REN-5 Renascença/PR 26°12’15.87’’S 52°59’46.85’’W 2018 Tomate 

REN-8 Renascença/PR 26°12’15.87’’S 52°59’46.85’’W 2018 Tomate 

REN-9 Renascença/PR 26°12’15.87’’S 52°59’46.85’’W 2018 Tomate 

REN-10 Renascença/PR 26°12’15.87’’S 52°59’46.85’’W 2018 Tomate 

REN-12 Renascença/PR 26°12’15.87’’S 52°59’46.85’’W 2018 Tomate 

MARP-13 Mariópolis/PR 26°18’47.52’’S 52°34’17.78’’W 2017 Tomate 

MARP-14 Mariópolis/PR 26°20’39.46’’S 52°40’23.57’’W 2017 Tomate 

MARP-31R Mariópolis/PR 26°20’04.73’’S 52°33’28.22’’W 2017 Tomate 

V-18 Verê/PR 25°53’15.31’’S 53°00’14.02’’W 2017 Tomate 

V-20 Verê/PR 25°53’15.31’’S 53°00’14.02’’W 2017 Tomate 

V-30 Verê/PR 25°53’15.31’’S 53°00’14.02’’W 2017 Tomate 

V-34 Verê/PR 25°53’15.31’’S 53°00’14.02’’W 2017 Tomate 

V-35 Verê/PR 25°53’15.31’’S 53°00’14.02’’W 2017 Tomate 

V-37 Verê/PR 25°53’15.31’’S 53°00’14.02’’W 2017 Tomate 

ITA-24/1 Itapejara do Oeste/PR 25°58’45.92’’S 52°51’26.54W 2017 Tomate 

ITA-38/1 Itapejara do Oeste/PR 25°58’45.92’’S 52°51’26.54W 2017 Tomate 

ITA-39/1 Itapejara do Oeste/PR 25°58’45.92’’S 52°51’26.54W 2017 Tomate 

ITA-40/1 Itapejara do Oeste/PR 25°58’45.92’’S 52°51’26.54W 2017 Tomate 

ITA-64/1 Itapejara do Oeste/PR 25°58’45.92’’S 52°51’26.54W 2017 Tomate 

ITA-66/1 Itapejara do Oeste/PR 25°58’45.92’’S 52°51’26.54W 2017 Tomate 

ITA-67/2 Itapejara do Oeste/PR 25°58’45.78’’S 52°52’23.87’’W 2017 Tomate 

ITA-69/2 Itapejara do Oeste/PR 25°58’45.78’’S 52°52’23.87’’W 2017 Tomate 

ITA-71/2 Itapejara do Oeste/PR 25°58’45.78’’S 52°52’23.87’’W 2017 Tomate 

ITA-72/2 Itapejara do Oeste/PR 25°58’45.78’’S 52°52’23.87’’W 2017 Tomate 

ITA-74/3 Itapejara do Oeste/PR 26°00’09.73’’S 52°53’18.64’’W 2017 Tomate 

ITA-76/3 Itapejara do Oeste/PR 26°00’09.73’’S 52°53’18.64’’W 2017 Tomate 

FB-29 Francisco Beltrão/PR 26°03’14.92’’S 52°59’22.45’’W 2017 Tomate 

NPI-43 Nova Prata do Iguaçu/PR 25°38’10.37’’S 53°19’38.15’’W 2017 Tomate 

NPI-44 Nova Prata do Iguaçu/PR 25°38’10.37’’S 53°19’38.15’’W 2017 Tomate 

PB-45 Pato Branco/PR 26°13’56.04’’S 52°36’45.16’’W 2018 Tomate 

PB-46 Pato Branco/PR 26°13’56.04’’S 52°36’45.16’’W 2018 Tomate 

PB-47 Pato Branco/PR 26°13’56.04’’S 52°36’45.16’’W 2018 Tomate 

PA-51 Palmas/PR 26°31’27.44’’S 51°58’35.99’’W 2018 Tomate 

PA-53 Palmas/PR 26°31’27.44’’S 51°58’35.99’’W 2018 Tomate 

PA-54 Palmas/PR 26°31’27.44’’S 51°58’35.99’’W 2018 Tomate 

PA-55 Palmas/PR 26°31’27.44’’S 51°58’35.99’’W 2018 Tomate 

PA-57 Palmas/PR 26°31’27.44’’S 51°58’35.99’’W 2018 Tomate 

PA-58 Palmas/PR 26°31’27.44’’S 51°58’35.99’’W 2018 Tomate 
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PA-61 Palmas/PR 26°31’27.44’’S 51°58’35.99’’W 2018 Tomate 

PA-63 Palmas/PR 26°31’27.44’’S 51°58’35.99’’W 2018 Tomate 

 

 

4.2 TESTE DO COPO  

 

  Como forma de diagnóstico rápido, foi realizado o teste do copo das 

plantas coletadas com sintoma de murcha.  Após a limpeza da planta foi cortada 

uma pequena porção da parte inferior do caule, em seguida colocou-a submersa em 

um frasco transparente com água limpa. As amostras que apresentaram um filete 

leitoso saindo do tecido em direção ao fundo do copo, indicando a presença da 

exsudação de pus bacteriano, foram separadas para posterior isolamento, as 

demais foram descartadas (Figura 3). 

 

Figura 3 – Teste do copo para visualização do pus bacteriano, característica da bactéria Ralstonia 
solanacearum. UTFPR, Pato Branco – PR, 2019. 

 

 

 
   

4.3 ISOLAMENTO E ARMAZENAMENTO DA BACTÉRIA  

 

  A porção de caule retirada das plantas que apresentaram resultado 

positivo ao teste do copo, que consiste na presença da exsudação de pus bacteriano, 

foi lavada com detergente e água corrente para a remoção de partículas de solo e 

outros contaminantes. Após estes foram secos em papel toalha, e em câmara de 
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fluxo laminar raspou-se com um bisturi esterilizado a parte mais externa do caule 

para a remoção de microrganismos e mergulhou-se em álcool comercial flambando-

o ligeiramente. Em seguida com um bisturi esterilizado foi retirada de uma das 

extremidades uma porção de aproximadamente 1 cm do caule e depositado dentro 

de um tubo de ensaio de 15 x 150 mm, com 3 ml de água autoclavada, deixando em 

repouso entre 10 a 15 minutos, até a água ficar turva, pela presença de células 

bacterianas. Logo após, com o auxílio de uma alça de platina, aproximadamente 10 

µL da suspenção foram riscadas pelo método de estrias compostas, em placas de 

Petri contendo 10 ml de meio de cultivo Kelman (Kelman 1954). As placas foram 

armazenadas em câmara de crescimento a 28ºC por 48 horas. Após colônias 

isoladas da bactéria R. solanacearum foram então repicadas para placas de Petri 

contendo meio de cultivo Keman, sem cloreto de trifenil tetrazólio e mantidas em 

câmara de crescimento a 28ºC por 48 horas, para posterior armazenamento da 

coleção de isolados. 

  Para o armazenamento da coleção de isolados de R. solanacearum foi 

utilizado uma alça de repicagem, que após tocada na colônia isolada da bactéria foi 

mergulhada e agitada em 3 ml de água mineral autoclavada, contida no tubo de 

criogenia de 5ml. Em seguida os tubos foram agitados por aproximadamente 10 

segundos em vortex, para homogeneização da suspenção. Então os tubos foram 

identificados e armazenados em local fresco para posterior extração de DNA. 

O meio de cultivo utilizado foi o Kelman (Kelman 1954) com 

modificações, onde foi substituída a sacarose pelo glicerol: caseína hidrolisada 1,0 g; 

peptona 10,0 g; glicerol 5,0 g; ágar 17,0 g, diluídos em 1 litro de água destilada e 

após autolavagem foi adicionado 5 ml de cloreto de trifenil tetrazólio, preparado a 

partir de uma solução estoque a 1% em água destilada. 
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4.4 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DOS ISOLADOS 

 

4.4.1 Obtenção do material para extração do DNA 

 

 A recuperação dos isolados selecionados, previamente armazenado foi 

feita pela riscagem da suspensão bacteriana, em placas de Petri contendo meio de 

cultivo Keman sem cloreto de trifenil tetrazólio e incubadas a 28 ºC por 48 horas. 

Após as colônias da bactéria foram repicadas e mantidas nas mesmas condições, e 

em seguida, com auxílio de uma alça de platina foram raspadas e colocadas em 

microtubos de 2 mL contendo 200 µL de água Milli-Q e levadas para a extração de 

DNA. 

 

4.4.2 Extração, Integridade e Quantificação de DNA 

 

A extração de DNA dos isolados bacterianos seguiu o protocolo 

descrito por Mahuku (2004). As colônias de bactérias raspadas e colocadas em 

microtubos de 2 mL e centrifugadas por 5 minutos a 13000 rpm para descarte do 

sobrenadante. Em seguida foi adicionado mais 1 ml de água ultrapura, centrifugado 

por 5 minutos descartando-se novamente o sobrenadante. Após foram adicionados 

em cada tubo 200 µL de Tris EDTA pH 8; 30 µL SDS (dodecil sulfato de sódio), e 10 

µL proteinase K, e homogeneizado em um vortex por aproximadamente 15 

segundos, em seguida colocado no banho maria por 40 minutos a 65 ºC. Após foram 

adicionados 250 µL de acetato de amônio 7,5M e homogeneizado em vortex por 

aproximadamente 15 segundos e incubado a -20 ºC em um freezer por 10 minutos. 

Após a suspenção foi centrifugada por 20 minutos a 13000 rpm e o sobrenadante 

(400 µL) foi transferido para um tubo de 1,5 mL e adicionados 400 µL de isopropanol 

gelado e incubado por 1 hora a -20 ºC. Após este período o tubo foi centrifugado por 

20 minutos a 13000 rpm e descartado o sobrenadante. Após foram adicionados 800 

µL de etanol 70% gelado e centrifugado novamente por 5 minutos a 13000 rpm, 

descartando-se o sobrenadante. Após, o pellet foi deixado para secar em câmara de 

fluxo laminar até o álcool evaporar completamente. O pellet foi então ressuspendido 

em 50 µL de TE com RNase e homogeneizado vagarosamente em um vortex por 
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aproximadamente 10 segundos. Em seguida foi realizada a digestão do RNA no 

banho maria por 1 hora a 37 ºC para degradação do RNA, após este período os 

microtubos foram armazenados a -20 ºC.  

No dia seguinte o precipitado do DNA foi ressuspendido em tampão 

Tris-EDTA, pH 8,0 e verificado sua qualidade/integridade em gel de agarose 0,8%, 

corado com GelREd (Biotium). O gel foi visualizado em transluminador sob luz 

ultravioleta e fotodocumentado por sistema de captura digital. 

A quantidade de DNA foi determinada por meio do espectofotômetro 

por leitura de absorbância e da relação 260/280 nm. Com base nos resultados de 

quantificação, as amostras foram diluídas em Tris-EDTA, pH8,0 para que a 

concentração final de DNA da solução de trabalha estivesse padronizada à 50 ng µL-

1 para ser utilizada na reação em cadeia da DNA polimerase (PCR).  

 

4.4.3 Reações de PCR 

 

  Foram realizados três técnicas de PCR para caracterizar os isolados 

bacterianos. A primeira técnica realizada foi para confirmar se os isolados 

pertenciam a espécie Ralstonia sp., com a utilização dos iniciadores 759/760 (Tabela 

4)  que amplifica aproximadamente 280pb (OPINA et al., 1997).  Para isto foi 

utilizada uma solução composta por 1,25 µL de tampão de reação; 0,312 µL de 

dNTPs mix (1 µL dATP, 1 µL dTTP, 1 µL dGTP e 1 µL dCTP); 1 µL de MgCl2 50mM; 

0,1 µL de Taq DNA polimerase 5 U µL-1; 0,5 µL do iniciador 759/760 e 1 µL de DNA 

extraído 50 ng µL-1. A reação obteve um volume final ajustado para 12,5 µL com 

adição de água ultrapura autoclavada.  

A reação de amplificação foi realizada em termociclador (Thermo 

Electron Corporation PXE 0,2 Thermal Cycler) com o programa composto de: 

desnaturação inicial 96 ºC por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de 94 ºC por 15 

segundos, 55 ºC por 30 segundos, 72 ºC por 30 segundos e uma extensão final de 

72 ºC por 10 minutos.  

Os produtos de amplificação foram analisados por eletroforese em gel 

de agarose 1%, corados com 2 µL do corante GelRed a 80V. O resultado da 

eletroforese foi visualizado em transiluminador sob luz UV e fotodocumentado por 
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sistema de captura digital. Para determinação do tamanho dos fragmentos 

amplificados foi utilizado o marcador de peso molecular de 100pb (plus DNA Ladder 

– KASVI). 

A segunda técnica de PCR realizada foi para identificar a qual filotipo 

os isolados bacterianos pertenciam. Foi feita pela análise da variação de amplicons 

gerados da sequencia ITS (intergenic transcribed spacer) do cromossomo entre os 

genes de RNA ribossomal 16S e 23S, com um conjunto de cinco primers Nmult 

(Tabela 4) de acordo com Fegan e Prior (2005). 

Foi utilizada uma solução composta por 1,25 µL de tampão de reação; 

0,25 µL de dNTPs mix (1 µL dATP, 1 µL dTTP, 1 µL dGTP e 1 µL dCTP); 0,375 µL de 

MgCl2 50mM; 0,2 µL de Taq DNA polimerase 5 U µL-1; 0,30 µL do primer Nmult: 21: 

1F, 0,30 µL do Nmult: 21 : 2F, 0,30 µL do Nmult: 22 : InF, 0,5 µL do Nmult It22: RR, 0, 

9 µL do Nmult: 23: AF e 1 µL de DNA extraído 50 ng µL-1. A reação obteve um 

volume final ajustado para 12,5µL com adição de água ultrapura autoclavada.  

A reação de amplificação foi realizada em termociclador e as condições 

de amplificação foram: desnaturação inicial 96 ºC por 5 minutos, seguida de 30 

ciclos de 94 ºC por 15 segundos, 59 ºC por 30 segundos, 72 ºC por 30 segundos e 

uma extensão final de 72 ºC por 10 minutos. Os produtos de amplificação foram 

analisados por eletroforese em gel de agarose 2%. 

  Na última técnica de PCR realizada foi utilizado o primer BOX-A1R 

(Tabela 4), de acordo com Versalovic et al. (2004). Foi utilizada uma solução 

composta por 1,2 µL de tampão de reação; 0,96 µL de dNTPs mix (1 µL dATP, 1 µL 

dTTP, 1 µL dGTP e 1 µL dCTP); 0,36 µL de MgCl2 50mM; 0,25 µL de Taq DNA 

polimerase 5 U µL-1; 2,4µL do iniciador BOX e 1 µL de DNA extraído 50 ng µL-1. A 

reação obteve um volume final ajustado para 12µL com adição de água ultrapura 

autoclavada. 

As condições de amplificação foram: 30 ciclos de 94 ºC por 1 minuto, 

53 ºC por 1 minuto, 65 ºC por 8 minutos e uma extensão final de 65 ºC por 15 

minutos. Os produtos de amplificação foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose 1,5%. 
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Tabela 4 - Iniciadores (primers) utilizados para análise molecular de R. solanacearum.               
UTFPR, Câmpus Pato Branco – PR, 2019. 

Primers Sequência Referência 

 Universal  

759 5´- GTC GCC GTC AAA TCA CTT TCC-3´ Opina et al., 1997 

760 5´ -GTC GCC GTC AGC AAT GCG GAA TCG-3´ Opina et al., 1997 

 Filotipos  

Nmult: 21:1F 5´-CGT TGA TGA GGC GCG CAA TTT-3´ Fegan e Prior, 2005 

Nmult: 21:2F 5´-AAG TTA TGG ACG GTG GAA GTC-3´ Fegan e Prior, 2005 

Nmult: 23:AF 5´-ATT ACS* AGA GCA ATC GAA AGA TT-3´ Fegan e Prior, 2005 

Nmult: 22:InF 5´-ATT GCC AAG ACG AGA GAA GTA-3´ Fegan e Prior, 2005 

Nmult: 22:RR 5´TCG CTT GAC CCT ATA ACG AGT A-3´ Fegan e Prior, 2005 

 BOX PCR  

BOX 5´-CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G-3´ Versalovic et al, 1998 

*Pode ser as bases C ou G 

 

 

4.4.4 Análise de Dados 

 

A identificação específica de R. solanacearum utilizando os primers 

759/760 e a identificação do filotipo através do conjunto de primers Nmult, foi feita 

através da visualização em géis de agarose, observando a presença de fragmentos 

de DNA amplificados no tamanho esperado para cada oligonucleotideo iniciador. 

Para os resultados da análise de BOX-PCR, foi construída uma matriz 

binária com os fragmentos gerados na amplificação e que apresentaram um padrão 

de resolução visível de qualidade, visualizados em gel de agarose a 1,5%. Os 

fragmentos obtidos foram analisados quanto a presença (1) ou ausência (0) de 

bandas para a construção de uma matriz binária.  

  Um dendrograma com matriz de distância foi construído por 

agrupamento pelo método UPGMA (Método de Agrupamento Médio entre Grupos) a 

partir do coeficiente de similaridade de Jaccard (1901). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR 

A técnica de PCR com o par de iniciadores (759/760) para a 

identificação da espécie R. solanacearum, foi possível a visualização nos géis de 

agarose (Figura 4) a amplificação do DNA de 28 isolados: (2. REN-2; 3. REN-3; 4. 

REN-4; 5. REN-5; 8. REN-8; 9. REN-9; 10. REN-10; 12. REN-12; 14. MAR-14; 27. 

FOR-27; 28. FOR-28; 29. FB-29; 30. V-30; 34. V-34; 39. ITA-39/1; 40. ITA-40/1; 45. 

PB-45; 46. PB-46; 51. PA-51; 54. PA-54; 57. PA-57; 63. PA-63; 64. ITA-64/1; 66. ITA-

66/1; 67. ITA-67/2; 69. ITA-69/2; 72. ITA-72/2; 76. ITA-76/3). O resultado obtido foi a 

presença de fragmentos de 280pb, confirmando que os isolados pertencem ao 

complexo de espécies R. solanacearum e estão relacionados a nova classificação 

proposta por Fegan e Prior (2005).       

  Resultados obtidos em estudos realizado por Santana et al. (2012) em 

53 isolados de diferentes espécies hospedeiras e por Garcia et al.  (2013) em 77 

isolados da cultura do pimentão no Nordetes brasileiro, com a confirmação do 

patógeno R. solanacearum, mostrou a confiabilidade  da técnica de PCR com o par 

de iniciadores (759/760). 
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Figura 4 – Eletroforese com gel de agarose com o resultado da PCR com iniciadores 759/760, para 
identificação de etiologia. Ordem das amostras: 1. REN-1; 2. REN-2; 3. REN-3; 4. REN-4; 
5. REN-5; 8. REN-8; 9. REN-9; 10. REN-10; 12. REN-12; 13. REN-13; 14. MAR-14; 18. 
V-18; 20. V-20; 24. ITA-1; 27. FOR-27; 28. FOR-28; 29. FB-29; 30. V-30; 31. MAR-31R; 
34. V-34; 35. V-35; 37. V-37; 38. ITA-38/1; 39. ITA-39/1; 40. ITA-40/1; 43. NPI-43; 44. NPI-
44; 45. PB-45; 46. PB-46; 47. PB-47; 51. PA-51; 53. PA-53; 54. PA-54; 55. PA-55; 57. PA-
57; 58. PA-58; 61. PA-61; 63. PA-63; 64. ITA-64/1; 66. ITA-66/1; 67. ITA-67/2; 69. ITA-
69/2; 71. ITA-71/2; 72. ITA-72/2; 74. ITA-74/3; 76. ITA-76/3; M. marcador 100pb (Kasvi). 
UTFPR, Câmpus Pato Branco – PR, 2019. 

          

           

 

Ao estudar amostras de solo de 34 áreas de produção de tomate na 

Nigéria, Poopola et al. (2015) obtiveram a confirmação do patógeno R. 

solanacearum. Resultado semelhante foi observado por Santiago et al. (2017) em 

301 isolados de diferentes regiões brasileiras e plantas hospedeiras. 

Para a análise de identificação do filotipo, foi utilizada a técnica PCR-

multiplex e conjunto de primers Nmult. Foi possível visualizar nos géis de agarose 

(Figura 5) a amplificação de DNA de 26 isolados (2. REN-2; 3. REN-3; 4. REN-4; 5. 

REN-5; 8. REN-8; 10. REN-10; 27. FOR-27; 28. FOR-28; 29. FB-29; 30. V-30; 34. V-

34; 37. V-37; 38. ITA-38/1; 39. ITA-39/1; 40. ITA-40/1; 45. PB-45; 46. PB-46; 51. PA-

51; 54. PA-54; 57. PA-57; 55. PA-55; 63. PA-63; 64. ITA-64/1; 66. ITA-66/1; 67. ITA-

67/2; 69. ITA-69/2). O resultado obtido foi a amplificação de fragmentos de 372pb 

confirmando pertencerem ao filotipo II (Fegan e Prior, 2005). 
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Figura 5 – Eletroforese com gel de agarose com o resultado da PCR multiplex para identificação do 
filotipo de isolados do complexo de espécies de Ralstonia solanacearum. Ordem das 
amostras: 1. REN-1; 2. REN-2; 3. REN-3; 4. REN-4; 5. REN-5; 8. REN-8; 9. REN-9; 10. 
REN-10; 12. REN-12; 13. REN-13; 14. MAR-14; 18. V-18; 20. V-20; 24. ITA-1; 27. FOR-
27; 28. FOR-28; 29. FB-29; 30. V-30; 31. MAR-31R; 34. V-34. 35. V-35; 37. V-37; 38. ITA-
38/1; 39. ITA-39/1; 43. NPI-43; 44. NPI-44; 45. PB-45; 46. PB-46; 47. PB-47; 51. PA-51; 
40. ITA-40/1; 53. PA-53; 54. PA-54; 61. PA-61; 57. PA-57; 58. PA-58; 55. PA-55; 63. PA-
63; 64. ITA-64/1; 66. ITA-66/1; 67. ITA-67/2; 69. ITA-69/2; M. marcador 100pb (Kasvi). 
UTFPR, Câmpus Pato Branco – PR, 2019. 

   

   
. 

Na revisão taxonômica sugerida por Safni et al. (2014), R. 

solanacearum pertence ao filotipo II e que o estudo da diversidade entre as estirpes 

está relacionado com sua origem geográfica. Neste estudo pode-se confirmar que os 

isolados obtidos de plantas de tomate da região Sudoeste do Paraná, pertencem ao 

filotipo II de origem da América, corroborando com Fegan e Prior (2005) os quais 

sugerem a prevalência do filotipo II nas Américas. 

Em estudos recentes, Santiago et al. (2017) utilizando a PCR Multiplex 

obtiveram resultados de amplificação de fragmentos de 372pb típico do filotipo II, em 

253 isolados de diferentes regiões geográficas do Brasil, associado a diferentes 

hospedeiros, principalmente na região Sul onde apenas o filotipo II foi encontrado. 

Os mesmos resultados foram obtidos por Santana et al. (2012) ao aplicarem essa 
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técnica molecular em 53 cepas pertencentes a cultura de batata, berinjela, pimentão 

e tomate. 

Estudos similares com a utilização de técnicas moleculares para 

identificar o filotipo de isolados de R. solanacearum, tem sido utilizadas em 

diferentes partes do mundo. Por exemplo, em um estudo realizado na Martinica por 

Wicker et al. (2007), os  autores identificaram uma nova variante da espécie  R. 

solanacearum na cultura do antúrio pertencente ao filotipo II, patogênica a cultura do 

tomate, berinjela e pimenta, além da variedade resistente de tomate Hawaii 7996 e 

que pode estar dominante também na América do Sul. Resultados semelhantes 

foram obtidos na província da China, onde Xu et al. (2009) aplicaram esta técnica 

para análise de 286 isolados de R. solanacearum de 17 espécies hospedeiras de 13 

locais diferentes.  

 Para PCR utilizando o primer BOX, foram aplicados DNA dos 21 

isolados que confirmaram a etiologia usando os primers 759/760. 

Para a visualização dos diferentes fragmentos amplificados para cada 

isolado pela PCR com o primer BOX, foi utilizado o gel de agarose a 1,5% (Figura 6), 

e a análise de agrupamento dos 21 isolados de R. solanacearum foi efetuada por 

meio da construção de dendrograma (Figura 7).  A comparação entre os padrões de 

bandas de DNAs genômicos amplificados pelo iniciador BOX indicou diversidade na 

população com a formação de cinco grupos considerando similaridade de 0,31, 

sendo dois grupos formados cada um por um único isolado e três grupos formados 

com linhas clonais.  
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Figura 6 – Eletroforese com gel de agarose com o resultado da PCR de isolados de Ralstonia 
solanacearum utilizando o primer BOX. Ordem das amostras: 2. REN-2; 3. REN-3; 5. 
REN-5; 8. REN-8; 10. REN-10; 27. FOR-27; 28. FOR-28; 29. FB-29; 30. V-30; 34. V-34. 
39. ITA-39/1; 40. ITA-40/1; 45. PB-45; 46. PB-46; 54. PA-54; 57. PA-57; 63. PA-63; 64. 
ITA-64/1; 66. ITA-66/1; 67. ITA-67/2; 69. ITA-69/2; M. marcador 1KB (DNA Ladder – 
Ludwig). CN. controle negativo. UTFPR, Câmpus Pato Branco – PR, 2019.  

 

 

 

Figura 7 – Dendrograma obtido a partir da análise de similaridade genética de isolados de Ralstonia 
solanacearum quanto aos perfis genômicos obtidos por BOX-PCR, utilizando o 
coeficiente de similaridade Jaccard e agrupamento pelo método UPGMA. Similaridade 
média 0,31. UTFPR, Câmpus Pato Branco, 2019.  
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O grupo I é formado por seis isolados separados em dois subgrupos. 

Os isolados pertencentes ao subgrupo I (Ren_2 e For_28) apresentaram 

similaridade de 0,33. Ainda no subgrupo I a análise do dendrograma mostrou a 

formação de um grupo com três isolados (Pal_54, Pal_63, Pal_57), que são 

geneticamente iguais, e apresentam similaridade de 0,50 com o isolado Ren_2. Os 

isolados Ren_2 e Ren_8 são isolados coletados de um mesmo local de produção, e 

mesmo estando alocados em subgrupos diferentes, apresentam similaridade de 0,33.  

  Ainda com relação ao grupo I, o isolado Ren_8 pertencente ao 

subgrupo II mesmo estando separado dos demais isolados, possui similaridade de 

0,50 com For_28. Vale ainda destacar a grande similaridade de 0,67 entre o isolado 

For_28 e os isolados Pal_54, Pal_63, Pal_57. 

  O grupo II por sua vez é formado por onze isolados também separados 

em dois subgrupos. O subgrupo I, Ren_3, Ren_10, Vere_30, Ita_69_2, Vere_34, 

PB_46 e o subgrupo II, For_27, FB_29, Ita_39_1, Ita_67_2, Ita_66_1, apresentaram 

isolados geneticamente similares.  

  Ainda no grupo II, por mais que o isolado Ren_3 do subgrupo I não 

tenha nenhuma semelhança com os isolados do subgrupo que pertence, existe uma 

similaridade de 0,5 com os isolados For_27, FB_29, Ita_39_1, Ita_67_2, Ita_66_1 do 

subgrupo II. 

  O grupo III formado por apenas dois isolados, PB_45 e Ita_64_1 

ficaram alocados no mesmo grupo e apresentaram similaridade de 0,50, ou seja, 

alto grau de parentesco. 

  No grupo IV ficou alocado apenas um isolado o Ren_5, considerado 

geneticamente diferente de todos os isolados dos grupos I, II, III e V. Pertencem ao 

mesmo local de coleta dos isolados Ren_2, Ren_3, Ren_8 e Ren_10, porém 

geneticamente distintos entre si. 

  O grupo V, também formado apenas por um isolado o Ita_40_1 não 

apresentou similaridade com os isolados dos demais grupos. Pertence ao mesmo 

local de coleta dos isolados Ita_39_1, Ita_66_1, Ita_64_1, entretanto geneticamente 

diferentes entre si. 
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  Neste estudo, a análise do BOX-PCR revelou que os isolados 

coletados nos nove municípios, locados nos cinco grupos, são geograficamente 

similares mesmo pertencendo às áreas de produção diferentes. Como é o caso dos 

isolados Pal_54, Pal_63, Pal_57, coletados no município de Palmas que 

apresentaram similaridade de 0,50 com o isolado Ren_2, coletado no município de 

Renascença. São municípios geograficamente distantes (Figura 2) sendo que 

Palmas apresenta clima subtropical úmido com inverno rigoroso e Renascença 

apresenta clima tropical úmido.  

  Essa separação de isolados coletados de um mesmo local de 

produção, porém locados em grupos diferentes como mostra o dendrograma (Figura 

7), deixa claro que a bactéria R. solanacearum adapta-se facilmente a diferentes 

tipos de solo e clima, o que a torna um patógeno resistente e facilmente 

disseminado através do solo contaminado, proveniente de mudas comercializadas 

por viveiros. 

  Em um estudo Silveira et al. (2005), compararam ERIC e BOX-PCR 

para diferenciar acessos das biovares 1 e 3, somente o BOX-PCR foi capaz de 

apresentar polimorfismo entre os isolados, portanto concluíram que o BOX-PCR foi 

uma técnica eficiente para detectar a diversidade entre as biovares. Rodrigues et al. 

(2012) caracterizaram três raças diferentes e cinco biovares de diferentes culturas, 

através de ERIC e BOX-PCR, onde 41 amostras analisadas mostraram diversidade 

genética com a amplificação do BOX e ERIC. 

  Costa et al. (2007) encontraram alto grau de polimorfismo ao usarem 

apenas o oligonucleotídeo iniciador BOX para analisar a diversidade de R. 

solanacearum patogênica do tomate e outras culturas na região amazônica. O 

mesmo resultado Cruz et al. (2002) obtiveram ao analisar isolados portugueses de R. 

solanacearum. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Os isolados bacterianos coletados nas Regiões, Sudoeste do Paraná 

(Pato Branco, Francisco Beltrão, Renascença, Itapejara do Oeste, Verê, Nova Prata 

do Iguaçu, Mariópolis e Palmas), pertencem ao gênero Ralstonia, espécie R. 

solanacearum.  

O resultado obtido da PCR multiplex com o conjunto de primers Nmult 

confirmou que, os isolados do estudo pertencem ao filotipo II, de origem da América.  

A análise do BOX-PCR indicou diversidade na população dos isolados 

com a formação de cinco grupos ao nível de 0,31 de similaridade e a formação de 

linhas clonais em três grupos. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os resultados deste trabalho contribuíram para entender melhor a 

distribuição geográfica do patógeno na região, haja vista que o Brasil é um dos 

prováveis centros de origem do complexo de espécies de R. solanacearum.  

A importância do conhecimento do patógeno de outras regiões do 

Brasil por meio da identificação e caracterização molecular é necessária, pois a 

escassez de informações sobre a incidência da murcha bacteriana de outros locais 

reflete uma pesquisa segmentada e em alguns casos não representa a variabilidade 

local e/ou regional. 

Com o resultado é possível contribuir com estratégias de controle para 

o produtor rural e principalmente auxiliar em trabalhos de melhoramento genético 

para obtenção de cultivares resistentes à murcha bacteriana. 

Recomenda-se que, em trabalhos futuros, sejam avaliados isolados de 

plantas de tomate com sintomas de murcha bacteriana de outras regiões próximas, 

para obter uma maior representatividade do patógeno. 

Assim como, realizar o teste de patogenicidade dos isolados coletados 

no trabalho em cultivares de tomate suscetível e resistente a bactéria Ralstonia 

solanacearum. 
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