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RESUMO

ARRIEL, Daniele Aparecida Alvarenga, M.Sc., Univdezle Federal de Vicosa,
fevereiro de 2012Seca de ponteiros dd=ucalyptus spp. causada porErwinia
psidii no Brasil. Orientador: Acelino Couto Alfenas. Coorientadorédeiber
Quintao Furtado e Lucio Mauro da Silva Guimaraes.

A partir de 2009 vem sendo observada uma nova doemceucalipto de etiologia
bacteriana desconhecida, caracterizada por seqamteiros, murcha, lesbes em
ramos, peciolo e nervura central, acompanhado deudagdo bacteriana
macroscopica e microscopica. Até o presente armaitfade ja foi constatada em
plantios clonais de hibridos dicalyptus urophylla x E. grandis, E. grandis e em
plantios seminais dé. dunnii nos estados de Séao Paulo e Rio Grande do Suld®evi
a importancia econémica da eucaliptocultura e d@enpial de danos causados por
esta doenca na cultura este trabalho objetivoutifiam e caracterizar seu agente
etiologico. Foram obtidos 13 isolados bacterianpardir de materiais apresentando
0s sintomas no campo. Inoculacbes em mudas e émsfdlestacadas de eucalipto
comprovaram a patogenicidade dos isolados ao ptwalhnalises moleculares
usando quatrdousekeeping genes (16S rDNAgapA, recA e rpoB) assim como
testes bioquimicos confirmaram a identidade dotades como pertencentes a
espécieErwinia psidii. Este € o primeiro relato dE. psidii causando seca de

ponteiros em eucalipto no Brasil.
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ABSTRACT

ARRIEL, Daniele Aparecida Alvarenga, M.Sc., Univdezle Federal de Vigosa,
February, 2012Die-back of Eucalyptus spp. caused byErwinia psidii in Brazil
Adviser: Acelino Couto Alfenas. Co-advisers: Gleiliguintdo Furtado and Lucio
Mauro da Silva Guimaraes.

Since 2009, a new disease has been observed itygusastands. Of unknown
bacterial etiology, it is characterized by die-hagklting, lesions on branches,
petiole and midrib, accompanied by macroscopicraiwloscopic bacterial ooze. To
date, this disease has been observed in stand$omdl chybrids of Eucalyptus
urophylla x E. grandis, E. grandis and in seminal plantations & dunnii in S&o
Paulo and Rio Grande do Sul. Considering the ecanamportance of the
silviculture of eucalypts and the potential damagased by the disease, this study
aimed to identify and characterize its etiologiemig Thirteen strains were obtained
from materials presenting the symptoms in the fidtoculation of cuttings and
detached leaves proved the pathogenicity of treenstito eucalyptus. Phylogenetic
analysis of three housekeeping genes (16S rDddpA, recA andrpoB as well as
biochemical tests confirmed the identity of strams belonging to the species
Erwinia psidii. This is the first report oE. psidii causing die-back oEucalyptus
spp. in Brazil.
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1-INTRODUCAO

O eucalipto Eucalyptus spp.), nativo da Australia e ilhas proximas, é
atualmente a maior fonte de madeira e seus desvauovindos de florestas
plantadas no mundo, principalmente nas regidescaigpe subtropicais. No Brasil,
caracteristicas como adaptabilidade, crescimepidaé alta produtividade levaram
a expanséao da cultura para todas as regifes dospado que no ano de 2010 foram
produzidos cerca de 158 milhdes d€ de toras provindas de uma area de
aproximadamente 4,7 milhdes de hectares (ABRAF,1R0Apesar de todas as
vantagens gue apresenta, o emprego de genoétipascdipto em novas areas sem o
prévio conhecimento de sua resisténcia a doengagaeorecido o surgimento de
varias epidemias, cujos agentes etiologicos ermeentn-se endemicamente
presentes ou foram acidentalmente introduzidosasesgioes (Alfenas et al., 2009).

Dentre os principais fitopatégenos da eucaliptocaltdestacam-se fungos
Puccinia psidii, agente etiolégico da ferrugei@eratocystis fimbriata, causador da
murcha-de-Ceratocystis; @hrysoporthe cubensis, causador do cancro (Alfenas et
al., 2009) A ocorréncia de patdgenos bacterianos na cultuedavamente recente
sendo relatados principalmente sintomas de murabBaular causada p&alstonia
solanacearum (Sudo et al., 1983; Alfenas et al., 20@)manchas foliares causada
por Xanthomonas axonopodis (Gongalves et g1200§.

A partir de 2009, uma nova enfermidade de etiolbgieteriana desconhecida
tem sido observada, com ocorréncia esporadica,l@ntiqs deEucalyptus spp em
Séo Paulo e no Rio Grande do Sul. A doenca foi giramente constatada em
Lencois Paulista, Sdo Paulo e posteriormente enib&weaRosario do Sul, no Rio
Grande do Sul, em plantios clonais de hibridogderophylla x E. grandis e em
plantios seminais dE. grandis e E. dunni. Em determinados locais e épocas do ano
a doenca incide em quase 100% das plantas levapdala da dominancia apical e
possivel reducdo do crescimento, gerando prejyaos a cultura. Os principais
sintomas observados sdo a seca de ponteiros eseedoopeciolo e da nervura
central das folhas. Nas hastes jovens das plaatgemas vezes, podem ser
observados o escurecimento da medula e exsudag&oso@pica e microscopica
bacteriana.

Além do Brasil, a seca de ponteiros Euatalyptus spp. causada por bactérias

foi relatada na Africa do Sul, no Uruguai e na Ai®m.. Em 2002 Pantoea
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ananatis, foi identificada causando seca de ponteiros e chemn foliares em
Eucalyptus spp na Africa do Sul (Coutinho et al., 2002). Em 208%genas et al.
relataram a ocorréncia de uma bacteriose assagia€lea de ponteiros no Brasil e no
Uruguai, todavia a identificacdo do patogeno ndao réalizada. Recentemente,
Coutinho et al. (2011) identificaraBrwinia psidii causando seca de ponteiros em
Eucalyptus spp.no Uruguai e na Argentina. Segundo o0s autores,eag@doparece
estar restrita as arvores nos primeiros dois aaaddatle e, em particular, em tecidos
jovens e em franca expansao.

Devido a falta de conhecimento do agente causalodaca no Brasil e das
potenciais perdas que o patdégeno pode causar etioplaeEucalyptus spp, este
trabalho objetivou identificar a etiologia da seeaponteiros do eucalipto de origem
bacteriana por meio de analises moleculares eefiléicas usando quatro genes
housekeeping (gapA, recA, rpoB e 16S rDNA) conjuntamente com testes
bioquimicos e de patogenicidade.

2-MATERIAL E METODOS

1-Caracterizacéo sintomatoldgica da doenca, coletle amostras e obtencao das
culturas puras

A caracterizagdo sintomatolégica da doenca basemns observacdes de
campo de plantas naturalmente infectadas nos estldS&o Paulo e do Rio Grande
do Sul. Amostras de tecidos infectados foram acimatidas em sacos de papel e
levadas ao Laboratoério de Patologia Florestal (BBR®), Universidade Federal de
Vicosa, Minas Gerais, onde foram processadas. kesém esporulacdo fungica
foram submetidas ao teste de exsudacdo em gotan®obscopio de luz comum
(200 x).

Para o isolamento do patdégeno amostras de folh@snes apresentando
exsudacao bacteriana, foram lavadas com agua e sa#@0s remocdo do excesso
de 4gua em papel toalha retiraram-se das bordakesfEss fragmentos de tecidos
infectados de aproximadamente 5x5 mm. Esses fragsméoram desinfestados em
etanol 50% e a seguir em hipoclorito de sédio Ogecloro ativo. Apos 3 min 0s
fragmentos foram enxaguados em agua destiladalavdda para remover o excesso

de desinfestante. Em seguida, o tecido foi macegadsolucéo salina (NaCl 0,85%)



e a suspensao semeada em placas de Petri (9 cidnutrd) contendo meio solido
de cultura 523 (Kado & Heskett, 1970) e incuba@8 4C no escuro. Apds 24 a 48 h
as culturas puras foram repicadas para placas tiecBetendo o0 mesmo meio e
armazenadas em tubos de 1,5 mL por trés métodesrdervacao: solugcédo salina

(NaCl 0,85%), 6leo mineral e por congelamento a>@@m glicerol (50%).

2-ldentificacdo inicial dos patdgenos pela anélis#a regido parcial do gene 16S
rDNA

Com o intuito de fazer uma identificagao inicialsdsolados foi realizado o
sequenciamento da regido parcial do gene 16S rQNi2ando os oligonucleotideos
universais fd2 e rP1 (Tabela 1).

Para a extracdo do DNA gendmico, as culturas bantes, armazenadas em
glicerol (-80 °C) foram repicadas para tubos deaiensontendo o meio liquido 523
por 24 - 48 h a 28 °C no escuro. Posteriormentd. densuspenséo foi transferida
para tubos (2 mL) e as células bacterianas foranmifteyadas a 13.000 rpm durante
3 min. Em seguida, o DNA foi extraido usando o Wizard de extracdo e
purificacdo de DNA gendmico (Promega), de acordm es instrugdes fornecidas
pelo fabricante para bactérias gram negativas. @ Dbtido de cada isolado foi
quantificado e a concentracéo ajustada para 10.Hg p

As reacdes de PCR foram realizadas em um volurakdet25 pL, contendo
0,6 uM de cada um dos oligonucleotideos iniciadotesinidade de Tag DNA
polimerase (Promega), 0,2 mM de cada dexoxinudeoti{dATP, dTTP, dGTP,
dCTP) (Invitrogen), 5 X de tampéao de reacdo (Pranegy5 mM MgC4, 20 ng de
DNA e 4gua ultrapura para completar o volume dedeaPara a amplificacao
procedeu-se uma desnaturacao inicial a 94 °C pum2 seguida por 35 ciclos de
desnaturacao a 94 °C por 30 seqg, amplificacéo €5r 30 seg e elongacao a 72
°C por 2 min, sendo finalizada com uma elongac¢é® &C por 5 min.

As amplificacdes foram realizadas em termocicld&®b€-100 (MJ Research)
e os produtos da PCR separados em gel de aga#h%e 4,100 V durante 60 min.
Para determinar o tamanho dos fragmentos ampldg;afi utilizado o padrao de
peso molecular de 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogebd3 géis foram fotografados
sob luz ultravioleta pelo sistema de fotodocuméacL.PIX (Loccus
Biotecnologia). Em seguida, os fragmentos de tamasperado foram purificados
usando o Kit GFX" PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare).



O sequenciamento dos fragmentos de DNA foi readizesindo sequenciador
Megabace 1000 (GE Healthcare) utilizando-se os mgstigonucleotideos usados
para amplificacdo do DNA. As sequéncias foram amdhs e editadas usando o
Sequencer 4.5 (Gene Codes) e posteriormente cod@zat®mm outras sequéncias
disponiveis no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.yasando o programa Blastn
(Altschul et al., 1997).

Adicionalmente, as sequéncias do isolados foram peomidas com a
sequéncia dé&scherichia coli (acesso J01695 no GenBank) a fim de identificar as
assinaturas nucleotidicas dos géneros fitopatogé€mia familia Enterobacteriaceae

segundo Hauben et al. (1998).

Tabela 1 Regi6es genbmicas utilizadas nas analises malesucom os respectivos
oligonucleotideose funcdes.

Gene Primers (5’- 3") Funcéo Referéncia
A gaplf (tgaaatatgactccactca cgg) Codifica a enzima gliceraldeie®fosfato desidrogenase, Brown et al.
gap gaplr (tagaggacgggatgatgttctg) componente essencial da glicélise. (2000)
Esta associado a RNA polimerase e recombinasews u
recal (ggtaaagggtctatcatgcg) p . ) > -« Waleron et al.
recA proteina multifuncional envolvida na recombinagéo
reca2c (ccttcaccatacataatttgga) homéloga, reparo do DNA e da resposta SOS (2002)
rpoB rpof (aaccagtccgegtiggecty) Cadificador dg subunidade da enzima RNA polimerase. Br?zdgo%t) al.

rpor (cctgaa caacacgct cgga)

Weisburg et
al. (1991)

fd2 (agagtttgatcatggctcag)

16S rpl (acggttaccttgttacgactt)

Codifica a regido 16S do RNA ribossomal

3-Testes de patogenicidade em mudas e folhas deat#as de eucalipto

Os isolados obtidos foram avaliados quanto a patoigade em mudas de
eucalipto mantidas em casa de vegetacéo e em fidistescadas.

Para a inoculacdo em mudas foram utilizadas plax@asaproximadamente
30 dias de transplantio do clone 60&Ldalyptus urophylla x E. grandis), escolhido
por se mostrar suscetivel a doenca no campo. @sl@ésobacterianos, armazenados
em glicerol (-80 °C) foram cultivados em placasP@¢ri, contendo o meio soélido 523
por 24 h a 28 °C no escuro. Previamente a inocolém@m feitos ferimentos com
uma agulha hipodérmica nas folhas e peciolos. HJuid® depositou-se sobre os
ferimentos uma massa bacteriana contida na pontandpalito de dente. Apds a
inoculacdo, as plantas foram mantidas em camaraaipor 72 h, a qual foi
constituida por uma armacdo de bambu envolta posagco plastico transparente

cujas paredes eram borrifadas com agua. As mudas favaliadas diariamente até



30 dias apo6s a inoculagdo. Mudas que receberamdégtitada autoclavada sobre os
ferimentos, mantidas nas mesmas condi¢Oes, sendmano testemunhas. Foram
inoculadas 2 mudas por isolado em delineamentoantente casualizado.

A fim de determinar um método rapido de avaliacagpdtogenicidade, 0s
isolados bacterianos foram também inoculados efmagoldestacadas do mesmo
clone. Para isso, caixas plasticas transparentegpadserbox foram forrados com
papel filtro e tela de néilon de modo a formar ug@mara Umida. Foram
acondicionadas trés folhas por caixa as quais rdwanth no peciolo um algodéao
embebido com agua destilada autoclavada (FiguraAfignas um isolado foi
inoculado em cada caixa, sendo cada folha umaigépettotalizando assim 3
repeticbes por isolado. O experimento foi realizado delineamento de blocos ao
acaso, sendo cada caixa Gerbox considerado um .bkmwmo cada folha foram
depositadas 50 pL de suspenséo bacteriana em cddagaa (NaCl 0,85%) cuja
concentracdo era de aproximadamenté UBC mL* (O.Dssonn=1,15; Anexo 1)
obtida por meio de culturas cultivadas em meiadsdii23 a 28 °C no escuro por 24
h. As folhas inoculadas foram incubadas em camara&rdscimento a 28 °C e
avaliou-se diariamente a presenca da doenca. Faoldasucalipto tratadas com
solugédo salina (NaCl 0,85%) e o isolado tipo IBSBBS de Erwinia psidii

(Rodrigues Neto et al., 1987) foram usadas com@eoadores.

4-Teste de especificidade do hospedeiro

Um dos isolados bacterianos Hacalyptus (C12 — Tabela 2) foi utilizado
para avaliar sua patogenicidade em goiabeRsdium guajava) nas variedades
Paluma e Pedro Sato, enquanto o isolado tipo IB8B% de Erwinia psidii,
proveniente da goiabeira, foi utilizado para avadigpatogenicidade no eucalipto.
Para tal, foi utilizado o procedimento de inocutagn folhas destacadas como
descrito no item 3.



Figura l. Caixa plastica do tipo gerbox contendo as folldas clone 6061
(Eucalyptus urophylla x E. grandis) destacadas para o teste de
patogenicidade.

5-Analises filogenéticas

As andlises filogenéticas foram realizadas utilitatiés genelousekeeping:
gapA, recA erpoB (Tabela 1). As quantidades de reagentes utilizadd3CR foram
as mesmas descritas para o gene 16S rDNA. Assiro oonteste de patogenicidade
em folha destacada, o isolado tipo Bepsidii IBSBF 435 foi incluido nessas
analises.

Para o genagapA a reacdo foi conduzida sobre as seguintes corglicoe
desnaturacao inicial a 94 °C por 5 min, seguida3paciclos de amplificacédo a 94 °C
por 1 min, 52 °C por 1 min e 72 °C por 1 min e &@,sfinalizando com uma
desnaturacdo a 72 °C por 5 min. Para o geo®&, a reacdo de PCR consistiu em
uma desnaturacéo inicial a 95 °C por 3 min, segpade35 ciclos de desnaturacdo a
95 °C por 1 min, anelamento a 52 °C por 1 min eresdo a 72 °C por 1 min e uma
extensao final a 72 °C por 5 min. Para o gguB a reacao foi realizada com uma
etapa de desnaturacao a 95 °C por 5 min, 3 cie@ednaturacéo a 95 °C por 1 min,
anelamento a 60 °C por 2 min e 15 seg e elonga¢éd & por 1min e 15 seg,

seguidos por 30 ciclos de desnaturacdo a 95 °G¥peeg, anelamento a 60 °C por 1



min e 15 seg e elongagéo a 72 °C por 1 min e 1s@®g7 min de elongacéo final a
72 °C.

As amplificacdes foram realizadas no termocicld@®€-100 (MJ Research)
e os produtos da PCR foram separados em gel desagh®t % a 100 V durante 60
min. Para determinar o tamanho dos fragmentos aoaglos, foi utilizado o padrao
de peso molecular de 1 Kb Plus DNA Ladder (Inviemg Os géis foram
fotografados sob luz ultravioleta pelo sistema @tedocumentacéo L.PIX (Loccus
Biotecnologia). Em seguida, os fragmentos de tamasperado foram purificados
usando o Kit GFX" PCR DNA and Gel Band Purification Kit, (GE Healihe).

O sequenciamento dos fragmentos de DNA foi readizesindo sequenciador
Megabace 1000 (GE Healthcare) e os oligonucleatidesados para amplificacdo do
DNA foram os mesmos usados no sequenciamento. pgseias foram analisadas
e editadas usando o Sequencer 4.5 (Gene Codesjezipanente alinhadas usando
o Clustal W v.1.5 (Thompson et al., 1992) seguidoaflistes manuais no software
MEGA 5.00 (Tamura et al., 2011), quando necess&amno 0S genegapA, recA e
rpoB sdo todos codificadores de proteina, foi verificae a insercao dgaps no
alinhamento néo alterou a codificacédo da proteéha @digo genético.

Para as andlises filogenéticas, além dos isoldoidos neste trabalho, foram
escolhidas no GenBank sequéncias de DNA dos gegapA, recA e rpoB
pertencentes a outras espécies patogénicas daafdinierobacteriaceae (géneros
Brenneria, Dickeya, Enterobacter, Erwinia, Pantoea e Pectobacterium). Foram
utilizadas 36, 35 e 39 sequéncias de isolados ledooho GenBank para os genes
gapA, recA e rpoB respectivamente (Anexos 2, 3, 4). Ap0s uma avadiagicial,
novas arvores foram construidas somente com asiesgguie se mostraram mais
proximas na analise inicial, ou pertencentes aem@drwinia.

Os métodos da Maxima Parsimonia (MP) e InferéneigeBiana (BA) foram
utilizados para construir as arvores filogenétidasalizou-se também a andlise
concatenada dos gengapA, recA e rpoB. A andlise de Maxima Parsimonia foi
realizada no programa PAUP* 4.0b10 (Swofford, 20@8)o método de busca
heuristica usando o algoritmo TBRrée Bissection Reconection) para troca de
ramos. As sequéncias foram adicionadas pelo métedepwise de forma aleatoria
com 100 repeticbes. A estabilidade do ramos fafizada com umbootstrap com
1000 repeticbes. A Inferéncia Bayesiana foi redhbzautilizando o programa

MrBayes 3.1.2 Bayesian Inference of Phylogeny) (Ronquist & Huelsenbeck, 2003).



O modelo de substituicdo foi escolhido com basecrii@rio de informacéo de
Akaike (AIC) do MrModelTest 3.2 (Nylander, 2004). gkobabilidade gosteriori

na distribuicdo de arvores foi criada usando algaiMCMC Metropolis-coupled
Markov Chain Mont Carlo) de duas cadeias iniciadas a partir de uma araore
acaso, com 10 milhdes de geracOes executadas, slmsdartadas as 25% das
primeiras arvores. A convergéncia do MCMC e o tamaefetivo da amostra foram
checados usando o programa Tracer 1.4 (Rambauu&mond, 2007). As arvores
filogenéticas foram visualizadas e editadas no narog FigTree 1.3.1.
(http://tree.bio.ac.uk/softwaye

6- Testes bioquimicos

Os testes bioquimicos realizados foram o0s minimesessarios para
identificar E. psidii segundo Marques et al. (2007) e constituiram-segrden,
oxidagdo e fermentacéo de carboidratos (OF), c#alaease, redugcao de nitrato a
nitrito, degradacdo de pectato, motilidade, produté acido a partir de manitol e
rafinose e reacdo de hipersensibilidade (HR). Gdeforam conduzidos segundo
Schaad (2001). A reacédo de hipersensibilidade dalizada em folhas de tabaco
(Nicotiana tabacum), onde uma suspensdo de inoculo, como a descrita nas
inoculacdes em folha destacada, foi injetada rfeafotom o auxilio de uma seringa.
De 24 a 48 horas ap0s a inoculacdo avaliou-sesemga de HR. Folhas injetadas

com solucao salina (NaCl 0,85%) serviram como testdas.

3-RESULTADOS

1-Caracterizacdo sintomatolégica da doenca, coletle amostras e obtencéo das
culturas puras

Em geral, os sintomas da doenca caracterizam-sseggar de ponteiros nos
ramos jovens das plantas. Inicialmente observarsartoxeamento do peciolo e das
nervuras cujas folhas posteriormente murcham ensed®ddanchas de aspecto
encharcado adjacentes a nervura central das fdha#dsem foram observadas. Nos
ramos jovens de algumas plantas observou-se ex@udaacroscopica de pus
bacteriano e escurecimento do tecido xilematicguiei 2A, B, C, D, E). Em

laboratorio, comumente pbéde ser observada exsudbgéieriana em gota sob



microscoépio de luz (200X) a partir de tecidos apnésndo os sintomas da doenca.
Em condi¢cdes de campo, a enfermidade foi obsermsadhibridos dé. urophylla x
E. grandis, E. grandis e E. dunnii. Talh6es com materiais suscetiveis apresentaram a
maioria das plantas infectadas.

Foram obtidas 13 culturas puras a partir de tecagplantas infectadas.
Dessas, doze sdo provenientes do Rio Grande do8o& de Sao Paulo (Tabela 2).

2- ldentificacéo inicial dos patogenos pela analis#a regidao parcial do gene 16S
rDNA

As sequéncias parciais do gene 16S rDNA apresemtaesica de 1300 pb
para cada isolado. A comparacdo dessas sequérariasowtras disponiveis no
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) usando o peoga Blastn indicou valores
de identidade superiores a 98% para os 13 isoladdislos com a bactéria
fitopatogéncigrwinia psidii (Tabela 2).

As sequéncias do gene 16S rDNA dos isolados estadéiieram as
assinaturas nucleotidicas idénticas aquelas desqritr Hauben et al., (1998) para o
géneroErwinia que sao (A, A, C, G, G, C, G, G, G, C, G, C, & G nas posicoes
408, 595, 599, 639, 646, 839, 847, 987, 988, 9896,11217, 1218, 1308 e 1329, de
acordo com a sequéncia do gene 16S rDNAsbberichia coli (nimero de acesso
no GenBank: J01695). Assim como observado por Gedal. (2006), em estudo
com espécies do géndfowinia, uma mudancga foi observada para as posi¢oes 594 e

598 as quais apresentaram as bases A e C.

3-Testes de Patogenicidade em mudas e folhas deatias de eucalipto

Os sintomas iniciais foram observados seis diass apdinoculacdo e
caracterizavam-se pelo escurecimento da nervuraatemorte das brotacdes e
lesbes necroticas adjacentes a nervura centralirgFig) A, B, C e D). As plantas
testemunhas ndo apresentaram os sintomas descambactérias foram reisoladas
das plantas infectadas cumprindo o postulado dé&.Koc

Em folhas destacadas os primeiros sintomas forasereddos aos trés dias
posteriores a inoculacdo sendo que aos sete dias tas folhas apresentavam
sintomas da enfermidade que consistiram em esougatd da nervura central que
progressivamente expandiu para as nervuras adgscemtresultou em lesdes

encharcadas do tipo anasarca (Figura 4 A e B). rArmios tecidos infectados a



bactéria foi reisolada. Folhas tratadas apenas cmiugdo salina ndo apresentaram
0s sintomas da doenca.

4- Teste de especificidade do hospedeiro

Os isolados d&. psidii C12 e IBSBF 435 foram mutuamente patogénicos ao
clone 6061 eucalipto e as variedades Paluma e Badocde goiabeira. (Figura5 A e
B). Estes resultados sugerem a inexisténcia decifismiade de hospedeiros para

esta espécie.
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Figura 2. Sintomas da seca de ponteiros do eucalipto caysadErwinia psidii. A-
Mancha de aspecto encharcado, lesdo do ramo eelaroento da nervura
afetada; B- secamento de folhas e ramos; C- esogeto da medula; D-

exsudacao macroscopica ; E- plantio afetado.
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Tabela 2 Identificacédo preliminar dos isolados bacteriagsisidados neste trabalho a partir da comparacéeqdg&ncia do gene 16S rDNA
com sequéncias depositadas no GenBank e informacéesa da coleta, hospedeiro, local e coletor.

Espécie identificada €% de
dentidade pela comparacgéo

Isolado do 16S rDNA usando o Espécie hospedeira Local de coleta Tecido Coletor Isolamento
programa Blastn*

A2 Erwinia psidii (100%) E. urophylla x E. grandis Rosario do Sul- RS ramo Acelino C. Alfenas  NatRlidronseca e Ramon U. Teixeira
A6 Erwinia psidii (99%) E. urophylla x E. grandis Rosario do Sul- RS ramo Acelino C. Alfenas  NatRlidronseca e Ramon U. Teixeira
Al6 Erwinia psidii (99%) E. urophylla x E. grandis Rosario do Sul- RS ramo Acelino C. Alfenas NatRlidronseca e Ramon U. Teixeira
C7 Erwinia psidii (99%) E. dunnii Guaiba- RS ramo Acelino C. Alfenas  Natalia R. FoaseRamon U. Teixeira
C8 Erwinia psidii (99%) E. dunnii Guaiba- RS folha (nervura)  Acelino C. Alfenas Nat&. Fonseca e Ramon U. Teixeira
C10 Erwinia psidii (99%) E. dunnii Guaiba- RS folha (nervura)  Acelino C. Alfenas Nat&. Fonseca e Ramon U. Teixeira
Cl1 Erwinia psidii (99%) E. dunnii Guaiba- RS folha (nervura)  Acelino C. Alfenas Nat&. Fonseca e Ramon U. Teixeira
C12 Erwinia psidii (99%) E. dunnii Guaiba- RS caule Acelino C. Alfenas Natalia R. leEoase Ramon U. Teixeira
G4 Erwinia psidii (98%) E. urophylla x E. grandis Guaiba- RS peciolo Acelino C. Alfenas  Natdlia Rngera e Ramon U. Teixeira
G6 Erwinia psidii (99%) E. urophylla x E. grandis Guaiba- RS folha Acelino C. Alfenas  Natdlia R. §&ra e Ramon U. Teixeira
LW5 Erwinia psidii (99%) E. grandis Lengois Paulista- SP folha Acelino C. Alfenas  NatR. Fonseca e Ramon U. Teixeira
M24 Erwinia psidii (99%) E. dunnii Rosério do Sul- RS caule Acelino C. Alfenas Nat&li Fonseca e Ramon U. Teixeira
M26 Erwinia psidii (99%) E. dunnii Rosério do Sul- RS peciolo Acelino C. Alfenas NatR. Fonseca e Ramon U. Teixeira

*Todas as comparagdes realizadas usando o progiasta Bpresentaram um E-value = 0.
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Figura 3. Sintomas em mudas suscetivelrainia psidii do clone 6061Hucalyptus
urophylla x E. grandis) com 30 dias de transplantio. A- Escurecimento da
nervura central; B- necroses adjacentes a nenamiaat (visao abaxial), C-
morte das brotacdes; D- necroses adjacentes araepentral (visdo

adaxial).

A B
Figura 4. Sintomas em folhas destacadas do clone 6B@dakyptus urophylla x E.

grandis). A- Escurecimento inicial da nervura central; Becrose da
nervura central, secundéria e lesdo do tipo arasartecido foliar.
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Figura 5. Teste de especificidade do hospedeiro. A- Ingédam folhas destacadas
de goiabaRsidium guajava) variedade Pedro Sato usando o isolado C12
proveniente de eucalipto. B-inoculagdo em folhastaddas do clone
6061 Eucalyptus urophylla x E. grandis) usando o isolado tipo de
Erwinia psidii IBSBF 435 obtido de goiaba.

5-Analises filogenéticas

Foram obtidas sequéncias parciais de aproximadam&d, 720 e 790 pares
de base (pb) para os gengapA, recA, rpoB, respectivament@ara os isolados
estudados, assim como para o isolado tipB.gsidii ( IBSBF 435). Entretanto, para
os estudos de filogenia foram comparados 377, F3&7epb, respectivamente, para
0S genes acima citados. O comprimento total dohafivento para a arvore
concatenada com os gerpA, recA erpoB foi de 1331 pb.

O numero de sitios informativos para a parcimoniadeé 171 ¢apA), 196
(recA), 87 (poB), e 245(arvore concatenada). O numero de sitios constéuitee
170 @apA), 300 fecA), 419 ¢poB) e 932 (arvore concatenada) e o numero de sitios
variaveis e informativos para a parcimoénia foi ée(@pA), 36 fecA), 61 fpoB), e
154 (arvore concatenada). O melhor modelo evolucion&&becionado pelo
MrModeltest 2.3 para Analise Bayesiana pelo AlGsirascomo seus parametros,
para cada gene na analise individual e na andiseatenada esta descrito na Tabela
3.

As arvores filogenéticas para os genes estudadaodreore concatenada dos

genes tanto pela Andlise Bayesiana (Figuras 6,, B) &juanto pelo método de
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Méaxima Parcimbnia (dados ndo mostrados), mostravam agrupamento dos
isolados deste trabalho com o isolado tipoEdeinia psidii (IBSBF 435) e com
outros isolados dessa espécie depositados no GenlBase agrupamento foi
sustentado por ramos com altos valorebatestrap e probabilidadgosteriori (100

e maior que 0,9, respectivamente). Nos anexo®2} 8stdo apresentadas as arvores
filogenéticas construidas pelo método Bayesiantéeoolo os isolados obtidos neste

trabalho com outras espécies de géneros proximfzsiba Enterobacteriaceae.

Tabela 3 Modelos selecionados pelo MrModel 2.3 para AealBayesiana pelo

AlC.
Andlise individual de cada gene*

Gene Modelo [+G

gapA SYM+G -; 0.4265
recA SYM+I+G 0.5632; 0.7763
rpoB SYM+I+G 0.5623; 0.6670

Arvore concatenada

gapA SYM+G -; 0.3903
RecA SYM+I+G 0.5453; 0.8486
rpoB SYM+I+G 0.5454; 0.7614

*Algumas sequéncias usadas na andlise individuainfaiiferentes das usadas na arvore concatenadeguara
gene. ** |=Proporgao se Sitios Invariaveis; G= CgiiteGama.

6-Testes bioquimicos

Todos isolados obtidos, assim como o isolado tp&.dosidii (IBSBF 435)
apresentaram KOH positiva, 0 que os classifica cagraom negativos, reacao
positiva para o teste de OF (oxidacdo e fermentdedoarboidratos), sendo entéao
anaerodbicos facultativos e catalase positiva. Siedale urease, reacao de reducéo de
nitrato a nitrito e o teste de degradacgéo de peafatesentaram resultados negativos.
Os testes de motilidade e HR foram positivos, exceteste de HR para o isolado
IBSBF 435. Acido foi produzido a partir do carbaitir manitol, mas néo a partir de
rafinose (Tabela 4). De acordo com os testes eraposgos isolados obtidos neste

estudo sa&. psidii.
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Figura 6. Arvore filogenética construida para as sequénaiagemhegapA pelo método de Inferéncia Bayesiana. Os valorgsraleabilidade
posteriori estdo indicados no ramdectobacterium cypripedi foi usada comautgroup. A identificagdo do isolado e o numero de
acesso no GenBank (entre parénteses) estdo indiéafiilente do nome da espécie. As barras indickiacao de substituicdo por

sitio. Em vermelho estdo destacados os isolad&svdeia psidii estudados por este trabalho e os obtidos do GenBank
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Figura 7. Arvore filogenética construida para as sequénaagemerecA pelo método de Inferéncia Bayesiana. Os valoregroleabilidade
posteriori estdo indicados no ramdectobacterium cypripedi foi usada comamutgroup. A identificacdo do isolado e o numero de
acesso no GenBank (entre parénteses) estdo indiéaftente do nome da espécie. As barras indic&iacao de substituicdo por

sitio. Em vermelho estdo destacados os isolad&svdeia psidii estudados por este trabalho e os obtidos do GenBank
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Figura 8. Arvore filogenética construida para as sequénaagetherpoB pelo método de Inferéncia Bayesiana . Os valoegsrdbabilidade
posteriori estdo indicados no ramdectobacterium atrosepticum foi usada comautgroup.A identificacdo do isolado e 0 nimero
de acesso no GenBank (entre parénteses) estdadodia frente do nome da espécie. As barras indiclkatédo de substituicdo
por sitio. Em vermelho estdo destacados os isoldelBsvinia psidii estudados por este trabalho e os obtidos do GenBank
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Figura 10. Arvore filogenética com os gengapA, recA e rpoB concatenados construida pelo método de Infer@wayasiana. Os valores de
probabilidadeposteriori estdo indicados nos ramdectobacterium carotovorum subsp carotovorum foi usada comamutgroup. A
identificacdo do isolado e o nUmero de acesso mB&wk estdo indicados no Apéndice 5. As barrasamdia fragdo de substituicdo
por sitio. Em vermelho estdo destacados os isoldelésninia psidii estudados por este trabalho juntamente com o dilaol
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Tabela 4 Testes bioquimicos para confirmacdo da identiddds isolados
bacterianos como sendo da espétiginia psidii.

Isolado KOH OF Catalase Urease Regl;gao Ddegradagéo Motilidade HR [;A;t?rodz ;gcrlt?rodz
Nitrato e Pectato Manitol Rafinose
A2 - + + - - - + + + -
A6 - + + - - - + + + -
Al6 - + + - - - + + + -
Cc7 - + + - - - + + + -
G4 - + + - - - + + + -
G6 - + + - - - + + + -
C8 - + + - - - + + + -
C10 - + + - - - + + + -
Cl1 - + + - - - + + + -
C12 - + + - - - + + + -
M24 - + + - - - + + + -
M26 - + + - - - + + + -
LW5 - + + - - - + + + -
435* - + + - - - + - + -

* Espécie TipdErwinia psidii isolado IBSBF 435 (Rodrigues Neto et al., 1987).

4-DISCUSSAO

Este é o primeiro relato derwinia psidii como agente etiolégico da seca de
ponteiros doEucalyptus spp. no Brasil. A doenca foi relatada recentemerntte
Uruguai e na Argentina (Coutinho et al., 2011) danfios jovens dé&. grandis, E.
dunnii, E. globulus e E. maindenii. A identificacdo do patdgeno foi realizada
inicialmente pela comparacdo da sequéncia par@algehe 16S rDNA de 13
isolados, obtidos de plantas com sintomas da dp@&oga sequéncias de espécies
bacterianas disponiveis no GenBank. O resultadocforoborado pela analise
filogenética, tanto pelo Método de Maxima Parcimbguanto pelo método de
Inferéncia Bayesiana, de sequéncias parciais dossgg@pA, recA e rpoB e,
também, por testes bioquimicos. Ademais, a repamdes sintomas da doenca em
plantas jovens e em folhas destacadasta®lyptus (clone 6061) confirmou a
patogenicidade de. psidii ao eucalipto. O método de inoculacdo por folhdadesla
mostrou-se eficiente, rapido, pratico e permitiuianacontrole das condicdes

ambientais.
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Nas arvores filogenéticas, o agrupamento dos igslalitidos por este trabalho
com outros isolados dE. psidii, inclusive com o isolado tipo (IBSBF 435), foi
suportado por altos valores Heotstrap e probabilidadgosteriori, 0 que se repetiu
na analise concatenada dos genes. Uma pequenenddefoi identificada entre os
isolados deE. psidii deP. guajava e deEucalyptus spp. para 0s gengspA erecA.
Porém, devido ao curto tamanho de ramo, e aos daiatores debootstrap e
probabilidadeposteriori, essa diferenca nao indicou que se tratavam déciesp
diferentes. Além disso, as analises filogenétiddizando o genepoB e os genes
concatenados néo suportou essa diferenca entreolaslos deE. psidii para os
diferentes hospedeiros.

Os genesgapA, recA, rpoB e 16S rDNA utilizados neste estudo para
identificacdo deE. psidii vem sendo utilizados em outros trabalhos envolvead
familia Enterobacteriaceae (Lawrence et al.,199dnB et al., 2000; Geider et al.,
2006 e 2009; Waleron et al., 2002; Brady et &l08e 2009; Coutinho et al.; 2011).
De acordo com a analise filogenétice, mallotivora foi uma das espécies
filogeneticamentemais proxima aos isolados deste trabalho, porémipagrse
separadamente e também em ramos bem sustentado®s@o ocorreu para a
espéciek. tracheiphila para os genegoB e gapA e para andlise concatenada dos
genes A proximidade filogenética d&. tracheiphila com E. psidii ja havia sido
relatada em estudos anteriores (Geider et al, 20809, Naum et al. 2010). Ja a
bactériaPantoea ananatis, igualmente patogénica ducalyptus spp. (Coutinho et
al., 2002), mostrou-se filogeneticamente distantesdlados aqui estudados.

Os testes bioquimicos apresentaram resultados tiv@igapara identificacao
dos isolados comé&. psidii, corroborando a identificacdo pelo gene 16s rDNA e
pelas andlises filogenéticas. O teste de HR, degmor Marques et al. (2007) como
negativo pard&. psidii foi positivo para todos as isolados estudadoseresbalho.
Apesar de apresentar resultado contraditorio, ess@tado € compativel com o
descrito por Coutinho et al. (2011) pdtapsidii de Eucalyptus spp. Além disso,
Romeiro (2001) ressalta que espécies Hiainia apresentam comportamento
erratico, algumas vezes induzindo HR tipica e algirezes comportando-se como
saprofitas deixando de incitar qualquer sintomévels

A ocorréncia de doencas de etiologia bacteriana Eemalyptus spp. €
relativamente recente, destacando-se, principagmaninurcha vascular causada por

Ralstonia solanacearum (Sudo et al. 1983) e a mancha foliar causada por
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Xanthomonas axonopodis, Pseudomonas cichorri e para bactérias ndo identificadas
da familia Rhizobiaceae (Gongalves et al. 2008)éip mesmo consideradas
recentes a ocorréncia de doencas bacterianas tadolea grandes perdas na
eucaliptocultura. (Alfenas et al., 2006 e 2009)déntificacdo da seca de ponteiros
incitada porE. psidii exemplifica mais uma potencial doenca, causaddactéria,
como fator limitante a eucaliptocultura, como oeocatualmente para o cultivo da
goiabeira em alguns estados brasileiros (Marquak,2007).

A ocorréncia deE. psidii em Eucalyptus spp foi provavelmente favorecida
tanto pela expansdo da doenca em goiabeira paasgagides do pais, quanto pela
expansdo da eucaliptocultura e introducdo de nespgciesErwinia psidii foi
descrita pela primeira vez causando seca de posite goiaba (Rodrigues Neto et
al., 1987) no estado de Sao Paulo e nos anos ipossefoi identificada ocasionando
a mesma doenca em diversas outras regidées dogmagsesn Minas Gerais (Romeiro
et al, 1993), Espirito Santo (Oliveira et al., 200Rarana (Coelho et al., 2002) e
Distrito Federal (Uesugi et al., 2001). Por sua, \werucalipto hoje € cultivado na
maioria dos estados do Brasil, onde a cada anosnowateriais geneéticos sao
desenvolvidos e introduzidos nessas regides.

Estudos sobre a diversidade de isolado&.dasidii coletados de diferentes
regides do Brasibaseados em analises de REP, ERIC e BOX-PCR indjoaneste
patogeno apresenta baixa variabilidade genéticxdifa et al., 2009). Entretanto,
com a descoberta da doenca Euncalyptus spp., estudos adicionais sdo necessarios
para avaliar a diversidade genética do patégenmhendo isolados de ambos os
hospedeiros.

Rodrigues Neto et al. (1987) ao descreverEmpsidii em goiabeira
realizaram testes de patogenicidade em outras iespge Myrtaceas, dentre elas
Corymbia citriodora e E. saligna. Nesses testeg, psidii foi capaz de infectar, além
de goiaba, aracaPg¢idium cattleianum), jambo-vermelho Kugenia jambolana) e
melaleucal¥lelaleuca viridiflora). Entretanto, ndo foi patogénic&acitriodora e E.
saligna. Aparentemente, a patogenicidadeElegsidii a Eucalyptus spp. esta mais
relacionada a introducdo de novas espécies e bshrith que a uma especiacao do
patégeno, uma vez que ambos os isolado tigé. geidii IBSBF 435 de goiabeira e
C12 de eucalipto foram mutuamente patogénicos @&s espécies hospedeiras. Neste
trabalho, além do clone 6061 (hibrio grandis x E. urophylla), a doenca foi

observada em plantios clonais Hegrandis e seminais d€&. dunnii. J& Coutinho et
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al. (2011) observaram a doenca em plantios.dgandis, E. dunnii, E. globulus e E.
maindenii. Assim, como as espécies inoculadas por Rodriflete et al. (1987)
tratavam-se de espécies diferentes das que foraerwaldlas com os sintomas de
seca de ponteiros, essas podem ser fontes dé€nesastE. psidii.

Em goiaba as principais medidas de controle recdadas para &. psidii
sdo o corte e a destruicdo dos ramos atacadoslen@tatos de resisténcia genética
a doenca (Marques et al., 2007). Entretanto, enalipte medidas de controle
semelhantes tornam-se inviaveis em virtude dasnsage areas cultivadas e
principalmente em virtude do porte da planta. Camacorréncia dé&. psidii em
eucalipto é recente, ndo ha dados disponiveis stdmmes econémicos ou do real
potencial do patégeno para a cultura. Dessa foroe/e-se realizar um
acompanhamento de novos focos da doenca e, naeagandes perdas, estabelecer
técnicas moleculares visando a identificacdo rapidgpatégeno e programas de
melhoramento genético para o desenvolvimento deesloesistentes, uma vez que

no campo, essa é a melhor forma de controle de;dedlorestais.

5-CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho permitem concluir que:

1 - A seca de ponteiros estudada neste traballaosada poE. psidii e constitui o

primeiro relato da doenca no Brasil;

2 - Isolados do patdgeno de eucaliptos e goialh@isan mutuamente patogénicos a
ambos os hospedeiros;

3 - As inoculagbes em mudas e em folhas destacapi@sentaram resultados

semelhantes, sendo que o segundo foi mais rapmtioiente.

23



6-REFERENCIAS

ABRAF. Associagdo Brasileira de Produtores de Blae Plantadas. Anuario
estatistico da ABRAF 2011. Ano base 2010/ ABRABrasilia, 2010.130 p.
Acessado em 19/11/2011

Alfenas AC, Zauza EAV, Mafia RG, Assis TF (2009)o@hgem e Doencas do
Eucalipto. 22 ed. UFV, Vigcosa, MG

Alfenas AC, Mafia RG, Sartério RC, Binoti DHB, SAWRR, Lau D, Vanetti CA
(2006) Ralstonia solanacearum em viveiros clonais de eucalipto no Brasil.
Fitopatol Bras 31:357-366

Altschul SF, Madden TL, Schaffer AA, Zhang J, ZhefigMiller W, Lipman DJ
(1997), Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new genernatad protein
database search programs". Nucleic Acids Res 29:3382

Brady CL, Cleenwerck I, Venter SN, Vancanneyt M,if8ys J, Coutinho TA (2008)
Phylogeny and identification oPantoea species associated with plants,
humans and the natural environment based on nuuSleequence analysis
(MLSA). Syst Appl Microbiol 31:447-460

Brady CL, Venter SN, Cleenwerck I, Engelbeen K, \ies P, Wingfield MJ,
Telechea N, Coutinho TA (2009) Isolation Biterobacter cowanii from
Eucalyptus showing symptoms of bacterial blight aneback in Uruguay.
Lett Appl Microbiol 49:461-465

Brown EW, Davis RM, Gouk C, Van der Zwet T (200Bhylogenetic relationships
of necrogenicErwinia andBrenneria species as revealed by glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase gene sequences. InttJE8gs Microbiol
50:2057-2068

Coelho MVS, Mendes AP, Marques ASA (2002) Seca mmseiros da goiabeira
causada poErwinia psidii: levantamento e caracterizacdo. Brasilia: Embrapa
— SPI, 8p. (Comunicado Técnico, 59)

Coutinho TA, Brady CL, Van der Vaart M, Venter SNelechea N, Rolfo M, Perez
C, Wingfiel MJ (2011) A new shoot and stem diseafsEucalyptus species
caused by¥rwinia psidii. Australasian Plant Pathol 40: 55-60

24



Coutinho TA, Preisig O, Mergaert J, Cnockaert MQedel K-H, Swings J,
Wingfield MJ (2002) Bacterial blight and dieback Béicalyptus species,
hybrids, and clones in South Africa. Plant Dis 86:25

Geider K, Auling G, DU Z, Jakovljevic V, Jock S, Méch B (2006)Erwinia
tasmaniensis sp nov, a non-phytopathogenic bacterium from appie pear
trees. Int J Syst Evol Microbiol 53: 2937-2943

Geider K, Auling G, Jakovljevic V, Vélksch B (2008)polyphasic approach assigns
the pathogeni&rwinia strains from diseased pear trees in Japderionia
pyrifoliae. Lett Appl Microbiol 48:324-330

Gongalves RC, Lau D, Oliveira JR, Maffia LA, CastmdCM, Alfenas AC (2008)
Etiology of bacterial leaf blight of eucalyptus Brazil. Trop Plant Pathol
33:180-188

Hauben L, Moore ER, Vauterin L, Steenackers M, MergJ, Verdonck L, Swings J
(1998) Phylogenetic  position of phytopathogens wmith the
Enterobacteriaceae Syst Appl Microbiol 21:384-397

Kado CI, Heskett MG (1970) Selective media for asioin of Agrobacterium,
Corynebacterium, Erwinia, Pseudomonas, and Xathomonas. Phytopathology
60: 969-976

Lawrence JG, Ochman H, Hartl DL (1991) Moleculad avolutionary relationships
among enteric bacteria. J Gen Microbiol 137: 199241

Marques ASA, Coelho MVS, Ferreira MASV, DamasceR& JMendes AP, Vieira
TM (2007) Seca dos ponteiros da goiabeira causad@rpinia psidii: niveis
de incidéncia e aspectos epidemioldgicos. Rev Brnatsc 29:488-493

Nylander JAA (2004) MrModeltest Version 2. Prograiistributed by the author.
Evolutionary Biology Centre, Uppsala University

Oliveira JR, Ventura JA, Silva IT, Costa H (2000ra@réncia da bacteriose da
goiabeira, causada parwinia psidii, no estado do Espirito Santo. Fitopatol.
Bras. 25: 328

Rambaut A, Drummond A J (2007) Tracer v1.4., hibedst.bio.ed.ac.uk/Tracer

Rodrigues Neto J, Robbs CF, Yamashiro T (1987) Atdveal disease of guava
(Psidium guajava) caused byErwinia psidii sp. nov. Fitopatol Bras 12:345—
350

Romeiro RS (2001) Métodos em bacteriologia de pRrtlFV, Vicosa, Brasil

25



Romeiro RS, Moraes RMA, Oliveira JR, Couto FAA, Bede ST (1993) Uma
enfermidade da goiabeira de etiologia bacterianastado de Minas Gerais,
Brasil. Fitopatol Bras 18: 283

Ronquist F, Huelsenbeck JP (2003) MrBayes Versidr23Bayesian phylogenetic
inference under mixed models. Bioinformatics 1928574

Schaad NW, Jones JB, Chun W (2001) Laboratory giadéentification of plant
pathogenic bacteria. 3rd edition. APS Press, S, REN, USA

Sudo S, Oliveira GHN, Pereira AC (1983) Eucaligboidal yptus spp.) e bracatinga
(Mimosa scabrella Penth), novos hospedeiros ¢Rseudomonas solanacearum
E. F. SMITH. Fitopatol Bras 8:631

Swofford DL (2003) PAUP*. Phylogenetic analysisngsiparsimony (*and Other
Methods). Version 4. Sinauer Associates, Sundefrlsiadsachusetts, U.S.A.

Tamura K, Peterson D, Peterson N, Stecher G, NeKinar S (2011) MEGADS:
Molecular Evolutionary Genetics Analysis using Maxm Likelihood,
Evolutionary Distance, and Maximum Parsimony Methodolecular
Biology and Evolution 28:2731-2739

Teixeira ACO, Marques ASA, Ferreira MASV (2009) Laegnetic diversity among
pathogenic strains dErwinia psidii from Brazil. Braz J Microbiol 40:678—
684

Thompson JD, Higgins D, Gibson TJ (1992) CLUSTAlsienW: a novel multiple
sequence alignment program. Nucleic Acids Res 82344680

Uesugi CH, Melo Filho PA, Paz-Lima ML, Moraes CAgnfiita CK, Café Filho AC,
Ueno B (2001) Ocorréncia dBrwinia psidii em goiabeira no Distrito
Federal. Summa Phytopathol 27: 118

Waleron M, Waleron K, Podhajska AJ, Lojkowska EQ2PGenotyping of bacteria
belonging to the formdeérwinia genus by PCR-RFLP analysis ofegA gene
fragment. Microbiology148: 583-595

Weisburg WG, Barns SM, Pelletier DA, Lane DJ (199BS ribosomal DNA
amplification for phylogenetic study. J Bacteri@l3t 697—703

26



Absorbancia 540 nm

7-ANEXOS

2.1 A

1.5

1.2

0.3

0 T T T . . T . T . T . T T . T . )
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

Tempo (horas)

Anexo 1: Curva de crescimento em meio 523 liquido a°@8 O ponto de inflexdo na fase de
crescimento exponencial foi alcangada com 1,15kd®rhéncia e 16 horas (seta). As
barras verticais indicam o erro padrdo da média.
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Anexo 2: Arvore filogenética para as sequéncias do gapé pelo método de Inferéncia Bayesiana
para os isolados obtidos por este trabalho. Oseslde probabilidadposteriori estdo
indicados nos ramo&scherichia coli foi usada como outgroup. A identificacdo do isolad

e 0 nimero de acesso no GenBank (entre paréntestés)indicados a frente do nome da
espécieAs barras indicam a fracéo de substituicao pa.siti
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Anexo 3: Arvore filogenética para as sequéncias do gen& peto método de Inferéncia Bayesiana
para os isolados obtidos por este trabalho. Osesmlde probabilidadposteriori estéo
indicados nos ramog&scherichia coli foi usada comautgroup. A identificacdo do isolado

e 0 nimero de acesso no GenBank (entre paréntestés)indicados a frente do nome da
espécie. As barras indicam a fracdo de substityig@aitio.
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Anexo 4: Arvore filogenética para as sequéncias do gpoB pelo método de Inferéncia Bayesiana
para os isolados obtidos por este trabalho. Osemlde probabilidadposteriori estéo
indicados nos ramo&scherichia coli foi usada como outgroup. A identificacdo do isolad
e 0 nimero de acesso no GenBank (entre paréntestés)indicados a frente do nome da
espécie. As barras indicam a fracdo de substityggésitio.
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Anexo 5 Numero do isolado e do acesso no GenBank (eanm@nfeses) para as espécies utilizadas
para construir a arvore concatenada para os ggeq®s recA e repoB. NUmeros de
isolados diferentes para cada gene séo sinéningoside o sitéttp://www.straininfo.net

Espécie Gene
gapA recA rpoB
Erwinia amylovora ATCC15580 ICMP 1540 LMG 2024
(AF164975) (DQ859884) (HQ393632)
Erwinia billingiae Eb/ 661 Eb/ 661 Eb /661
(FP236843) (FP236843) (FP236843)
Erwinia mallotivora ATCC 29573 CFBP 2503 LMG 2708
(AF164984) (AY217064) (HQ393625)
Erwinia persicina ATCC 35998 ICMP 12532 LMG 11254
(AF165028) (DQ859883) (HQ393634)
Erwinia pirifoliae Ep1/96 Ep1/96 Ep1/96
(FP236842) (FP236842) (FP236842)
Erwinia psidii IBSBF 435* IBSBF 435* IBSBF 435*
Erwinia rhapontici ATCC 29283 ICMP 1582 LMG 2688
(AF165029) (DQ859882) (EF989010)
Erwinia tasmaniensis Et1/99 Et1/99 Et1/99
(CU468135) (CU468135) (CU468135)
Erwinia tracheiphila ATCC 33245 ICMP 5845 LMG 2906
(AF165009) (DQ859879) (HQ393627)
Pectobacterium carotovorum ATCC15713 ATCC 15713 LMG 2404
subs.carotovorum (EU340580) (AY264799) (HM359006)

*Sequéncia gerada por este trabalho
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