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RESUMO: A murcha bacteriana causada por Ralstonia solanacearum é considerada a principal doenca de
origem bacteriana no mundo. Centenas de espécies de plantas pertencentes a mais de 50 familias boténicas
tém sido relatadas como hospedeiras. Foi avaliada, em condi¢bes de casa de vegetacdo, a colonizagdo
radicular de alface, arroz, cebolinha, ervilha, pepino e soja, por seis isolados de Ralstonia solanacearum
(Rs), biovares 1, 2 e 3. Estirpes dos isolados de Rs com resisténcia multipla aos antibiéticos estreptomicina,
rifampicina e cloranfenicol foram utilizadas. A colonizacéo foi avaliada 45 dias ap0s a inoculagéo, através do
plagueamento de suspensao de trituracdo em meio de cultura semi-seletivo. A ervilha comportou-se como
hospedeira de todos os isolados mas, apenas um isolado da biovar 3 foi patogénico a esta espécie. A soja
apresentou populacdes elevadas de quatro isolados distribuidos entre as trés biovares e o pepino, de apenas
dois isolados das biovares 1 e 3. Exceto para o isolado que foi patogénico a ervilha, as plantas ndo apresentaram
sintomas da doenga, comportando-se como hospedeiras ndo suscetivel. O arroz apresentou populagbes
muito baixas de todos os isolados. Alface e cebolinha ndo hospedaram nenhum dos isolados inoculados. Os
resultados mostram a capacidade de Rs colonizar e sobreviver em diferentes espécies de plantas como
rizobactérias.
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ROOT COLONIZATION OF CULTIVATED PLANTS INOCULATED WITH
Ralstonia solanacearum BIOVAR 1, 2 AND 3

ABSTRACT: Bacterial wilt caused by Ralstonia solanacearumis considered the main plant disease of bacterial
origin in the world, where hundreds of plant species in more than 50 botanical families are host plants. Root
colonization of lettuce (Lactuca sativa), rice (Oryza sativa), spring onion (Allium fistulosum), pea (Pisum sativum),
cucumber (Cucumis sativus), and soybean (Glycine max) by six isolates of Ralstonia solanacearum (Rs)
biovars 1, 2 and 3 was evaluated under greenhouse conditions. Bacterial strains resistant to streptomycin,
rifampicin and chloranfenicol were used. Root colonization was evaluated 45 days after inoculation by counting
bacteria in root extracts of culture media with antibiotics. Pea plants hosted all six isolates, but only the isolate
biovar 3 was pathogenic to this species. High populations of four isolates of the three biovars were found on
soybean, and cucumber hosted high population of only two isolates (biovars 1 and 3). Pea was a non-susceptible
host for Rs, except for one pathogenic isolate. Rice hosted very low populations of all isolates, while lettuce
and spring onion did not host any isolates. These results showed the ability of Rs to colonize and survive on
different plant roots as rhizobacteria.
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INTRODUCAO

A murcha bacteriana causada por Ralstonia
solanacearum (Smith 1896) comb. nov. Yabuuchi et al.
(1995) (Rs) é considerada uma das mais importantes e
prejudiciais doencas bacterianas de plantas, em especial
nas regides tropicais. No Brasil, as culturas mais
afetadas estdo entre as solandceas, como batata,
tomate, pimentdo, berinjela e jild, mas inclui também a
bananeira. A doenga é um grande fator de risco para a
producdo da batata em &reas onde ela é cultivada
(Lopes, 1994). J4 nas demais solanaceas, a doenga tem
grande incidéncia e severidade nas regides tropicais de
baixa altitude como na Amazonia e regides baixas do
Nordeste e do Centro Oeste (Lopes & Takatsu, 1997).

Apesar de grande numero de dados terem sido
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obtidos nos ultimos anos em estudos sobre esta
doenca, especialmente na &rea de caracterizacao
quimiotaxonémica e molecular do patégeno, poucos
avancos foram registrados em relacdo a sua
epidemiologia, ndo sendo ainda possivel estabelecer
estratégias adequadas e seguras de controle. Esta
situacdo deve-se a iniUmeros fatores, sendo os mais
importantes a grande variabilidade do patégeno quanto
a viruléncia, a preferéncia de hospedeiras, a adaptacéo
as condi¢cbes edafoclimaticas e a existéncia de centenas
de espécies hospedeiras sintométicas e assintomaticas
entre as plantas cultivadas, nativas e invasoras
(Hayward, 1991).

Diante desta situagao, recomenda-se atualmente
um conjunto de medidas integradas de controle
(Hayward, 1986). Dentro desta estratégia, a rotagdo de
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culturas e a eliminacdo de plantas capazes de manter a
populacdo de Rs por longo tempo nas areas infestadas
sdo consideradas como as medidas mais importantes,
por ser Rs um patégeno que tem baixa capacidade de
sobrevivéncia no solo e porque sua persisténcia nas
areas infestadas se deve a associagdo com raizes de
plantas na forma de infec¢éo sistémica ou epifitica (Melo,
1995; Viana, 1995).

O conhecimento da reacdo das espécies
cultivadas como hospedeiras ou ndo de diferentes
estirpes de Rs encontradas na regido ou area de cultivo
€ uma condicdo fundamental para que se possa utilizar
cultura adequada para a rotagdo. Entretanto, pouco se
sabe sobre a sobrevivéncia de diferentes isolados deste
patégeno em funcéo das diferentes espécies cultivadas
e invasoras (Takatsu et al., 1984).

O presente estudo teve como objetivo avaliar, em
condi¢cBes de casa-de-vegetacdo, a colonizacao radicular
de Rs em alface (Lactuca sativa), arroz (Oryza sativa),
cebolinha (Allium fistulosum), ervilha (Pisum sativum),
pepino (Cucumis sativus) e soja (Glycine max).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados seis os isolados de Rs, das
biovares 1, 2 e 3, selecionadas com resisténcia aos
antibioticos estreptomicina, rifampicina e cloranfenicol
(TABELA 1). Esses isolados foram obtidos utilizando-se
as técnicas descritas por Melo (1995), a partir de isolados
de Rs provenientes da cole¢do de Bactérias
Fitopatogénicas da Universidade de Brasilia - UnB e da
Embrapa Hortalicas, Brasilia — DF, e identificadas ao
nivel de biovar, de acordo com a classificacdo de
Hayward (1964).

As plantas testadas foram alface cv. Lisa; arroz
cv. BR-201, cebolinha cv. Todo Ano AG-558; ervilha cv.
Torta de Flor Roxa; pepino cv. Salada Agroceres e soja
cv. FT-104.

Cada uma dessas plantas foi inoculada
separadamente com 0s seis isolados de Rs resistentes
aos antibidticos, sendo duas variantes de cada biovar,
vertendo-se 100 ml da suspenséo bacteriana ajustada
a concentragdo de 1 x 10°ufc mL™, por vaso, aos vinte
dias apés a germinacdo. As parcelas testemunhas
receberam apenas 100 ml de 4gua esterilizada por vaso.
O substrato utilizado foi composto de solo peneirado,
adubado e autoclavado a 1 atm de vapor por duas horas.
A avaliagao foi feita em funcdo do tempo decorrido até
gue todas as plantas inoculadas apresentassem
sintomas.

O delineamento experimental foi o de blocos
casualizados, com 42 tratamentos (6 isolados + 1
testemunha x 6 espécies de plantas) e 4 repetiges,
sendo cada parcela composta por 5 vasos. Foram
mantidas 4 plantas por vaso em parcelas de alface,
pepino, ervilha e soja e 20 a 25 plantas nas parcelas de
cebolinha e arroz.
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A coleta de raizes foi feita 45 dias apés a
inoculacdo em todos os vasos da parcela, aproveitando-
se somente as raizes finas terminais. Estas foram
lavadas cuidadosamente para retirar 0 excesso de terra,
enxugadas em toalhas de papel, desinfetadas
superficialmente (alcool 70%) e separadas em amostras
de 10g por parcela. Essas amostras foram trituradas em
almofariz, diluidas em volume final de 100 ml e aliquotas
de 0,05 ml do extrato foram plaqueadas em meio 523
(Kado & Heskett, 1970) contendo os antibiéticos e
fungicidas, com 5 repeticdes. Os antibiéticos utilizados
foram: estreptomicina na concentrac&o final de 50 ug L™,
rifampicina 50 ug L™, cloranfenicol 10 ug L™ e os fungicidas
benomyl 50 ug L™ e chlorothalonil 50 ug L*. As placas
foram incubadas a 30°C e as col6nias brancas, brilhantes
e fluidas que se formaram entre 48 e 72 horas de
incubacdo foram contadas, através do contador de
coldnias, em um periodo de 3 a 5 dias.

Os dados foram analisados através do programa
Statistical Analysis System - SAS. Para efeito de anélise
estatistica os dados foram transformados em log (x + 1)
para normalizar a variavel. As médias dos tratamentos
foram comparadas pelo teste de Tukey, a 1%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as seis espécies de plantas avaliadas
neste trabalho, ervilha, soja e pepino apresentaram
populacdes elevadas da maioria dos isolados do
patdbgeno em comparagdo as populagdes encontradas
em arroz, alface e cebolinha (TABELA 1). Nas plantas
de alface e cebolinha foram detectadas baixas
populacdes de Rs no sistema radicular. Nado existe
nenhum relato que alface e cebolinha sejam
hospedeiras, o que as indicaria como boas opc¢des para
rotacdo de culturas em areas infestadas. No entanto,
estes resultados necessitam ser confirmados, em
ensaios sob condi¢cdes de campo.

O arroz apresentou popula¢des muito baixas de
todos os isolados (TABELA 1). Viana (1995) considerou
0 arroz como uma espécie nao hospedeira quando
estudou o comportamento da flutuacdo populacional de
Rs em diferentes idades apés a inoculagdo. Estes dados
estdo também de acordo com Quimio & Chan (1979),
que indicam esta espécie como uma das melhores
opc¢Oes para a rotacdo de culturas em solos infestados.

Considerando a populagdo de Rs encontrada em
arroz como parametro de uma planta considerada nédo
hospedeira, a ervilha mostrou ser hospedeira de todos
os isolados de Rs das trés biovares testadas neste
trabalho, entretanto, com populagées significativamente
diferentes entre os isolados (TABELA 1). Mostrou ser,
também, suscetivel ao isolado UnB-630 da biovar 3,
apresentando a mais alta populacdo nas raizes, com
amarelecimento generalizado das plantas e crestamento
das partes terminais das folhas. Esta observacdo vem
reforcar os relatos de que a ervilha é hospedeira
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TABELA 1 - Populagédo de estirpes resistentes a estreptomicina, rifampicina e cloranfenicol de isolados de Ralstonia
solanacearum, biovares 1, 2 e 3 em raizes de espécies de plantas cultivadas.

ESPECIE UnB-1033 UnB-1103 UnB-964 CNPH-121 UnB-630 UnB-1102
Bv. 1 Bv. 1 Bv. 2 Bv. 2 Bv. 3 Bv. 3
e e e cee o= 1000 UfC g € FRIZES mm e e e e e e

Ervilha 2069 a *CD* 1897 aD 2720 a BC 2911 a AB 3492 a A 2659 a BC
Soja 1941 a AB 2481l a A 2029 b AB 1545b B 778 b C 2331ab A
Pepino 2593 a AB 973 b D 1875 b C 580c D 2973 a A 1912 a BC
Arroz 147 b A 88CcA 104c A 119c A 148b A 131 cA
Alface 4c A 4d A 3dA 4d A 1cA 4d A
Cebolinha 2c A 3dA 4d A 3dA 2cA 1dA

*Valores seguidos da mesma letra minGscula nas colunas e mesma letra mailscula nas linhas ndo diferem estatisticamente pelo teste de

Tukey a 1%.

suscetivel de Rs (Bradbury, 1986). Entretanto, os dados
obtidos indicam que esta cultura atua, para a maioria dos
isolados de Rs, como “hospedeira ndo suscetivel”, termo
este utilizado por Viana (1995), para a planta que tem a
qualidade de hospedar a bactéria considerada patdgeno,
mas sem apresentar nenhum sintoma da doenca. Esta
condicdo é reforcada pelo fato de ser rara a constatacéo
da ocorréncia de murcha bacteriana nesta espécie.

A soja ndo é relatada na literatura como
hospedeira de Rs. Entretanto, no presente trabalho
apresentou populagdes significativamente mais elevadas
de quatro isolados (UnB-1033 e UnB-1103 da biovar 1,
UnB-964 da biovar 2 e UnB-1102 da biovar 3). Somente,
a populacdo do UnB 630 (biovar 3) ndo diferiu
estatisticamente da populacdo de arroz (TABELA 1).
Estes dados constituem uma indicacdo de que a soja
pode funcionar como hospedeira dos isolados que
colonizam bem suas raizes.

Parente et al. (1990) constataram a ocorréncia de
murcha severa em cultura de pepino na regido de Manaus,
AM e verificaram que isolados das biovares 1 e 3 podem
infectar e causar murcha nesta espécie. No presente
trabalho, o pepino apresentou populagdes significa-
tivamente mais elevadas dos isolados UnB-630 (biovar 3)
e UnB-1033 (biovar 1), causando senescéncia precoce,
com amarelecimento e crestamento terminal das folhas,
sem contudo causar sintomas tipicos da murcha. Apenas
a populacdo do isolado CNPH-121 da biovar 2 néo diferiu
estatisticamente da populacdo deste mesmo isolado
verificada na cultura do arroz (TABELA 1). Estes resultados
indicam que o pepino pode atuar, para a maioria dos
isolados de Rs, como hospedeira ndo suscetivel.

Comparando-se os resultados obtidos em
ervilha, soja e pepino (TABELA 1), pode-se visualizar
melhor as variagBes que ocorrem quanto a preferéncia
de hospedeiras entre os isolados de Rs, mesmo dentro
da mesma biovar. Estes resultados indicam que a
maioria das isolados de Rs podem colonizar e sobreviver
em diferentes espécies de plantas como rizobactérias,
conforme também observado por Melo (1995) e Viana
(1995).
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Estas informacdes vém reforgar a necessidade
de se fazer a identificacdo das plantas hospedeiras
suscetiveis ou ndo para estabelecer estratégias de
controle da murcha bacteriana com rotagéo de culturas,
a nivel regional, em funcdo dos isolados locais
(Lopes & Takatsu, 1997). Pepino e soja poderdo ser
boas opc¢des para rotacdo desde que ndo sejam
hospedeiros dos isolados do patdégeno existentes na
area, necessitando a determinagdo da biovar
previamente.

Os dados obtidos sob condicBes de casa de
vegetacdo somente poderdo ser considerados
definitivamente validos apds a comprovacao em
condi¢cbes de campo. Esta comprovacdo podera ser
buscada gradativamente, em diferentes areas e regifes,
quando for possivel executar ensaios em solos
naturalmente infestados, pois ndo se pode criar campos
experimentais abertos infestados com isolados e
biovares obtidos de diferentes regides (Lopes & Takatsu,
1997).

Como a comprovacdo nas condi¢des naturais de
campo é baseada na manifestacdo da doenca, a
avaliacdo néo pode ser feita com a mesma variedade ou
espécie indicadora, mas sim com a variedade ou
espécie suscetivel compativel com o isolado do
patégeno presente na area infestada, o que dificulta
muito a comparagdo dos dados obtidos em diferentes
ensaios. Além deste problema, fatores como
temperatura, textura do solo, regime de chuva,
composicdo microbiana do solo e muitos outros
interferem marcadamente na manifestacdo da doenca
0 que dificulta ainda mais a comparacdo dos dados,
mesmo repetindo-se 0s ensaios por varios anos
consecutivos (Saile & Denny, 1995).

Assim sendo, o aperfeicoamento de métodos de
avaliac@o da colonizagdo e da flutuacédo populacional de
Rs em raizes de plantas sob condi¢Ges de casa-de-
vegetacdo é fundamental para que a grande maioria dos
ensaios necessarios para a obtencdo de informacgdes
sobre a sobrevivéncia de diferentes isolados de Rs em
diferentes espécies e variedades de plantas.
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