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Densidade populacional de Ralstonia solanacearum em cultivar esde batata a campo

Population densities of Ralstonia solanacearum on potato cultivar sin thefield

Jodo L eodato NunesMaciel® Valmir Duarte? JoséRicardo Pfeifer Silveira®

RESUMO

A ocorréncia de populagdes latentes de Ralstonia
solanacearum em plantas de batata (Solanum tuberosum)
pode representar fonte de inéculo de potencial desconhecido.
Além disso, também é desconhecido se a populagao latente
da bactéria é menor em cultivares resistentes do que em
cultivares suscetiveis. Com a finalidade de estudar estes
aspectos, um experimento foi conduzido a campo em dois
locais no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. O objetivo foi
verificar se havia relagdo entre a densidade populacional e o
grau de resisténcia de cultivares de batata. O experimento foi
conduzido em Eldorado do Sul, durante o periodo de
primavera, e em Caxias do Sul, durante o periodo de outono.
Tubérculos das cultivares Achat, Baronesa, Elvira, Macaca,
Monte Bonito e Trapeira foram inoculados com uma estirpe
de R. solanacearum, biovar II, e plantados a campo. A
densidade populacional da bactéria foi estimada em plantas
com e sem sintomas de murcha, através de ELISA e
imunofluorescéncia. Ndo houve evidéncia da relacdo entre
densidade populacional da bactéria e cultivar. Além disso, a
densidade populacional na cultivar Achat, caracterizada
como a mais resistente entre as cultivares testadas, foi igual a
registrada nas outras cultivares.

Palavras-chave: murcha bacteriana, Solanum tuberosum,
ELISA, imunofluorescéncia.

ABSTRACT

The occurrence of latent populations of Ralstonia
solanacearum on potato (Solanum tuberosum) plants may
represent inoculum source of unknown potential. Besides, it
is also unknown if the latent population of the bacterium is
lower in resistant than in susceptible cultivars. In order to
study these points, an experiment was conducted in the field

in two locations in Rio Grande do Sul State, Brazil. The
objective was to verify the relationship between R.
solanacearum population density and the potato cultivar
resistance. The experiment was conducted in Eldorado do
Sul, during the Spring, and in Caxias do Sul, during the Fall.
Tubers of Achat, Baronesa, Elvira, Macaca, Monte Bonito,
and Trapeira cultivars were inoculated with a R. solanacearum
strain, biovar |1, and planted in the field. Population density
of the bacterium was estimated in the assymptomatic and
wilted plants, by ELISA and imunofluorescence techniques.
No evidence of relationship between population density of R.
solanacearum and cultivar was found. Besides, the population
density on Achat, known as the most resistant, one was similar
to the other cultivars.

Key words: bacterial wilt, Solanum tuberosum, ELISA,
imunofluorescence.

INTRODUCAO

Um dos principais entraves para 0 Sucesso
no controle da murcha bacteriana da batata, causada
por Ralstonia solanacearum, tem sido a capacidade
dabactériasobreviver e ser disseminadasob aformade
infeccdeslatentes (GRAHAM et al., 1979; CIAMPI &
SEQUEIRA, 1980; HAYWARD, 1991). No Brasil, ta
situagdo é preocupante, uma vez que 70% dos
produtores de batata-consumo de nosso pais utilizam,
como batatas-semente para o plantio, tubérculos
colhidos de lavouras ndo submetidos a qualquer
programa de inspegdo de doencas e, em particular, de
murcha bacteriana (LOPES, 1994). Além disso, é
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desconhecido o potencia que plantas das cultivares
de batata plantadas no Brasil, principalmente das
consideradas maisresi stentes, representam como fonte
deinéculo.

NaEuropa, programas de melhoramento de
batata e tomate tém considerado a baixa taxa de
infeccdo latente por R. solanacearum como critério
para selecdo de gendtipos (GRYMSLEY & WANG,
1998). No Canadd, DeBOER & MCCANN (1989; 1990)
verificaram que a densidade populacional de
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus em
plantas e tubérculos de cultivares resistentes, sob a
formalatente, foi igua ou superior aquelaregistradaem
cultivares suscetiveis. Em funcéo destes resultados, a
producdo de batatas-semente naquele pais, é
monitorada para verificar a incidéncia do patégeno,
através deum sistemadeamostragem edautilizagdo de
técnicas imunol6gicas e moleculares para deteccéo
(McDONALD & BORREL, 1991).

Técnicas ou procedimentos que permitem a
deteccdo ou quantificacdo de bactériasfitopatogénicas
congtituem-se em ferramentas de grande utilidade em
estudos epidemioldgicos, certificacdo de sementes e
rotinas quarentenérias. Neste contexto, células de R.
solanacearum presentes em plantas, tubérculos,
rizomas, sementes e no solo tém sido detectadas e
quantificadas através do uso de estirpes mutantes
resistentes a antibid6ticos, da técnica de PCR e de
procedi mentos sorol 4gicos como astécnicasde ELISA
e de imunofluorescéncia (MOFFET et a., 1983; Van
VUURDE, 1990; ROBINSON, 1993; ELPHINSTONE,
1994; ELPHINSTONE et d., 1996). Osresultadostém
indicado que nem sempre a presenca de R.
solanacearum significa a ocorréncia de sintomas da
doenca.

Assim, um experimento de campo foi
conduzido em dois locais no RS com o objetivo de
verificar a existéncia de relacdo entre o grau de
resisténcia de cultivares a murcha bacteriana e a
densidade populacional de R. solanacearum.

MATERIAL EMETODOS

O experimento foi conduzido naprimavera,
em 1996, na Estacdo Experimental Agrondmica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (EEA/
UFRGS), Eldorado do Sul, e no outono, em 1998, no
Centro de Pesquisa de Agroindistria da Fundagéo
Estadual de PesquisaAgropecuaria(CPA/FEPAGRO),
Caxias do Sul. A EEA/UFRGS esta localizada as
margensdarodoviaBR-290, Km 146, entre aslatitudes
30°05' e30°15' sul, elongitudes51°30' e 51°45' oeste,
apresentando altitude média de 46m. Situa-se em uma

regido que, segundo a classificacdo de Koeppen,
apresenta clima subtropical Umido, com verdo quente,
sendo umatransi¢do entre os tipos fundamentais Cfal
(isotermaanual inferior a18°C). A temperaturamédia
do mésmaisfrio €14,8°C, amédiaanual é19,6°Cea
médiaanua maxima24,3°C. A precipitaco pluviométrica
médiaanual € 1440mm. Fésforo (200kg ha de P,Os),
potéssio (90kg ha! de K ,O) e calcario (200kg hat) foram
incorporados durante o preparo do solo e plantio. O
nitrogénio foi aplicado nas doses de 100kg ha e 60kg
ha! nos cultivos de primavera e de outono,
respectivamente. Nos dois cultivos, foram utilizados
tubérculos das cultivares Baronesa, Macaca, Monte
Bonito e Trapeira (batatas-semente bésica); e Achat e
Elvira (batatas-semente certificada). Cada cultivar foi
submetida a dois tratamentos; 40 tubérculos foram
mergulhados em sol uggo tampéo defaosfato (STF) (PO.?,
0,01 M, pH 7,2), e outros 40 em STF contendo células
da estirpe Rsol-2***¢* de R. solanacearum (4,7 x 107
UFC mlY), biovar I1, raca3 (Y OSSEN et d., 1998). De
cadatratamento, 8 tubérculosde cada cultivar foram
plantadosem parcelasde 2,4 x 1m, em delineamento de
blocos casualizados. Com esta distribuicdo, cada
tratamento teve cinco parcelas paracadacultivar. Em
ambos os cultivos, o fungicida chlorothalonil foi
aplicado aos 35 e 50 diasapds o plantio nadose de 150g
i.a100Ldeagua.

A incidénciade plantas murchas ou mortas
em cadaparcelafoi registradaaos42 diasapdso plantio,
no cultivo de primaverae, aos 40, no de outono. Para
efeito deandise, considerou-seaincidénciapercentual
de plantas sintomaticas nas parcelas com tubérculos
inoculados, transformadaem +/x +1 considerando
os dados obtidos dos dois cultivos.

Aos 21, 42 e 68 dias ap6s o plantio, no
cultivo de primavera, e aos 24, 40 e 58, no de outono,
plantas ou brotacdes laterais de plantas com ou sem
sintomas de murcha foram coletadas. As amostras
foram pesadas e transferidas para sacos plasticos
contendo tampdao de extracdo paraELISA (NaCl, 8;
K2PQ,, 0,2; NaaHPO,, 1,15; KClI, 0,2; NaNs;, 0,2g L %;
pH 7,4 mais polyvinilpyrrolidone, 20; leite desnatado
em po, 0,01; tween-20, 0,59 L) naproporcéo de 2:1
(tampéo de extracdo: peso daamostra). As amostras
foram trituradas nos sacos pléasticos e mantidas a -
20°C até que todas as col etas de cada cultivo fossem
feitas.

Utilizou-se o protocolo proposto pelo
Centro Internacional de La Papa para execucdo do
método do sanduiche duplo com anticorpo policlonal
reativo contra R. solanacearum produzido pelo
CPACT-EMBRAPA (CENTROINTERNACIONAL DE
LA PAPA, 1990; CASTRO et a., 1993). De cada
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amostra, 100l do macerado em tamp&o de extracdo foi
colocado em cada célula das placas de poliestireno
(Nunc-Immunoplate, Maxisorp). A leitura da
absorbancia das reacBes foi feita em
espectrofotdmetro, em luz visivel, a 405nm.
Suspensdes de R. solanacearum (10*° UFC mi?) ede
Xanthomonas axonopodis pv. citri em tampéo de
extragdo foram utilizados como controles positivo e
negativo, respectivamente. De cadagrupo deamostras,
assintométicas e sintométicas, e de cada coleta, cinco
amostras de cadacultivar foram submetidas duasvezes
a0 ELISA. Para andlise de varidncia, as leituras de
absorbancia originais, correspondentes aos dados
obtidos das amostras de plantas assintométicas e
sintométicas, foramtransformadaspara/x + 05 e
" x: respectivamente.

Um ml de cadaamostratrituradaem tampéo
de extracdo foi diluido até 10-°. Aliquotas de 20 ul de
cada diluicdo foram colocados no centro de circulos
marcados em laminas de vidro. Os demais
procedimentos para quantificacdo da bactéria nas
amostras utilizando a técnica de imunofluorescéncia
foram os mesmos descritos por Van VUURDE (1990),
sendo que o antissoro foi o mesmo utilizado no ELISA.
A contagem das células bacterianas foi realizada com
auxilio demicroscopio deluz ultravioletaelentesde 400
e 540 vezes de aumento. De cada grupo de amostras,
assintométicas e sintométicas, e de cada coleta, trés
amostras de cada cultivar foram submetidas aos
procedimentos de imunofluorescéncia. Paraandise de
variancia, o nimero de unidadesdeimunofluorescéncia
(UIF) g detecido vegetal, correspondentes aos dados
obtidos das amostras de plantas assintométicas e
sintométicas, foram de transformados paralog x+10 e
log x+1, respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSOES

As cultivares foram diferentes entre si
gquanto ao grau de resisténcia a murcha bacteriana
somente durante o cultivo de primavera (Tabela 1),
sendo acultivar Achat amaisresistente. A Baronesa,
gue tem sido caracterizada como muito suscetivel a
doenca, segundo LOPES (1994), ndo diferiu das
cultivares Trapeirae Monte Bonito, queforam asmais
suscetiveis.

Nas amostras de plantas assintométicas, na
média de cada um dos doais cultivos, verificou-se que
houve diferencanos va ores de absorbancianas reaces
do ELISA somentedacultivar Baronesaem relacéo ao
controle (Tabela 2). Além disso, nos dois cultivos, as
cultivares ndo se diferenciaram entre si e, inclusive do
controle, em nenhuma das trés avaliagdes realizadas

em cada cultivo (dados ndo mostrados). Entre as
amostras de plantas sintomaticas, ndo se verificou
diferencaentreasquatro cultivares nas duas avaliactes
iniciaisredizadasduranteo cultivo deprimavera(Tabela
3). A diferencafoi constatada somente na dltimacoleta
em que os valores de absorbancia das amostras da
cultivar Monte Bonito foi superior asdemais.

Através de técnicas deimunofluorescéncia,
constatou-se que, entre as plantas assintomaticas, as
cultivares ndo se diferenciaram namédiado cultivo de
outono (Tabela 2). No entanto, namédiado cultivo de
primavera, a populacdo estimada na cultivar Baronesa
foi superior & populagdo na cultivar Macaca. A
densidade populacional média de R. solanacearum
presente nas plantas assintomaticas das seis cultivares
foi de 7,86 x 10° e 7,94 x 10* UIF g* de tecido vegetal
nos cultivos de primavera e outono, respectivamente.
Entre as plantas sintomaticas, ndo foi verificada
diferenca entre as cultivares quanto a densidade
populacional dabactériaem nenhumadastrés aveliacdes
redlizadas.

No cultivo de primavera, aos 21 diasapis o
plantio, devido aauséncia de plantas com sintomas de
murchabacteriana, ndo se coletaram amostrasde plantas
sintométicas das cultivares Baronesa e Macaca, e a
comparacdo da densidade populaciona da bactéria
foi realizada somente entre plantas das cultivares
Achat, Elvira, Monte Bonito e Trapeira. A andlise da
variancia dos dados, das avaiactes feitas em plantas
sintométicas durante o cultivo de primavera, indicou
apenas interacdo entre os fatores densidade

Tabela 1l - Incidéncia de murcha bacteriana bacteriana em plantas
de sais cultivares de batata no campo em dois locais e
em duas épocas de cultivo. (Vaores médios de
Eldorado do Sul (RS), 1996 e Caxias do Sul (RS),

1998).
Incidéncia (%)
Cultivar Cultivo*
Primavera QOutono

Achat 15,8%d 0,0
Baronesa 43,6 abc 0,0
Elvira 28,7 bed 0,0
Macaca 28,7 bed 41
M. Bonito 62,8 ab 19
Trapera 73,0a 0,0
Média 21 1,0
CV (%) 33,68

! Data do plantio — primavera: 15/10/96; outono: 03/03/98
2 Médias na coluna, seguidas da mesma letra, ndo diferem pelo
teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Tabela 2 - Populagdo de Ralstonia solanacearum quantificada
através de técnicas imunoldgicas em plantas
assintométicas de seis cultivares de batata. (Valores
médios de Eldorado do Sul (RS), 1996 e Caxias do
Sul (RS), 1998).

Cultivo*
Técnica Cultivar
Primavera QOutono
ELISA
Achat 0,089% ab 0,065 ab
Baronesa 0,167 a 0,086 a
Elvira 0,116 ab 0,054 ab
Macaca 0,073 ab 0,058 ab
M. Bonito 0,066 ab 0,053 ab
Trapeira 0,058 ab 0,049 ab
Controle® 0,033b 0,025 b
Média 0,086 0,056
CV (%) 8,60 4,38
Imunofluorescéncia
Achat 291x10°ab  9,65x 10"
Baronesa 3,87x10*a  6,96x 10°
Elvira 1,92x10°ab  8,60x 10"
Macaca 287x10°b  1,34x 10?
M. Bonito 136x10%ab 1,17 x 10?
Trapeira 141x10°a  335x 10"
Média 7,76 x 10° 7.9x 10t
CV (%) 40,73 64,53

! Data do plantio — primavera: 15/10/96; outono: 03/03/98

2 Médias na coluna e para cada tipo de avaliagio, seguidas da
mesma letra, ndo diferem pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade de erro.

3 Planta da cultivar Baronesa coletada de parcela em que n&o
houve inoculagdo com a bactéria.

populacional e época de avaliagdo. No cultivo de
outono, devido & ocorréncia de murcha bacteriana
apenas em plantas das cultivares Macaca e Monte
Bonito, acomparagdo entre densidades popul acionais
nas seis cultivares ndo foi realizada, pois ndo se
coletaram amostras de plantas sintomaticas.

Os resultados obtidos indicam que ndo
houverelagdo entre o grau deresisténciae adensidade
populacional de R. solanacearum sob aformalatente
ou assintomética durante afase vegetativa da cultura.
Istofoi verificado mesmo que a popul agdo dabactéria
nacultivar Baronesa, que se caracterizou como sendo
uma das trés cultivares mais suscetiveis (Tabela 1),
tenha sido superior ao controle quando se utilizou
ELISA e a cultivar Macaca na média do cultivo de
primavera, quando se utilizou a técnica de
imunofluorescéncia. Estatendéncia da populagdo ser
superior nacultivar Baronesa pode ser um indicativo

gueadutilizacdo de técnicas mais sensiveis de deteccdo
ou quantificagdo, como a da PCR, pode fornecer
melhores informagdes sobre relacdo entre o grau de
resisténcia de gendétipos de batata e a densidade
populacional da bactéria. Por outro lado, as
informac@es obtidas ajudam a elucidar aspectos
relacionados a potencialidade que plantas das
cultivaresde batatamaisutilizadasno Brasi| representam
como substrato de sobrevivéncia e manutencdo de
indculo de R. solanacearum. Levando-se em
consideracdo que a cultivar Achat tem demonstrado
ser amaisresistente entre asrecomendadas paracultivo
no Brasi| (Tabelal), ressalta-se acondicéo deigual dade
verificadaentre as densidades popul acionais dabactéria
nesta cultivar em comparacdo com as outras cultivares
utilizadas no experimento. Também foram registradas,
emagumasavaliagbesfeitas em plantas assintométicas
das cultivares Baronesa, Elvira e Achat, densidades
populacionaisquevariaram de 10* a10° UIF gt detecido
vegetal. Estes niveis populacionais sdo preocupantes,
pois sdo iguai s aquel es obtidos em algumas avaliactes
feitas em plantas sintomaticas (Tabela 3) e reforca o
interesse em se obter gendtipos que sgjam resistentesa
murchabacteriana, mas que também ndo permitam que
a taxa de infecgdo latente da bactéria seja alta. A
auséncia de mais dados sobre a populag&o latente em
plantas das cultivares de batata recomendadas para
cultivo no Brasil impede que se tenha um padréo de
comparacdo paraassociar as densidades populacionais
observadas neste trabalho com a capacidade
epidemiol 6gica de cada cultivar manter o in6culo da
bactéria nalavoura. No entanto, aimportancia de se
estabel ecer o grau de desenvolvimento de popul agdes
latentes em diferentes cultivares reside na
possibilidade de, além de estimar a contribuicdo de
cada cultivar para manutencdo ou disseminacdo de
inoculo do patdgeno, relacionar densidades de
populacédo latente de R. solanacearum com
paré@metros de producdo e produtividade. Em
amendoim, tem sido determinado que populacdes
latentes do patégeno, em cultivares resistentes, tem
afetado vérios aspectos relacionados com a
produtividade das cultivares, tais como, resisténciaa
seca, fixagao biol gicade nitrogénio e proliferacéo de
raizes(LIAOet al., 1998).

Atualmente a selecdo de cultivares
resistentes amurchabacterianaé realizada utilizando-
se, como critério, a visualizacdo de plantas com
sintomas. Considerando que plantas assintométicas
podem hospedar o patégeno com alta taxa densidade
populacional, a observacéo visual ndo garante
auséncia da bactéria. A utilizacdo de técnicas mais
répidas e sensiveis facilitam e agilizam o estudo da
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Tabela 3 - Populacéo de Ralstonia solanacearum quantificada através de técnicas imunoldgicas em plantas com sintomas de murcha de

quatro cultivares de batata. (Valores médios de Eldorado do Sul (RS), 1996).

Técnica

Cultivar ELISA Imunofluorescéncia

Dias ap6s o plantio* Dias apés o plantio

21 42 68 21 42 68

Achat 0,410°a 0474a 0,145 ab 2,73x 107 1,39 x 10° 1,99 x 10°
Elvira 0,508 a 0,530 a 0,125 ab 1,95x 108 1,00 x 108 7,23x10*
M. Bonito 0,341a 0,399a 0,237 a 1,14 x 108 6,24 x 10° 2,15x 10°
Trapeira 0413a 0,366 a 0,129 ab 3,18x 10’ 3,04 x 10° 2,82x10°
Controle 0,031b 0,021 b 0,048 b
Média 0,323 0,358 0,137 9,2x 107 2,77 x 107 57x10°
CV (%) 18,98 23,02

! Data do plantio — 15/10/96

2Médias na coluna, seguidas da mesma letra, ndo diferem pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade de erro.

populagdo |latente. Entretanto, apesar dadeterminagdo
do grau de resisténcia de cultivares, baseada na
incidénciade sintomas ndo ser total mente el ucidativo
sobre a dindmica populacional de R. solanacearum,
este tipo de avaliagdo ainda é essencial devido ao seu
menor custo e maior praticidade e viabilidade.

Considerando as trés avaliacdes realizadas,
nenhuma das técnicas indicou diferenca entre a
densidade populacional de R. solanacearum presente
em plantas murchas das seis cultivares. Este resultado
esta de acordo com os obtidos por GRIMAULT et al.
(1994), osquaisindicaram queadens dade popul acional
de R. solanacearum (biovar 1) em plantas de tomate
com sintomas de murcha apresentava a mesma
densidade aos 24 e 34 dias apés ainoculagdo. Um dos
provaveis principais motivos gque contribuiu para a
ocorréncia da interacdo registrada nas plantas
sintométicas entre os fatores densidade populacional,
determinado pelas duas técnicas, e épocade avaliagdo,
foi aexisténciade cultivares com ciclosdiferentes. Tal
situaco pode ter influenciado a dindmica popul acional
da bactéria nas diferentes cultivares.
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