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REUMO

A variabilidade de isolados de Ralstonia solanacearum,
provenientes de tomateiros (Lycopersicon esculentum) do Estado do
Amazonas, foi estudada com relagdo a agressividade, a sensibilidade a
bacteriocinas e as caracteristicas bioquimicas. Trésexperimentosforam
estabel ecidos em areas natural mente infestadas com R. solanacearum
sendo um em terra firme, em 1998, e dois em uma mesma area de
varzea, em 1998 e em 2000. Em cada experimento, 200 mudas de
tomateiros da cv Yoshimatsu (resistente) e 200 da cv. Santa Cruz
Kada (suscetivel) foram plantadas alternadas em um espagcamento de
1 m entre fileiras e 0,5 m entre plantas. Semanalmente, isolou-se a
bactéria, a partir de plantas apresentando sintomas de murcha.
Obtiveram-se, nos trés experimentos, 267 isolados pertencentes aos
biovares 1 (67,8%) e 3 (32,2%). Em terra firme, 80,4% dos isolados
obtidos eram do biovar 1 enquanto que em varzea, os isolados do

biovar 1 foram 37,4 e 87,8%, nos ensaios de 1998 e de 2000,
respectivamente. Com base na sensibilidade a bacteriocinas osisolados
foram divididos em sete grupos, sendo que dois deles englobaram
80,5% do total dos isolados. Através da reacdo apresentada por 15
plantas de tomate, de berinjela (Solanum melongena) e de pimentdo
(Capsicum annuum) , inoculadas um més apos a semeadura, a
agressividade de isolados selecionados foi avaliada. Os isolados do
biovar 1 foram mais agressivos sobre tomateiros que os do biovar 3.
Estes Ultimos, no entanto, foram mais agressivos sobre pimentéo e
berinjela. Em vérzes, as plantas da cv. Y oshimatsu tiveram 50,5% de
mortalidade contra22,5%, em terrafirme, comprovando aimportancia
do fator ambiente na ocorréncia da doenca.

Palavr as-chave adicionais: murcha bacteriana, Lycopersicon
esculentum, bacteriocinas.

ABSTRACT

Characterization of Ralstonia solanacearum isolates obtained
from tomatoes in the field subject to periodic flooding and non-
flooded fidlds in the Amazonas State

The variability of Ralstonia solanacearum isolates obtained
from tomato (Lycopersicon esculentum) plantsin the Amazonas State
was studied for pathogen aggressiveness, bacteriocin sensitivity and
for biochemical characteristics. Three experiments were established
in areas naturally infested with R. solanacearum. These were: (i) ina
non-flooded area of a field in 1998, (ii) in an periodically-flooded
area, in 1998, and (iii) in the same periodically-flooded area in 2000.
In each experiment there were 200 resistant tomato plants (cv.
Y oshimatsu) and 200 susceptible (cv. Santa Cruz Kada) planted by
alternating resistant and susceptible cultivars. From the 267 isolates
obtained from plants exhibiting wilt symptoms, 67.8% belonged to

biovar 1 and 32.2% to biovar 3. In the non-flooded soil, 80.4% of he
isolates collected were found to be biovar 1, whereas in fields
periodically-flooded, the percentage of biovar 1 isolates was 37.4 and
87.8% for the 1998 and 2000 experiments, respectively. Based on
bacteriocin sensitivity classification, isolates were divided into seven
groups and two of these groups accounted for 80.5% of the isolates.
The aggressiveness of selected isolates was evaluated in tomato,
eggplant (Solanum mel ongena) and sweet pepper (Capsicumannuum)
plants. Biovar 1 isolates were more aggressive on tomato than biovar
3 isolates. Biovar 3, however, was more aggressive on sweet pepper
and eggplant than biovar 1. In fields subject to periodic flooding, cv.
Y oshimatsu had 50.5% mortality versus 22.5% mortality in the non-
flooded field. This indicates the importance of this environmental
factor on disease occurrence.

INTRODUCAO

Ral stonia solanacearum(Smith) Yabuuchi et al., agente
causador da murcha-bacteriana em numerosos hospedeiros,
apresentaelevadavariabilidade fenotipica. Tradiciona mente,
aespécietem sido divididaem cinco ragas e em cinco biovares,
com base na reagdo sobre uma gama de hospedeiros e em
propriedades bioquimicas, respectivamente (Hayward, 1994).
N&o hd, entretanto, umarelacéo perfeitaentre adiferenciacéo
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deracaseaclassificacio em biovares (Buddenhagen & Kelman,
1964). Numa mesma raca tém sido agrupados isolados de
diferentes fendtipos, de distintos genétipos e filogenia
(Hayward, 1994).

A murcha-bacteriana do tomateiro (Lycopersicon
esculentumMill.), causadapelaraca 1l deR. solanacearum,
umadoencalimitante paraessacultura, naRegido Amazonica.
Cultivando tomateiros suscetiveis, 0 agricultor dessa regido
expde-se a prejuizos que podem ser totais (Nodaet al., 1986).
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Em condicBes de altainfestacdo do solo, o controle da
doenca envolve, necessariamente, o uso de cultivares
resistentes. A expresséo da resisténcia, no entanto, esta
fortemente correlacionada com condi¢Bes ambientais como
temperaturas elevadas e dtos niveis de umidade do solo (Mew
& Ho, 1977). Infestacao por nematoides (Napiere, 1980, Cadet
et al., 1989) e a variabilidade da agressividade de isolados
locais de R. solanacearum sdo também fatores relacionados
com o aumento da severidade da doenca ou com a quebrada
resisténcia (Prior & Steva, 1990; Darasseet al., 1998).

Na AmazoOnia encontram-se dois ecossistemas bem
definidos, o de varzea, com solosde boafertilidade e tempora-
riamenteinundéveis, e o deterrafirme, com solos maispobres
esemprelivresdas enchentes. Visando analisar avariabilidade
de isolados de R. solanacearum, nesses dois ecossistemas,
com relag8o aagressividade, sensibilidade abacteriocinase a
caracteristicas bioquimicas, foi realizado o presentetrabal ho.

MATERIAL EMETODOS

Dois ensaiosidénticosforam instalados no periodo das
chuvas (margo/maio), em 1998, em areas naturalmente
infestadas com R. solanacearum. Um dosensaiosfoi instalado,
em &readevéarzea, naEstacéo Experimental do Arial, do INPA,
no municipio de Iranduba, e 0 outro, em &readeterrafirme, na
Estac8o Experimental de Hortalicas “Alejo von der Pahlen”,
localizadano km 14 darodoviaAM 10, municipio de Manaus.
Nessas areas foram estabel ecidas 200 mudas de tomateiros da
cultivar suscetivel SantaCruz Kadae 200, dacultivar resistente
Y oshimatsu, em posi¢Bes aternadas, com espacamento de 1,0
mentrefileirase 0,5 m entre plantas. Em 2000, no periodo de
janeiroaabril, o ensaio foi repetido, na Estacéo Experimental
do Ariad, na mesma localizagdo do ensaio anterior. Em
avaliagles semanai s foram anotadas as plantas apresentando
sintomade murcha, com escurecimento dos vasos e exsudacdo
bacteriana e as plantas mortas. Para cada plantacom sintoma
foi feito isolamento do patdgeno, a partir dos tecidos
escurecidos do xilema do caule, em zonas de progresséo da
doenca. Os isolados foram caracterizados bioquimicamente
através dos seguintes testes: solubilidade em hidréxido de
potéssio, oxidase, hidrdlise do amido, atividade de esterase
(hidrdlisedo Tween), reducao do nitrato, crescimento em meio
contendo 2% de cloreto de sddio e hipersensibilidade em folha
de fumo (Nicotiana tabacum L.) (Fahy & Perdey, 1983). O
teste para determinagdo do biovar foi realizado em tubos de
micro-centrifuga Eppendorf®, com capacidade de 1,5 ml e
contendo 1,0 ml de meio bésico com as fontes de carbono
(Sigm&P®) lactose, maltose, cel obiose, manitol, dulcitol e sorbitol
(Hayward, 1976).

A producdo e a avaliaco da sensibilidade a bacterio-
cinas seguiu ametodol ogia descrita por Cuppelset al. (1978).
Quatro isolados de R. solanacearum, trésdo biovar 1 eum do
biovar 3, obtidos nos ensaios de campo, foram selecionados
como produtores de bacteriocinas e 267 isolados, também
obtidos nos ensaios de campo, foram avaliados quanto a
sensi bilidade as bacteriocinas produzidas pel os primeiros. Para
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a producdo de bacteriocinas, os quatro isolados foram
cultivados em meio CPG liquido, sob agitacdo, a26°C, durante
trésdias. Asbactériasforam separadas por centrifugacéo (4500
rpm por 20 min) e o sobrenadante esterilizado por ultrafiltragéo
(Millipore®0,45 um). Dezmicrolitrosdosquatrofiltradosforam
depositados na superficie de uma camada constituida de uma
misturade 50 pl da suspensdo de bactérias de cadaum dos 267
isolados, separadamente, contendo 10° ufc/ml, com 4 ml de
meio CPG com 0,8% de &gar, fundente, distribuidaem placade
Petri, contendo uma camada de agar-agua. Apés 24 h de
incubagdo a 29 °C, zonas transl(cidas, sem crescimento
bacteriano, indicavam uma sensibilidade do isolado presente
nacamadade meio de cultura

A agressividade de 37 isol ados sel ecionados, sendo 23
do biovar 1 e 14 do biovar 3 foi avaliadasobretomateiros, cv.
Y oshimatsu. Dessesisolados, 32 foram inoculados em mudas
de pimentdo (CapsicumannuumL.) cv. Y olo Wonder e 27 em
mudas de berinjela (Solanum melongena L.) cv. Embu,
cultivadasem casade vegetagdo (25 °C - 38 °C). Quinze plantas,
divididas em cinco vasos contendo 500 ml deterramisturada
com composto vegetal, naproporco de 3: 1 (v:v) eesterilizada
em autoclave, foram inoculadas 30 dias ap6s a semeadura,
para cada isolado em teste. Para ainoculagdo, feriram-se as
raizes da plantas, introduzindo-se um esclapelo no solo, em
torno da base das mesmas e, imediatamente, verteram-se no
solo, sobre asraizesferidas, 5,5 ml de suspenséo de bactérias
(108 ufc/ml) por planta. Os sintomas foram avaliados, no
periodo damanha, aos quatro, seis, oito, dez, 12 e 14 dias ap6s
inoculacéo, através da quantificacdo do percentual de folhas
murchas. Com esses valores, foi calculada a &rea abaixo da
curvade progresso dadoenca (AACPD) paracadapar isolado/
hospedeiro (Campbell & Madden, 1990).

RESULTADOS

Nos ensaios de 1998, ficou evidente a maior susce-
tibilidade dacv. Santa Cruz K adaque apresentou 78,5% € 98,5%
de plantas mortas, no final do cultivo, nasareasdeterrafirme
edevarzea, respectivamente. Paraacv. Yoshimatsu, osniveis
deinfeccdo foram de 22,5% e 50,5%, nasmesmas éreas (Figura
1). Na vérzea, ficou evidenciado um menor periodo de
incubacdo dadoenca, em comparacdo com adreadeterrafirme.

A partir das plantas com sintomas de murcha, nos dois
ensaios de 1998 e no ensaio de 2000, foram obtidos e
caracterizados 267 isolados deR. solanacearumsendo 91, no
ensaio em &readevérzea, 102 no ensaio em &readeterrafirme,
em 1998 e 74 em areade vérzea, no ano 2000. Osbiovares1 e3
foram encontrados nos trés ensaios (Tabela 1). Em varzea, o
biovar 3 predominou em 1998, tendo sido o biovar 1 identificado
com maior fregliénciaem &readeterrafirme, no mesmo ano, e
em areade varzea, no ano 2000. Nao foi constatada nenhuma
relacdo entre o biovar isolado e as caracteristicas deresisténcia
daplantadeorigem (Tabela?2).

O resultado das confrontacfes entre os 267 isolados e
as quatro solugdes de bacteriocinas, revelou a presenca de
sete diferentes grupos de sensibilidade. Dentro desses, os
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FIG. 1 - Percentua semana de morte, devido a murcha-bacteriana, em
tomateiros (Lycopersicom esculentum) das cultivares Y oshimatsu, (m)
e Santa Cruz Kada, (), em terrafirme (A) e em vérzea (B), no estado
do Amazonas, em 1998.

grupos 1 e 2 apresentaram uma frequiéncia elevada, atingindo
45,6% e 33,7% da popul agéo analisada, respectivamente, nos
ensaios de 1998 (Tabela 3). No ensaio de varzea, em 2000, a
proporcéo de isolados pertencentes ao grupo 2 foi de 75,7%
do total enquanto que os do grupo 1, representaram apenas
8,1% do total, naquele ano. No grupo 1, encontraram-se apenas
isolados do biovar 3, nos ensaios de varzea de 1998 e 2000, e
isolados doshiovares 1 e 3, no ensaio deterrafirme, em 1998.

TABELA 1 - Frequéncia de isolados de Ralstonia solanacearum
pertencentes aos biovares 1 e 3 provenientes de tomateiros
(Lycopersicon esculentum) de &reas de varzea e deterrafirme, obtidos
de cultivares suscetivel, Santa Cruz Kada, ou resistente ,Y oshimatsu,
no estado do Amazonas em 1998 e 2000

Freqiiéncia
Isolado 1998 2000 Total
Varzea Terra Firme Varzea
Bv1 34 (374%) 82(80,4%) 65 (87.8%) 181 (67,8%)
Bv3 57 (62,6%) 20 (19,6%) 9(12,2%) 86 (32,2%)
Total 91 (100%) 102 (100%) 74 (100%) 267 (100%)
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TABELA 2 - Percentagem deisoladosdosbiovares 1 e 3 deRal stonia
solanacearum provenientes de tomateiros (Lycoper sicon escul entum)
suscetivel (Santa Cruz Kada) e resistente (Y oshimatsu), em varzea e
em terra firme no estado do Amazonas, em 1998

. Varzea Terra Firme
Biovar p .
Suscetivel Resistente Suscetivel  Resistente
1 33,3 37,8 71,0 83,3
3 66,7 62,2 24,0 16,7

O grupo 2 foi formado apenas com isolados do biovar 1, nos
trés ensaios, assim como os grupos 3, 4 e 5. Isolados dos dois
biovaresformaram osgrupos6e7.

Uma grande variabilidade na agressividade foi
observada através dos valores da AACPD (Tabela 4). Os
isolados, de maneira geral, foram mais agressivos para
tomateiros e menos agressivos para plantas de pimentéo e de
berinjela. Algunsisolados como K13 e A83 foram atamente
agressivos sobre os trés hospedeiros enquanto que outros
como A19, A38 e A2 apresentaram agressividade média ou
baixa, sobre os mesmos hospedeiros. Observou-se também
especificidade entre isolados como A66 e K50 que foram
altamente agressivos paratomateiros e pouco agressivos para
plantas de piment&o e de berinjela, respectivamente eisolados
como Al e A26 que foram medianamente agressivos para
tomateiros e altamente agressivos para plantas de pimentdo e
deberinjela. A variabilidade na agressividade foi encontrada
tanto no biovar 1 quanto no 3.

DISCUSSAO

O percentual de mortalidade elevado, observado nos
tomateiros suscetiveis (Figura 1), confirmam aimportanciada
murcha-bacterianacomo fator limitante do cultivo detomateiros
no Estado do Amazonas. A resisténciadacy. Y oshimatsu foi
maior em terra firme do que navarzea. Em terrafirme, essa
cultivar apresentou mortalidade de 28,6% daobservadanacv.
SantaCruz Kadae, em terrafirme, 50,5% menor, confirmando a
importénciado ambiente naocorréncia da doenca.

A temperatura elevada, um dos fatores mais citados
como causadadiminuicdo daresisténciado tomateiro (Prior et
al., 1994), ndo pode ser considerada nesse caso, pois foi a
mesma nas duas localidades. A ocorréncia de periodos de
encharcamento, observados no solo argiloso davéarzea, e que
nado ocorreram no sol o arenoso, daterrafirme, éacausamais
provavel paraexplicar amaior infecgdo nasplantas davarzea.
Naépocadacheia, o encharcamento do solo pode causar morte
de parte dos tecidos dasraizes, por deficiénciade oxigénio g,
guando o solo seca, pode haver quebra de raizes. Ambos os
fendmenos produzem aberturas para penetracéo da bactéria,
favorecendo uma répida colonizacdo da planta. Os sintomas
deinfestacdo de nematdides, outra causa conhecidadaquebra
de resisténcia, ndo foram observados no ensaio de varzea e
foram quase inexistentes, no ensaio deterrafirme.

Dos trés hiovares encontrados infetando tomateiros
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TABELA 3 - Freqiiéncia (%) de isolados de Ralstonia solanacearum
obtidos de tomateiros (Lycopersicon esculentum) e provenientes de
varzeaedeterrafirme em 1998 e de varzeaem 2000, classificadasem
grupos de sensibilidade a bacteriocinas (GSB)

1998 2000 T

. otal

GSB Viarzea Terra Firme Total Virzea
Bvl Bv3 % Bvl Bv3 % % Bvl Bv3 % Y
1 0 4 473 28 17 41 456 0 6 81 352
2 30 0 3 35 0 343 37 6 0 757 453
3 30 33 6 0 59 47 1 0 14 37
4 0o 0 0 7 0 69 6,6 30 41 37
5 0 0 0 10 10 0,5 0 0 0 04
6 0 1121 3 359 8.8 5 3 108 9,4
7 13 44 20 19 3,1 0 0 0 23

no Estado do Amazonas, 1, N2 e 3 (Boher et al., 1999), apenas
os biovares 1 e 3 foram encontrados nos trés ensaios (Tabela
1). Osisolados do biovar 3, que eram maioria no ensaio de
vérzeaem 1998, tornaram-se minoria, namesmalocalizacéo, em
2000. Um cultivo de piment&o antecedeu o estabel ecimento do
ensaio nadreadevéarzea, em 1998, podendo ter sido responsavel

pelo aumento da populagéo de isolados do biovar 3, no local.
A forte agressividade dosisolados do biovar 3 paraplantasde
piment&o, e o fato do biovar 3 ser proporcionalmente mais
frequente nesse hospedeiro (Coelho Netto et al., 2003),

contribuem a favor dessa hipotese.

A diferenciacdo dos isolados em grupos de
sensibilidade abacteriocinas mostrou-se ligada a classificacéo
em biovares (Tabela 3). Este fato foi também observado por
Frey et al. (1996) analisando isolados provenientes de
tomateiros de Guadal upe. Os mesmos autores constataram uma
forte correlacéo entre os grupos definidos, através da
sensibilidade a bacteriocinas, e aguel es definidos por caracte-
rizacdo molecular (rep-PCR, RC-PFGE). A diferenciacdo dos
isolados em grupos de sensibilidade abacteriocinas evidenciou
gue mudangas répidas podem acontecer dentro das popu-
lagBesclonais, em umaareade cultivo. A utilidade dessemétodo
na caracterizacéo das populagdes de bactérias, no entanto,
tem limites. Um deles, reside nas mutagdes freglentes, que
foram observadas alterando a sensibilidade a bacteriocinas,
de varias espécies de bactérias (Dykes, 1995). A ocorrénciade
mutacdo poderiaser usada paraexplicar apresencadeisolados
dobiovar 1, no ensaio deterrafirme, no grupo 1 desensibilidade
a bacteriocinas, que foi constituido apenas por isolados do
biovar 3, nosensaiosde varzeaem 1998 e em 2000 (Tabela3).

A variabilidade na agressividade de isolados dos
biovares 1 e 3, ao tomateiro, foi constatada por Martinset al.
(1988) epor Lopesetal. (1994). Silveiraet al. (1998), entretanto,
conduzindo estudo semelhante, ndo constataram diferencana
agressividade dosisolados avaliados. Lopeset al. (1994) obser-
varam maior agressividade, sobre tomateiros, dos isolados
pertencentes ao biovar 1. O cdlculo daAACPD, em plantasde
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TABELA 4 - Agressividade de isolados de Ralstonia solanacearum
provenientes de tomateiros (Lycopersicon esculentum) de varzea
(isolados A) e de terra firme (isolados K) do estado do Amazonas,
aveliada pela AACPD da murchabacteriana em plantas de tomate,
berinjela (Solanum melongena) e piment&o (Capsicum annuum)

Isolado Biovar GSB! AA_C_PD - ~
Tomate Berinjela Pimentio
A5 1 7 900.87a> 536,93b 359,33 b
A66 1 2 85520a 457,60c¢ 133,87d
K105 1 2 853,40a 468,80¢c 390,00 b
K2 1 2 817,60a 477,71¢ 3
K8 1 4 815,73a 48843¢  207,67c¢c
A36 1 2 790,33 a  406,20c 295,00 ¢
AR3 3 6 767,67a 705,60a 566,13 a
Al2 1 2 756,13 a 633,80b 377,20b
K70 1 3 754,40a 292,21d -
A99 1 2 73329a 330,53d 69,33 d
A27 1 2 719,87 a - -
K50 1 3 719,13a  95,58¢ -
K7 1 1 718,00a 625,03b  338,49b
A4 1 3 715,60 a 372,67c 141,47d
K13 1 1 71447a 78320a 634,53 a
A45 1 2 703,20a 507,73 ¢ 86,47 d
K45 3 1 693,13b 42547 ¢ -
A58 1 2 687,04b 42887¢ 197,80 ¢
A4l 3 6 670,60b 402,20c  427,60b
A90 3 1 669,65 b - -
A33 3 6 664,73b 810,80a 707,73 a
K39 1 4 664,07b 336,45d 286,64 ¢
K27 1 1 636,73 b - -
Al3 1 2 597,40b 418,07¢ 14787 ¢
Al5 3 1 59520b 20440e¢ 153,20d
A49 3 1 57347b 561,53b  350,40b
K64 3 6 57287b 71543a 58547a
K34 1 1 550,20b  402,12¢ 176,66 ¢
A22 3 1 539,13b  512,40¢c  642.80a
A26 3 6 503,53¢ 735,60a 644,47 a
A2 3 7 496,20 ¢ 320,20d 27,67d
A38 3 1 430,09¢ 153,40¢ 132,40d
A102 1 3 414,67 ¢ - -
Al 3 7 38527¢ 65493b 447,73 b
A19 1 3 205,60d 295,60d 20,13 d
K3 3 1 163,67d 629,90 b -
A48 1 3 133,33 d - -

1Grupo de sensibilidade a bacteriocinas;

2 Os valores seguidos pela mesma letra, na coluna, ndo diferem
significativamente pelo teste de agrupamento de Scott-Knott a 5% de
probabilidade;

3 - = ndo inoculados.

berinjela, pimentdo e tomate, evidenciou uma grande
variabilidade da agressividade, entre os isolados (Tabela 4).
Isolados altamente agressivos, assim como 0S pouco
agressivos, pertenceram tanto ao biovar 1, quanto ao biovar 3.
No entanto, como observado quando os isolados foram
classificados segundo a agressividade, 93,75% dos isolados
mai s agressivos ao tomateiro foram do biovar 1, enquanto que
83,3% dos mais agressivos ao pimentdo e 80% dos mais
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agressivosaberinjelaforam do biovar 3. Assim, aresisténcia
dacv. Y oshimatsu foi mais eficaz contraosisolados do biovar
3doquecontraosdo biovar 1. Em &readevéarzea, ostomateiros
dacv. Y oshimatsu, foram quase sempre expostos aumamaior
populacéo de bactérias do biovar 3 (Tabela 1), consideradas
menosagressivasaessacultivar. A cv. Y oshimatsu, no entanto,
mostrou-se menosresistente naareade varzea. Essefato pode
indicar uma predominancia do fator ambiente, sobre o fator
patdgeno, nainfeccdo do hospedeiro no ecossi stemade varzea.
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