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RESUMO

Com a finalidade de verificar a ocorréncia e a distribuigdo de
biovares de Ralstonia solanacearum no Estado do Rio Grande do Sul,
plantas com sintomas de murcha-bacteriana foram coletadas, na
primavera de 1999, em 25 lavouras de batata (Solanum tuberosum)
em dez municipios das quatro areas de producdo: Serra do Nordeste,
Planalto Superior, Depressdo Central e Grandes Lagoas. A deter-
minagdo da espécie foi feita com teste sorologico através de ELISA e

da biovar com base no metabolismo oxidativo de agtcares e alcoois.
Noventa e quatro porcento dos 490 isolados foram identificados como
biovar 2. A ocorréncia da biovar 1 foi registrada na Serra do Nordeste
e Depressdo Central. A ocorréncia das biovares ndo mostrou relacdo
com a temperatura média local ou cultivar de batata.

Palavras-chave adicionais: epidemiologia, murcha-bacteriana,
Solanum tuberosum.

ABSTRACT
Occurence of biovars 1 and 2 of Ralstonia solanacearum in potato fields in the State of Rio Grande do Sul

Occurrence and distribution of biovars of Ralstonia
solanacearum in the State of Rio Grande do Sul were assessed by
harvesting potato (Solanum tuberosum) plants showing bacterial
wilt symptoms in the spring of 1999. Plants were collected from 25
potato fields in ten counties in the four main production regions:
Serra do Nordeste, Planalto Superior, Depressdo Central and

Grandes Lagoas. Species and biovar determinations were based on
serological test with ELISA and the oxidative metabolism of sugars
and alcohols. Ninety-four percent of 490 strains were identified as
biovar 2. Occurrence of biovar 1 was recorded in Serra do Nordeste
and Depressdo Central. The incidence of biovars showed no
correlation with local temperature or potato cultivars.

INTRODUCAO

A murcha-bacteriana causada por Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. 1995 [sin.
Pseudomonas solanacearum (Smith) Smith 1914] é uma das
maiores limitagdes ao cultivo da batata (Solanum tuberosum
L.) em regides de clima tropical, subtropical e zonas mais
quentes de clima temperado em todo o mundo (Hayward,
1991). A bactéria é classificada por ragas em relagdo a espécie
hospedeira, e por biovares conforme a habilidade de utilizar
ou oxidar determinados agtcares ¢ alcoois (Hayward, 1994).
Dois grupos de estirpes sdo capazes de infetar a cultura da
batata, as estirpes da biovar 1, que correspondem a raga 1,
com grande ntimero de hospedeiros, maior capacidade de
persistir no solo e predominar em regides de clima quente, e
as estirpes da biovar 2, correspondentes a raga 3, que infetam
basicamente a batata em regides de clima temperado e
apresentam maior capacidade de produzir infecgdes latentes
(Hayward, 1991; Lopes, 1994). As infecgdes latentes sdo de
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particular importancia na cultura da batata, e os tubérculos-
semente infetados constituem a fonte de indéculo mais
importante para a disseminagdo do patégeno (Hayward, 1991).
De acordo com Lopes (1994), o comportamento das estirpes
destes dois grupos ¢ bastante diferente e leva a adogdo de
medidas diferenciadas para o manejo integrado da doenga,
sendo o controle mais satisfatorio para as estirpes da biovar
2. A melhor forma de evitar o problema ¢ assegurar que o
solo e os tubérculos-semente utilizados para plantio estejam
livres do patogeno (Elphinstone & Aley, 1993; Lopes, 1994).
Nas Regides Sul e Sudeste do Brasil predomina a biovar 2 do
patdgeno, embora a biovar 1 também possa ser encontrada
(Lopes et al. 1993; Maciel, 1999). No Rio Grande do Sul,
onde o clima ¢ subtropical umido, a batata é cultivada em
duas safras anuais, totalizando uma area superior a 48.000
ha, em pelo menos quatro regides distintas, e R. solanacearum
¢ considerada endémica (Ramos ef al., 1998). Considerando
a auséncia de levantamentos com um numero representativo
de isolados de R. solanacearum em lavouras de batata do Rio
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Grande do Sul, este levantamento objetivou testar a hipotese
de que a ocorréncia de R. solanacearum esta restrita a biovar
2. Um resumo deste trabalho ja foi publicado anteriormente
(Silveira et al., 2000).

MATERIAL E METODOS

No periodo de setembro a dezembro de 1999, 20
plantas de batata com sintomas de murcha-bacteriana foram
coletadas por lavoura, exceto em Silveira Martins (dez
plantas), em 25 lavouras localizadas em dez municipios de
quatro regides produtoras: Depressdo Central, Sub-regido 1C
(Santa Maria e Silveira Martins); Serra do Nordeste, Sub-
regido 4A (Carlos Barbosa, Farroupilha e Garibaldi); Planalto
Superior, Sub-regido 3B (Nova Prata, Ibiraiaras e Sdo Jorge)
e Grandes Lagoas, Sub-regido 12A (Pelotas e Sao Lourengo)
(Figura 1) (Rio Grande do Sul, 1994).

Obtencio de culturas puras de Ralstonia solanacearum

Hastes de plantas com sintomas foram desinfestadas
através da imersdo consecutiva em alcool 70% e hipoclorito
de sodio 1%, por 30 s, e lavadas em dgua destilada esterilizada
(ADE). Segmentos de 1 a 2 cm foram entdo colocados em
tubos de centrifuga (1,5 ml) contendo 500 pl de ADE para
observacdo do fluxo bacteriano. Com uma pipeta de
microtitulagdo, 20 pl da suspensdo bacteriana foram
transferidos para a superficie do meio de cultura SPA
(sacarose, 20; peptona 10; e agar 12 g/l), mais 0,05% de
cloreto de trifenil tetrazolio (CTT) em placas de Petri. Apos
48 h, a 28 °C, coldnias fluidas, com centro vermelho ¢ bordas
brancas, foram transferidas para SPA e, ap6s 24 h a 28 °C,
submetidas aos testes de Gram, oxidase ¢ DAS-ELISA com
anti-soro policlonal reativo a R. solanacearum fornecido pela
EMBRAPA-CPACT (Castro et al., 1993). Os isolados foram
armazenados em ADE, a 5 °C, e em glicerol-agua (15:85), a
-80 °C.

Testes bioquimicos para identificacio da biovar

A capacidade dos isolados em utilizar diferentes fontes
de carbono, para a determinagdo da biovar (Schaad, 1988),
foi testada em placas de microtitulagdo (96 amostras/placa),
contendo 150 ul de meio Ayers pH 7,2 (NH,H, PO, 1; KCI
0,2; MgSO,.7H,0 0,2; agar 6 g/l; pH 7,2), acrescido de 1 ml/
1 de azul de bromotimol 1,6%, e uma das seguintes fontes de
carbono a 1%: celobiose, lactose, maltose, trealose, dulcitol,
manitol e sorbitol. Culturas com 24 h de crescimento,
cultivadas em meio SPA a 28 °C, foram transferidas, com
auxilio de palito de dente esterilizado, para meio com a fonte
de carbono especifica contido nos orificios da placa.
Utilizaram-se trés repeti¢des (placa) para cada substrato, e o
meio sem fonte de carbono foi utilizado como controle
negativo. As placas foram entdo incubadas a 28 °C, ¢ a
capacidade do isolado utilizar a fonte de carbono fornecida
foi avaliada através da mudanca de cor do meio de verde
para amarela, apds 72 h. Como controle positivo, utilizaram-
se seis isolados de R. solanacearum oriundos de plantas de
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batata, fornecidos pelo Centro de Pesquisa Agropecuario de
Clima Temperado (EMBRAPA- CPACT), Pelotas, RS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quatrocentos e noventa isolados de R. solanacearum
foram obtidos nas quatro principais regioes produtoras de
batata do Rio Grande do Sul. Destes, 94 ¢ 6% foram
identificados como biovares 1 e 2, respectivamente (Tabela
1). Estes resultados corroboram com a afirmagdo de que a
biovar 2 ¢ endémica e predominante nas Regides Sul e Sudeste
do Brasil (French ef al., 1993). Também Lopes et al. (1993)
verificaram, em levantamento realizado em 15 lavouras de
batata em sete municipios no Estado do Parana, que quatro e
79 isolados eram biovares 1 e 2, respectivamente. Além disso,
Maciel (1999) obteve resultado semelhante ao determinar que
95% dos 77 isolados, obtidos em uma lavoura de batata no
municipio de Caxias do Sul, RS, pertenciam a biovar 2, mas
que isto aconteceu apenas no cultivo de primavera (setembro
ajaneiro), quando as temperaturas sdo mais elevadas. A biovar
1 ndo foi detectada no cultivo de outono (fevereiro a junho)
(Maciel, 1999). Este, no entanto, ¢ o primeiro trabalho que
envolve o levantamento de um numero representativo de
lavouras de diferentes regides do Rio Grande do Sul.

A biovar 1 foi constatada na cultivar Sinfonia, no
municipio de Garibaldi, e na cultivar Macaca, em Silveira
Martins, em duas regides distintas (Figura 1, Tabela 1). Em
Garibaldi, 20 isolados obtidos de uma tnica lavoura foram
identificados como biovar 1, o que elevou o percentual de
isolados desta biovar para 19% na regido da Serra do Nordeste.
A temperatura média na regido durante o periodo foi 17,1
°C, menor do que nas demais regides (Tabela 1), indicando
que outros fatores poderiam ser responsaveis pela alta
incidéncia dessa biovar naquele local. A temperatura ¢ um
dos principais fatores que afeta a ocorréncia das biovares de
R. solanacearum, sendo a biovar 1 favorecida por tempe-
raturas entre 26 ¢ 36 °C (Hayward, 1991). No entanto, a
constante introdugao de estirpes desta biovar através de batata-
semente e o conseqiiente aumento da populacdo no solo
poderiam explicar a maior incidéncia apesar da menor
temperatura. O fator cultivar também nao parece relacionado,
visto que a biovar 1 ocorreu nas cultivares Sinfonia e Macaca,
as quais foram plantadas em outros locais, sem a presenga
desta biovar. Assim sendo, um trabalho de detec¢do das
biovares de R. solanacearum em batata-semente utilizada no
Rio Grande do Sul poderia esclarecer a razéo da incidéncia,
particularmente da biovar 1, em locais menos favoraveis.

Os testes bioquimicos realizados em placas de
microtitulagdo facilitaram o trabalho com grande niimero de
isolados, ndo apresentaram problemas de interpretagdo dos
resultados e representaram economia de espago e meio de
cultura. Isolados considerados como biovar 2, utilizaram os
agucares lactose, maltose e celobiose, modificando a cor do
meio de cultivo de verde para amarela, e ndo utilizaram o
acUcar trealose e os alcoois manitol, sorbitol e dulcitol. Nestes
casos, os meios de cultivo permaneceram na cor verde. Os
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TABELA 1 — Incidéncia das biovares 1 e 2 de Ralstonia solanacearum em lavouras de producio de batata
(Solanum tuberosum) de quatro regides agroecolégicas do Rio Grande do Sul, 2002

NUMERO DE ISOLADOS

REGIAO MUNICIPIO LAVOURA BIOVAR
1 2 3 1 2
SERRA DO NORDESTE CARLOS BARBOSA 2067 20 20 2 58
(17,1 °C)* FARROUPILHA 20EW 20 0 1 39
e ______GARIBALDI _________20%W 0 0 _ 20____0__
_ 19% 81%
PLANALTO SUPERIOR IBIRAIARAS 20 20Ba0) 20040 0 60
(19,0 °C) NOVA PRATA 20Ba0) 20040 20Ba0) 0 60
SAO JORGE 20Ba0) 20Ba0) 20Ba0) 0 60
e 0%_ _ _100% _
DEPRESSAO CENTRAL SANTA MARIA 20®a0 20®a0 20Mao) 0 60
(20,4 °C) SILVEIRA MARTINS 20Ma0) 20Mae) 10Mao) 5 45
- . SIS b (I
GRANDES LAGOAS PELOTAS 20™Mae 0 0 0 20
(18,8 °C) SAO LOURENCO DO SUL 20Mao) 200 206 0 60
0% 100%
TOTAL 490 28 462
6% 94%

* Temperatura média de setembro a dezembro de 1999.
** A abreviatura entre parénteses indica a cultivar plantada na lavoura amostrada:
Ast = Asterix; Bar = Baronesa; Elv = Elvira; Mac = Macaca; SA = Santo Amor; Sin = Sinfonia.

e

28

29

30

Latitude

31

32

33

Argentina

Uruguai

SERRA DO MORDESTE Sub-regido 44
Bigwar 1/Bioward - 2397 [zolados

DEPRESSAC CENTRAL Sub-regifio 1C
Biovear 1/Biovar 2 - 5795 |zoladoz

PLANALTO SUPERIOR  Sub-regifio 3B
Bigwar 1/Biowar 2 - 04100 |solados

H GRAMDES LAGOAS  Sub-regido 124
#  Biovar 1/Biovar 2 - 04100 [solados

Santa Catarina

Oceano Atlantico

a7 56 55 a4

LONGITUDE

51

FIG. 1 -Regides agroecoldogicas do Estado do Rio Grande do Sul onde foram coletadas plantas
de batata (Solanum tuberosum) com sintomas de murcha bacteriana (Ralstonia
solanacearum) em lavouras de producio. Porto Alegre, 2002.
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isolados da biovar 1, utilizaram apenas trealose, ndo
modificando a cor do meio de cultura com as demais fontes
de carbono. Os controles negativos, meio de cultura sem fonte
de carbono, também mantiveram a cor.

A biovar 2-T (ou N2), uma variante da biovar 2, que
ocorre em regides de clima tropical de baixa altitude, tem
como centro de origem a Regido Amazonica. Esta variante é
geneticamente diferente da biovar 2 e utiliza a trealose
(Hayward, 1994). A biovar 2-T ndo foi constatada entre as
estirpes estudadas.

A baixa incidéncia da biovar 1 nas lavouras ndo
garante sua auséncia na batata-semente produzida no Rio
Grande do Sul. Embora com menor aptiddo para persistir
como infeccdo latente nos tubérculos do que a biovar 2, a
biovar 1 pode ser transmitida desta maneira e tornar-se
predominante em lavouras de regides com temperaturas mais
elevadas. A andlise de rotina de tubérculo-semente para
deteccgdo de R. solanacearum, através de técnicas de detecgao
sensiveis e especificas, deveria fazer parte de qualquer
programa de incentivo a cultura da batata. De um modo geral,
as areas de producdo de batata para consumo no Rio Grande
do Sul sdo cultivadas de modo intensivo, nem sempre
observando uma rotagao de culturas adequada, em fungo da
falta de opgoes de cultivo com outras espécies que possibilitem
um retorno econdmico, ou pela escassez de novas areas
disponiveis nas regides tradicionais de cultivo de batata
(Ramos et al., 1998). A nao utilizagdo de batata-semente
certificada, por parte dos produtores de batata para consumo,
pode contribuir para a introdugdo do patdégeno. Mesmo em
areas de certificacdo de batata no Brasil, a murcha-bacteriana
tem sido responsavel pela condenagdo de 8,8% da area
plantada, o equivalente a 64,1% das condenagdes (Lopes et
al., 1990).

A biovar 2 foi registrada na Europa no inicio da década
de 90 (Elphinstone et al., 1996), ameagando a produgdo de
batata, particularmente batata-semente. A erradicagdo tem
sido a estratégia utilizada. No Canada e Estados Unidos, a
tolerancia € zero e a doenga ndo tem sido registrada a campo.
Assim, a ocorréncia endémica e predominante da biovar 2
no Rio Grande do Sul facilita a condugdo de pesquisas de
campo com interesse internacional.
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