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Resumo: Com a finalidade de verificar a ocorréncia ¢ a distribuigdo de biovares de Ralstonia solanacearum em olericolas
cultivadas no Estado do Rie Grande do Sul, plantas de tomate, berinjela e fumeo com sintomas d¢ murcha bacteriana foram
colctadas, na primavera de 2004, cm 12 lavouras de quatro municipios: Maguiné, Caxtas do Sul, Sobradinho ¢ Santa Cruz do Sul.
A determinagdio da espécic foi feita com teste sorolégico através de ELISA ¢ a da biovar, com base no metabolismo oxidativo de
agucares ¢ 4lcoois e por PCR. Todos os 54 isolados foram identificados como biovar 1. Porém, a amplificagfio por PCR com os
oligonucleotideos iniciadores T3A ¢ T5A resultaram em tipo diferente de perfil daqueles previstos para estirpes deste patdgeno,
com a amplificagfio de um produto de adicional de 650 pb. Devido s condigdes climaticas do Estado do Rio Grande do Sul ca
levantamentos anteriormente rcalizados para determinar a ocorréncia de biovares de R. solanacearum em lavouras de batata,
ficou cstabelecida a predomindincia, quasc que absoluta, de estirpes da biovar 2 do patégeno. Este irabalho demonstrou que as
condigdcs de clima ¢ solo do RS possibilitam a ecorréncia das duas biovares, ¢ que a predomindncia de uma delas é determinada
pela espécie hospedcira,

Palavras-chave: cpidemiologia, murcha bacteriana, biovar, tomate. berinjela, fumo

Predominance of Ralstonia solanacearum biovar 1 in vegetable
crops under crop in Rio Grande do Sul State

Abstract: In order to verify the occurrence and distribution of biovars of Ralstonia solanacearum in vegetable crops under crop
in the State of Rio Grande do Sul, Brazil, samples of tomato, eggplant and tobacco showing symptoms of bacterial wilt were
collected in the spring of 2004, in 12 farms from four citics: Maquiné, Caxias do Sul, Sobradinho and Santa Cruz do Sul. The
identification of the bacterial specics was carried out by the immunological test of ELISA and the classification in biovar was
bascd on the oxidative metabolism of alcohols and sugars and in the PCR fingerprinting. All the 54 isolates were identificd as
biovar 1. However, the amplification of DNA with the primers T3A and TSA resulted in a profile different from that expected
for R. solanacearum strains, showing the amplification of an additional product with 650 bp. Due 1o its climatic conditions and
according o previous surveys in potato fields. it was established the predominance of the biovar 2 of R. solanacearum. This
study demonstrated that conditions of climate and soil in Rio Grande do Sul State permit the occurrence of both biovars 1 and
2 and that the predominance of one or other is determined by the host specics.
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Introduciio

A murcha bacteriana causada por Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchii et al. 1995 sin.
Pseudomonas solanacearum (Smith) Smith 1914, esta
amplamente distribuida em regifes de clima tropical,
subtropical e zonas mais quentes de ¢lima temperado em
todo o mundo (HAYWARD, 1991). O patégeno € consi-
derado endémico em muitas areas e estd associado a
mais de 200 espécies de plantas cultivadas e silvestres
de, pelo menos, 50 familias diferentes (HAY WARD, 1995;
KELMAN, 1998; SAILE et al., 1997). As espécies hospe-
deiras de importancia econdmica mais afetadas sdo, prin-
cipalmente, solaniceas como a batata, o tomate, o pi-
ment#o, a berinjela e o fumo, entre outras (TAKATSU e
LOPES, 1997).

Estirpes de R. solanacearum diferem quanto as es-
pécies hospedeiras, distribuigdo geogrifica,
patogenicidade, relacionamento epidemiolégico e pro-
priedades fisiolégicas (BUDDENHAGEN e KELMAN,
1964). Devido a sua grande complexidade, a bactéria é
classificada por ragas em relagdo a espécie hospedeira e
por biovares conforme a habilidade de utilizar ou oxidar

determinados agiicares e dlcoois (HAYWARD, 1991). .

As estirpes das biovares | e 2 estio amplamente distri-
buidas, sendo que a biovar I, que corresponde draga 1,
predomina em regides de clima quente, caracteriza-se
por afetar um maior namero de espécies hospedeiras e

possui maior capacidade de persistir no solo. A biovar 2,

que corresponde 4 raga 3, predomina em regides de cli-
ma temperado, restringe-se basicamente a batata como
hospedeira e apresenta maior capacidade de produzir
infecgdes latentes. A biovar 3 estd mais adaptada s
regides quentes dos trdpicos (HAYWARD, 1991;
LOPES, 19%4).

Nas Regides Sul e Sudeste do Brasil, predomina a
biovar 2 em batata, embera a biovar | também possa
ser encontrada (LOPES et al,, 1993; LOPES 1994; LOPES
1993; MACIEL 1999). No Estado do Rio Grande do Sul
(RS), onde o ¢lima ¢ subtropical umido e o patdgeno é
considerado endémico, Silveira et al. (2002) realizaram
um levantamento com um namero representativo de
isolados (490) de R. solanacearum, em areas de lavou-
- ras de batata de quatro regides produtoras do Estado.
Os resultados demonstraram um predominio de 94% de
isolados da biovar 2, sendo que os demais isolados
(6%) foram determinados como biovar 1. Essa caracte-
ristica pode favorecer os produtores do RS, pois estir-
pes da biovar 2 estfo restritas a regides de clima mais
ameno, possuem baixa capacidade de sobrevivéncia
no solo e infectam basicamente a batata. De acordo
com Lopes (1994), o comportamento das estirpes des-
tes dois grupos ¢ bastante diferente ¢ leva 4 adog#io de
medidas diferenciadas para o manejo integrado da do-
enga, sendo o controle mais satisfatorio para as estir-
pes da biovar 2,

Levantamentos de biovares ou ragas de R.
solanacearum na Regido Sul do Brasil foram realizados,
porém, em plantas de batata. Embora os resultados con-
firmem a predominéncia da biovar 2 do patégeno e as
condiges climaticas do RS sejam favoraveis as estirpes
deste grupo, a batata é uma espécie hospedeira quase
que restrita da biovar 2 de R. solanacearum. O objetivo
deste trabalho foi caracterizar os isolados de R.
solanacearum obtidos de plantas solanaceas além da
batata.

Material e métodos

Obtencao dos isolados de Ralstonia solanacearum

No periodo de novembro de 2004 a margo de 2005,
plantas de tomate, berinjela e fumo, com sintomas de
murcha bacteriana, foram coletadas em 12 lavouras loca-
lizadas em quatro municipios de trés regides produtoras
do RS: Litoral, Sub-regido 2A (Maquiné); Serra do Nor-
deste, Sub-regido 4A (Caxias do Sul) e Encosta Inferior
da Serra do Nordeste, Sub-regido 6B (Sobradinho e San-
ta Cruz do Sul) (Figura 1) (RIO GRANDE DO SUL, 1994).

Hastes de plantas com sintomas foram desinfestadas
pela imers3o consecutiva em dlcool 70% e hipoclorito de
sddio a 1%, por 30 5, e lavadas com 4gua destilada esteri-
lizada (ADE). Segmentos de 1 a 2 cm foram ento coloca-
dos em tubos de centrifuga (1,5 ml) contendo 500ul de
ADE para observagao do fluxo bacteriano. Cada suspen-
530 de células foi diluida em série {102 10), e comuma
pipeta de microtitulagdo, 100411 da suspensdo bacteriana,
obtida na ultima diluigo, foram transferidos para a super-
ficie do meio de cultura semi-seletivo modificado SMSA
(peptona 10; caseina hidrolisada 1; agar 15 g/l; glicerol
5ml/1; bacitracina 25; polimixina B sulfato 100; cloranfenicol
5; Penicilina G 0,5; cristal violeta 5 e cloreto de trifenil
tetrazolio 50 mg/1) (ELPHINSTONE et al. 1996) em placas
de Petri, Ap6s 48h a 28 °C, coldnias fluidas, brancas e com
centro vermelho, foram transferidas para meio SPA
(sacarose, 20; peptona 10; ¢ agar 15 g/1) em placas de
Petri, e apds 24 h a 28 °C, submetidas ao teste de Gram,
oxidase ¢ DAS-ELISA com anti-soro policlonal reativoa R
solanacearum fomecido pela EMBRAPA de Clima Tem-
perado (CASTRO etal., 1993). Os isolados foram armazena-
dosemADE, a5 °C, e em glicerol-dgua (15:85),a-20°C,

Testes bioquimicos para determinagiio da biovar

A capacidade dos isolados em oxidar diferentes fon-
tes de carbono, para a determinagdo da biovar (SCHAAD,
1988), foi testada em placas de microtitulagiio (96 amos-
tras/placa), contendo 150 pl de meio Ayers pH 7,2
(NH,H,PO, 1;KCI0,2; MgSO,;7H,0 0,2; agar 6 ¢/I; pH
7,2), acrescide de 1 ml/l de azul de bromotimol 1,6%, euma
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,
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Figura 1 - Regides agroccolépicas do Esiado do Rio Grande do Sul onde foram coletadas plantas de tomate, berinjela ¢ fumo com
sintomas de murcha bacteriana (Raistenia solanacearum) em lavouras de produglo. Porto Alegre, 2005,

foram transferidas, com um palito de dente esterilizado,
para o meio com a fonte de carbono especifica contido
nos orificios da placa. Utilizaram-se trés repetigdcs (pla-
ca) para cada substrato, € 0 meio sem fonte de carbono foi
utilizado como controle negativo. Como controle positi-
vo, utilizaram-se seis isolados de R. solanacearum oriun-
dos de plantas de batata, fomecidos pela EMBRAPA Cli-
ma Temperado de Pelotas-RS. As placas foram entio in-
cubadas a 28 °C, e a capacidade do isolado oxidar a fonte
de carbono fomecida foi avaliada através da mudanga de
cor do meio de verde para amarela, apds 72 h.

Determinacfio da biovar por PCR

A extracdo do DNA dos isolados de R. solanaceerum
foi realizada de acordo com Boucher ct al. (1987), as
quantificagdes realizadas em espectrofotémetro (Spectronic
Unican/Genesys 10UV) ¢ as amostras mantidas a -20 °C.
Para a determinagdo da biovar, utilizou-se os oligonu-
cleotideos inciadores T3A (-GGG GGT TCGAATTCC
CCGCCGGCCCCA-3Ye TSA(S-AGTCOGGTGCTCTAA
CCAACT GAG3HCybersyn), (WELSH e MCCLELLAND,
1991; SEALetal., 1992). As amplificagdes foram conduzidas
em termociclador Uvigene em 10 pl, contendo soluglo tam-
pdode PCR (10 mM Tris-HC1 [pH 8,3], 50 mM KCI); 2 mM
MgCl,; 0,2 mM de deoxinucleotideos (cada); 1,25 U
polimerase AmpliTag (Gibco-BRL); 1 uM dos oligonu-
cleotideos iniciadores ¢ 50 ng de DNA. As'condigdes fo-
ram2 mina 96 °C; 35 ciclos (905294 °C, 155a50°C; 6052
72°C)e 10mina72°C, ‘

Os produtos das amplificagdes foram separados em
gel de agarose 1,5%, juntamente com um padrdio de DNA |
kb plus ladder, e submetidos 4 eletroforesé 4 V/em por 2 h,
corados com brometo de etidio (0,05%), visualizados sob luz
ultravioleta e fotografados com sistema de fotodocumentagiio
computadorizado de analise de gel (Kodak Digital Science
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1D-EDAS 120). Para a detenminagio da biovar, foram consi-
derados biovar 2 os isolados que resultaram apés a amplifi- -
cag¢do um produto de 100 pb, amplificagdes com produtos
resultantes de 100 e 200 pb foram considerados biovar 1
(SEALetal, 1992),

Resultados e discussio

Foram obtidos 54 isolados de R. sofanacearum de
plantas com sintomas de murcha bacteriana em 12 lavou-
ras de tomate, fumo e berinjela de trés regides produtoras
de olerfcolas do Estado do Rio Grande do Sul. Os isola-
dos obtidos foram reativos ao anti-soro policlonal de R.
solanacearum ¢ resultaram positivos pelo teste de oxidase
e Gram ncgativos, Pelos testes bioquimicos propostos
por Hayward (1991), todos os 54 isolados oxidaram ape-
nas a trealose, modificando a cor do meijo de verde para
amarela e foram considerados como biovar 1 (Tabela 1).

Pela amplificagdo por PCR com os oligo-nucleotideos
iniciadores T3A ¢ T5A, os 54 isolados geraram produtos de
100, 200 pb conforme o esperado para estirpes da biovar 1.
Porém, amaioria dos isolados gerou um fragmento adicio-
nal de 650 pb (Figura 2). De acordo com Seal et al. (1992;
1993), todos os isolados de R solenacearum amplificam
pelo menos um fragmento de baixo peso molecular préximo
de 100 pb, e os perfis gerados por estirpes dos diferentes
grupos de R solanacearum podem ser classificados em
trés tipos. O perfil do Tipo 1, com um \inico fragmento de
100 pb ¢ que representa o grupo de estirpes da raca 3,
correspondentes A biovar 2; o Tipo 2 com um fragmento
adicional de 200 pb e que representa o grupo de estirpes da
raga 1, correspondentes 4 biovar 1; e o perfii do Tipo 3 que
contém os dois fragmentos (100 e 200 pb) adicionados
de um terceiro fragmento de 450 pb e que representa as
estirpes das biovares 3, 4 e 5. Segundo os autores, o
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Tabela 1 - Isolados de Rafsionia solanacearum obtidos de olericolas cultivadas em lavouras das diferentes regides produtoras do RS

¢ submetidos & determinago da biovar.

Municipio Lavoursa Cultivar Isolados*
Maquiné Tomate Saladinha T01, T02, TO3, T04 ¢ TOS
Tomate Cascade T06, TO7, TO8, T09 e T10
Tomate Saladinha Ti1, T12, T13, Tl4 ¢ Tit5
Caxias do Sut Tomate Carmem Tte, Ti7, T18, T19 e T20
Tomate Paulista T21, T22, T23, T24 ¢ T25
Tomate Leila T26, T27, T28, T29 ¢ T30
Tomate Funny T31 e T32
Magquiné " Berinjela Florida B33
Sobradinho Tomate Angela T34, T35, T36, T37; T38 ¢ T39
Tomate Santa Clara T40, T41, T42, T43 ¢ T44
-Santa Cruz do Sul Fumo Virginia F45, F46, F47, F48 ¢ F49
Fumo Virginia F50, F51, F52, F53 ¢ F54

* Um isolado por planta.

-

650 pb-o

200 pb -
100 pb - [

M. TOI T06 TH Ti6 T21 T26 T31 T34 T37 T40 B33 F45 F50 F54

Figura 2 - Produto da amplificagio do DNA de isolados Ralstonia solanacearum por PCR com os oligonucleotideos iniciadores T3A
e T5A, (M) Marcador de peso molecular [kb plus, TO1, T06, T11, T21, T26, T31, T34, T37, T40 isolados obtidos de plantas de
tomate, B33 de berinjcla, ¢ F45, F50 ¢ F54 de fumo. Porto Alegre, 2005,

perfil dos dois primeiros tipos corresponde 4 divisdo II,
descrita por Cook et al. {1989) e o perfil do Tipo 3
corresponde & divisdo 1.

Desse modo, o perfil gerado pela amplificagio do
DNA de isolados da biovar 1 de R. solanacearum, obti-
dos de plantas de tomate, berinjela e fumo no RS, ndo
encontra um perfil correspondente aos descritos por
Seal et al. (1992) para este patégeno.

Isolados da biovar 2 de R. solanacearum obtidos de
plantas de batata, foram avaliados com os
oligenucleotideos T3A e T5A por Silveira (2002), que
nio relatou a presenga de um perfii diferente dos descri-
tos por Seal et al. (1992). Estes resultados demonstram
uma maior variabilidade para as estirpes da biovar 1 de
R. solanacearum, corroborando com a afirmativa de que
as estirpes deste grupo possuem maior variabilidade
genética do que as estirpes da biovar 2.

No Estado do Parana, no municipio de Contenda,
Lopes et al. (1993) identificaram estirpes pertencentes 3
biovar 1 de R. solanacearum, porém, a predominancia,
nos 15 campos de produgdo de batata avaliados de sete
municipios, foi de estirpes da biovar 2. No Rio Grande do
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Sul, os levantamentos realizados por Maciel (1999), Maciel
etal. (2001) e Silveira et al. (2002), em lavouras de batata,
relatam a ocorréncia das biovares 1 e 2 de R. solanacearum
e confirmam a melhor adaptagdo das estirpes da biovar 2
ao clima sub-tropical caracteristico do Estado, com uma
incidéncia de aproximadamente 94% dos isclados, Sabe-
se que o comportamento destes dois grupos é diferente
quanto ao clima, sendo as estirpes da biovar I mais adap-
tadas a temperaturas mais quentes, como nas regides tro-
picais, e as estirpes da biovar 2 ocorrem em regides de
clima mais ameno. Embora estes relatados confirmem a
ocorréncia somente destes dois grupos de estirpes no
RS, ainda ndo haviam sido realizados trabalhos com um
numero significative de isolados de outras espécies
olericolas além da batata, de importéncia econdmica para
o Estado do RS, capazes de hospedar R. solanacearum.

Com os resultados obtidos neste trabalho, em que
ocorréncia da biovar | representou a totalidade dos iso-
lados obtidos das espécies olericolas avaliadas, o toma-
te, a berinjela e o fumo, de trés regides diferentes do RS,
pode-se inferir que as condigdes de clima e de solo do
Estado do Rio Grande do Sul s3o favordveis 4 manuten-
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¢80 dos dois grupos de estirpes ¢ que a predominéincia
de um determinado grupo pode estar relacionado 4 es-
pécie hospedeira. Deste modo, a caracterizago por ra-
¢as, que leva em consideraglo a espéeie hospedeira,
assume um papel preponderante para a definigio de es-
tratégias de controle.

Deve-se considerar, também, ¢ histdérico das dreas
produtivas das diferentes regides. Os municipios de
Sobradinho e Santa Cruz do Sul, na regifo da Encosta
Inferior da Serra do Nordeste e de Maquiné, na regido
Litoral Norte, s3o regides onde o fumeo ja foi, ou ainda
estd sendo cultivado em dreas representativas do muni-
cipio, e o fumo ¢ um hospedeiro de estirpes da biovar 1
de R. solanacearum. Porém, o municipio de Caxias do
Sul, na Serra do Nordeste, ndo possui drcas com histéri-
co de lavouras com o plantio de fumo, mas ¢ considera-
da uma regido que possui uma extensa 4rea cultivada
com diversas olericolas, tais como o tomate, aberinjelae
o pimentdo entre outras, que também podem hospedar
estirpes da biovar | de R. sofanacearum.

Estirpes de R solanacearum diferem na gama de
hospedeiras, distribui¢lio geogréfica, patogenicidade,
relacionamento epidemiolégico e propriedades fisiologi-
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