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RESUMO

A murcha-bacteriana do pimentdo é causada por Ralstonia solanacearum, raga 1,
biovares 1 e 3 e causa grandes prejuizos a cultura desta solanécea. Este trabalho teve
por objetivo estudar a sobrevivéncia do patégeno em tecidos infectados de caule e raiz
incorporados a0 solo as profundidades de 0, 5 e 15 cm; e em 10 diferentes tipos de solo
na auséncia da planta hospedeira. Foi utilizado um mutante resistente a 100 mg I* de
rifampicina (R solanacearum A1-9F"). A sobrevivéncia do patégeno diferiu
significativamente (P<0,05) apenas em relagdo aps tecidos vegetais analisados
isoladamente. Desta forma, tecidos de raiz de piment&o apresentaram maior duragéo da
sobrevivéncia (17,1 d), &ea abaixo da curva da populagdo (AACPOP) (430x10%) e
populacio aos 7 (POP7) (5,0 x 10* UFC g™ tecido) e 21 dias (POP21) (3,1 x 10* UFC g
! tecido) que os de caule, que foram respectivamente, 7,0 d; 3,8; 0,35 x10* e 0,48 x 10*
UFC g* tecido. Por outro lado, os tecidos do caule apresentaram maior indice de
decomposicéo (81,3%) e pH (7,7) do que os de raizes, regpectivamente 68,9% e 6,8. A
andlise microbioldgica prévia deste solo ndo evidenciou diferencas significativas entre
as populagdes de actinomicetos, bactérias copiotroficas, bactérias totais e fungos totais,
gue foram de 5,02; 3,63; 5,23 4,19 log UFC g'l solo seco, respectivamente. N&o foram
encontradas populagbes de bactérias oligotréficas, Bacillus spp., Pseudomonas spp.
fluorescentes, e Trichoderma $p. Entre os 10 tipos de solos estudados, sete foram
classificados como supressivos por apresentarem baixas duracdo da sobrevivéncia (42 a
49 dias), AACPOP (0,77 a4,05), POP14 (5,59 a 6,18 log UFC g* solo) e POP42 (5,44
a 6,31 log UFC g* solo). Os solos S3, S$4 e S6 foram avaliados como conducivos.
Neste estudo, apenas algumas caracteristicas fisicas e quimicas apresentaram correlacéo

significativa com duragéo da sobrevivéncia, AACPOP e POP42, considerando todos os
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solos em conjunto ou apenas 0s supressivos, destacando-se argila, umidade residud e

&gua disponivel que apresentaram correlacdo postivae o pH com correlagdo negativa

Palavras-chaves: Capsicum annuum, murcha-bacteriana, solanaceas, restos de cultura,

persisténcia e ecologia
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ABSTRACT

Bacteria wilt caused by Ralstonia solanacearum, race 1, biovars 1 and 3 causes severe
damage to pepper growth in Agreste region of state of Pernambuco in Brazil. The
pathogen surviva in infected tissues of stem and roots incorporated to the soil at 0, 5
and 15 cm; and at 10 different soil types of Pernambuco without host plant was studied
by using a spontaneous mutant resistant to 100 mg I™* of rifampicin (R. solanacearum
A1-97"). Pathogen survival only showed difference (P<0.05) in relation to vegetal
tissue. Pepper root tissues showed higher survival duration (DUR) (17.1 d), area under
population curve (AACPOP) (430x10%) and population at 7 (POP7) (5.0x10* UFC ¢*
tissue) and 21 days (POP21) (3.1x10" UFC g tissue) than stem tissues, which were
respectively, 7.0 d; 3.8 x10% 0.35 and 3.1x10* UFC g tissue. On the other hand stem
tissues presented higher decomposition index (81.3%) and pH (7.7) than root tissues,
respectively 68.9% and 6.8. The previous soil microbiological analysis did not find
differences among populations of actinomycetes, copiotrophic, bacteria, total bacteria
and total fungi respectively 5.02; 3.63; 5.23 and 4.19 log UFC g™ dry soil. Populations
of oligotrophyc bacteria, Bacillus spp., fluorescent Pseudomonas spp. and Trichoderma
spp. were not detected. The pathogen was isolated from the soil adjacent to infected
tissues of stem and roots at the three depths six weeks after experiment establishment.
The analysis of AACPOP in relation to locals (counties) of soil sampling, type of soil
coverage at the sampling time and soil texture was not significant by Kruskal-Wallis
test (P<0.05). Among the 10 studied soils, seven were classified as suppressive showing
low intervals of DUR (42 to 49 days), AACPOP (0.77 to 4.05), POP14 (5.59 to 6.18 log
UFC g* soil) and POP42 (5.44 to 6.31 log UFC g* oil). The soils S3, $4 and S6 were

evaluated as conducive. Considering all soils together or only the suppressive, DUR,



Xiv
AACPOP and POP42 only showed significant correlation with soil physical and
chemica characteristics, positive for clay, residua humidity and useful water and
negative for pH. The population of copiotrophic bacteria, actinomycetes, total bacteria,
total fungi (Fusarium spp., Aspergillus spp., Penicillium spp. and Rhizopus spp. were

identified) and Bacillus spp. did not differ among the 10 soil types.

Key words: Capsicum annuum, bacteria wilt, solanaceous, crop residue, ecology,

persistence.



CAPITULOI

INTRODUCAO GERAL



16

INTRODUCAO

A CULTURA DO PIMENTAO

No Brasil, o cultivo de hortalicas desempenha um papel preponderante no
agronegdcio, representando cerca de 3,5% do PIB agricola (FILGUEIRA, 2000), e
gerando em torno de 2,4 milhdes de empregos diretos (AGRIANUAL, 2004). Em 2007,
este cultivo ocupava cerca de 800 mil hectares, com producdo de 16 milhdes de
toneladas (AGRIANUAL, 2008).

O pimentdo é uma das hortaicas mais apreciadas, consumidas e produzidas no
Brasil e esté entre as cinco com maior &rea cultivada no mundo (HALFELD-VIEIRA et
al., 2005). Botanicamente € classificado como Capsicum annuum L. pertencente a
familia das solanéceas, € uma planta perene, embora seja cultivada como anua
(FILGUEIRA, 2003). O género Capsicum apresenta uma crescente importancia no
Brasil e em outros paises, tanto para 0 consumo in natura, como para o processamento
em molhos, temperos e conservas (AZEVEDO et a., 2006). Juntamente com as
pimentas (Capsicum $p.) tem seu centro de origem no continente americano, ocorrendo
em vérias formas silvestres desde o sul dos Estados Unidos até ao norte do Chile.
Depois do descobrimento das Américas essas espécies foram levadas para outros paises
e hoje se encontram dispersas em todos os continentes (FILGUEIRA, 2003).

O fruto de pimentdo tem forma de baga oca, dongada ou cubica de coloragdo
verde, amarela vermelha ou roxa. Pela auséncia do alcadide capsicina ndo apresenta o
sabor picante caracteristico das diversas pimentas do género Capsicum L. Os frutos de
Capsicum sdo fontes importantes de trés antioxidantes naturais.  vitamina C,
carotendides e vitamina E. Podem atingir cerca de 180 mg de &cido ascorbico por cada

100g de fruto, sendo mais ricos em vitamina C que as frutas citricas (FILGUEIRA,
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2003). Segundo Hornero-Méndez et al. (2000) os teores de carotendides em piment&o
variam com relagdo a cultivar ou variedade avaliada.

Por ser uma planta de origem tropical, as cultivares de pimentdo n&o sio
tolerantes a frio e geadas, preferindo temperaturas mais altas (25° a 30°C). Em regides
de clima temperado apresentam melhor desenvolvimento quando o cultivo é feito na
época em que ndo h& riscos de ocorréncia de geadas (HENZ et al., 2007).

Apesar da crescente producdo e de novas tecnologias de cultivo, os problemas
fitossanitarios do pimentdo ainda sdo fatores de perda de produtividade. Segundo a
Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rura do Distrito Federal (EMATER-DF),
0S custos com agrotoxicos atingem aproximadamente 2.250,00 reais por hectare em
producéo de campo, e mais de 2.600,00 reais por hectare em cultivo de estufa

(EMATER-DF, 2007).

MURCHA-BACTERIANA DO PIMENTAO (Ralstonia solanacearum)

I mportancia da Doenga

A murcha-bacteriana, causada por Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et
al., é uma das mais importantes e prejudiciais doengas de plantas no Brasil e no mundo.
Esta importancia esta relacionada a0 grande nimero de espécies afetadas, possuindo
mais de 200 hospedeiros distribuidos em cerca de 50 familias boténicas, e as perdas
econdmicas dificeis de quantificar. E particularmente limitante em éress de clima Gimido,
com dltitudes baixa amédia, em regiGestropicais e subtropicais (HAYWARD, 1991).

Em piment&, a murcha-bacteriana é causada por R solanacearum raga 1,
biovares 1 e 3, amesma que causa a doenga em tomate e outras solanéceas. Estaraca esté

amplamente disseminada pelas principais &reas de produgcdo de pimentdo em todas as
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regides do Brasil, principalmente no Norte, Nordeste e Centro-Oeste (MARQUES &t d.,
1994). No Estado do Amazonas, Netto et a. (2003) registraram a doenga em 25
municipios entre os anos de 1998 e 2000. Ocorre também nos Estados da Bahia,
Espirito Santo, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Parana, Rio de Janeiro, Rondbnia,
Roraima e S&o Paulo (MALAVOLTA et al., 2008). Em Pernambuco, apesar da murcha-
bacteriana ocorrer anteriormente em pimentdo e tomate, o primeiro relato forma da
doenca em pimentéo foi redizado em 1987 por MARIANO et al. (1988; 1989).
Atudmente, observase um aumento na importancia da doenca nesse Estado,
principalmente nos municipios produtores de Camocim de Séo Félix, Bezerros, S&o
Joaguim do Monte, Sairé e Bonito.

Os sintomas da doenca iniciam-se com murcha das folhas progredindo para morte
da planta, sem ateragdo na coloragéo, semelhantemente a0 que ocorre na deficiéncia
hidrica. Ap6s corte transversal do caule, observa-se o escurecimento do sistema vascular.
Quando o teste do copo é redizado, revela a exsudagdo do pus bacteriano (LOPES;
QUEZADO-SOARES, 1997).

Ralstonia solanacearum penetra por ferimentos nas raizes invade os espagos
intercelulares do cértex da raiz em menos de 4 horas e apds 2 a 3 dias coloniza
inteiramente esses espagos e 0 parénquima vascular (SAILE et al., 1997),
movimentando-se em direcdo a parte superior da planta. A presenca do grande nimero de
células bacterianas e a producdo de exopolissacaridio (EPS), considerado o principal fator
de viruléncia deste patdgeno, resulta na redugdo do trangporte de &gua e consequiente
murcha (HIKICHI et a., 2007). O mecanismo de ataque inicial das raizes e o
quimiotactismo ainda ndo foram bem esclarecidos, porém evidéncias sugerem que o
mesmo edea relacionado com os pili e o papel de alguns lipopolissacaridios

(ROMANTSCHUK, 1992).
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A epidemiologia da murcha-bacteriana é considerada complexa, por envolver a
interacdo de vérios fatores (BUDDENHAGEN; KELMAN, 1964). Embora a
disseminacdo de R. solanacearum por implementos agricolas e a transmisso raiz-raiz
segjam bem compreendidas (KELMAN; SEQUEIRA, 1965), véarios outros aspectos
ainda ndo foram totalmente esclarecidos e necessitam de mais investigagoes, tais como,
a ocorréncia e sobrevivéncia da bactéria em sementes, solo, agua, restos de cultura,
infeccOes latentes, hospedeiros alternativos e plantas invasoras (COUTINHO, 2005;
GRAHAM et al., 1979).

O controle de R. solanacearum é extremamente dificil, principalmente devido a
ampla gama de hospedeiros, a alta variabilidade genética e a sobrevivéncia no solo por
longos periodos em grandes profundidades tornando o controle quimico inviavel e anti-

econdmico (LOPES et al., 1994).

Caracterigticas do Patogeno

Ralstonia solanacearum é uma bactéria habitante do solo, aerébica, em formade
bastonetes Gram-negativos, com aproximadamente 0,5 x 1,5 um, ndo formadora de
esporos. Isolados virulentos sdo essencialmente ndo flagelados e ndo moveis, enquanto
os isolados avirulentos tém ata motilidade sendo providos de 1 a4 flagelos. A bactéria
acumula poli-B-hidroxi-butirato como reserva de carbono. Embora n&o produza
pigmento fluorescente, produz pigmento marrom em meio de cultura solido contendo
tirosina. Frequentemente pode reduzir nitrato a nitrito com producéo de gés, mas ndo
hidrolisa o amido. E fraca degradadora de gelatina e ndo utiliza arginina ou betaina
como fonte de carbono. E tolerante a sais e cresce em temperatura entre 25 a 35°C,

variando de acordo com os isolados (MEHAN et al., 1994).
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A nomenclatura de R solanacearum tem sofrido algumas mudancas desde a
primeira descricdo feita por Smith em 1896, quando foi denominada Bacillus
solanacearum Smith. Em 1914 passou a Pseudomonas solanacearum (Smith) Smith, e
em 1992 Yabuuchi e colaboradores propuseram um novo género, Burkholderia, para o
qual transferiram sete epécies do género Pseudononas, entre elas P. solanacearum, que
passou a ser denominada de Burkhoderia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.
(YABUUCHI et d., 1992). Findmente em 1995, com base na andise molecular da
sequiéncia do gene da regido 16S do rRNA e andlises quimiotaxondmicas, passou a ser
designada de R. solanacearum (Smith) Y abuuchi et al. (YABUUCHI et al., 1995)

O género Ralgtonia estd assim classificado: reino Procariotae, divisdo Bactéria,
classe Proteobacteria, subclasse b-Proteobacteria, ordem Burkholderiales, familia
Burkholderiaceae (EUZEBY, 2009). Esta bactéria é caracterizada pela alta diversidade de
fendtipos e gendtipos, sendo necesséria a utilizagdo de sistemas de classficagdo a nivel
subespecifico Tradicionalmente, a espécie tem sido dividida em cinco ragas e cinco
biovares, com base na gama de hospedeiros e nas propriedades bioquimicas,
respectivamente (FEGAN; PRIOR, 2005; GILLINGS; FAHY, 1994).

A raca 1 afeta o maior nUmero de culturas incluindo solanéceas tais como, batata
(Solanum tuberosum L .), tomate (Solanum lycopersici L.), piment&o, berinjela (Solanum
melongena L.), fumo (Nicotiana tabacum L.) e plantas de outras familias, entre as quais,
amendoim (Arachis hypogaea L.), oliveira (Olea sp. L.), bananeira ornamental (Musa
sp.), ave do paraiso (Strelitzia reginae Banks) e em alguns locais, heliconia (Hdiconia
spp.). A raca 2 afeta bananeiratripldide (banana comestivel e banana subgrupo Terraou
“pl&ano”) e helicbnias (HAYWARD, 1994), enquanto araga 3 € considerada especifica

da batata e ocasionalmente tomate, mas ndo outras culturas (BUDDENHAGEN et a.,
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1962). Asragas 4 e5 infectam o gengibre e a amoreira, respectivamente (HAYWARD,
1994).

As biovares 1, 2, 3, 4 e 5 sdo definidas pelas propriedades bioquimicas, através
da utilizac&o de agUcares e dcoois como Unica fonte de carbono e aformagéo de écidos
a partir destes carboidratos, aém da producdo de nitrito e gas a partir de nitrato
(HAYWARD, 1964; HE et dl., 1983).

No Brasil, segundo Malavolta et a. (2008) a murcha-bacteriana do pimentdo ja
foi constatada nos Estados do Amazonas, Bahia, Espirito Santo, Maranh&o, Paraiba,
Pernambuco, Parang, Rio de Janeiro, Ronddnia, Roraima e Sdo Paulo. Segundo Lopes
et al. (2005) naregid Norte do Brasil o maior nimero dos isolados de R. solanacearum
obtidos de pimentdo pertencem araga 1, biovares1 e 3. Martinset al. (1988) estudaram
diversos isolados de R. solanacearum de vérios hospedeiros, sendo que os de pimentdo
provenientes do Amazonas, Pernambuco e Paraiba pertenciam a biovar 3. N&o foram
encontrados outros relatos de caracterizagdo de isolados de pimentdo em diferentes
Estados ou regides do Brasil.

A diversidade filogenética de R. solanacearum foi demonstrada por Cook et al.
(1989), os quais usando andlise de polimorfismo dos fragmentos de restricdo do DNA
(restriction fragment lenght polymorphism - RFLP) definiram 28 grupos. Egta andlise
permitiu predizer raca e biovar de isolados desconhecidos. O exame das relagoes entre
esses grupos mostrou a existéncia de duas divisdes geneticamente distintas (I e 1)
fortemente rel acionadas com a origem geogréfica dos isolados, respectivamente Augtrélia,
Asa e Améicas. Posteriormente, 0 nimero de grupos RFLP foi expandido para 33
(COOK et al., 1991) e continuard crescendo a medida que novos isolados forem

estudados (GILLINGS; FAHY, 1994).
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Atualmente, segundo Fegan e Prior (2005), R. solanacearum é considerada
um complexo de espécies que pode sar definido como “um grupo de isolados
estreitamente relacionados os quais podem representar mais de uma espécie”. Ege
complexo é classificado em filotipos, sequevares, linhas clonais e biotipos. Esta nova
classficacBo é flexivel, podendo agregar novos gendtipos a medida que forem
descobertos, e reflete melhor a diversdade do complexo e confirma o estudo com RFLP
(FEGAN; PRIOR, 2005). Ji et d. (2007), compararam sequiéncias de genes de isolados de
pimentas, gerénios e horténsia na Florida, e verificaram que os isolados de pimenta
pertenciam ao filotipo | e biovar 3, sendo semelhantes a isolados de hospedeiros da Asia.

Deteccéo do patdgeno e sobrevivéncia

M étodos de deteccdo de R. solanacearum em sementes, plantas, solo e égua vem
sendo estudados e descritos ha va&rios anos, porém com pouco sucesso devido a
complexidade da bactéria, 0 que ocasionou um atraso na elaboracéo de métodos mais
sensiveis de detecgdo (COUTINHO, 2005).

Entretanto, novos métodos mais sensiveis tém sido descritos para a detecgdo de
R. solanacearum, em baixas concentragdes, em &gua, solo e material vegetal (van
ELSAS et a., 2000), a exemplo dos métodos moleculares utilizados por Poussier et al.
(2002). Esses métodos tém promovido uma maior compreensdo das estratégias de
sobrevivéncia usadas por esse patdgeno, assim como a extensdo, distribuicdo e
persisténcia dessa bactéria em material vegetal, agua de irrigacdo e solo (COUTINHO,
2005).

Além dos méodos moleculares, nem sempre ao alcance de todos os laboratdrios,
meios semi-seletivos e mutantes com resisténcia espontanea a antibidticos, tais como
rifampicina, &cido naidixico e estreptomicina tem se mostrado eficientes para estudos

de colonizagdo e sobrevivéncia de microrganismos introduzidos em ambiente
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complexos (WANG et al., 1999; TOUSSAINT et a., 2001; MARIANO; McCARTER,
1991). A resisténcia a antibidticos funciona como marcador genético do isolado, que
pode ser monitorado apds introducdo em plantas ou solo, por métodos simples, a
exemplo de isolamento em meio de cultura contendo o referido antibidtico. A
resisténcia a rifampicina é geramente mediada pela mutacdo na subunidade § da RNA
polimerase, mutacdo essa incomum entre bactérias habitantes do solo, o que a
recomenda paratais estudos (COMPEAU et a., 1988). Embora arazéo para o uso deste
marcador em estudos ecoldgicos esteja baseada nas vantagens para recuperacéo e
enumeragdd (COMPEAU et d., 1988), ha evidéncias de que tal método pode afetar a
fisiologia dos microrganismos (SCHROTH, 1992). Assim, para o estudo de dinamica
das popul agdes bacterianas recomenda-se que 0 mutante apresente além de estabilidade,
patogenicidade e crescimento sSmilares a0 isolado selvagem (MARIANO;
McCARTER, 1991).

Os microrganismos, incluindo as bactérias fitopatogénicas, quando se encontram
em ambientes com auséncia ou deficiéncia de nutrientes (ROMEIRO, 2005), estando ou
ndo associados ao hospedeiro, desenvolvem diversos mecanismos de sobrevivéncia, os
guais tém sido definidos como: manutencdo da viabilidade sob condi¢bes adversas
(ROSZAK; COLWELL, 1987). Ralstonia solanacearum tem capacidade saprofitica,
apresentando persisténcia notével em vérios habitats sob circunstancias especificas (van
OVERBEEK et al., 2004). A capacidade de R. solanacearum colonizar e sobreviver na
rizosfera e em raizes de plantas hospedeiras, plantas ndo hospedeiras de importancia
econdmica e plantas invasoras tem sido relatada por diversos autores (QUIMIO;
CHAN, 1979; GRANADA; SEQUEIRA, 1983; SEQUEIRA, 1993; WENNEKER €t d.,

1999; MIRANDA et d., 2004, COUTINHO, 2005).
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A sobrevivéncia por longo periodo pode estar associada com a localizagdo ou
tipo de infecgdo na planta que ndo expressa sintomas de murcha (SEQUEIRA, 1993).
Evidéncias sugerem que a fase epifitica ou residente, no ciclo de vida de R
solanacearum, pode ser uma importante fonte de indculo por renovar a populacdo
exisente no solo (HAYWARD, 1991). A ocorréncia de R. solanacearum em plantas
com infeccdo latente e a ndo expresséo dos sintomas da doenca pode levar a uma
conclusdo errénea de que as mesmas possuam alguma resisténcia a bactéria. No cultivo
da batata em especial, a infec¢do latente pode constituir um grande problema, pois em
baixas temperaturas ndo ha aparecimento de sintomas, mas 0 armazenamento ou plantio
dos tubérculos sob condicOes favoraveis a expressdo da doenca pode ter consequiéncias
devastadoras (COUTINHO, 2005).

Em sementes, a sobrevivéncia de R. solanacearum foi demonstrada apenas para
amendoim e pode estar associada ao contetido de agua disponivel (10%) nesta semente
(MACHMUND; MIDDLETON, 1991).

O solo pode ser considerado um ambiente oligotrofico, onde a capacidade de
sobrevivéncia dos microrganismos depende da sua habilidade em resdtir a falta de
nutrientes e agua, e a exposicdo a metais pesados (GREY; STECK, 2001,
HASHIMOTO et a., 2006). No entanto, R. solanacearum pode persistir por longo
tempo no solo (GRAHAM et d., 1979; GRANADA; SEQUEIRA, 1983),
principalmente na rizosfera, ambiente rico em nutrientes comparado a0 solo
compactado (COUTINHO, 2005).

Graham et al. (1979), demonstraram que restos de cultura infectados sdo
importantes formas de sobrevivéncia a curto prazo em clima temperado no Nordeste de
New South Wales, Austrdia. Nestaregi@o R. solanacearum raca 3 sobreviveu em restos

de culturainfectados até 33 semanas e quando estes restos foram adicionados a solo néo
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infestado e mantidos em vasos enterrados no solo, a sobrevivéncia durou até 26 e 32
semanas. No entanto, ja foi provado que R. solanacearum raga 3 sobrevive por 1 a 2
anos quando o solo estd em pousio pleno ou pousio com plantas invasoras
(SHANSUDIN et al., 1979). E importante evidenciar as diferengas na sobrevivéncia de
ragas de R. solanacearum, principalmente asracas 1 e 3, j4 que a primeira € encontrada
em regides tropicais e sub-tropicais do globo onde tem grande nimero de hospedeiros e
a segunda em regides de clima temperado infectando principalmente a batata. Segundo
Graham et al. (1979), os restos de cultura se decompdem gradualmente, principalmente
em condigdes de solo imido e quente que apenas ocorrem durante o verdo em New
South Wales, sendo portanto pouco provavel que esses restos segjam locais de
sobrevivéncia para raca 3 da bactéria por periodos mais longos que 2 anos. Ja R.
solanacearum raga 1 que afeta entre outras espécies, o pimentdo e plantas invasoras,
encontra apenas locais de sobrevivéncia temporérios nos restos de cultura, que sdo
rapidamente decompostos pela microbiota dos solos imidos e quentes. Van Elsas et al.
(2000) verificaram que o tipo de solo afetou a taxa de declinio da populagdo a 20°C
com maior reducdo ocorrendo em solo argiloso-arenoso. Flutuagbes moderadas de
umidade, cerca de pF 2 ndo afetaram a presenca da R. solanacearum no solo, mas a seca
severa reduziu drasticamente as populagdes. Os autores afirmaram ainda que a presenca
de tubérculos de batata, plantas daninhas e restos de cultura em campo podiam
contribuir potencialmente para a sobrevivéncia do patégeno.

Fatores abidticos a exemplo de temperatura, pH, umidade e tipo de solo e
bidticos tais como, presenca e atividade de organismos predadores, antagonistas e/ou
competidores, podem influenciar a sobrevivéncia da bactéria no solo (Van VEEN et al.,

1997).
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Van Elsas et al. (2000) observaram que a populacdo de R. solanacearum biovar
2 mantida em microcosmos de solo a 12°C ou 15°C e 20°C foi progressivamente
reduzida, chegando em alguns casos a0 limite de deteccéo (10° UFC g de solo seco)
em aproximadamente 90 a 210 dias. Os autores demonstraram ainda que a persisténcia
de R. solanacearum em colunas de solo dependia da temperatura e umidade. Para
algumas bactérias, a estrutura fisica e composicéo quimica do solo sdo caracterigticas
que também interferem na sobrevivéncia (Stamford et d., 2005).

Martins (2000) estudando a sobrevivéncia de R. solanacearum em solos
incubados a diferentes temperaturas, obteve uma maior recuperacéo de células viaveis
da bactéria em temperatura de 27 a 30 °C. O estudo da umidade do solo merece atencéo
especial porque ela regula diretamente as atividades da microbiota tais como,
germinagdo, viabilidade e agressividade patogénica (MONDAL et al., 1995).
Kongkiattikajorn e Tepa (2006) verificaram que o estresse de temperaturas extremas no
solo afeta 0 crescimento microbiano competitivo sendo um importante mecanismo no
enfraquecimento dos microrganismos em solo. Tratamento do solo em temperaturas
constantes de 45°C por 2 dias ou de 60°C por 2 horas reduziu de 55 a 85% da
incidéncia da murcha-bacteriana do milho causada por Ralstonia spp., cuja populagéo
também foi diminuida.

Existem relatos da supressdo de R. solanacearum por certos componentes
soltveis em agua como C e N que promovem a atividade microbiana. Posas et a. (2007)
verificaram que a adicdo dos aglcares e aminoécidos, glicose, prolina, glutamina,
sering, arginina e lisna a0 solo causou supressividade & murcha-bacteriana do
tomateiro. Esses componentes organicos simples sGo decompostos por microrganismos
habitantes do solo e estimulam a atividade antagonica reduzindo a sobrevivéncia do

patdgeno. Okamura et al. (2002) verificaram que a densidade da R. solanacearum no
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solo foi reduzida pela adicdo de serina e glicina, aminoécidos ndo utilizados pelo
patdgeno, baixando a taxa de sobrevivéncia e elevando a supressvidade & murcha no
tomateiro.

Outros trabalhos também descrevem que a modificacdo do solo reduz
significativamente a sobrevivéncia de R solanaceraum. Michel e Mew (1998),
observaram que em solos modificados com uréia e éxido de cécio (CaO) houve
reducdo na sobrevivéncia de R. solanacearum raga 1 biovar 3 go0s trés semanas, fato
explicado pelo aumento no pH e concentragcdo de nitrito, que promoveram efeito
supressivo ao patdgeno. Messiha et al. (2007) verificaram que, em mesocosmo de solo
biologicamente desinfestado, pela adicdo de grama fresca e cobertura com pléstico
induzindo condig¢des de anaerobiose, aos 31 dias a populagéo de R. solanacearumraca 3
biovar 2 foi quase erradicada, restando apenas 0,59 Log UFC ¢g* solo seco em
comparagi com outros tratamentos onde se encontrava 3,6 Log UFC g™ solo seco. Em
campo com solo biologicamente desinfestado, pela adi¢do de restos de cultura de batata
infectados com a murcha-bacteriana (30 ton massa fresca ha*) e submetidos a condiges
de anaerobiose pela compactacdo e cobertura plastica, quando tubérculos de batata
foram incorporados em sacos de nylon nas profundidades de 15 e 35 cm ou deixados na
superficie do solo gds a colheita houve significante declinio da populagdo de R
solanacearum. Segundo os autores, o tratamento ndo causou reducéo da diversidade
bacteriana, mas mudanga na composi¢&o da mesma, propiciando assim supressividade a
doenca, peladestruicdo das fontes de indculo no campo.

O entendimento da ecologia e dos fatores que afetam a sobrevivéncia de R.
solnacearum em diferentes tipos de solos é prioritario (MESSIHA, 2006). Segundo

Sequeira (1994) a sobrevivéncia de R. solanacearum é uma questdo fundamental ndo
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apenas para o conhecimento da biologia deste patdgeno, mas para a implementacdo de
estratégias racionais de controle.

Ralstonia solanacearum, raca 1 biovares 1 e 3, tem grande circulo de
hospedeiros no Nordeste e em Pernambuco infectando pimentéo, tomate, berinjela e
batata, dentre outras espécies. Entre os hospedeiros alternativos desta raca estéo jilo
(Solanum gilo L.), jurubeba (Solanum paniculatum L.), mariapretinha (Solanum
americanum Mill.), quiabo (Abelmoschus esculentus L. Moench), picdo-preto (Bidens
pilosa L.), erva-palha (Blainvillea rhomboidea Cass) (MALAVOLTA et d., 2008),
encontrados no Agreste Central de Pernambuco. Sabe-se que a bactéria ndo sobrevive
em sementes com excegéo do amendoim. N&o existem estudos de sobrevivéncia deste
patdgeno em solos ou restos de cultura na érea, dificultando aimplantagdo de estratégias
adequadas de controle. O objetivo deste trabalho foi estudar a sobrevivéncia de R.
solanacearum raga 1, biovar 3, em tecidos infectados no solo e em diferentes tipos de
solo de Pernambuco, visando subsidiar um programa de manejo integrado da doenca

neste Estado.
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Survival of Ralstonia solanacearum in sweet pepper infected tissues and different
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Resumo

A murcha-bacteriana do pimentdo é causada por Ralstonia solanacearum, raga 1,
biovares 1 e 3 e causa grandes prejuizos & cultura desta solanédcea. Este trabalho teve
por objetivo estudar a sobrevivéncia do patdgeno em tecidos infectados de caule e
raiz incorporados ao solo as profundidades de 0, 5 e 15 cm; e em 10 diferentes tipos
de solo na auséncia da planta hospedeira. Para os estudos foi utilizado um mutante
resistente 2100 mg |™* de rifampicina (R. solanacearum A1-97"). A sobrevivéncia do
patégeno diferiu significativamente (P<0,05) apenas em relacdo aos tecidos vegetais
analisados isoladamente. Desta forma, tecidos de raiz de pimentdo apresentaram
maior duragdo da sobrevivéncia (17,1 d), area abaixo da curva da populacéo
(AACPOP) (430x10% e populagio aos 7 (POP7) (5,0 x 10* UFC g™ tecido) e 21 dias
(POP21) (3,1 x 10" UFC g™ tecido) que os de caule, que foram respectivamente, 7,0
! Parte da Dissertagéo de M estrado apresentada pelo primeiro autor & Universidade Federal Rural de Pernambuco

(2009).
" Autor para correspondéncia; e-mail: rmariano@truenet.com. br
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d: 3,8x10% 0,35 e 0,48 x 10" UFC g* tecido. Por outro lado, os tecidos do caule
apresentaram maior indice de decomposicéo (81,3%) e pH (7,7) do que os de raizes,
respectivamente 68,9% e 6,8. A andlise microbioldgica prévia deste solo n&o
evidenciou diferencas significativas entre as populagdes de actinomicetos, bactérias
copiotroficas, bactérias totais e fungos totais, que foram de 5,02; 3,63; 5,23 e 4,19
log UFC ¢g' solo seco, respectivamente. N&o foram encontradas populacdes de
bactérias oligotroficas, Bacillus spp., Pseudomonas spp. fluorescentes, e
Trichoderma spp. Entre os 10 tipos de solos estudados, sete foram classificados
COMO SuUpressivos por gpresentarem baixas duragdo da sobrevivéncia (42 a 49 dias),
AACPOP (0,77 a4,05), POP14 (5,59 a 6,18 log UFC g solo) e POP42 (5,44 a 6,31
log UFC g* solo) sendo os outros trés (S3, $4 e S6) avaliados como conducivos.
Neste estudo, apenas algumas caracteristicas fisicas e quimicas apresentaram
correlagdo significativa com duracd da sobrevivéncia, AACPOP e POP42,
considerando todos os solos em conjunto ou apenas 0s supressivos, destacando-se
argila, umidade residua e agua disponivel que goresentaram correlagco positiva e o

pH com correlagéo negativa.

Palavras-chaves: Capsicum annuum, murcha-bacteriana, solanacess, restos de

cultura, persisténcia e ecologia.

Abstract

Bacterial wilt caused by Ralstonia solanacearum, race 1, biovars 1 and 3 causes severe

damage to pepper growth in Agreste region of state of Pernambuco in Brazil. The
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pathogen survival in infected tissues of stem and roots incorporated to the soil a 0, 5
and 15 cm; and at 10 different soil types of Pernambuco without host plant was
studied by using a spontaneous mutant resistant to 100 mg I* of rifampicin (R.
solanacearum A1-97"). Pathogen survival only showed difference (P<0.05) in
relation to vegetal tissue. Pepper root tissues showed higher survival duration (DUR)
(17.1 d), area under population curve (AACPOP) (430x10%) and population at 7
(POP?) (5.0x10" UFC g™ tissue) and 21 days (POP21) (3.1x10* UFC g* tissue) than
stem tissues, which were respectively, 7.0 d; 3.8 x10% 0.35 and 3.1x10* UFC g*
tissue. On the other hand stem tissues presented higher decomposition index (81.3%)
and pH (7.7) than root tissues, respectively 68.9% and 6.8. The previous soil
microbiological analysis did not find differences among populations of
actinomycetes, copiotrophic, bacteria, total bacteria and total fungi respectively 5.02;
3.63; 5.23 and 4.19 log UFC g* dry soil. Populaions of oligotrophyc bacteria,
Bacillus spp., fluorescent Pseudomonas spp. and Trichoderma spp. were not
detected. The pathogen was isolated from the soil adjacent to infected tissues of stem
and roots at the three depths six weeks after experiment establishment. The analysis
of AACPORP in relation to locals (counties) of soil sampling, type of soil coverage at
the sampling time and soil texture was not significant by Kruskal-Wallis test
(P<0,05). Among the 10 studied soils, seven were classified as suppressive showing
low intervals of DUR (42 to 49 days), AACPOP (0.77 to 4.05), POP14 (5.59 to 6.18
log UFC g™ soil) and POP42 (5.44 to 6.31 log UFC g™ soil). The soils S3, $4 and S6
were evaluated as conducive. Considering all soils together or only the suppressive,
DUR, AACPOP and POP42 only showed significant correlation with soil physical

and chemical characteristics, positive for clay, residual humidity and useful water
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and negative for pH. The population of copiotrophic bacteria, actinomycetes, total
bacteria, total fungi (Fusarium spp., Aspergillus spp., Penicillium spp. and Rhizopus

spp. wereidentified) and Bacillus spp. did not differ among the 10 soil types.

Key words: Capsicum annuum, bacteria wilt, solanaceous, crop residue, ecology,

persistence.

1. Introducdo

O pimentdo (Capsicum annuum L.) é uma das hortalicas mais apreciadas,
consumidas e produzidas no Brasil e est4 entre as cinco com maior &rea cultivada no
mundo (Halfeld-Vieiraet al., 2005). A producéo de piment&o pode ser limitada pela
ocorréncia de vérias doencas dentre as quais se destaca a murcha-bacteriana. Embora
ndo seja téo importante como é para batata e tomate, esta doenga pode causar grandes
prejuizos em pimentdo nos cultivos em periodos quentes e imidos ou em plasticultura
(Lopes e Quezado-Soares, 1997).

A murcha-bacteriana é causada por Ralstonia solanacearum (Smith) Y abuuchi
et d., raca 1, biovares 1 e 3. No Brasil, araga 1 de R. solanacearum estd amplamente
disseminada pelas principais &reas de producdo de pimentdo (Marques et al., 1994),
mais especificamente nos Estados de Amazonas, Bahia, Espirito Santo, Maranh&o,
Paraiba, Pernambuco, Parand, Rio de Janeiro, Rondbnia, Roraima e S0 Paulo
(Malavolta et al., 2008). Em Pernambuco, existem relatos da doenca desde 1987

(Mariano et al., 1988; 1989), mas ultimamente, com o cultivo de novos hibridos, a



99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

46

doenca tem aumentado de importancia, principalmente nos municipios produtores de
Camocim de S&o Félix, S&o Joaguim do Monte, Sairé e Bonito.

A epidemiologia da murcha-bacteriana é considerada complexa, por envolver
a interagdo de vérios fatores (Buddenhagen e Kelman, 1964). Esudos
epidemiol6gicos e ecoldgicos com R. solanacearum, ainda sdo pouco redizados
devido afalta de métodos de deteccdo eficientes, epecialmente quando a densidade
populacional do patdgeno € baixa ou em condi¢fes de infecgdo latente, estado de
dorméncia ou estado de célula viavel, mas ndo cultivavel (VMNC) (Janse et 4.,
1998). Em piment&o, sdo escassos os trabalhos enfocando a ecologia e epidemiologia
da murcha-bacteriana.

Ralstonia solanacearum tem capacidade saprofitica, apresentando
persisténcia notavel em varios habitats sob circunstancias especificas (Van Overbeek
et a., 2004). Em ambientes oligotréficos como o solo, a capacidade de sobrevivéncia
dos microrganismos depende da sua habilidade em resistir & falta de nutrientes e
&gua, e a exposicdo a metais pesados (Grey e Steck, 2001; Hashimoto et al., 2006).
No entanto, R. solanacearum pode persistir por longo tempo no solo (Graham et a.,
1979; Granada e Sequeira, 1983), principalmente na rizosfera, ambiente rico em
nutrientes comparado ao solo (Coutinho, 2005). Além da rizosfera, esse patdgeno
coloniza e sobrevive em raizes de plantas hospedeiras, plantas ndo hospedeiras de
importancia econdmica e plantas invasoras (Quimio e Chan, 1979; Granada e
Sequeira, 1983; Sequeira, 1993; Wenneker et al., 1999; Miranda et al., 2004,
Coutinho, 2005).

A sobrevivéncia de R. solanacearum difere com relagdo a raca e a regido

onde se encontra (Granada e Siqueira, 1983; Kelman, 1953). Segundo Graham et al.
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(1979) os restos de cultura se decompdem graduamente, principamente em
condigbes de solo Umido e quente, o que favorece a sobrevivéncia de R
solanacearum raca 3 por longo periodo. No entanto, R. solanacearum raca 1 que
afeta entre outras espécies, 0 piment&o e plantas invasoras, encontra gpenas locais de
sobrevivéncia temporarios nos restos de cultura, que sdo rapidamente decompostos
pela microbiota dos solos Umidos e quentes.

Fatores abi6ticos a exemplo de temperatura, pH, umidade e tipo de solo, além
de bidticos tais como, presenca e atividade de organismos predadores, antagonistas
e/ou competidores, podem influenciar a sobrevivéncia da bactéria no solo (Van Veen
et a., 1997). Segundo van Elsas et al. (2000) a presenca de tubérculos de batata,
plantas daninhas e restos de culturaem campo podem contribuir potencialmente para
a sobrevivéncia de R. solanacearum, ja que a mesma consegue sobreviver cerca de
90 dias a 12°C ou 15°C e 120 dias a20°C, constituindo fonte primaria de indculo.

O entendimento da ecologia e dos fatores que afetam a sobrevivéncia de R.
solanacearum em diferentes tipos de solo é prioritério. Segundo Sequeira (1994), a
sobrevivéncia de R. solanacearum € uma questdo fundamental ndo apenas para o
conhecimento da biologia deste patdgeno, mas para a implementacdo de estratégias
racionais de controle.

Tendo em vista o pegueno nimero de trabahos sobre a ecologia e
epidemiologia de R. solanacearum em pimentdo, o0 objetivo desta pesguisa foi
estudar a sobrevivéncia do patdgeno em tecidos infectados de caule e raiz e em
diferentes tipos de solo, visando obter subsidios para aplicacdo de novas estratégias

de controle em um programa de manejo integrado da doenca.
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2. Material e M é&odos

2.1. Obtencdo de mutante de Ralstonia solanacearum resistente ao antibiético
rifampicina e teste de viabilidade em solos

O mutante de R. solanacearum com resisténcia espontanea estavel ao
antibiético rifampicina R. solanacearum A1-9%" foi obtido a partir de um isolado
proveniente de piment&o, pertencente a Colegdo de Culturas do Laboratério de
Fitobacteriologia da UFRPE, de acordo com a metodologia descrita por Assis et al.
(1996). A estabilidade do mutante quanto a patogenicidade a plantas de piment&o foi
testada em condigdes de casa de vegetagdo utilizando-se 0 método de ferimentos em
raizes (Menezes e Assis, 2004). A comparagdo do crescimento entre o mutante R.
solanacearum A1-97" e o isolado selvagem R. solanacearum A1-9 foi realizada em
meio liquido NYD (caldo nutritivo-extrato de levedura-dextrose) e avaliada pela
variagdo na densidade dtica da cultura neste meio, monitorada em fotocolorimetro
(Mectronic M3) a 560 nm as 24, 48, 96 e 144 horas ap6s 0 semeio (Silva et al.,
2006).

A partir da obtencdo e testes de estabilidade, patogenicidade e crescimento do
mutante, em todos os experimentos, R. solanacearum A1-9%" foi cultivado em meio
de cultura NYDA+RIF durante 48-72 horas, sendo a sugpensdo preparada em agua
destilada (AD) e gjustada em fotocolorimetro para Aseg = 0,54 que corresponde a
concentragéo de 5x10% UFC mi™ de acordo com equacdo previamente estabelecida (y
=0,24 +0,06x ; R?=0,94).

Para o teste de viabilidade do mutante em solo, foram utilizados os tipos de

solo A e B, coletados respectivamente em campos comerciais dos municipios de
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Sairé e Pombos, regido agreste do Estado de Pernambuco. Os solos A e B foram
utilizados na forma natura ou esterilizados. De cada uma das quatro combinagdes,
200 g foram colocados em caixas tipo Gerbox, adicionando-se 50 ml de suspensdo de

Rif
R. solanacearum A1-9  nas concentragdes 5x10°, 5x10°, 5x10°, 5x10° 5x10" UFC

-1
ml e homogeneizando-se com auxilio de bastdo de vidro. As caixas foram

incubadas em B.O.D. atemperatura constante de 25°C. Apo6s 7 dias, amostras de solo
com 0,5 g foram adicionadas a 4,5 ml de &gua degtilada esterilizada (ADE) em tubos.
Em condicdes assépticas, foram realizadas diluigbes seriadas até 107, plaqueando-se
0,1 ml das diluigdes em meio NYDA+RIF, com trés repeticbes. As placas foram
incubadas por 48-72 h a 30°C, em B.O.D. e a avaliagdo foi realizada pela contagem

do niimero de coldnias, determinando-se a populacéo bacterianaem UFC g™ de solo.

2.2. Sobrevivéncia de Ralstonia solanacearum em tecidos infectados de pimentdo no
solo

A sobrevivéncia de R. solanacearum foi estudada utilizando-se 0 mutante

Rif
espontaneo R. solanacearum A1-9  resistente a 100 mg I de rifampicina, estavel,

com crescimento e patogenicidade similares ao isolado selvagem R. solanacearum
A1-9. Para a producéo de material vegetal com sintomas, plantas de pimentéo
hibrido cv. Atlantis (Agristar) com 30 dias de idade foram inoculadas com o mutante
R. solanacearum A1-9%" conforme j& descrito.

Quinze dias apbs a inoculagdo, caule e raizes de plantas com sintomas de
murcha-bacteriana foram coletados separadamente e fragmentados em pedagos de
aproximadamente 1 cm. De cada material, 3 g foram colocadas em sacos de malha

plastica com abertura 2 X 2 mm e dimensdes 8 x 5 cm. Dois sacos, um com
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fragmentos de caule e outro com fragmentos de raizes foram incorporados lado a
lado, em cada uma das profundidades 0, 5 e 15 cm, em colunas plasticas de 20 cm
contendo 2 kg de solo de é&rea de plantio comercial de pimentdo, sem histérico de

ocorréncia da murcha-bacteriana, com as seguintes caracteristicas: pH 5,5; P =31 mg
3 -3 -3 -3

dm ;Na=165mgdm ;K=179mgdm ; Ca+Mg=4,75mgdm ; Ca=2,85mg
3 3 -3 -3

dm ; Al=010mgdm ;H+ Al =419 mgdm ; C.O.=1659 mgdm eM.O. =

-3
28,61 mg dm . As colunas plasticas com solo e tecidos infectados de piment&o
foram irrigadas periodicamente visando manter a umidade préxima a capacidade de

pote.

Andlises microbiolégicas, para cada solo individualmente foram retiradas 10
sub-amostras de 10 g, formando uma Unica amostra, da qua foi retirado 0,5 g. Esta
diquota foi adicionada a 4,5 ml de ADE e apés homogeneizacdo foram feitas
diluicdes seriadas até 103, sendo 0,1 ml de cada diluicdo plagueado em diferentes
meios de cultura com trés repeticdes. Utilizou-se meio extrato de mate-agar, EMA
(15 extrato de malte; 13 matose; 1 peptona; 3 dextrose; 1 K,HPO,; 0,5 NH4Cl; 20
&gar g 1™") com adicfo de 250 ppm de tetracicling, para o isolamento de fungos totais;
&gar nutritivo-dextrose-extrato de levedura (NYDA) para o isolamento de bactérias
totais; meio B de King, KMB (20 peptona; 1,5 K,HPO,; 0,5 MgS0,.7H,0; 20 agar g
It e 10 glicerol ml I'™") para o isolamento de Pseudomonas spp. fluorescentes; meio
de amido-caseina-dgar modificado ACAM (10 amido; 0,3 caseina, 2 KNOs; 2
K2HPO4; 2 NaCl; 0,5 MgS04.7H.0; 0,02 CaCOs; 0,01 FeSO,4. 7H20; 20 &gar; 2
propionato de sddio; 1 cicloheximida g |™") paraisolamento seletivo de Actinomicetos

spp.; MBC (2,5 dextrose; 0,2 caseina; 0,5 KNOS3; 1,3 KH,PO,.3H,O; 0,5
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MgS0O,.7H,0; 0,6 Ca(NO3)2.4H,0; 20 &gar g 1™ e 100 cicloheximidamg 1) e MBO
(MBC diluido 100 vezes) para isolamento de bactérias copiotroficas (bactérias que
crescem em ambientes ricos em carbono, fator importante para sua sobrevivéncia) e
oligotréficas (bactérias incapazes de crescer em ambientes ricos em carbono),
respectivamente; e meio de Martin (10 glicose; 5 peptona; 1 K,HPO4 0,5
MgS0O,.7H,0; 0,03 sulfato de estreptomicina; 0,033 rosa de Bengala; 20 &gar g)
para isolamento seletivo de Trichoderma spp. No isolamento de Bacillus spp. as
diluicbes foram submetidas a banho-maria de 80°C por 20 min, com posterior
distribuicdo em meio NY DA, sem adicéo de antibidtico. No isolamento de fungos, as
placas foram incubadas a 25+2°C, sob aternancia luminosa (12 h claro/12 h escuro),
em B.O.D. As placas dos isolamentos de bactérias foram incubadas em B.O.D. a
28+2°C. As avaliagdes foram realizadas ap0s 48 h para bactérias e Bacillus enquanto

que os actinomicetos e fungos foram avaliados ap6s cinco dias, e cada populagéo

resultou do nimero médio de colbnias em trés placas, sendo expressas em UFC g-l de
solo.

As avaliagdes foram redizadas semanamente durante o periodo de seis
semanas. Em cada avaliac8o foram coletados 5 sacos de malha pléstica de cada uma
das 3 profundidades para caule e raizes. Apds homogeneizagdo manual dos tecidos
infectados, 0,5 g de cada saco foram macerados em amofariz com pistilo,
adicionados a 4,5 ml de ADE em tubos, os quais foram submetidos a aparelho de
ultrasom por 5 minutos, na poténcia 10. Em condi¢Oes assepticas, foram realizadas
diluicbes seriadas até 107, plaqueando-se 0,1ml das diluicdes em meio NYDA +
RIF, com trés repeticbes. As placas foram incubadas por 48-72 h a 30°C, em B.O.D.

A avaliagdo foi redlizada pela contagem do nimero de coldnias, determinando-se a
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populagio bacterianaem UFC g™ de tecido infectado. As amostras foram coletadas e
processadas até que em duas amostragens consecutivas R. solanacearum ndo fosse
detectada

O delineamento experimental foi inteiramente casudizado, com arranjo
fatorial 2 x 3 representando dois tipos de tecido vegetal (caule e raizes) x trés
profundidades (0, 5 e 15 cm de profundidade), com cinco repeti¢des, para cada
amostragem, sendo cada repeticdo constituida por um saco de malha plégica
contendo tecido infectado. O experimento foi realizado duas vezes.

No primeiro experimento, 13 semanas apls a incorporagd dos tecidos
infectados de caule e raiz de piment&o, realizou-se o isolamento de R. solanacearum
A1-9%" a partir do solo adjacente aos sacos de malha plastica onde os tecidos se
encontravam as profundidades de O, 5 e 15 cm, pelo método ja detalhado
anteriormente. Em seguida, foi realizado bioensaio com plantas indicadoras de
tomate cv. Santa Clara de acordo com Tavares et a. (2000), utilizando-se 10 plantas
por profundidade. A observagio dos sintomas foi realizada diariamente até o 20° dia
apos o transplante. No segundo experimento, 0 mesmo procedimento de isolamento
do patdgeno foi realizado 6 semanas apds a incorporagéo dos tecidos infectados de
caule e raiz de pimentdo, n&o sendo realizado o0 bioensaio com tomate.

O indice de decomposicéo dos tecidos infectados de piment&o, 42 dias apds a
incorporacdo ao solo, foi determinado pela pesagem do materia vegetal contido nos
sacos de malha pléstica nas diferentes profundidades (0, 5 e 15 cm), sendo os
resultados pogteriormente aplicados a formula ID = P — P; / P x 100, sendo P;, peso
inicial dos tecidos infectados de pimentdo e P, peso final aos 42 dias apos a

instalagdo do experimento.
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2.3. Sobrevivéncia de Ralstonia solanacearum em diferentes tipos de solo

Para avaliar a influéncia do tipo de solo na sobrevivéncia de R. solanacearum
A1-9%" foram utilizados 10 tipos de solos representativos do Estado de Pernambuco
com base na classificagdo de Jacomine et al. (1972) (Tabela 1). Os solos foram
coletados durante 0 més de julho de 2008. De cada area foram removidos,
aeatoriamente, cinco subamostras de 5 kg de solo a uma profundidade de 0-20 cm,
totalizando 25 kg de solo/area. Cada érea foi geo-referenciada pelo Sistema de
Posicionamento Global (GPS 48 Personal Navigator, Garmin International, Olathe
KS, USA). As amostras de solos foram secas a0 ar em ambiente coberto durante
quinze dias, seguindo-se O peneiramento para a retirada de residuos e
armazenamento em sacos de nylon, em casa de vegetacdo, até o processamento.

As andlises fisicas e quimicas dos solos foram redizadas no Ingtituto de
Agrondmico de Pernambuco (IPA), e no Laboratério de Fertilidade do Solo da
Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE respectivamente. Foram
determinados. granulometria; densidade aparente e real; umidade, pH em égua; P
disponivel (mg dm®); Na, K, Ca + Mg, Ca e Al trocaveis (cmolc dm®); acidez
potencial (H + Al); C organico; e matéria organica (g kg™h).

As andlises microbiolgicas de cada solo foram realizadas conforme descrito

no item 2.2.

Rif
A sobrevivéncia de R. solanacearum A1-9 nos diferentes tipos de solo
natural foi analisada colocando-se 200 g de cada solo em caixas Gerbox,

Rif
adicionando-se 50 ml de suspenséo de R. solanacearum A1-9  com concentragdo de

8 -1
5x10 UFC ml e homogeneizando-se com auxilio de bastdo de vidro. As caixas

foram incubadas em B.O.D. a temperatura constante de 25°C.
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As avaliagbes foram realizadas semanalmente durante o periodo de 13
semanas. Em cada avaliagdo, 0,5 g de s0lo de cada uma das 4 caixas contendo o
mesmo tipo de solo foram adicionados a 4,5 ml de ADE em tubos. Em condigtes
assépticas, foram redizadas diluicSes seriadas até 107 plagueando-se 0,1 ml das
diluicdes em meio NYDA + RIF, com trés repeti¢bes. As placas foram incubadas por
48-72 h a 30°C, em B.O.D. Apés a contagem do nimero de col6nias, determinou-se
a populago bacteriana em UFC g de solo.

As variaveis analisadas para a sobrevivéncia de R. solanacearum A1—9Rif nos
solos foram: duragéo da sobrevivéncia em dias (DUR), populagéo aos 14 e 42 dias
(POP14 e POP42) e area abaixo da curva da populagdo (AACPOP), calculada de
acordo com Shaner e Finney (1977).

O deineamento experimental foi inteiramente casualizado, com dez

tratamentos representados pelos 10 tipos de solo e quatro repeticdes, sendo cada

repeticdo congtituida por uma caixa Gerbox.

2.4 Andlises Estatisticas

Todos os experimentos foram repetidos pelo menos duas vezes. As andlises
estatisticas foram realizadas com auxilio do programa SAEG — Sistema para andlise
estatisticas e genéticas, Vigosa, UFV, versdo 9.0, 2005, compreendendo andlises de
variancia, testes LSD, Duncan, T e ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para

comparagdo de médias (P < 0,05) e andlise de correlacdo de Pearson.
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3. Resultados

Todos os rewultados apresentados no presente trabalho referem-se a
sobrevivéncia de R. solanacearum A1-9%", como células cultivaveis detectadas pelo

método de plaqueamento em meio de culturaNY DA+RIF.

3.1. Obtencdo de mutante de Ralstonia solanacearum resistente ao antibiético
rifampicina e teste de viabilidade em solos

O mutante espontaneo de R. solanacearum A1-9%" resistente a 100 mg I de
rifampicina apresentou estabilidade para a resisténcia ao antibidtico, dém de
crescimento em NYD (Figura 1) e patogenicidade em plantas de pimentdo
semel hantes ao isolado selvagem R. solanacearum A1-9.

No teste de viabilidade, R. solanacearum A1-97" demonstrou habilidade para
sobreviver, tanto em solo esterilizado como em solo natural (Figura 2). A medida que
a concentragdo da suspensdo adicionada ao solo foi reduzida, diminuiu também a
populacdo de R. solanacearum A1-97" recuperada, até que na concentracdo 10" UFC
mi™, apenas no solo A esterilizado (SAE), a populagdo da bactéria foi ainda

detectada.

3.2. Sobrevivéncia de Ralstonia solanacearum em tecidos infectados no solo
Durante a andlise da sobrevivéncia de R. solanacearum A1-9 em tecidos

infectados incorporados a diferentes profundidades, em colunas de solo mantidas

sobre bancadas em casa de vegetagdo, atemperaturas média do ar, do solo e umidade
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relativa do ar foram de 31+2°C; 28+2°C e 42+3%, respectivamente. Os resultados
dos dois experimentos foram analisados em conjunto.

N& houve diferenca significativa (P<0,05) para a sobrevivéncia de R.
solanacearum A1-97" em relacdo & profundidade e interagdo profundidade x tecido
vegetal infectado. Entretanto houve diferenca entre tecidos de caule e raizes de
piment&o, com relago as varidveis duracdo da sobrevivéncia, &rea abaixo da curva
da populagdo, populagdo aos 7 dias, populagdo aos 21 dias e indice de decomposi¢do
(Tabela 2). Para efeito de andlise o valor 1 foi atribuido, quando n&o foram
detectadas colonias de R. solanacearum.

A duragéo da sobrevivéncia de R. solanacearum A1-97" em tecidos de caule
de piment&o infectado foi de 7,0 dias enquanto em raizes foi de 17,1 dias (Tabela 2).
A érea abaixo da curva da populacdo de R solanacearum A1-9%" em tecidos de
caule foi de 3,8 x 10* enquanto em raizes foi de 430 x 10”. Também as populagdes de
R. solanacearum A1-9%" aps 7 e 21 dias em tecidos de raiz foram maiores do que em
caule. Os tecidos do caule apresentaram maior indice de decomposicéo (81,3%) do
que osdaraiz (68,9%).

Outros fatores que possivelmente contribuiram tanto para a redugdo da
duracdo da sobrevivéncia de R. solanacearum A1-9%' quanto para o declinio da
populagdo nos tecidos infectados de caule e raiz, foram o potencial hidrogenifnico
(pH) (Tabela 2) e a atividade de microrganismos antagonistas. Quarenta e dois dias
apos o inicio do experimento, o pH do macerado de caule (7,7), foi
significativamente (P<0,01) maior que o pH do macerado deraiz (6,8).

A andlise microbiolégica do solo, antes da incorporagdo dos tecidos

infectados de caule e raiz de pimentdo, néo evidenciou diferencas significativas entre
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as populagbes de actinomicetos, bactérias copiotréficas, bactérias totais e fungos
totais, que foram de 5,02; 3,63; 5,23 e 4,19 log UFC g* solo seco, respectivamente.
N& foram encontradas populagdes de bactérias oligotroficas, Bacillus spp.,
Pseudomonas spp. fluorescentes, e Trichoderma spp.

Treze semanas apds a instalacdo do primeiro experimento, o0 isolamento de R.
solanacearum A1-97" a partir do solo adjacente aos sacos de nylon onde os tecidos
infectados de caules e raizes se encontravam, as profundidades de 0, 5 e 15 cm ndo
detectou colbnias viaveis do patdgeno. Também néo foi positiva a patogenicidade em
plantas indicadoras de tomate plantadas a essas profundidades. No entanto, 6
semanas apds o inicio do segundo experimento, R. solanacearum A1-9%" foi ainda
detectada no solo adjacente aos sacos de nylon, em populagdes de 3,09; 3,65 e 3,41
log UFC ¢ solo, respectivamente a 0, 5 e 15 cm de profundidade. E importante
sdlientar que em ambos  experimentos, R. solanacearum A1-9%" deixou de ser

detectada nos restos culturais antes das seis semanas.

3.3. Sobrevivéncia de Ralstonia solanacearum em diferentes tipos de solo

A andlise da area abaixo da curva da populagdo de R. solanacearum A1-97"
em relagdo aos locais (municipios) de coleta das amostras de solos, tipo de cobertura
do solo na época da coleta e textura dos solos ndo foi significativa pelo teste de
Kruskal-Wallis (P<0,05) (Tabelal).

A duracdo da sobrevivéncia de R. solanacearum isolado A1-9%" nos
diferentes tipos de solos de Pernambuco variou de 42 a 77 dias (Tabela 3) sendo os
maiores valores obtidos nos solos 4 e S3, respectivamente 77 e 59,5 dias. A &rea

abaixo da curva da populacio de R. solanacearum A1-9%" nos dez tipos de solos
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variou de 0,77 a 5,82. Novamente o solo $4, seguido desta vez pelo solo S6, o qual
ndo diferiu do solo S3 (LSD < 0,05), apresentaram 0S maiores valores,
respectivamente, 5,82; 5,26 e 4,15. Os solos $4, S3 e S6 também propiciaram
maiores popul agbes aos 14 (6,22; 6,44 e 6,38 log UFC g*) e ans 42 dias (6,46; 6,49 e
6,49 log UFC ¢%), respectivamente. Portanto, os solos S3, S4 e S6 foram
classificados como conducivos ao patégeno.

Outras caracteristicas importantes observadas no solo S6 foram a argila
(50%), a umidade residua (2,25%), a &gua disponivel (1,52 mm/cm), o baixo valor
de bases trocéveis (8,06) e o pH (5,2) (Tabela4 e5). Além do solo SB, os solos S3 e
4 também gpresentaram atos niveis de umidade residua (3,25 e 2,35), &gua
disponivel (1,75 e 1,26) e quantidade de argila (40 e 34%).

Quando consideradas as propriedades fisicas e quimicas de todos os solos, a
duracd da sobrevivéncia de R solanacearum A1-97 apresentou correlacoes
positivas (P<0,05) paraumidade residual e &gua disponivel (Tabela6). A &eaabaixo
da curva da populago se correlacionou positivamente com argila, agua disponivel
(P<0,05) e argila natural (P<0,01) e negativamente com areia grossa, floculagéo e pH
(P<0,05). A populagéo aos 42 dias, teve correlagdo positiva com argila natural, H+Al
(P<0,05), argila, umidade residual e &gua disponivel (P<0,01) e negativa com areia
grossa, areiafinae pH (P<0,05) (Tabela6).

Na andlise das propriedades fisicas e quimicas dos solos, como possiveis
indicadores da supressividade, ou sgja, considerando 0s sete solos supressvos, a
duracdo da sobrevivéncia de R. solanacearum A1-97" gpresentou correlacéo positiva
apenas com dglte (P<0,05) (Tabedla 6). A érea abaixo da curva da populagéo se

correlacionou positivamente com argila natural (P<0,05) e negativamente com areia
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grossa, carbono organico, matéria organica, pH e fésforo (P<0,05). A populacdo aos
42 dias teve correlacdo positiva com argila, argila natural, umidade residua e &gua
disponivel (P<0,05) e negativa com pH (P<0,05) (Tabela 6). Esse fatores causaram
um répido declinio na duracéo da sobrevivéncia, assm como redugdo da érea abaixo
da curva da populaco e da densidade populacional de R solanacearum A1-97",

Quando considerados gpenas os trés solos conducivos, ndo foram verificadas
correlacOes significativas entre a durago da sobrevivéncia, érea abaixo da curva da
populagdo e populacdo aos 14 e 42 dias, com as caracteristicas fisicas e quimicas dos
solos.

Os niveis populacionais de bactérias copiotréficas, fungos totais e Bacillus
spp. ndo diferiram nos 10 tipos de solos utilizados, ocorrendo 0 oposto com as
populagdes de actinomicetos e bactérias totais (Tabela 7). A andlise microbioldgica
detectou espécies do género Trichoderma em todos os solos (Tabela 7), no entanto
ndo foi possivel quantificar as populagdes devido a presenca de contaminagdes com
outros fungos, mesmo utilizando o meio de Martin. Entre os fungos totais detectados
foram identificados, Fusarium spp., Aspergillus spp., Penicillium spp. e Rhizopus
spp. No isolamento de bactérias totais foram observadas elevadas populagdes, entre
as quais o género Bacillus e actinomicetos, porém ndo foram detectadas
Pseudomonas do grupo fluorescente, nem bactérias oligotrdficas.

N& foi observada nenhuma correlagcdo significativa entre duragéo da
sobrevivéncia, &rea abaixo da curva da populacdo e populagéo aos 14 e 42 dias com
as caracterigticas microbioldgicas de todos os solos, dos solos supressivos e dos

conducivos.
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4. Discussao

4.1. Obtencdo de mutante de Ralstonia solanacearum resistente ao antibiotico
rifampicina e teste de viabilidade em solos

O mutante espontaneo de R. solanacearum A1-97" resistente a 100 mg I de
rifampicina apresentou estabilidade para a resisténcia ao antibidtico, dém de
crescimento em meio de cultura e patogenicidade similares ao isolado selvagem,
caracteristicas estas desgjaveis para utilizacéo desse isolado em estudos de ecologia e
epidemiologia de fitobacterioses selvagem (Mariano e McCarter, 1991). Da mesma
maneira, Toyota e Kimura (1996) também verificaram que o isolado de R
solanacearum™" utilizado em estudo de sobrevivéncia em solo, apresentou
similaridade ao tipo selvagem gquanto a morfologia, taxa de crescimento, producgéo de
bacitracina e patogenicidade. Raramente no meio ambiente existem bactérias que
apresentem resisténcia a rifampicina, o que recomenda a utilizagdo de mutantes com
resisténcia a esse antibidtico como ferramenta para monitorar a dindmica
populacional de bactérias fitopatogénicas em solo e em plantas (Cintas et al., 2006)
incluindo R. solanacearum (Grey e Steck, 2001).

Para ser utilizado nos estudos de sobrevivéncia em solo, R. solanacearum
A1-97" deveria ter viabilidade neste habitat, o que foi comprovado tanto em solo
esterilizado quanto em solo natural. Nessas duas condigdes observou-se que a
concentragdo da suspensdo adicionada a0 solo correlacionou-se diretamente com a
populacio de R. solanacearum A1-9%" recuperada do mesmo. A esterilizagdo do
solo A fez com que a bactéria fosse ainda recuperada na concentragdo 10" UFC ml™,

0 gue pode ser explicado pela auséncia da microflora natural deste solo autoclavado,
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0 que favoreceu o crescimento populacional de R. solanacearum A1-97". Este fato
concorda com os resultados encontrados por Cintas et a. (2006) para sobrevivéncia
de P. syringae pv. alisalensis®" em nabo. N&o foram encontrados outros relatos
sobre viabilidade de bactérias resistentes a antibidticos para estudos de sobrevivéncia
em solo. Portanto, é possivel a utilizagdo do mutante R. solanacearum A1-9%" para
os estudos de sobrevivéncia desta bactéria nos solos de Pernambuco, recomendando-

se aaplicacdo em concentracdes > 1 x 10" UFC mi™.

4.2. Sobrevivéncia de Ralstonia solanacearum em tecidos infectados no solo

Os maiores valores de duragdo da sobrevivéncia de R. solanacearum A1-9RT
&rea abaixo da curva de populagdo, populagdo aos 7 e 21 dias em tecidos de raizes
comparados aos do caule, podem ter resultado de uma maior adaptacdo dos tecidos
das raizes a0 s0lo, seu habitat original, bem como de diferengas estruturais morfo-
anatdbmicas e bioquimicas entre esses dois Orgdos (Esau, 1976). Esta ultima
afirmag@o pode estar relacionada aos indices de decomposi¢do encontrados nesses
dois tecidos vegetais, pois os tecidos do caule apresentaram maior indice de
decomposicdo do que os da raiz, provavelmente devido a0 maior teor de &gua
encontrado no caule ou as suas estruturas morfo-anatémicas (Esau, 1976). A
decomposicdo dos tecidos dém da composicdo da planta depende também da
proporcdo de diferentes grupos de organismos habitantes do solo (Moreira e
Siqueira, 2006).

As concentragdes de actinomicetos, bactérias copiotréficas, bactérias totais e
fungos totais detectados foram consideradas normais e a agdo antagbnica desses

microrgani smos pode ter influenciado tanto o nivel populacional quanto a duracgdo da
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sobrevivéncia de R. solanacearum A1-9%" nos tecidos infectados de caule e raiz. A
ndo deteccdo de populagdes de bactérias oligotroficas, Bacillus spp., Pseudomonas
spp. fluorescentes e Trichoderma spp. ndo significa que sgam inexistentes, mas que
estdo em niveis ndo detectavels pelos métodos empregados. Moreira e Siqueira
(2006) relataram que entre os microrganismos habitantes do solo com papel
fundamental na decomposi¢do da matéria orgénica, os fungos sdo os mais eficientes,
pois degradam tanto lignina quanto celulose. Entre as bactérias, as mais eficientes
sd0 Bacillus spp. e actinomicetos que degradam complexos ligno-celuloliticos.
Também a R. solanacearum produz enzimas celuloliticas (Zuleta et al., 2006).

A maior sobrevivéncia de R. solanacearum A1-9%" nas raizes do gue no caule
pode estar também relacionada as diferencas de pH que foram significativas aos 42
dias apds instalacdo do experimento. O papd do pH na persisténcia de R
solanacearum no hospedeiro foi citado por Elphinstone et al. (2006). No presente
trabalho foi confirmado que pHs dos tecidos vegetais mais altos reduzem a duragéo
da sobrevivéncia de R. solanacearum A1-9%", a rea abaixo da curva de populacdo e
apopulacéo aos 7 e 21 dias. Michel e Mew (1997) observaram que “in vitro” houve
uma reducdo na populagdo de R. solanacearum em pH 5 e 8, enquanto que o
crescimento populacional foi normal em pH 6. Sabe-se que este patdgeno apresenta
os fendbmenos de conversdo fenotipica, mudando espontaneamente do estado
virulento para o avirulento e VMNC, conversdo de células vidvels para células
viaveis, mas ndo cultivaveis. Estes dois tipos de conversdo podem ser influenciados
por vérios fatores, entre eles 0 estresse nutriciona e o pH (van Elsas et al. 2000;

Grey e Steck, 2001; van Overbeek et al., 2004). Segundo Shekhawat et al. (1992) a
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conversdo do estado avirulento para o virulento pode ter papel importante na
sobrevivéncia de R. solanacearum.

De maneira geral, a temperatura pode ter influenciado a durabilidade da
sobrevivéncia e o comportamento das populagdes de R. solanacearum A1-9%" em
tecidos infectados de caule e raiz. A temperatura do solo registrada durante o
experimento foi em média de 28+2°C. McCarter et d. (1983) verificaram um rgpido
declinio na duracdo da sobrevivéncia de P. syringae pv. tomato influenciado pela
temperatura; 0 patbgeno sobreviveu em tecidos de tomateiro infectados durante 27
diasa 18 e 23°C, e gpenas durante 7 dias a 28°C.

A no detecco de células de R solanacearum A1-9%" no solo adjacente aos
restos culturais, 13 semanas apds sua incorporagdo, pelo isolamento em meio de
cultura ndo é indicativo da auséncia do patdgeno no solo, que pode sobreviver em
niveis ndo detectaveis por meios convencionais, porém em quantidades suficientes
para causar doenca. Este foi o motivo da realizagdo do bioensaio no qual a auséncia
de sintomas nas plantas teste comprovou a auséncia de células vidveis mais ndo
cultivaveis nesse solo. Por outro lado, o patdgeno foi detectado no solo adjacente aos
restos culturais na 62 semana apos incorporagdo, ndo sendo necess&rio redlizar o
bioensaio. E interessante o fato de R. solanacearum A1-9%" ser encontrada na 62
semana em solo adjacente aos restos culturais nas trés profundidades e néo nos
proprios restos. Isto pode ter acontecido pelo escape de tecidos muito decompostos
através das malhas plésticas dos sacos para o solo préximo ou pela lixiviagdo destes
tecidos ou células bacterianas para 0 solo imediatamente abaixo da bolsa, ja que as
colunas de solo foram irrigadas periodicamente para manutencéo de umidade

préxima a capacidade de pote.
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4.3. Sobrevivéncia de Ralstonia solanacearum em diferentes tipos de solo

A auséncia de relagdo da area abaixo da curva da populagdo com locais
(municipios), cobertura vegetal e textura dos solos coletados também foi relatada por
Alvarado et al. (2007) ao caracterizar 24 tipos de solo representativos do Estado de
Pernambuco quanto a supressividade a Pectobacterium carotovorum  subsp.
carotovorum na auséncia da planta hospedeira Entre as coberturas vegetais
encontradas no presente trabaho estdo o milho e a cana-de-acUcar, gramineas
indicadas para rotagdo de cultura visando reducdo da populagdo de R. solanacearum
no solo (Jabuonski e Hidalgo,1987), o que ndo foi observado neste trabalho.

Algumas caracteristicas fisicas e quimicas do solo, como teor de matéria
organica, pH, macro e micronutrientes, estrutura e textura, tipo e porcentagem de
argila, retencdo de &gua, condutividade elérica, nitrogénio, carbonato de célcio
(CaCOg3), areia grossa, areia fina e dilte, atuam na supressividade do patdgeno
reduzindo a densidade de indéculo e suas atividades saprofiticas, ou da doenca
restringindo a severidade da mesma, mesmo em ata densidade de inéculo e longa
sobrevivéncia do patdgeno (Bashan et al., 1995; Bettiol e Ghini, 2005; Prado, 2005).

De modo geral, os solos S3, $4 e S6, caracterizados como conducivos ao
patégeno apresentaram altos niveis de argila, umidade residual e &gua disponivel. A
argila tem uma grande capacidade de retencdo de agua, 0 que promove uma
expansdo do solo. Essa caracteristica atenua o efeito das chuvas irregulares e também
favorece a vida microbiana (Davet, 2004). Moffett et al. (1983) verificaram que a
duragéo da sobrevivéncia de R. solanacearum foi influenciada pela umidade e tipo de
solo. Em solo argiloso-arenoso, arenoso e argiloso a sobrevivéncia foi de 6, 52 e 86

semanas, respectivamente e o declinio da populacdo foi diretamente proporciona a
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evaporagdo da &gua, sendo maior no solo argilo-arenoso, seguido dos solos arenoso e
argiloso. Segundo Davet (2004), o baixo nivel de &gua no solo compromete as
aividades metabdlicas dos microrganismos, implicando no declinio da
sobrevivéncia, sendo as bactérias mais sensiveis que os fungos.

Ao contrario do observado no presente trabalho, Granada e Sequeira (1983)
constataram que em solo arenoso a 28°C, isolados de R. solanacearumragas 1, 2 e 3
foram detectados até 20, 16 e 8 semanas respectivamente. Ja van Der Wolf et al.
(1998) observaram que em solo arenoso com temperatura de 4 e 20°C, a populagdo
de R. solanacearum raca 3 declinou em 92 dias para niveis ndo detectéveis, enquanto
a 15°C ainda foi recuperada, evidenciando que a temperatura é um fator importante
na sobrevivéncia de R. solanacearum em solo arenoso e que o declinio mais rapido
da populagdo a 20°C do que a 15°C foi possivelmente devido a0 aumento da
aividade de antagonistas e predadores. Também Van Elsas et al. (2000)
comprovaram o efeito da temperatura x tipos de solos. A sobrevivéncia de R.
solanacearum raga 3 biovar 2 em microcosmos de um solo argiloso-arenoso e dois
argilosos-siltosos, submetidos a 12°C, 15°C ou 20°C foi gradualmente reduzida,
chegando em alguns casos ao limite de detecgdo em aproximadamente 90 a 210 dias.
O tipo de solo afetou a populagdo a 20°C, com maior declinio em solo argiloso-
arenoso. JAa4°C, nos tréstipos de solos, a sobrevivéncia foi severamente afetadae o
patégeno ndo foi mais detectado de 14 a 28 dias ap0s a incubacéo (van Elsas et al.,
2000). Também Prior et a. (1993) compararam um vertisolo e um oxisolo, relatando
que a supressvidade do primeiro a murcha-bacteriana do tomateiro estava associada

a0 tipo de argila encontrado nesses solos.
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Quantidades de silte e arela podem influenciar a sobrevivéncia de
fitopatdgenos no solo. Solos com maiores teores de silte apresentam mais
dificuldades de infiltragdo de é&gua em profundidade (Prado, 2005) e,
consequentemente, aumentam a disponibilidade desta nas camadas superiores,
podendo favorecer a duragi da sobrevivéncia de R. solanacearum A1-97, fato
observado dentro do conjunto dos solos supressivos, nos quais quanto maior o teor
de dlte maior a duracdo da sobrevivéncia do patdgeno. Solos com maior
porcentagem de areia s80 0S que possuem maiores quantidades de matéria organica
(Davet, 2004), sendo os mais supressivos (Bettiol e Ghini, 2005).

No presente trabalho também foi observado, para os solos conducivos, que
maior sobrevivéncia de R. solanacearum A1-97" esteve correlacionada a valores de
pH entre 5,2 e 6,1, mas nd houve correlagdo com a matéria organica dos solos. De
maneira geral, o pH é um fator abidtico que influencia todas as reagdes biolgicas
que se processam no solo, incluindo a sobrevivéncia de microrganismos (Moreira e
Siqueira, 2006). A presenca de H+Al (acidez potencial) no solo atua diretamente na
regulacdo do pH (Vieira et d., 1988) que promove o declinio ou aumento da
microbiota natural do solo (Davet 2004) favorecendo ou né a sobrevivéncia de
patégenos. Segundo Kelman (1953) R. solanacearum suporta ambientes com pH em
torno de 5,6 a 8,4. Ramesh e Bandyopadhyay (1993) confirmaram que solos com
baixo pH e baixo conteido de matéria orgénica suportam a multiplicagdo de R.
solanacearum.

A presenca de fosforo no solo se correlacionou com supressvidade, sendo os
solos que apresentaram maiores teores deste elemento os que suportaram menores

valores da érea abaixo da curva da populagdo. O fésforo é elemento importante para
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todas as formas de vida por congtituir as biomoléculas de &cidos nucléicos e ATP. A
deteccdo dos solubilizadores de fosforo Aspergillus, Bacillus, Fusarium e
Penicillium (Moreira e Siqueira, 2006) nos solos estudados pode indicar umaintensa
atividade antagoni ca desses microrganismos contra R. solanacearum A1-97",

Diferente do que ocorreu com 0s solos supressivos, ndo foi possivel destacar
uma ou um conjunto de caracteristicas responsavel pela possivel conducividade dos
solos estudados. Alvarado et a. (2007) também verificaram que ndo houve correlacéo
significativa entre a TERP (taxa de extingdo relativa da populacéo) e as
caracteristicas fisicas, quimicas e microbiol 6gicas dos sol os conducivos estudados.

Os géneros de fungos mais comumente encontrados no solo séo Fusarium,
Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Rhizopus, Pythium, Verticillium e Mucor
(Moreira e Siqueira, 2006), sendo os cinco primeiros detectados nesse trabaho. As
bactérias mais encontradas nos solos com capacidade antagonistica a fitopatdgenos
s80 Pseudomonas, Bacillus (Bettiol e Ghini, 2005) e actinomicetos, sendo os dois
altimos grupos também detectados nos solos estudados. Nesmith e Jenkins (1985)
observaram reducdo s gnificativa na sobrevivéncia de R. solanacearum, que persistiu
por 12 semanas em solo autoclavado previamente infestado com T. viride, F. roseum,
Pseudomonas sp., Bacillus $p., e duas espécies de Sreptomyces, sugerindo que esses
microrgani SMos exerceram acgao antagonista sobre o patdgeno.

Todos os solos utilizados neste trabalho passaram por um processo de
secagem ao ar. Esse procedimento pode ter promovido severa dessecacdo, reduzindo
significativamente a populagdo de aguns grupos de microrganismos, que nao
puderam ser detectados. Segundo Davet (2004) a taxa de sobrevivéncia dos

microrganismos depende grandemente do seu estado fisiologico quando da
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desidratacéo. A fragdo da populacdo em crescimento exponencial € mais vulnerével a
dessecacdo do que a populagdo em estédio de dorméncia ou estacionério. Esta pode
ser uma das causas para ndo deteccdo neste trabalho de certos microrganismos
desgaveis, como o grupo das Pseudomonas fluorescentes e bactérias oligotroficas.
Davet (2004) afirma ainda que a reidratagdo do solo favorece um rgpido
estabelecimento da microbiota nativa do solo em poucos dias. Portanto, a adigcéo de
50 ml da suspensdo de R. solanacearum A1-9%" em ADE a0 olo, poderia explicar
um posterior aumento na populacdo de Trichoderma, fungos totais, bactérias totais,
actinomicetos e Bacillus, com menor duragdo da sobrevivéncia e declinio da
populagdo de R. solanacearum A1-9%" nos solos considerados supressivos. O
isolamento desta microbiota em meios de cultura adequados poderia ter detectado
estas populagdes, mas ndo foi realizado.

Concluindo, R. solanacearum A1-9™" sobreviveu por curto periodo de tempo,
em tecidos infectados de caule e raiz de pimentéo, persistindo mais em tecidos de
raiz (17,1 dias), consderados potencial fonte primaria de indculo. Também o solo
tem este papel ja que a 25°C o patdgeno sobreviveu naausénciado hospedeiro por 42

a 77 dias, dependendo do tipo de solo.
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860 Tabelal
861  Identificagdo elocalizagdo dos diferentes solos coletados no Estado de Pernambuco
862  utilizados no estudo de sobrevivéncia de Ralstonia solanacearum
Caédigo do L ocal Cobertural Classificagdo do tipo de solo? Textura AACPOP?
solo (M unicipio)
S1-AL Abreu e Lima Milho Latosol amarelo Franco argiloso 1,28d
arenoso
S2-CV Trevo Carne Cana-de-acicar Podzdlico vermelho e latosol Franco arenoso 0,77d
deVaca vermelho amarelo distréfico
S3-GO Goiana Cana-de-acicar Solos gley indiscriminados e Franco argiloso 4,15bc
solos organicos distréficos e
eutréficos
SA4-AN Alianca Cana-de-agicar Podzdlico vermelho amarelo Franco argiloso 5,82a
equivalente eutréfico eterra arenoso
roxa eutréfica
S5-TB Timbadiba Cana-de-acicar Bruno ndo calcico Argiloso arenoso 3,59 ¢
S6-BZ Bizarra Milho Terraroxaestruturada eutréfica Argiloso 5,26 ab
S7-PB Pombos Milho Solos litélicos eutréficos e Franco arenoso 4,05¢c
Bruno ndo cdlcico
S8-BE Bezerros Milho/Feijao Podzdlico vermelho amarelo Franco arenoso 1,20d
equivalente eutréfico e solos
litdlicos eutréficos
S9-CF Camocim de S0 Milho/Feijdo Podzdlico vermelho amarelo Franco arenoso 311c
Félix equivalente eutrdéfico; latosol
vermelho amarelo distréfico e
solos litélicos eutréficos
S10-CA Cachoeirinha Milho Planosol solédico Franco arenoso 3,71c
CV(%) 30,27
863 " Tipo de cobertura do solo na épocada coleta.
864 2 Classificag#o do tipo de sol o baseado em Jacomire et al. (1972).
865 3 Area abaixo da curva populacional de R. solanacearum A1-97"
866

867
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Figura 1. Comparagdo entre os isolados de Ralstonia
solanacearum selvagem (A1-9) e mutante (A1-9%") quanto a0
crescimento em meio de cultura Caldo nutritivo-dextrose-

extrato de levedura (NY D) incubados a 28°C.
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Figura 2. Populagd de Ralstonia solanacearum A1-9%" em
solo A e B natural e esterilizado incubado a 25°C durante 7
dias. A) Solo A, SAN — solo A natural e SAE — s0lo A
esterilizado; B) solo B, SBN — solo B natural e SBE — solo B

esterilizado.
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881 Tabela2
882  Sobrevivéncia de Ralstonia solanacearum A1-9%" em tecido infectado de caule e raiz de
883  piment&o hibrido cv. Atlantis, avaliada pela duracdo, &rea abaixo da curva populacional
884 (AACPOP), niveis populacionais aos 7 (POP7) e 21 dias (POP2l), indice de
885 decomposicido dos tecidos incorporados ao solo e potencial hidrogenidnico (pH) dos
886 tecidosdecauleeraz
887
Tecido Duragéo da AACPOP! POPT™ POP21" indicede
vegetal sobrevivéncia (dias)* x10* (UFC g* tecidox10%)  (UFC g tecidox10%)  decomposigéo pHZ”
o
Caule 70b°+9,0 38b 0,35b+ 1,8 0,48b+15 81,3ax90 7,7ax0,7
Raiz 17,1a£9,0 430,0a 500 at 2,2 3,10a+18 689b+125 68b+04
888 Popul agdes detectadas em meio NY DA+RIF (&gar nutritivo-dextrose-extrato de levedura+ 100 mg 1™ de
889  rifampicina).
890  **Determinagdes realizadas 42 dias apds a incorporagéo dos tecidos o solo, apartir do macerado dostecidos.
891  'Médiade oito repeticBes.
892  2médiade cinco repetictes.
893  3Médias seguidas pela mesmalletra nép diferem significativamente entre si pelo Teste T (PE0,05).
894

895
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Tabela 3
Sobrevivéncia de Ralstonia solanacearum A1-9%" em dez solos representativos
do Estado de Pernambuco avaliada pela duracdo, &rea abaixo da curva
populacional (AACPOP) e niveis populacionais aos 14 (POP14) e 42 dias
(POP42) detectados em meio de cultura NYDA+RIF (&gar nutritivo-dextrose-

extrato de levedura+ 100 mg I'* de rifampicina)

Solos Duragdo da AACPOP* POP14 POP42
sobrevivéncia (dias) (log UFC g'solo)  (log UFC g* solo)

Sl 42°c 1,28d 590cd 583cd
S2 42¢c 0,77d 559e 5,60cd
S3 59,5b 4,15bc 6,44 a 6,49 a
A 77 a 582a 6,22 ab 6,46 a
S5 42¢c 3,59¢c 6,17b 6,31 ab
S6 42¢c 5,26 ab 6,38 ab 6,49 a
S7 42¢c 4,05c 5,73 de 5,95 bc
S8 455¢ 1,20d 5,71de 544d
S9 49 ¢ 31llc 6,14 bc 5,89 bc
S10 49 ¢ 3,71c 6,18 b 544d

CV(%) 13,30 30,27 3,05 4,98

TAACPOP = Area abaixo da curva populacional calculada conforme Sharer e Finney (1977) utilizando
os dados semanais da populacéo de R solanacearum A1-9% . Dados transformados.

“Média de quatro repetices. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente ertre si
pelo Teste LSD (P<0,05).
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910 Tabela4d
911 Caracterigticas fisicas de dez solos representativos do Estado de Pernambuco utilizados

912 paraestudo de sobrevivéncia de Ralstonia solanacearumA 1-97

913

Composi ¢éo Granulométrica (%) Umidade (%) Agua disponivel
Solos Argila Grau Textura®

Areia  Areia Silte Argila Natural Floculagdo Residua 0,33 15 (%) (mm/cm)

Grossa Fina (%) (%) am am
S1 59 12 8 21 6 71 FGA 1,65 2304 12,63 1041 1,27
2 58 24 3 15 2 87 FA 1,70 16,04 879 7,25 0,9
3 22 9 29 40 4 90 FG 3,25 3251 17,93 14,58 1,94
A 37 18 11 34 16 53 FGA 2,35 2651 13,37 1314 1,75
S5 31 28 1 40 6 85 GA 1,90 1589 6,9 8,90 1,26
S6 28 13 9 50 20 60 G 2,25 26,27 14,38 11,89 1,52
S7 43 24 16 17 6 65 FA 1,45 12,12 5,72 6,40 0,92
S8 38 32 15 15 2 87 FA 1,35 8,6 452 4,08 0,60
9 43 18 22 17 4 76 FA 1,55 15,17 7,09 8,08 1,10
S10 38 27 16 19 6 68 FA 1,50 1380 6,33 7,47 1,03

914 Ta= Argila, AF = Areia Franca, F = Franco, FA = F. arenoso, G = Argila, FGA = Franco Argiloso Arenoso, FG =
915 Franco Argiloso, GA = Argiloso Arenoso.

916

917

918
919



920 Tabeabs
921 Caracteristicas quimicas de dez solos representativos do Estado de Pernambuco

922 utilizados para estudo de sobrevivéncia de Ralstonia solanacearumA1-97",

923
Solos C.0! M.O. pH P Ca” Ca™Mg” K* Na H+Al AI® B STB STAI
----(g kg™)--- (Agua mg.dm® e (cmol A ®)----mmm e oo
1:2,5)
1 18,12 31,24 6,5 189 6,65 10,00 043 057 373 025 17,65 0,83 0,0140
2 20,16 34,76 6,9 211 6,15 9,15 022 044 419 010 159 0,79 0,0062
3 37,20 64,13 6,0 62 7,40 13,75 0,72 066 550 050 2253 080 0,0217
4 15,00 25,86 6,1 236 5,45 11,75 021 066 495 015 18,07 0,78 0,0082
5 9,90 17,07 54 39 4,20 9,75 030 048 641 030 14,73 0,70 0,0200
6 840 14,48 52 3 2,00 5,25 024 057 468 020 806 063 0,0242
7 10,20 17,58 59 6 2,90 6,15 022 057 351 015 984 0,74 0,0150
8 10,74 18,52 6,4 25 2,75 6,65 033 048 468 025 10,21 0,69 0,0239
9 16,20 27,93 6,0 a4 7,00 7,80 066 057 351 010 16,03 0,82 0,0062
10 9,24 15,93 6,2 59 3,85 13,85 022 139 373 020 1931 084 0,0103

924 * C.0 = Carbono organico, M.O = Matéria organica, SB = Somas das bases, STB = Saturagio das bases, STAI = SaturagZo de
925 auminio.
926

927

928
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932

933

Tabela6
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Correlacdo entre as variaveis relacionadas a sobrevivéncia de Ralstonia solanacearum

A1-97" e caracteristicas fisicas e quimicas dos solos representativos do Estado de

Pernambuco, considerando todos os solos analisados (gera) e os classificados como

SuUpressivos

Coeficiente de correlagio®

Caracteristicasdo  Durag8o da sobrevivéncia AACPOP POP42°

solo Gerd Supressivos Gerd Supressivos Gerd Supressivos

Areiagrossa -0,33 -0,36 -0,69 -0,66 061 -0,24

Areiafina -0,28 0,11 -0,32 0,15 -0,62° -0,23

Silte 0,35 0,75 0,23 0,34 0,06 -0,34

Argila 0,24 -0,31 0,68 0,38 0,88 0,77

Argilanatural 0,33 -0,08 075" 0,70 0,64 0,53

Floculacso -0,34 -0,19 -0,64° -0,57 -0,28 -0,03

Umidade residual 0,55 -0,46 0,52 0,02 0,78 0,68

Agua disponive 0,62° -0,18 0,60° 0,27 0,86 0,66

c.o:? 0,35 -0,23 -0,09 -0,69° 0,28 -0,09

M.O. 0,35 -0,23 -0,09 -0,69° 0,28 -0,09

pH 0,04 -0,05 0,72 -0,82" -0,68" 0,75

P 0,45 -0,38 -0,20 072 -0,02 -0,20

ca? 0,34 0,05 -0,23 -0,36 0,09 0,14

Ca+ Mg'? 0,54 0,32 0,14 0,14 0,06 -0,21

K* 0,12 042 -0,09 0,05 0,19 0,21

Na' 0,19 0,62 0,27 0,44 -0,28 -0,43

H+Al 0,23 -0,35 0,27 0,03 0,58 0,48

Al*? 0,13 -0,25 0,10 0,03 0,38 0,25

SB 0,52 0,33 0,01 -0,30 0,07 -0,11

STB 0,31 0,41 -0,20 -0,03 -0,30 -0,25

STAI -0,25 -0,30 0,12 -0,01 0,31 0,14

TCodficientes de correlaggo de Pierson seguidos por * s3o significativos aP<0,05 e por ** a P<0,01.
2 AACPOP = Area abaixo da curva populacional de R. solanacearum A1-9R" calculada conforme Shaner & Finney
(1977) utilizando os dados semanais da populagdo do patdgeno; POPA42 = popul agio de R. solanacearum A1-9F"  aos

42 dias.

3 C.0.= Carbono orgénico, M.O. = Matéria organica, SB = Soma das bases, STB = Saturagdo de bases, STAI =
Saturagdo do Aluminio.



942 Tabela7

943 Caracteristicas microbioldgicas de dez solos representativos do Estado de
944 Pernambuco utilizados para estudo de sobrevivéncia de Ralstonia
945 solanacearum A1-9%"
Actinomicetos Bactérias Bacillus Bactérias Fungos
Solos (log UFC g% copiotréficas SPp. totais totais
(log UFC g%) (logUFCg")  (logUFCg?Y"  (logUFCg?
S1 3,86" ab 5494 549a 542a 4,68 a
2 4,38a 6,24 a 549a 543a 343a
3 1,33 hc 6,48 a 549a 542a 3,748
A 0,30c 6,30a 549a 527a 3524
5 1,41 bc 5,67 a 549a 533a 38la
6 0,30c 8,36a 4,00a 3,06 ab 3,63a
S7 1,76 bc 5494 6,32a 1,33b 4,323
B 512a 6,34 a 549a 534a 4,63 a
S 0,30c 558a 4,33a 3,43 ab 4,648
S10 1,44 bc 6,08 a 549a 548a 4,07 a
CV (%) 68,57 36,26
946 TMédia de quatro repetices Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
947 significativamente entre si pelo Teste de Duncan (P<0,05).
948
949
950
951
952
953
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CONCLUSOESGERAIS

Ralstonia solanacearum A1-9%" sobrevive por curto periodo de tempo em
tecidos infectados de caule e raiz de pimentdo incorporados ao solo,
independente da profundidade. A sobrevivéncia € mais longa em tecidos de
raizes do que em tecidos de caule;

Ralstonia solanacearum A1-9%' tem capacidade de migrar dos tecidos
infectados parao solo adjacente e se manter viavel, pelo menos até seis semanas;
. Tecidos infectados de caule e raiz e solos aos quais estes tecidos foram
incorporados sdo fonte priméria de indculo da murcha-bacteriana do piment&o,
em plantios consecutivos,

. Os s0l0s S3, S4 e 6 sdo considerados conducivos ao patdgeno por apresentarem
maior area abaixo da curva da populacéo, maiores populagdes aos 14 e 42 dias e
maior duracdo da sobrevivéncia;

Entre as caracterigticas fisicas e quimicas dos solos em gerad ou supressivos, que
apresentaram correlacdo positiva com a sobrevivéncia do patdgeno, destacaram-
se argila, umidade residua e &gua disponivel, enquanto que correlago negativa
foi encontrada parao pH;

. As caracterigticas fisicas e quimicas ndo se correlacionam com a sobrevivéncia

do patdgeno nos solos conducivos;

. A microbiota natural dos solos utilizados ndo afetou a sobrevivéncia do

patdgeno;
R. solanacearum A1-9%" sobrevive por 6 a 11 semanas em solos de Pernambuco
na auséncia do hospedeiro, portanto o0 solo deve ser considerado como fonte de

in6eulo primario.



