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Viruléncia de estirpes (biovar 1 e 2T) de Ralstonia solanaceraum a Eucalyptus spp.

Virulence of Ralstonia solanacearum strains (biovar 1 and 2T) to Eucalyptus spp.

Eder Marques”™ Carlos Hidemi Uesugi' Luiz Eduardo Bassay Blum'

RESUMO

A murcha bacteriana do eucalipto (Raga 3
biovar 2T de Ralstonia solanacearum) foi descrita em 2009
em campo com o hibrido de eucalipto urograndis. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a viruléncia de duas estirpes de R.
solanacearum a dezessete espécies de Eucalyptus, através
do teste de microbiolizacdo de sementes. A andlise estatistica
dentre espécies mostrou que a viruléncia variou entre as estirpes
estudadas. A viruléncia da R3bv2T foi significativamente maior
em: urograndis, E. urophylla, E. grandis x E. camaldulensis, E.
grandis, E. microcorys, E. deanei e E. phaeotricha; e maior para
R1bvl somente na espécie E. pellita. Entre espécies de eucalipto,
observou-se maior suscetibilidade em ““urograndis”, E. grandis
e E. paniculata para R3bv2T; e em E. cloeziana, E. paniculata,
E. botryoides, E. pellita, E. propinqua e E. resinifera devido a
R1bv1.

Palavras-chave: murcha bacteriana, microbiolizag&o de sementes,
suscetibilidade.

ABSTRACT

The bacterial wilt of Eucalyptus (Ralstonia
solanacearum Race 3 biovar 2T) was reported in field of Eucalyptus
hybrid urograndis. The objective of this research was to evaluate the
virulence of two R. solanacearum strains to 17 Eucalyptus species,
using the seed microbiolization method for pathogen inoculation.
The results of the statistical analyses showed that virulence varied
between the two R. solanacearum strains. The R3bv2T virulence
was higher than the one in R1bvl in the following Eucalyptus
species: urograndis, E. urophylla, E. grandis x E. camaldulensis,
E. grandis, E. microcorys, E. deanei, and E. phaeotricha. The
virulence of the R1bv1 strain was higher only in E. pellita. Among
species of Eucalyptus the following ones were more susceptibles: to
R3bv2T strain - urograndis, E. grandis and E. paniculata, and to
R1bv1 strain - E. cloeziana, E. paniculata, E. botryoides, E. pellita,
E. propinqua and E. resinifera.

Key words: bacterial wilt, seed microbiolization, susceptibility.

INTRODUCAO

Ralstonia solanacearum (SMITH, 1986)
(YABUUCHI, 1995) ¢ uma bactéria que afeta
mais de 200 espécies de plantas distribuidas em 50
familias botanicas (HAYWARD, 1994). Sua gama de
hospedeiras ainda nao ¢ bem definida, pois mudangas
na sistematica agricola e no comércio global de
mudas e sementes t€ém levado ao aparecimento de
novas hospedeiras para isolados evasivos desse
patdégeno (TSUCHIYA, 2004). Um exemplo disso
foi o ocorrido em 2009, quando a Raca 3 biovar 2T
(R3bv2T) da bactéria foi relatada pela primeira vez,
infectando um cultivo inicial do hibrido “urograndis”
(Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis), no
municipio de Alexania — Goias (MARQUES et al.,
2012). No Brasil, em infec¢do natural, a murcha
bacteriana ocorre devido a biovar 1 e, nos demais
paises, pela biovar 3. Essa doenca ja foi responsavel
por elevadas perdas em viveiros clonais de eucalipto
dos Estados da Bahia, Espirito Santo, Maranhdo,
Minas Gerais e Para, em decorréncia do descarte de
mudas contaminadas com o patogeno (ALFENAS et
al., 2000).

A avaliacdo da reacdo de procedéncias
resistentes de eucalipto a estirpes de R. solanacearum
¢ considerada a abordagem mais efetiva para a
reducdo na severidade da doenga (RAN et al., 2005),
especialmente na bacteriose do eucalipto, em que a
producdo de mudas ¢ basicamente clonal e altamente
favoravel a multiplica¢do e transmissao da bactéria
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(ALFENAS et al., 2006). Entretanto, ainda nao
existe um método padrdo para avaliar a doenga em
eucalipto e, nos métodos existentes, raramente ha
reproducdo dos sintomas, provavelmente devido a
natureza lenhosa da planta (MAFIA, 2006). Técnicas
como, inundagdo do solo com suspensdo bacteriana,
ferimentos com picada de agulha e microbiolizacdo
de sementes tém sido utilizados para avaliagdo em
estudos de resisténcia (GAN et al., 2004), viruléncia
(DIANESE & DRISTIG, 1993; MAFIA, 2006) ¢
patogenicidade da bactéria (RODRIGUES, 2010).
Porém, estudos de avaliagdo da viruléncia de estirpes
s80 escassos, assim como os de resisténcia genética a
murcha bacteriana em eucalipto.

Viruléncia é um termo utilizado para
expressar diferentes graus de patogenicidade de um
patogeno, que pode causar maior ou menor dano ao
hospedeiro em um determinado tempo (BLUM, 2006).
DIANESE et al. (1990) avaliaram a viruléncia de nove
isolados de R. solanacearum Raga 1 biovar 1 (R1bvl)
a eucalipto, tomate, pimentdo e berinjela, sendo que
apenas um deles foi mais virulento nas quatro espécies
testadas. Posteriormente, DIANESE & DRISTIG
(1993) avaliaram a viruléncia dos mesmos isolados
da bactéria através de diferentes formas de inoculagdo
em eucalipto. O método de inoculagdo de 10uL de
suspensao em ferimentos nas axilas foliares foi o mais
eficiente para indu¢do de niveis satisfatorios de murcha.

Tendo em vista os poucos estudos da
viruléncia de estirpes de R. solanacearum, da auséncia
de métodos padrdes para estudos de suscetibilidade
do hospedeiro e do relato de uma nova biovar
infectando eucalipto, foi objetivo deste trabalho:
avaliar a viruléncia, pelo método de microbiolizagdo
de sementes, de duas estirpes de R. solanacearum a
dezessete espécies e hibridos de Eucalyptus.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados
no Laboratorio de Bacteriologia Vegetal do
Departamento de Fitopatologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas - Universidade de Brasilia. Para
avaliagdo da viruléncia, foram utilizadas duas estirpes
de Ralstonia solanacearum: UnB 1359 - Raga 3 biovar
2T - oriunda do hibrido “urograndis”, coletada em
Alexania - GO (MARQUES et al., 2012) e UnB 575
- Raga 1 biovar 1 - oriunda de E. urophylla, coletada
em Monte Dourado - PA (DIANESE & DRISTIG,
1993), além de dezessete espécies/cruzamentos de
eucalipto (Tabela 1), parte doada pelo IPEF (Instituto
de Pesquisas e Estudos Florestais, Piracicaba - SP)
e parte comprada do mesmo Instituto. As estirpes
bacterianas foram obtidas da Colecdo de Bactérias
Fitopatogénicas, do Departamento de Fitopatologia,
da Universidade de Brasilia. A recuperagdo foi feita

Tabela 1 - Descrigdo das espécies e hibridos de Eucalyptus utilizados nos testes de viruléncia de Ralstonia solanacearum.

Espécies/Cruzamentos Procedéncia Grau® Viabilidade das Safra
sementes (%)
E. urophylla Anhembi - SP APS-MS (F1) 81 2009
E. urophylla x E. grandis Anhembi - SP PMS (F3)* NF° 2010
E. grandis x E. camaldulensis Anhembi - SP APS-MS (F3) NF 2011
E. cloeziana Anhembi - SP APS-MS (F1) 86 2008
E. grandis Itatinga - SP APS-MS (F2) 97 2009
E. microcorys Itatinga - SP APS-MS (F2) 68 2007
E. paniculata Itatinga - SP APS-MS (F1) NF 2011
E. exserta Itatinga - SP APS-MS (F2) 70 2002
E. acmenoides Itatinga - SP APS-MS (F2) NF 2007
E. botryoides Anhembi - SP APS-MS (F1) 81 1991
E. deanei Anhembi - SP APS-MS (F2) NF 2007
E. pellita Anhembi - SP APS-MS (F1) 95 2010
E. phaeotricha Anhembi - SP APS-MS (F1) 72 1990
E. pilularis Anhembi - SP APS-MS (F1) NF 2008
E. propinqua Anhembi - SP APS-MS (F1) NF 1991
E. resinifera Anhembi - SP APS-MS (F1) 93 1995
E. robusta Itatinga - SP APS-MS (F2) 91 2009

Dados do fornecedor/produtor; 2Grau de Melhoramento;*Area de Produgio de Sementes e Fn (n=1 a 5); Geragio de Melhoramento; *Pomar

de Sementes por Mudas; *Dado nio fornecido.
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diretamente dos tubos com agua destilada esterilizada
contendo as culturas preservadas e ap0s as repicagens
em meio KELMAN (1954), foram utilizadas as
colonias virulentas.

A metodologia utilizada foi adaptada
de RODRIGUES (2010), a qual o autor utilizou
para avaliar a patogenicidade de linhagens de
R. solanaceraum, realizada da seguinte forma:
desinfestagdo superficial das sementes de eucalipto
por imersao em alcool 70% (30s), seguida da imersao
em solucdo de hipoclorito de sédio 1% (3min) e
lavagem em agua destilada estéril, por duas vezes
consecutivas. A seguir, as sementes foram imersas nas
respectivas suspensdes bacterianas na concentragdo
de aproximadamente 10° UFC/mL (Escala 7 de
McFarland), por 24h a 28°C e agitadas a 150rpm
em incubador rotativo, com exce¢do das sementes
testemunhas, que foram mantidas nas mesmas
condigdes, porém em agua destilada e esterilizada.
Apbs esse periodo, as sementes foram depositadas
individualmente em tubos tipo “Falcon” (50mL),
contendo 10mL de meio agar-agua (0,85%). Os tubos
foram colocados em estantes, mantidos a temperatura
(24 ~ 25°C) e luz ambientes.

O experimento foi em blocos ao acaso com
5 repeticdes, com 4 sementes cada em um esquema
fatorial (17x2). Apds 30 dias, observou-se o numero
de sementes ndo germinadas ou plantulas com
crescimento afetado pela agdo da bactéria. Das médias
dos tratamentos, foi subtraido o nimero de sementes
ndo germinadas da testemunha antes da andlise
estatistica, retirando, assim, o efeito das sementes
ndo germinadas por outros motivos (MOREIRA &
PAUSA, 2012), que ndo a agdo da fitobactéria. Apds a
analise de variancia, aplicou-se o teste de Scott-Knott
(P<0,05) para comparacao e separa¢do das médias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estudos relacionados a murcha
bacteriana do eucalipto tém sido realizados em
espécies puras, procedéncias, clones e hibridos
(GAN et al., 2004). Como ja mencionado, diferentes
métodos de inoculagdo foram desenvolvidos e nao
existem protocolos definidos (MAFIA, 2006). Neste
trabalho, foi estudada a viruléncia de uma estirpe da
Raga 1 biovar 1 em comparag¢do com uma da Raga 3
biovar 2T, ambas isoladas de eucalipto, utilizando a
microbiolizagdo de sementes. Essa técnica ¢ utilizada
principalmente quando o objetivo é o biocontrole de
patoégenos no solo ou na promogao de crescimento
de plantas (LUZ, 1993). Como nos métodos
existentes raramente ha reproducdo dos sintomas da

doenga, provavelmente devido a natureza lenhosa
do eucalipto (MAFIA, 2006), a microbiolizacdo
pode ser considerada como um método de infeccao
natural da planta em estagio inicial de germinagdo
ou crescimento, Util para avaliagdo da murcha do
eucalipto ou da viruléncia de estirpes bacterianas.

A analise com essa técnica mostrou que
as sementes foram afetadas em sua germinacdo
ou tiveram seu crescimento reduzido (Figura 1).
As sementes testemunhas mostraram variagdo na
germinacao, algumas tiveram baixa germinagdo,
talvez pelo baixo vigor ou por estar fora do prazo
de validade, quando analisado o boletim fornecido
pelo Instituto de Pesquisa e Estudos Florestais, que
acompanha o termo de conformidade de sementes
(Figura 1). Segundo FERRARI (2003), sementes
de eucalipto, por seu tamanho, apresentam-se,
muitas vezes, com uma quantidade alta de material
inerte misturado, principalmente sementes nao
fecundadas, reduzindo o niimero de sementes viaveis
por quilograma. Dessa forma, optou-se por retirar
o efeito das sementes testemunhas ndo germinadas
(MOREIRA & PAUSA, 2012).

O experimento em fatorial permitiu
comparar tanto o efeito das duas estirpes, ou seja,
a viruléncia, quanto a interacdo entre espécies de
eucalipto e estirpes bacterianas, a suscetibilidade
dessas espécies. Os resultados mostraram que a
viruléncia, dentre as espécies de eucalipto, foi maior
devido a R3bv2T, quando comparada a R1bvl em
E. urophylla, E. urophylla x E. grandis, E. grandis
x E. camaldulensis, E. grandis, E. microcorys, E.
deanei ¢ E. phaeotricha. Somente na espécie E.
pellita a estirpe da R1bv1 foi mais virulenta que a
R3bv2T. Nas demais espécies, a suscetibilidade das
espécies foi estatisticamente semelhante para ambas
as estirpes bacterianas avaliadas (Tabela 2, letras
maitsculas nas linhas).

Os poucos estudos descritos na
literatura associados a viruléncia de estirpes de
R. solanacearum utilizam diferentes métodos de
inoculacdo ou avalia¢do, tais como inoculagdo
por picada de agulha ou inoculagdo de suspensdo
bacteriana. DIANESE et al. (1990) observaram que
estirpes isoladas de eucalipto mostraram diferencas
quanto a viruléncia em tomate, pimentdo ¢ batata,
sendo a estirpe UnB 577 (R1bvl, de eucalipto) o
que exibiu maior viruléncia em todas as plantas
testadas. Mais tarde, DIANESE & DRISTIG (1993)
observaram que estirpes das biovares, originarias de
outras hospedeiras podem se mostrar mais virulentas
a eucalipto do que suas proprias estirpes. Nesse caso,
as biovares 1, 2 e 3, pertencentes a outras plantas

Ciéncia Rural, v.43, n.11, nov, 2013.
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Figura 1 - A) Forma de avaliagéo da viruléncia de estirpes de Ralstonia solanacearum
a Eucalyptus spp., exibindo testemunha com plantulas sadias, plantulas
infectadas e sementes mortas da espécie E. pellita. Suscetibilidade de
diferentes espécies de Eucalyptus a estirpes de Ralstonia solanacearum
UnB 575 (R1bv1l) e UnB 1359 (R3bv2T): B) E. acmenoides; C) E. pilularis
e D) E. resinifera e E) E. phaeotricha.

foram mais virulentas a E. grandis do que a estirpe
UnB 575 biovar 1 de eucalipto. Por outro lado,
entre as estirpes de eucalipto, a estirpe UnB 575 foi
a mais virulenta. RODRIGUES (2010), avaliando a
patogenicidade de linhagens de R. solanaceraum,
através de microbiolizacdo in vitro de sementes de
eucalipto, também relatou que estirpes das biovares
1, 2 e 3 de diferentes hospedeiras infectaram plantas
de E. grandis ou afetaram seu crescimento. Observou
também que duas linhagens da R3bv2 isoladas de
batata e geranio, respectivamente, apresentaram
agressividade maior do que as linhagens da raga 1,
quando inoculadas em tomateiro.

Considerando a suscetibilidade entre as
espécies de ecucalipto, formaram-se quatro grupos

em reacdo a R3bv2T, o primeiro inclui as mais
suscetiveis, englobando o hibrido urograndis e
as espécies E. grandis e E. paniculata, e o ultimo
com as espécies com menor mortalidade, ou seja,
as menos suscetiveis: E. exserta e E. pilularis.
Por outro lado, em rea¢do a R1bvl, formaram-se
trés grupos, sendo as espécies mais suscetiveis: E.
cloeziana, E. paniculata, E. botryoides, E. pellita,
E. propinqua e E. resinifera e menos suscetiveis: os
hibrido urograndis ¢ E. grandis x E. camaldulensis
e as espécies E. urophylla, E. grandis, E. exserta,
E. deanei, E. phaeotricha, E. pilullaris e E. robusta
(Tabela 2, letras minusculas nas colunas).

Os relatos, para as biovares 1 ¢ 3 no Brasil
¢ no mundo, dizem que E. exserta (WU & LIANG,

Ciéncia Rural, v.43, n.11, nov, 2013.
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Tabela 2 - Avaliagdo da viruléncia de estirpes de Ralstonia
solanacearum a espécies e hibridos de Eucalyptus,
mostrando as médias nos tratamentos de sementes
mortas ou plantulas subdesenvolvidas.

Espécies/Cruzamentos R3bv2T R1bvl

E. urophylla 3,15bA* 0,45¢B
E. urophylla x E. grandis 4,00aA 0,60cB
E. grandis x E. camaldulensis 3,20bA 0,20cB
E. cloeziana 3,40bA 3,40aA
E. grandis 4,00aA 0,00cB
E. microcorys 3,20bA 1,84bB
E. paniculata 4,00aA 3,40aA
E. exserta 0,80dA 0,60cA
E. acmenoides 1,80cA 2,00bA
E. botryoides 3,20bA 3,20aA
E. deanei 2,00cA 0,80cB
E. pellita 2,00cB 3,04aA
E. phaeotricha 1,44cA 0,00cB
E. pilularis 0,00dA 0,00cA
E. propinqua 2,80bA 3,20aA
E. resinifera 3,20bA 3,04aA
E. robusta 1,24cA 0,48cA

*M¢édias seguidas pela mesma letra mintscula nas colunas
(suscetibilidade entre espécies de eucalipto) e maitscula nas
linhas (viruléncia entre estirpes bacterianas na mesma espécie de
Eucalyptus) ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-
Knott (P<0,05).

1988), E. cloeziana, E. resinifera (DIANESE &
DRISTIG, 1993), E. pellita, E. robusta, E. pilularis
(DIANESE & DRISTIG, 1993; DIANESE et al.,
1990; WU & LIANG, 1988), E. deanei (DIANESE &
DRISTIG, 1993; DIANESE et al., 1990), E. grandis
x E. camaldulensis (COUTINHO et al., 2000) sdo
tolerantes ou resistentes a R. solanacearum. Ja
E. pilularis e urograndis (SHI et al., 2000; LI &
WU,1996; DIANESE et al., 1990), assim como
E. urophylla, E. grandis (WU & LIANG, 1988;
DIANESE et al., 1990; DIANESE & DRISTIG, 1993;
LI & WU, 1996; MAFIA, 2006) e E. microcorys
(DIANESE & DRISTIG, 1993), sdo consideradas
suscetiveis a fitobactéria.

No Brasil, as espécies mais plantadas sdo a
E. grandis (55%), E. saligna (17%), E. urophylla (9% ),
E. viminalis (2%), hibridos de E. grandis x E. urophylla
(11%) e outras espécies (6%) (REMADE, 2001). Dessa
forma, as espécies E. exserta e E. pilularis, consideradas
aqui como menos suscetiveis a R. solanacearum podem
ser estudadas em programas de manejo da doenga.
Todavia, estudos in vivo devem ser conduzidos para
confirmagao dos resultados aqui reportados.

CONCLUSAO

A metodologia utilizando o teste de
microbiolizagdo de sementes foi util e permitiu
verificar que a viruléncia das estirpes de R.
solanacearum da Raga 3 biovar 2T foi maior que
as da Raga 1 biovar 1, nas espécies de eucalipto
avaliadas.
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