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RESUMO

Sete clones de batata, resultantes de gendtipos provenientes do
Centro Internacional de la Papa, Peru, previamente selecionados como
resistentes a Ralstonia (Pseudomonas) solanacearum e as cultivares
Atlantic (suscetivel), Achat (resistente) ¢ Mondial, foram utilizados
na avaliagdo da técnica de inoculagdo de folhas de batata enraizadas
visando a selec@o de gendtipos para resisténcia a murcha-bacteriana.
Utilizaram-se folhas de duas posicdes (terceiro/quarto; sétimo/déci-
mo no a partir do dpice), enraizadas em areia estéril, por 15 dias, sen-
do oriundas de plantas aos 30 dias ap6s o plantio dos tubérculos. As
folhas, quando enraizadas foram retiradas da areia, as raizes lavadas e
cortadas em até um ter¢o do seu comprimento e a por¢do de raizes
remanescentes, imersa em suspensao bacteriana (10® ufc/ml por 1 min.)
As folhas enraizadas foram, entdo, plantadas em vasos contendo
solo autoclavado e mantidos a temperatura de 23-40°C. A avaliac@o
foi feita pela contagem do nimero de folhas murchas quatro, seis,
oito e doze dias apds a inoculacdo. O delineamento experimental foi
blocos ao acaso com trés repeti¢oes e parcelas subdivididas. Os resul-
tados deste ensaio foram comparados aqueles obtidos com a
inoculacdo de brotos enraizados, dos mesmos genétipos de batata, em
casa-de-vegetac@o. Folhas da segunda posi¢ao foram mais susceti-
veis a inoculagdo com R. solanacearum do que folhas da primeira
posicio, nao diferenciando os padrdes suscetivel e resistente. Apesar
de terem sido detectadas diferencas significativas entre gendtipos com
a inoculacdo de folhas enraizadas, este método ndo foi considerado
adequado, pois mostrou baixa correlacio quando comparado a
inoculac@o de brotos, que foi correlacionada com testes de campo.
Devido a facilidade de enraizamento e a rapidez na manifestacdo dos
sintomas, a utilizacdo de folhas enraizadas é mais adequada para tes-
tes de patogenicidade e de viruléncia de isolados de R. solanacearum.

Palavras-Chave: Solanum tuberosum, Ralstonia solanacearum,
Pseudomonas solanacearum, récnica de inoculagdo.

ABSTRACT

Use of rooted potato leaves to evaluate resistance to bacterial
wilt.

Seven potato clones, from genotypes of Centro Internacional de
la Papa, Peru, previously selected as resistant to Ralstonia
(Pseudomonas) solanacearum in the field, as well as the cultivars
Atlantic (susceptible), Achat (resistant) and Mondial were evaluated
for the feasibility of using rooted leaves to screen resistance to
bacterial wilt. Leaves from two positions (third/fourth; seventh/tenth
nodes from the top) were detached from thirty-day-old plants and
rooted in sterile sand for 15 days. Approximately one-third of the
root system was cut off and the rooted petiole immersed in a bacterial
suspension (10* cfu/ml for 1 min) and immediately transplanted to
pots containing sterile soil in the greenhouse. The pots were kept at
temperature of 23-40°C. The evaluation was done by counting the
number of wilted leaves at four, six, eight and twelve days after
inoculation. The experimental layout was a split-plot design with
three replications. The wilt data obtained were compared with results
from inoculated rooted sprouts in greenhouse, which correlates well
with field trials. Leaves of the second position were more susceptible
to R. solanacearum than those of the first position and were not
adequate to differentiate resistant and susceptible patterns. Although
there were significant differences among genotypes, the rooted leaf
inoculating method was not considered reliable, because it did not
correlate well with the rooted sprout technique. However, because
of the high rate of multiplication and quick wilt response, the rooted
leaf technique can be a useful tool for pathogenicity and virulence
studies on R. solanacearum.

Keywords: Solanum tuberosum, Ralstonia solanacearum,
Pseudomonas solanacearum, inoculation technique.

(Aceito para publicacdo em 22 de outubro de 1997)

murcha-bacteriana (MB), cau-

ada por Ralstonia
(Pseudomonas) solanacearum E.F.
Smith, é uma das doencas bacterianas
mais importantes em diversas culturas
de importancia econdmica (Engelbrecht
& Hatting, 1989). A doenca é favorecida
por altas temperaturas, solos bem umi-
dos e com pH abaixo de 7,0 (Lopes &
Santos, 1994), ocorrendo em regides tro-
picais e sub-tropicais. A MB afeta um
grande numero de espécies pertencen-
tes a mais de 35 familias botéanicas, des-

tacando-se entre estas a familia
Solanaceae com batata, tomate, berin-
jela e pimentdo (Kelman, 1953). A MB
afeta também banana, gengibre e amen-
doim (Hayward, 1985). Este grande cir-
culo de hospedeiras, além da alta sobre-
vivéncia da bactéria no solo, dificultam
o seu controle (Lopes & Santos, 1994).

No Brasil, a MB € uma das doencas
mais importantes da batata (Lopes et al.,
1993), sendo particularmente importan-
te em cultivos das regioes Norte e Nor-
deste e em dreas de baixa altitude situa-

! Endereco atual do primeiro autor: Embrapa Semi-Arido, Caixa Postal 23, 56300-000 Petrolina — PE.
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‘das nas regioes Sudeste e Centro-Oeste

(Lopes & Santos, 1994).

No caso da batata, apesar dos esfor-
¢os no sentido de se desenvolver culti-
vares resistentes a MB, os niveis de re-
sisténcia conseguidos ndo tém sido su-
ficientes para o controle da doenga, prin-
cipalmente pela quebra desta resistén-
cia por estirpes mais virulentas do
patégeno ou por altas temperaturas
(French & De Lindo, 1982). Uma vez
que a estabilidade da resisténcia € de-
pendente das condi¢des ambientais, tor-
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na-se dificil a obtencao de cultivares
com resisténcia efetiva (Kurosawa &
Pavan, 1995). Por outro lado, medidas
isoladas de controle t€m se mostrado
pouco eficazes e/ou dispendiosas. Por-
tanto, a utilizacdo de cultivares com al-
gum nivel de resisténcia, como parte de
um controle integrado, parece ser a me-
lhor medida para se reduzir as perdas
provocadas pela doenca (Lopes et al.,
1990). A escolha do terreno para o plan-
tio dos tubérculos, assim como a utili-
zacdo de batata-semente certificada e
rotacdo de culturas sdo, também, medi-
das muito importantes e que devem ser
consideradas no controle da doencga
(Lopes & Quezado-Soares, 1995).

A avaliagdo de gendtipos de batata
pelo plantio de tubérculos em campo in-
festado com R. solanacearum tem sido
uma técnica eficiente na identificacio
de clones com altos niveis de resistén-
cia a MB, entretanto, para avaliar um
grande nimero de clones em campo,
varios ciclos sdo necessarios (Gonzalez
et al., 1972). A conducio de testes em
campo pode ser dificultada, também,
pela ocorréncia de outros agentes, além
de R. solanacearum, o que pode causar
grandes perdas e elevar os custos dos
ensaios (Gonzalez et al., 1973). Portan-
to, faz-se necessario o estudo de uma
metodologia, na qual possa ser possivel
avaliar um grande nimero de genétipos,
visando a selecao daqueles que, prova-
velmente, sejam resistentes em testes a
nivel de campo.

A técnica de folhas enraizadas, uti-
lizada para a multiplicacdo rdpida de
clones de batata (CIP, 1992), possui po-
tencial como método adicional na ava-
liacdo da resisténcia de batata a MB,
considerando a economia de tempo e de
espaco, além da eliminacdo de etapas
bdsicas, quando sao utilizados tubércu-
los, como multiplicacao (90 dias) e pe-
riodo de dorméncia (trés a quatro me-
ses). Com a técnica de enraizamento de
folhas destacadas de plantas de batata,
pode-se obter um grande nimero de in-
dividuos, geneticamente uniformes, a
partir de poucas plantas de um mesmo
gendtipo. Pela metodologia tradicional,
com a avaliacdo de tubérculos em cam-
po, que envolve clonagem, multiplica-
cdo, selegdo e testes em campo, sdo ne-
cessdrios, praticamente, dois anos para
a avaliacdo completa de gendtipos
(Lopes et al., 1993).

Este trabalho teve por objetivo a ava-
liacdo da técnica de inoculagdo de R.
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solanacearum em folhas destacadas e
enraizadas de batata, como procedimen-
to de identificacdo de gendtipos resis-
tentes a MB.

MATERIAL E METODOS

Folhas enraizadas. Foram avalia-
dos sete clones de batata (299103G-3;
377835-1; 385312-2; 386095-1;
386095-6; 386095-12; RM 0-20) do
Programa de Melhoramento da
Embrapa Hortalicas em colaboragio
com o Centro Internacional de la Papa
(CIP), Peru e a cv. Mondial. Estes
clones, quando avaliados em campo,
pelo plantio em drea infestada (campo
G-13) com R. solanacearum, exibiram
certa reagdo de resisténcia a murcha-
bacteriana (MB). Como testemunhas
foram utilizadas as cvs. Atlantic (sus-
cetivel) e Achat (resistente). Brotos
apicais e laterais de 7-10 cm de compri-
mento foram cortados, com bisturi, de
plantas provenientes de tubérculos
plantados em solo estéril em casa-de-
vegetacdo. Ap0s retiradas as folhas mai-
ores, um ter¢o do comprimento da haste
dos brotos foi imerso em soluc@o
enraizadora (Bryan et al., 1981) por 30
segundos e plantado em areia autoclavada
tmida. Apos 10-12 dias, os brotos enrai-
zados foram transplantados para vasos em
casa-de-vegetacdo (23-40° C).

Trinta dias apds o transplante dos bro-
tos, folhas foram coletadas e os seus
peciolos mergulhados em solugdo
enraizadora por 30 segundos. As folhas
foram plantadas em areia autoclavada
umedecida, em bandejas de pldstico e
mantidas em casa-de-vegetacdo a tem-
peratura média de 23°C (19,5 - 25,8°C)
durante nove dias, para favorecer o
enraizamento e, depois, a 29,5°C (20,5-
33,7°C), até a inoculagdo (Lima & Lopes,
1994). Foram utilizadas duas posi¢des de
folhas: do terceiro ao quarto e do sétimo
ao décimo no a partir do dpice da planta.
Fizeram-se duas adubacoes foliares an-
tes da inoculagdo, cinco e nove dias apds
o plantio das folhas em areia esteriliza-
da. Aplicou-se o inseticida cartap, 2g do
p.c/l, contra a traca (Gnorimoschema
operculella) a cada cinco dias.

Para a inoculacao, utilizou-se o iso-
lado CNPH 13 de R. solanacearum, per-
tencente a raga 1, biovar I, obtido a par-
tir de plantas de batata com sintomas da
doenca, provenientes do campo experi-

mental naturalmente infestado - G 13,
drea na qual os clones haviam sido plan-
tados para a avaliacao a MB. O isolado,
preservado em dgua, foi cultivado em
meio de Kelman com tetrazdlio
(Kelman, 1954) para selecao das colo-
nias virulentas, com incubagdo a 27°C
por dois dias, na auséncia de luz. A par-
tir de colonias isoladas, a bactéria foi
repicada para placas contendo meio de
Kelman e incubadas sob as mesmas con-
dicdes anteriormente citadas. Apds o
periodo de incubacio, o in6culo foi pre-
parado pela adicao de dgua estéril as
placas e raspagem da superficie do meio
de cultura com alca de vidro. A concen-
tragdo da suspensdo foi ajustada em
espectrofotometro para 10® ufc/ml, de
acordo com equacdo previamente
estabelecida.

Para a inoculacdo, as folhas foram
retiradas da areia e lavadas para retira-
da da areia, evitando-se 0 rompimento
das raizes (comprimento médio de 8
cm). Cortou-se um ter¢o do comprimen-
to das raizes com tesoura e os dois ter-
¢cos remanescentes foram imersos em
suspensdo do indculo por um minuto.
Imediatamente, apds a inoculag@o, as
folhas foram transplantadas para vasos
de 0,5 I de capacidade, contendo solo
autoclavado, previamente, umedecido.
Apés o transplante, verteu-se 5 ml da
suspensao bacteriana por vaso, proximo
as raizes de cada folha.

As plantas inoculadas foram
mantidas em casa-de-vegetacdo
aquecida (23 - 40°C), mantendo-se a noi-
te, a temperatura entre 20 - 28°C. O solo
foi mantido imido, de maneira a favo-
recer a ocorréncia da doenca. A avalia-
¢do foi feita quatro, seis, oito e doze dias
apods a inoculacdo, pela contagem do
numero de folhas enraizadas com sin-
tomas de murcha. Posteriormente, os
dados, em porcentagem, foram transfor-
mados para \/x+ 1,0.

O delineamento experimental foi
blocos ao acaso com dez tratamentos
(gendtipos), em parcelas subdivididas,
com trés repeti¢cdes. Na parcela consi-
derou-se genotipo e na subparcela, po-
sicao da folha. Cada parcela foi consti-
tuida por seis vasos, contendo uma fo-
lha enraizada cada.

A andlise estatistica dos dados con-
sistiu, inicialmente, em uma analise de
variancia individual para cada época de
avaliacdo, com aplicacdo do teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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para separacdo das médias dos
genotipos. Posteriormente, executou-se
a andlise por componentes principais,
considerando cada €poca de avaliacao
como varidvel. Uma vez identificado o
componente principal, este foi utiliza-
do como varidvel para a andlise dos da-
dos. A diferenciacao das médias dos
gendtipos para cada posicao de folha foi
feito pelo teste de Duncan (5%) e o tes-
te t foi utilizado para a diferenciag@o das
duas médias, considerando as duas po-
si¢oes de folha, dentro de cada genétipo.

Brotos enraizados. Utilizou-se os
mesmos clones e cultivares de batata,
citados anteriormente. Brotos enraiza-
dos foram inoculados com R.
solanacearum, em casa-de-vegetacio e
sua rea¢do comparada a reagéo obtida
pela inoculacdo da bactéria segundo a
metodologia de avaliagdo de MB em
folhas enraizadas. Brotos medindo 2 - 3
cm de comprimento, com uma pequena
porcao do tecido tuberoso, foram reti-
rados de tubérculos brotados, com au-
xilio de bisturi e enraizados em areia
estéril imida por quinze dias, em casa-
de-vegetacdo (Bryan er al., 1981).

A inoculagdo das plantulas oriundas
de brotos foi feita da mesma maneira
que para as folhas enraizadas, com cor-
te e imersdo das raizes em suspensdo
bacteriana (10%ufc/ml) e plantio em va-
sos contendo solo autoclavado. Utilizou-
se 0 mesmo isolado de R. solanacearum
(CNPH 13), na mesma concentracdo de
in6culo. A avaliacdo da doenga foi rea-
lizada sete dias ap6s a inoculag@o.

O delineamento foi blocos ao acaso
com quatro repeti¢des, sendo a parcela
experimental constituida por quatro va-
sos com uma planta cada. Foi calculado
o indice de correlacdo entre os dados
obtidos neste ensaio e os obtidos com a
inoculacio de folhas enraizadas, consi-
derando as médias para as duas posicoes
de folhas, obtidas pela andlise por com-
ponentes principais, considerando cada
época de avaliacdo como varidvel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando-se a avaliacao de fo-
lhas enraizadas, através da andlise de
variancia simples, realizada para cada
época, observou-se diferenca significa-
tiva entre gendtipos para a segunda, ter-
ceira e quarta avaliacdes (P = 5%). A
varidvel posicdo da folha foi significa-
tiva apenas quando em interacdo com
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genotipo, indicando que para determi-
nados materiais existe diferenca em
suscetibilidade se inoculadas folhas da
primeira (terceiro/quarto né a partir do
dpice da planta) ou segunda posicao (sé-
timo/décimo no).

Como a diferenciacdo entre os
gendtipos, fornecida pela andlise de
variancia simples, ndo foi satisfatéria,
optou-se pela andlise de componentes
principais, com o objetivo de estudar a
variabilidade dos gendtipos ao longo das
quatro épocas de avaliacdo.

A andlise de componentes principais
decompds a variabilidade dos dados em
quatro vetores ou componentes principais,
dos quais o primeiro deles agregou
72,03% da variabilidade total, tendo sido
constituido, basicamente, pelas segunda
e terceira avaliacOes, representando
31,32% da variancia agregada no compo-
nente, cada uma, e, quarta e primeira ava-
liacoes, representando 20,02% e 17,34%,
respectivamente. O primeiro componen-
te principal foi, entdo, utilizado como va-
ridvel para a andlise dos dados.

Houve diferenca significativa entre
os genotipos para as duas posicoes de
folhas. Para a primeira posicao (tercei-
ro/quarto nd), o teste de Duncan (5%)
separou os genotipos em trés grupos dis-
tintos, tendo o clone 385312-2, apresen-
tado comportamento semelhante ao do
padrao suscetivel ‘Atlantic’ (Tabela 1).

O padrao de resisténcia ‘Achat’ mostrou
37,1% de folhas murchas, sendo esta-
tisticamente diferente do padrio susce-
tivel ‘Atlantic’ (75,0%). Para folhas
enraizadas da segunda posi¢@o (sétimo/
décimo nd), observou-se um aumento
na suscetibilidade dos genétipos a R.
solanacearum, em comparagio a
inoculacao em folhas da primeira posi-
¢do (terceiro/quarto nd), nao ocorrendo,
portanto, uma diferenciacdo satisfatdria
entre 0s genotipos.

Pela diferenciagdo de médias den-
tro de cada genétipo através do teste t,
observou-se que a significincia da
interacdo entre gendtipos e posi¢do de
folha foi devida ao comportamento de
quatro materiais ‘Atlantic’, ‘386095-
12’, *299103G-3" e ‘Achat’, que apre-
sentaram diferencas em suscetibilidade
quando  inoculados com R
solanacearum em folhas enraizadas da
primeira ou segunda posi¢oes. Os de-
mais gen6tipos nao comportaram-se de
maneira diferenciada com relagio a po-
sicdo de folhas. Observou-se, também,
que folhas da segunda posi¢cdo foram
mais suscetiveis a inocula¢do com R.
solanacearum do que folhas da primei-
ra posicao, inclusive para o padrao de
resisténcia ‘Achat’. A variabilidade em
suscetibilidade a R. solanacearum foi
observada quando estacas multiplas de
uma mesma planta de batata foram ino-

Tabela 1 - Incidéncia de murcha-bacteriana em plantulas origindrias de brotos enraizados
ou em folhas enraizadas de batata. Brasilia, Embrapa Hortaligas, 1995.

Folhas enraizadas (%) ¥

Gendtipo Plantulas (%)"

3°/4°n6 7°/10°n6
Atlantic 100,0a* 75,00 a A 38,32 ab B
RM-020 87,5ab 31,68 ¢ A 46,68 ab A
385312-2 87,5ab 80,83a A 6835a A
386095-6 87,5ab © 3168 ¢ A 16,65 b A
386095-12 81,3ab 56,68 b A 1998 b B
386095-1 68,8ab 41,68 bc A 2335 bA
377835-1 62,5abc 36,68 ¢ A 34,18 ab A
Mondial 43,8 bc 30,00 ¢ A 47,19 ab A
299103G-3 375 ¢ 16,68 ¢ B 44,18 ab A
Achat 18,8 ¢ 37,10 bc B 70,43 a A
C.V.(%) 9,9 4,42 7,31

/' Média de 16 plantulas aos sete dias ap6s a inoculagdo, obtidas a partir de brotos;

“Valores de incidéncia da doenga relativos ao primeiro componente obtido através da anélise de compo-
nentes principais, considerando-se quatro avaliacoes (aos quatro, seis, oito e doze dias apds a inoculagdo;
" Letras mindsculas para comparagio de médias dentro da mesma coluna (Duncan, 5%) e maitisculas,
para comparacdo dentro da mesma linha (t, 5%). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

Hortic. bras., v. 15, n. 2, nov. 1997.



Lima et al. Uso de folhas enraizadas de batata para avaliacdo da resisténcia a murcha-bacteriana.

culadas com a bactéria; estacas mais
novas, de posi¢des mais apicais, foram
mais resistentes 8 MB do que as de po-
sicdes mais basais (CIP, 1992).

Para brotos enraizados, os sintomas
iniciais de murcha nas plantulas foram
observados a partir do quarto dia apds a
inoculagc@o, embora ainda ndo fossem
representativos para a maioria dos ma-
teriais. Foram observadas diferencas
significativas entre os genotipos, desta-
cando-se 299103G-3" como o mais re-
sistente (37,5% de plantulas murchas),
sem diferenca significativa da testemu-
nha resistente ‘Achat’ (18,8% de mur-
cha). Os padroes de resisténcia ‘Achat’
e suscetibilidade ‘Atlantic’ (100% de
murcha), mantiveram-se em suas respec-
tivas classes de resisténcia (Tabela 1).

Os coeficientes de correlacdo entre
os dois métodos de inoculacdo nao fo-
ram significativos (P=0,05), quando
comparados os resultados obtidos com
a inoculacdo de brotos e aqueles obti-
dos com as varidveis de componentes
principais para as duas posicoes de fo-
lhas enraizadas. O indice obtido entre
brotos e a primeira posi¢ao de folhas foi
r=0,6 e entre brotos e a segunda posi-
¢do de folhas, r = 0.4. Isto indica que as
reagoes dos clones a R. solanacearum,
quando inoculados folhas e brotos en-
raizados, nao estdo associadas de ma-
neira linear.

Ainda que estes clones tenham se
comportado como resistentes quando
tubérculos foram plantados em campo
naturalmente infestado com R.
solanacearum, os resultados obtidos
com a inocula¢do da bactéria em brotos
e folhas enraizadas destes mesmos
clones, em casa-de-vegetacdo, mostrou
que para a maioria dos materiais, a rea-
¢do de resisténcia exibida em campo era
de escape. Muito provavelmente, as
plantas destes gendtipos, supostamente
resistentes em campo (drea G-13), po-
dem ter estado situadas em manchas de
solo, cuja populacio de R.
solanacearum fosse relativamente bai-
xa, considerando-se que a populacdo da
bactéria nesta drea ndo estd
homogeneamente distribuida.

Os clones 386095-6 e 377835-1, que
apresentaram reacoes similares quando
inoculados com R. solanacearum, possu-
em o mesmo pedigree BW2TD/18 X
377964.5, com provivel fonte de resistén-
cia obtida a partir de Solanum sparsipilum,
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S. chacoense, S. microdontum ou S.
phureja (Lopes et al., 1993).

A utilizagdo de brotos enraizados
para avaliacdo da resisténcia de batata a
MB apresentou resultados consistentes,
com diferenciacio dos padrdes de resis-
téncia e suscetibilidade, demonstrando
ser um método acurado para a avalia-
¢ao de gendtipos de batata a esta doen-
ca. Os brotos apresentaram como van-
tagens rapido enraizamento, formacao
de raizes com maior comprimento € em
maior nimero, menor indice de morta-
lidade (5%) em relacdo as folhas (até
50%), além de maior capacidade de re-
generagdo, muito provavelmente, por
tratar-se de tecido fisiologicamente mais
novo e ainda pouco diferenciado. O in-
dice de enraizamento para folhas foi de
60-80%. Brotos enraizados, inoculados
via imersdo de raizes, tém sido utiliza-
dos na avaliacdo de clones de batata, que
se relaciona com testes em campo (da-
dos ndo publicados).

Quanto a utilizacao de folhas
enraizadas, devemos considerar que o
processo de enraizamento da folha, ja
fisiologicamente fragilizada devido ao
destaque da planta-mae, ocorre as suas
proprias expensas. Isto, muito provavel-
mente, pode té-la enfraquecido, levando
a perda de vigor e interferindo em sua
capacidade de recuperacdo, o que pode
ter mascarado uma provavel diferenca na
reacdo de resisténcia que poderia existir
entre as duas posi¢coes de folhas.

Ainda que a inoculag@o de folhas
enraizadas tenha indicado genétipos
com reacgdo diferencial 8 MB, esta téc-
nica nao mostrou ser acurada na identi-
ficacdo de fontes de resisténcia. Como
exemplo, observou-se que a cv. Achat,
resistente em condi¢cdes de campo
(Lopes & Quezado-Soares, 1995), igua-
lou-se estatisticamente aos materiais
suscetiveis quando inoculadas folhas
enraizadas da segunda posicao (Tabela
1). Entretanto, devido a rapidez e facili-
dade na obten¢@o de um grande nimero
de individuos de um mesmo gendtipo,
este método poderd ser utilizado em tes-
tes de patogenicidade e viruléncia de
isolados, uma vez que a manifestacdo
de sintomas ocorre com rapidez.
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