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RESUMO - Sao utilizados quatro métodos de inoculagdio, combinados com quatro estadios de
desenvolvimente de plantas, visando 4 avaliagio de genétipos de berinjela (Solanum melongena),
em casa de vegetaglo, para resisténcia 4 murcha-bacteriana causada por Pseudomonas
solanacearum. A inoculagio dessa bactéria, pelo método do ferimento do caule com alfinete
entomolégico e concentragiio de indculo de 107 a 108 ufe/ml, em plantas que apresentavam um par
de folhas definitivas, foi a que melhor diferenciou genétipos resistentes dos susceptiveis, aos seis e
aos oito dias apds a inoculag@io. Quando a inoculagfio com ferimento foi comparada, em 16
genétipos, com inoculagio sem ferimento das plantas, houve uma correlagfio de 74%, na avaliagio
da doenga aos seis dias apos a inoculagio, e de 87%, na avalia¢io aos dez dias ap6s a inoculagdo;
portanto, este método néio se mostrou excessivamente drastico a ponto de provocar uma eventual
quebra de resisténcia, que resultaria na eliminagdo de genétipos resistentes.

Termos para indexagdo: Solanum melongena, Pseudomonas solanacearum, inoculagdo, melhora-
mento genético.

METHODS FOR EVALUATING EGGPLANT RESISTANCE
TO BACTERIAL WILT CAUSED BY PSEUDOMONAS SOLANACEARUM

ABSTRACT - Four methods of inoculation combined with four plant development stages were
used in order to define one reliable method to screen eggplant (Solanum melongena) germplasm
for resistance to bacterial wilt caused by Pseudomonas solanacearurm. Resistant and susceptible
genotypes were best differentiated upon inoculation of plants with one pair of expanded leaves, by
wounding the stem with an entomological needle which passed through a 10 microlitre drop of a
bacterial suspension containing 107 to 108 cfu/ml. When plants of 16 genotypes at the same growth
stage were inoculated with stem wouding and without wounding (root inoculation), there was a
correlation of 74 and 87% when disease was assessed at six and ten days after inoculation,
respectively, indicating that the recommended wounding method is not so severe that could
promeote resistance breakdown, what would result in elimination of resistant genotypes.

Index terms: Solenum melongena, Pseudomonas solanacearum, breeding, inoculation.

INTRODUCAO

A murcha-bacteriana (MB), causada por Pseu-
domonas solanacearum E.F. Smith (PS), ¢ a mais
nociva das doengas da berinjela (Solanum melon-
gena L)) em todo mundo (Jessykutty & Peter,
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1986; Li et al., 1988). Ocorre principalmente nos
trépicos € nos subtrdpicos, causando perdas de 10
a 100% (Li et al., 1988). No Brasil, ndo se tem
noticia da quantificagio das perdas provocadas
pela MB, mas sabe-se que ela é uma enfermidade
séria em cultivos na Baixada Fluminense (Akiba
et al., 1972) e no norte, nordeste e centro-oeste do
Brasil, onde ocorre alta umidade, combinada 4 alta
temperatura, condig8es favoraveis a doenga (Vau-
ghan, 1944; Quinon et al., 1964).

O controle quimico, embora mencionado al-
gumas vezes como sendo de certa eficiéncia, ndo é
economicamente vidvel no campo (Farag et al.,
1986). O controle bioldgico € o usoe de protegic
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cruzada apresentam-se promissores (Mclaughlin et
al., 1990), mas ainda sem resultados praticos que
Justifiquem sua recomendagio.

O escape a doenga, com plantio em areas nio
infestadas e em época fria, e a utilizagdo de prati-
cas culturais que reduzem a concentragdio inicial
de inéculo, como, por exemplo, rotagdo de cultu-
ras, escolha da drea e manejo da dgua de irrigagio,
sdo priticas eficientes no controle da MB.
Qualquer grau de resisténcia genética associada a
estas praticas, portanto, seria grande valia, dentro
de um sistema de controle integrado da doenca
(Lopes et al., 1990).

Para avaliar a resisténcia @ murcha bacteriana,
-08 métodos de inoculagdo de PS tém sido: 1. infes-
tagdo do solo com suspensdo de inéculo (Winstead
& Kelman, 1952); 2. plantio em solo naturalmente
infestado (Sinha et al., 1988); 3. imersdo das rai-
zes de plantulas em suspensdio de indculo
(Keshwal, 1977); 4. injegdo de suspensdo bacteri-
ana na extremidade dos ramos em crescimento
(Keshwal, 1977); 5. infestagfio do solo com sus-
pensio de intculo, ap6s injuria radicular das
plantulas (Rao et al., 1975); 6. corte dos peciolos
das folhas com tesoura mergulhada em suspensio
de inécule (Kishun & Chand, 1988); 7. ferimento
do caule (Empig et al., 1962; Keshwal, 1977;
Kishun & Chand, 1988).

A época de inoculagdo ¢ importante no sentido
de se evitarem escapes ou de se submeterem
plantas muito jovens a altas concentragdes de iné-
culo, com "quebra" de uma possivel resisténcia. A
inoculagdo deve ser baseada na idade fisiologica
das plantas (Empig et al., 1962). Entretanto,
tem-se utilizado também a idade cronologica
{Akiba et al., 1972; Ozaki & Kimura, 1989 ¢ Prior
& Steva, 1990). A utilizagio da idade cronolégica
tem o incoveniente de plantas com mesma idade
estarem com idades fisiologicas diferentes, depen-
dendo das condi¢des ambientais em que elas se
desenvolveram, principalmente de temperatura.

A concentraciio de inéculo utilizada em teste de
resisténcia em berinjela tem sido, normalmente,
entre 10% e 10° ufc/ml (Akiba et al., 1972; Prior &
Steva, 1990). A importincia da determinagiio de
correta concentragfio de indculo nas avatiagdes de
resisténcia 4 MB foi evidenciada pelos trabalhos
de Bowman & Sequeira (1982) e Ercolani {1984);

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.29, n.2, p.237-245, fev. 1994

H. 8. MORGADOET AL.

a utilizagdo de baixas concentragdes pode permitir
escapes de plantas suscetiveis, ao passo que altas
concentragBes provocam “"quebra" de resisténcia
(Winstead & Kelman, 1952; Ozaki & Kimura,
1989).

Embora genétipos de berinjela tenham sido
avaliados quanto & resisténcia 4 murcha bacteriana
em diversas localidades (Kelman, 1953; Akiba et
al,, 1972; Gopymony & George, 1979, Kishun,
1987; Li et al., 1988; Ozaki & Kimura, 1989;
Sinha et al, 1989, 1990), os resultados obtidos
nem sempre sdo consistentes, em virtude da pre-
senga de diferentes variantes do patégeno, das di-
ferentes condi¢des ambientais prevalentes, e da
desuniformidade nos métodos de avaliagio.

O objetivo deste trabalho foi comparar varios
métodos de inoculagio de P. solanacearum em
berinjela, utilizando varias concentragdes de ino-
culo, em diferentes estadios de desenvolvimento
da planta, a fim de selecionar o melhor método

‘para avaliagiio da resisténcia & murcha bacteriana

em casa de vegetagio.,

MATERIAL E METODOS

Métodos de inoculagiio x estadio de desenvolvimento
das plantas

Os experimentos foram conduzidos em casa de
vegetacdio, sob condigdes parcialmente controladas, no
Centro Nacional de Pesquisa de Hortaligas (CNPH/
EMBRAPA}. A temperatura do ar foi mantida entre 20
¢ 40°C, com utilizagdo de aquecedores durante a noite.
O solo foi mantide umido, de modo a favorecer a ocor-
réncia da doenga,

Foram utilizados os genétipos resistentes CNPH 13
(linhagem Campinas) e CNPH 175 (P. 18, "Station
d'Amélioration des Plantes, INRA, Franga); e como pa-
drdes de susceptibilidade, os gendtipos CNPH 102
(Embu) e CNPH 110 (Florida Market), de acordo com
Akiba et al. (1972).

As plantas foram cultivadas em vasos de 11 ¢m de
diametro, contende meio litro de mistura de solo consti-
tuido de 120 litros de terra, 120 litros de areia, 40 litros
de esterco, 350 g de cal e 300 g de adubo quimico 4-14-
8. Os genétipos foram semeados e desbastados apés a
germinagio para obten¢@io de duas plantas uniformes
em cada vaso.

A cultura de PS (PS-CNPH 49) foi proveniente da
colegdo de bactérias fitopatogénicas do Centro Nacional
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de Pesquisas de Hortaligas, isolada de berinjela
{Manaus, AM), pertencente 4 raga 1, biovar 1 e preser-
vada em dgua destilada estéril (Kelman, 1956).

Para o preparo do in6culo, a cultura foi riscada em
meio contendo tetrazélio (Kelman, 1954) e incubada
por 48 horas. As colbnias brancas, fluidas e de formato
itregular, do tipo virulento, foram transferidas para
meio 523 (Kado & Heskett, 1970). Ap6s 48 horas em
cimara d¢ crescimento a 28°C, uma coldnia foi transfe-
rida para frascos erlenmeyer de 250 ml contendo 50 ml
de meio 523 liquido. Estes frascos permaneceram sob
agitagdo durante doze horas i temperatura ambiente
(aproximadamente 25°C), ¢ a suspensdo foi entdio cen-
trifugada a 4.000 g durante 15 minutos, As células bac-
terianas foram ressuspendidas em agua destilada estéril,
sob agitagdo, e sua concentragdo, ajustada a 10® ufc/ml
através da leitura a 550 nm em espectrofotdmetro
Coleman Junior III, de acordo com uma equagio pre-
viamente estabelecida. Esta concentragdo foi escolhida
por ser a mais utilizada em outros trabalhos de inocula-
¢do de solanaceas, além de ter sido eficiente em ensaios
preliminares.

As plantas foram inoculadas em um dos quairo se-
guintes estadios de desenvolvimento: (1) cotiledonar;
(2) com duas folhas desenvolvidas; (3) com quatro fo-
lhas desenvolvidas; (4) com seis folhas desenvolvidas.
Os métodos de inoculagiio empregados, em cada esté-
dio, foram os seguintes: (a) infestagio do solo, sem fe-
rimento no sistema radicular, com 50 ml/vaso da sus-
pensdo bacteriana; (b) infestagdo do solo, com feri-
mento no sistema radicular, com 50 ml/vaso da suspen-
sdo bacteriana; {c) corte do limbo foliar das folhas coti-
ledonares com tesoura previamente imersa na suspensio
bacteriana; e (d} inoculagio por ferimento do caule,
com alfinete entomolégico n° 3, através da gota forma-
da por 10 microlitros da suspensdo bacteriana deposi-
tada na axila foliar.

As avaliagdes da doenga foram efetuadas utilizando-
-se escalas de notas de 1 a 5, de acordo com as
seguintes classes de sintomas: |. auséncia de sintomas;
2. plantas com 1/3 das folhas murchas; 3. plantas com
2/3 das folhas murchas; 4. plantas totalmente murchas;
€ 5. planta morta (Nielsen & Haynes, 1960).

Foram efetuadas avaliagdes diarias da doenga aos
seis ¢ dez dias apds a inoculagiio. As leituras foram
‘transformadas em indice de murcha bacteriana, utili-
zando-se a férmula IMB = E (CxP)/N, onde IMB € o
indice de murcha bacteriana; C = nota atribuida a cada
classe de sintoma; P = namero de piantulas em cada
classe de sintoma e N = nimero total de plantas infecta-
das (Empig et al., 1962).

O delineamento estatistico utilizado foi o de blocos
casualizados com trés repeti¢des. A parcela experimen-
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tal consistiu de cinco vasos com duas plantas em cada
vaso.

Concentragiio de inécule

A determinagdo da melhor concentragio de indculo
foi realizada em duas etapas: na primeira foram avalia-
das cinco concentragdes: 104, 105, 106, 107 e
108 ufc/mt. Na segunda, foram estudadas as cencentra-
¢oes de 108, 107 € 1010 ufe/ml. A segunda etapa, con-
duzida 20 dias apds, nas mesmas condi¢des da primeira,
foi realizada com o intuito de verificar o comporta-
mento dos gendtipos resistentes quando se utiliza alta
concentragdo de indculo, pois existem divergéncias em
alguns trabalhos em relagio 4 "quebra" da resisténcia
(Winstead & Kelman, 1952; Ozaki & Kimura, 1989).
As concentragdes foram determinadas através da leitura
em especirofotdmetro.

As plantas foram inoculadas quando apresentavam
um par de folhas definitivas, utilizando-se o método de
ferimento do caule,

As avaliagOes da doenga, a transformacdo das notas
em indice ¢ o delineamento experimental foram os
mesmos indicados anteriormente.

Correlagio entre métodos de inoculacdo

Foram utilizados 16 genétipos de berinjela selecio-
nados previamente entre resistentes, intermediarios ¢
suscetiveis, provenientes do banco de germoplasma de
hortaligas do CNPH. A obtengiio das mudas, preparo do
inéculo (isclado PS-CNPH 56) ¢ avaliagdes foram rea-
lizados conforme ja mencionado.

.As plantas foram inoculadas quando apresentavam
duas folhas definitivas, através de infestagdo do solo
com 50 ml de suspensdio de indculo ¢ através de feri-
mento do caule, depositande-se 10 microlitros da sus-
penséo bacteriana a uma concentrago de 108 ufc/ml, na
axila da folha cotiledonar, com posterior introdugio no
caule de alfinete entomoldgico n°3, que ultrapassava
gota,

O-delineamento estatistico utilizado foi o de blocos
casualizados, com trés repetigies. A parcela experimen-
tal consistiu de cinco vasos com duas plantas em cada
vaso.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Mcétodos de inoculagfio x estidio de desenvol-
vimento das plantas

Para os quatro estadios de desenvolvimento, fo-
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ram detectadas diferengas significativas entre
métodos de tnoculagdo, entre cultivares, e intera-
¢fo entre método e cultivar.

No estddio cotiledonar observou-se que o mé-
todo de infestagdio do solo, com ferimento no sis-
tema radicular, foi o que melhor diferenciou os
genotipos resistentes dos suscetiveis, tanto aos 6
como aos 10 dias apds a incculag@o. Entretanto,
como a infecgdo ndo foi uniforme, ocorreu alta
percentagem de escapes. Neste estddio, as inocu-
lagdes com corte da folha com tesoura e de feri-
mento com alfinete nfio permitiram separar os ge-
notipos resistentes dos suscetiveis, devido a morte
das plantas resistentes, o que indica que estes mé-
todos sfio muito drasticos para este estadio na con-
centragio de 108 ufc/ml. Quando se utilizou o
método de infestagio do solo com suspensdo de
inéculo, sem ferimento das raizes, foi elevada a
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percentagem de escape nos gendtipos suscetiveis,
prejudicando a avaliagio.

Nos estidios de duas e quatro folhas, respecti-
vamente, as inoculagdes com corte da folha com
tesoura ¢ o de ferimento com alfinete foram os
que melhor diferenciaram os padrdes resistentes
dos suscetiveis. A inoculagdo com corte da folha
com tesoura, entretanto, dificultou as avaliagdes,
pelo fato de as folhas inoculadas amarelecerem e
cairem, além de a infecgfo ndo ser uniforme.

No estadio de seis folhas definitivas, os quatro
métodos de inoculagio permitiram diferenciar os
padrdes resistentes dos suscetiveis, com exceglio
do método de solo sem ferimento, que sé permitiu
a diferenciagdio aos 10 dias apés a inoculagio
(Fig. 1). Neste estadio, a desuniformidade da in-
fecgdo (c.v. = 26,97%) foi grande quando compa-
rade com os estidios cotiledonar (c.v. = 13,76%);
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FIG. 1. Indice de murcha bacteriana (IMB) aos 10 dias apbés a inoculagiio de quatro
genétipos de berinjela (CNPH) nos estidios de crescimento 1 = estidio cotiledonar
(W); 2 = plantas com duas folhas (X); 3 = plantas com quatro folhas (Y) ¢ 4 = plantas
com 6 folhas (Z). Plantas foram inoculadas: no sole, sem ferimento das raizes (A); no
solo, com ferimento das raizes (B); por corte do limbo foliar com tesoura mergulhada
em suspensiio bacteriana (C) e por ferimento no caule com alfinete entomolégico que
transpassava gota do indculo (D). Para cada método de inoculagio, barras com letras
iguais nfio diferem estatisticamente entre si (DMRT, P = 0,03
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duas folhas {c.v. = 13,14% e quatro folhas {c.v. =
13,65%), indicando que plantas de berinjela
devem ser inoculadas antes de atingirem seis
folhas definitivas, independentemente do método
de inoculagio.

A maiores amplitudes de indice de murcha
bacteriana entre os padrdes resistentes e susceti-
veis ocorreram nos estddios de duas e quatro fo-
lhas. Assim, pode-se afirmar que estes sdo os mais
indicados para se efetuar a inoculacio com PS8, em
casa de vegetacdo. O estddio de duas folhas € mais
vantajoso, por permitir economia de tempo ¢ es-
pago. Resultados semelhantes foram obtidos por
Matos (1988) e Parente (1988) quando avaliaram
diferentes estadios de desenvolvimento das plantas
para inoculagio de PS em Capsicum spp. e pepi-
no, respectivamente. Entretanto, Martins (1987)
inoculou plantas de tomate quando estas estavam
com seis a oito folhas definitivas. A viabilidade de
utilizagdio de plantas de tomate mais velhas pode
ser atribuida & maior resisténcia das plantas de
berinjela quando comparada a outras solaniceas
cultivadas (Willes & Roldan, citados por Empig et
al.,, 1962),

O comportamento do gendtipo CNPH 013
(padrdo resistente) foi varidvel, dependendo do
estddio de desenvolvimento das plantas e do mé-
todo de inoculagdio. Por esse motivo, utilizou-se
preferencialmente o gendtipo CNPH 175 como
padrdo resistente mais estavel, no ensaio subse-
qliente,

Amplitudes do indice de murcha bacteriana
entre os padrdes resistentes e suscetiveis foram
evidentes aos seis dias apds a inoculagic. Entre-
tanto, foi observada, nos gendtipos resistentes,
uma tendéncia, de plantas parcialmente murchas,
de se recuperarem; por esse motivo, foram feitas
avaliagles também aos 10 dias apés a inoculagio
{(d.a.i.), com o intuito de se identificarem os
genotipos com maior poder de recuperagio.

O método de ferimento no caule ¢ bastante uti-
lizado para avalia¢do de resisténcia 4 murcha bac-
teriana em solanaceas {Winstead & Kelman, 1952;
Akiba et al, 1972; He et al, 19383; e Prior &
Steva, 1990). Este método proporcionou grande
uniformidade de infecgio e baixa taxa de escape a
doenga, Martins (1987), Matos (1988) ¢ Parente
(1988) também verificaram este mesmo compor-
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tamento em tomate, Capsicum e pepino, respecti-
vamente. Observou-se que, independentemente do
método de inoculagdo, o indice de murcha dimi-
nuiu com o aumento da idade da planta, Martins
(1987) e Matos (1988) também observaram dimi-
nuigdo na intensidade da doenga com o aumento
da idade do tomateiro e Capsicum, respectiva-
mente, enquanto Winstead & Kelman (1952)
Observaram este fato somente em gendtipos mais
resistentes.

Concentragio de indculo

Verificou-se que tanto aos seis como aos dez
d.a.i., para o gendtipo CNPH 175 (padrio resis-
tente), os indices de murcha foram baixos (1,17 a
1,93) na faixa de concentragiio de 10? a 108 ufc/
ml, com pequenos aumentos gradatives (Fig. 2).
Ja para o gendtipo CNPH 110 (padriio suscetivel),
o IMB foi elevado, mesmo & concentragio de
104 ufc/ml, com aumento gradativo para as
concentragfes subseqilentes, atingindo o maximo
em 108 ufe/ml/(Fig. 2).

A partir da concentragio de 108 ufc/ml, houve
acentuado aumento no IMB, caracterizando a
"quebra” da resisténcia em concentra¢Bes mais al-
tas, fazendo com que também o genétipo resis-
tente tivesse todas as plantas mortas aos 10 d.a.i.
quando inoculado com 10¢ ufe/ml (Fig. 2).

As concentragdes de 107 e 108 ufc/ml foram as
que melhor diferenciaram o genétipo resistente do
suscetivel. A concentragdes mais baixas, apesar de
a diferenciacdo ter sido possivel, observou-se
maior freqiiéncia de escapes a doenga, o que foi
caracterizado pelo maior valor do desvio padriic
da média.

Winstead & Kelman (1952) ¢ Mew & Ho
(1976) ndo observaram aumento na percentagem
de doenga com aumento da concentragfio de iné-
culo, em variedades de tomate, fato que ocorreu
em plantas de berinjela, no presente trabalho, ¢
que estd de acordo com Mew & Ho, 1976, que
indicaram que gendtipos resistentes se cotnporta-
ram como moderadamente resistentes quando a
concentraglio de indculo foi aumentado para
10° ufe/ml.

Estas discordancias provavelmente devem-se a
diferencas na metodologia de inoculagfio ¢ ava-
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FIG. 2. indice de murcha bacteriana em dois genétipos de berinjela (0= CNPH 110,
suscetivel ¢ O = CNPH 175, resistente) infectadas com diferentes concentracdes de
indculo, avaliado aos 6 (A) e 10 (B) dias apés a inoculacfo.
¢ Linhas pontilhadas s#io estimativas da resposta.

» Barras verticais representam os desvios padrdes das médias.

liag@o utilizadas e a inerente diferenga de resistén-
cia entre as espécies e gendtipos estudados,

Correlagiio entre métodos de inoculagfo com e
sem ferimento

A andlise da correlagdo do indice de murcha
(IMB) mostrou diferenga significativa entre os
métodos de infestagfo do solo e de ferimento no
caule, tanto aos seis como aos dez dias apés a ino-
culag#o, sendo o segundo método mais eficiente.

Para a avaliaglio feita aos seis d.a.i., o coefici-
ente de correlagio entre os métodos, para os 16
gendtipos avaliados foi de 74%, enguanto que aos
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dez d.a.i. o coeficiente de correlagdo foi de 87%
(Tabela 1).

A inoculagdio de P. solanacearum através de
ferimento do caule ¢ criticada por n#io simular in-
fecgio natural (Winstead & Kelman, 1952), po-
dendo determinar a eliminag¢io de gendtipos resis-

.tentes. Entretanto, foi constatado, no presente tra-

balho, alto indice de correlagdo deste com o méto-
do de infestagdo do solo, indicando ser possivel
realizar avaliagio bastante segura através deste
método para o patossistema berinjela-PS, desde
que se utilizem adequados estadios de desenvolvi-
mento das plantas e concentragfio de in6culo,
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TABELA 1. Reaclio de 16 gendtipes de berinjela, inoculados com Psendomonas solanacea-
rum, com ¢ sem ferimento das plantas, avaliadas aos 10 dias ap6s a inoculac¢io

(d.a.i).
Genétipo Reaghio esperada* Meétodo 1 Meétodo 2
CNPH N°
IMB IMB! Ordem IMB Ordem

407 1,9 R2 1,5 1 1,1 1
171 1,9 R 1,7 2 1,1 1
092 3,0 MR3 2,5 3 1,8 2
070 2.8 MR .5 3 1,8 2
175 3,0 MR 2.6 4 1,8 2
095 . 3,1 Mms# 2,9 5 2,0 3
393 4,1 §3 3,0 6 2,0 3
085 3,0 MR 3,0 6 2,0 3
137 3,3 MS 3,0 6 2,6 4
136 3,0 MR 3,1 7 2.8 5
138 3,6 MS 3.1 7 2,8 5
091 3,3 MS 3,1 7 2,8 5
218 4,6 S 42 8 2,6 4
144 43 S 4,2 8 3.2 7
044 49 S 4.8 9 3,0 6
119 5.0 S 5,0 10 3.3 8

Meétodo 1 - Micropipeta + ferimento do caule com alfinete

Meétodo 2 - Infestagdio do solo sem ferimento das raizes

* Comportamento observado no ensaio de avaliagio de germoplasma

IMB= X (C x PY/N, onde: IMB = indice de murcha bacteriana; C = nota atribuida a cada
classe de sintoma; P = nimero de plantas em cada classe de sintoma e N = naimero
total de plantas inoculadas,

2Resistente

3Medianamente resistente

*Medianamente suscetivel

3Suscetivel

- Correlagio entre os dois métodos = 87%
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