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RESUMO

TAVARES, Luciana Andradc. Plano de amostragem para quantificacio da
murcha bacteriana do tomateiro no campo e andlise de solo para deteccdo
de riscos de infecgiio por Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi er al.
(1996). 1999. 74p. Dissertagio (Mcstrado cm Fitopatologia) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras.”

A produgiio do tomalciro tutorado apresenta cxpressiva importincia na
regidgo agresic do cstado de Pernambuco, onde a incidéncia da murcha
bactcriana, causada por Ralstonia solanacearum, constitui um fator limitante. O
presente estudo teve como objetivos determinar um plano de amostragem para
quantificagiio da docnga no campo ¢ descnvolver um sistema de andlise de solo
para detecgdio de riscos de infecgdio de tomateiro por R. solanacearum. Na
determinagio do padrio de amostragem para quantificagdo da docn¢a, somentc o
caminhamento em “X” propiciou cstimativas da incidéncia da docnga que néo
diferiram significativamente (P=0,05) das constatadas na amostragem intcgral
das parcclas. Em rclagiio ao tamanho da amostra, o numero de sulcos a ser
amostrado reduziu significativamente (P=0.05) com o aumento da incidéncia da
docnga ¢ do erro accitdvel ¢ com a redugdo dos niveis de probabilidade. Uma
amostra composta de 130 sulcos com 12 plantas/sulco parece scr apropriada para
quantificar a incidéncia da murcha bactcriana em levantamentos de campo. Na
analisc para detecgdo de riscos de infecgdio de tomateiro por R. solanacearum, os
diferentes padrdes de caminhamento ¢ tamanhos de amostra utilizados na coleta
de solo ndo difcriram significativamente cntre si (P=0,05) quanto aos niveis dc
incidéncia de murcha bactcriana no biocnsaio com plantulas dc tomatciro.
Utilizando-se os dados da anilise de 18 drcas de plantio dc tomateiro do Agresic
de Pemambuco, foi constatada uma corrclagio positiva (r = 90.40%)
significativa (P = 0,05) entrc a incidéncia da murcha bacteriana cstimada pelo
biocnsaio scis meses antes do plantio ¢ a incidéncia rcal no campo. Essc
resultado permite a determinagdo de uma cquagdo de previsiio de nisco dc
infecgdio por R. solanacearum [IRC = 3,393 + exp(1.338 + (0.051)*IEB)] com
clevado nivel de preciséo (R’ = 98,68%).

*Comité Oricntador: Ricardo Magela d¢ Souza — UFLA (Oricntador), Sami
Jorge Micherefl - UFRPE ¢ Rosa dc Lima Ramos Mariano UFRPE.



ABSTRACT

TAVARES, Luciana Andrade. Sampling plan for quantifying tomato
bacterial wilt in field and soil analysis for risk detection of infection
Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi er al (1996). 1999. 74p.
Dissertation (Master Program in Phytopathology) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras.”

The production of fresh tomato is very important in the Agreste Region
of Pemambuco State, Brazil, where bactcrial wilt incidence, caused by
Ralstonia solanacearum, is a limiting factor. This study had the objectives to
detcrmine a sampling plan for quantifying this diseasc and to develop a system
for detection of bacterial wilt infection nisk in arcas (o be planted with tomato at
rcgional level. In determination of the sampling model, only the “X” pattern
presented cstimates for discase incidence without significantly (P=0,05)
difference from those found by sampling the cntire unit in the areas. In relation
to ideal sampling size, the number of rows to be sampled was significantly
reduced (P=0,05) with the increasing of discase incidence and the level of
acceptable crror, and with the reduction of probability levels. A sample of 130
rows with 12 plants per row scems 10 be appropriated to quantify incidence of
bacterial wilt in ficld surveys. In the detection of bacterial wilt infection risk, the
different pattems and sampling sizes did not differ (P=0,05) in rclation to
disease incidence levels by this bioassay. By using the dates of 18 tomato
planting arcas analyzed, a significantly (P = 0.05) positive corrclation was found
(r = 90,40%) between bacterial wilt incidence cstimated by the bioassay six
months before planting (IEB) and the rcal incidence in field (RIF). The
regression analysis of the data determined an cquation for forecasting the
bacterial wilt risk [RIF = 3,393 + exp(1,338 + (0.051)*IEB)], indicating the
possibility elevated precision level estimates (R’ = 98,68%).

*Guidance Committee: Ricardo Magela dc Souza — UFLA (Major Professor),
Sami Jorge MicherefT - UFRPE and Rosa de Lima Ramos Manano
- UFRPE.
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CAPITULO 1

PLANO DE AMOSTRAGEM PARA QUANTIFICACAO DA MURCHA
BACTERIANA DO TOMATEIRO NO CAMPO E ANALISE DE SOLO
PARA DETECCAO DE RISCOS DE INFECCAO POR Ralstonia
solanacearum (SMITH) YABUUCHI et al. (1996)



1 INTRODUCAO GERAL

O tomateiro, Lycopersicon esculentum Mill., ¢ a segunda hortalica mais
cultivada no mundo, sendo superado em produgiio apenas pela batata (Solanum
tuberosum L.) (Camargo Filtho & Mazzei, 1997). No mercado sul-americano, o
Brasil destaca-se como maior produtor, com cerca de 2,6 milhdes de toneladas
(FAO, 1998). Considerando a distribui¢iio regional da produgéo, o sudeste é
responsavel por 1,27 milhdo de toneladas, seguido do nordeste, com 631 mil
toncladas. O estado de Pemambuco ocupa o quinto lugar em area cultivada
(7.290 ha) e produgio (219 mil toncladas) cm dmbito nacional (IBGE, 1998).

O cultivo de tomateiro tutorado ¢ pratica tradicional na regido agreste do
estado de Pernambuco Ele constitui importante atividade na economia local,
devido a movimentagdo dc capital ¢ méo-de-obra (EMATER-PE, 1996). A
produgdo do tomalteiro ¢ significativamente reduzida pela ocorréncia de doengas.
Dentre elas destaca-sc a murcha bacteriana, causada por Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi er al. (1996), favorccida em cultivos sob
temperaturas elevadas, o quc ocorrc normalmente no norie ¢ nordeste do Brasil
(Lopes & Santos, 1994). Em estudo realizado na safra 1996/1997, em tomaleiro
tutorado no Agreste de Pernambuco, Silveira et al. (1998) constataram
prevaléncia de 60% da murcha bacteriana na regido, com incidéncia média de
13,1% de plantas docntes.

Os sintomas da murcha bactcriana na parte aérea séo evidenciados pela
perda de turgidez das folhas mais novas, scguida pcla flacidez do ponteiro ¢,
posteriormente, pela murcha de toda a planta, enquanto intcmamente observa-se
descoloragdo vascular a partir da basc do caule. Esses sintomas sdo conseqii€éncia

da colonizagdo dos vasos do xilema pelo patégeno, quc provoca a obstrugéo dos



mesmos ¢ impede a translocagdo de agua na planta (Lopes & Santos, 1994;
Bedendo, 1995; Lopes & Quezado-Soares, 1997).

A grande variabilidade dc R. solanacearum, principalmente em termos de
patogenicidade ¢ de viruléncia, aliada a uma complexa interagdo patogeno-
hospedciro-ambiente (Quezado-Soares & Lopes, 1994b), toma a murcha
bacteriana de dificil controle. Métodos cficientes € ccondmicos ainda ndo foram
desenvolvidos. Normalmente, sio recomendadas medidas preventivas e culturais,
tais como plantio em dreas ondc ndio existe historico da doenga, rotagio de
culturas com gramineas ¢ mancjo correto para evitar a contaminagéo, dentrc outras
(Lopes & Santos, 1994; Kurozawa & Pavan, 1997).

A determinagio de planos de amostragem da docnga e a andlise de riscos
de infecgiio constituem importantes cstudos para o descnvolvimento do manejo de
doengas associadas a fitopatdgenos habitantes do solo (Dijst et al., 1997; Benson,
1994).

A amostragem ¢ uma atividade relevante no cstudo dc epidemias de
doengas de plantas. Sen objctivo ¢ a obtengdo de estimativas representativas da
intensidadc da doenga, por um custo reduzido, com a maior cxatiddo ¢ preciséo
possiveis (Campbell & Madden, 1990).

A qualidade do solo constitui importantc componentc no mancjo do
agroccossistema. Por csse motivo, a anilise de riscos de infecgdo de plantas por
patogenos radiculares visa contribuir para a selegdo adequada de arcas de plantio,
bascada no principio da evasio (van Bruggen & Griinwald, 1996).

Apcsar da importincia da murcha bacteriana do tomaleiro em dmbito
mundial, nio existem cstudos cnvolvendo planos dc amostragem para
quantificagdo da doenga no campo. Também como sdo cscassos os cstudos
cnvolvendo a anilisc de solo para detccgdo dc riscos de infecgdo por K.

solanacearum. Diante do exposto, o prescnte trabalho teve como objetivos:



a) determinar um plano de amostragem para quantificagio da murcha
bactcriana em plantios de tomalciro tutorado do Agreste de Pemambuco;
b) desenvolver um sistema de analisc de solo para detecgéo de riscos de

infecgiio de tomateiro por Ralstonia solanacearum.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do tomateiro

O fruto dc tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) ¢ um alimento que
conseguiu procminéncia ¢ ampla popularidade devido, entre outros fatores, a sua
versatilidade de consumo tanto na forma fresca, quanto na processada (Jones et
al., 1993). A expansiio da cultura do tomateiro nos liltimos anos promoveu o
aumento da area cultivada ¢ da produtividade, sendo a produgéio mundial
destinada ao consumo in natura (mesa) € ao processamento industrial (Camargo
Filho & Mazzei, 1997).

No estado de Pernambuco, a produgdio de tomate de mesa, cultivado no
sistcma tutorado (Figura 1), concentra-se na mcsomegido do Agreste, nos
municipios de Camocim de Sio Félix, Sdo Joaquim do Monte, Bezerros e
Bonito (IBGE, 1998).

Os difcrentes tipos de clima em quc o tomatciro € cultivado ¢ as
diferentes formas de condugdo da cultura, entrc outros fatores, contribucm para
o desenvolvimento de doengas associadas a agentes bioticos ou abidticos (Lopes
& Santos, 1994). A murcha bacteriana, cujo agente etiologico ¢ Ralstonia
solanacearum, ¢ uma das docngas mais importantes do tomalciro € outras

solanaceas nas rcgidces tropicais ¢ subtropicais no mundo (Hayward, 1991).



FIGURA 1 Aspecto geral do plantio de tomateiro cultivado no sistema
tutorado

2.2 Histérico da doenga

O primeiro registro da murcha bacteriana em solanaceas no mundo foi
realizado por Burril, em 1890, embora a doenga tenha sido descrita apenas em
1896, por E. Smith (Vaughan, 1944). No Brasil, essa doenga foi relatada pela
primeira vez por von Parseval, em 1922, em fumo (Nicotiana tabacum L.) ¢
batata, no Rio Grande do Sul (Kramer & Amaral, 1944). Atualmente, encontra-
s¢ distribuida ¢m todo o territdrio nacional (Silveira et al, 1996). Em

Pemambuco, a murcha bacteriana do tomateiro foi relatada pela primeira vez por
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McCormack (1937) e, em 1953, ja era considerada a doenga mais importantc

desta cultura, constituindo fator limitante a produgio (Batista, 1953).

2.3 Aspectos taxondmicos e caracterizaciio do patégeno

O género Ralstonia ¢ classificado no reino Procariotae, divisdio Bacleria,
classc Protcobacteria, subclassc B, ordem Pscudomonadales, familia
Pseudomonadaccae (Palleroni, 1984; Stackebrandt ct al.,, 1988). A espécic R.
solanacearum foi descrita inicialmente como Pseudomonas solanacearum, por
Smith, ecm 1896 (Pallcroni, 1984). Estudos bascados na hibridizagio rRNA-
DNA reccomendaram a divisdo do género Pseudomonas em cinco grupos, sendo
que P. solanacearum foi colocada no grupo de homologia II (Palleroni ef al.,
1973). Posteriommente, bascados cm cstudos da seqiiéncia de rRNA 168, valores
da homologia DNA-DNA, composi¢io de lipidios, de dcidos graxos cclulares e
caracleristicas fenotipicas, Yabuuchi et al. (1992) propuseram a criagio do
género Burkholderia para acomodagéio de setc espécies do género Pseudomonas,
dentrc as quais P. solanacearum. A classificagiio atual ¢ decorrente da proposta
de Yabuuchi et al. (1995), na qual foi criado o género Ralstonia, sendo R.
picketti a espécie lipo ¢ R. solanacearum uma nova combinagédo.

Isolados de R. solanacearum diferem em gama de hospedciros,
distribui¢do geografica, patogenicidade, relagdes epidemioldgicas e propriedades
fisiologicas (Hayward, 1991), originando sistcmas de classificagdo
subespecificos, tais como ragas ¢ biovares (Hayward, 1994a).

Ralstonia solanacearum possui uma ampla gama de hospedeiros, que
abrangc ccrca de 53 familias boténicas, incluindo espécies de valor econémico,
como tomatc, batata, pimentdo (Capsicum annuum L.), banana (Musa spp.),
fumo, plantas perenes ¢ omamentais (Hayward, 1994b), além de diversas ervas

daninhas  (Quezado-Soares & Lopes, 1994a). Com base no circulo dc



hospedeiros, trés ragas foram propostas por Buddenhagen et al. (1962): araga 1,
que afcta batata, tomate, berinjela (Solanum melongena L.), fumo € outras
solanaceas, além de outras espécies de plantas; a raga 2, que afeta banana ¢
Heliconia spp. ¢ a raga 3, que afeta, principalmente, batata e outras espécies de
solanéceas. Essa classificagdo foi complementada com a inclusdo das ragas 4 ¢
5, que afctam o gengibre (Zingiber officinale Roscoe) ¢ a amoreira (Morus alba
L.), respectivamente (Buddenhagen, 1986).

A classificagdo em biovares ¢ baseada na utilizagdo e/ou oxidagdo de
agucares e alcoois como fonte tnica de carbono ¢ formagdo de dcidos a partir
desses carboidratos, além da produgéio de nitrito e gas a partir de nitrato, o que
torna possivel a scparagéio de isolados em cinco biovares (Hayward, 1995a).

A grande diversidade de R. solanacearum, refletida pela existéncia de
diferentcs biovares e patogenicidade a varios hospedeiros, foi confirmada nos
tropicos brasileiros. Assim, em 1982, Martin et al. avaliando as caracteristicas de
isolados provenicntes de diferentes hospedeiros, condigdes climaticas ¢ regides
geogréficas, constataram a presenga das biovares 1, 2 ¢ 3 no Brasil, os quais
diferiram quanto a distribuigio cm regides climaticas. Em levantamentos
conduzidos em diversas regides brasileiras, com ¢Enfase em solaniceas,
Reisfchneider & Takatsu (1985) confirmaram os resultados de Martin ct al.
(1982), relatando a ocorréncia de trés ragas e trés biovares. A biovar 1 é
encontrada em todas as regides, a biovar 2 com predominéncia em climas amenos
(sul, sudeste € centro-oeste) e a biovar 3 no norte ¢ nordeste. Estudos realizados
por Silveira ct al. (1998) em difcrentes dreas do municipio de Camocim de Séo
Félix, regidio agreste do estado de Pernambuco, sugerem a prevaléncia da biovar 3,

embora a biovar | tenha sido encontrada.



2.4 Fisiologia do parasitismo e sintomatologia da doenga

A produgdo de polissacaridcos cxtracelulares, de fitchormonios ¢ de
enzimas que degradam tecidos, sdo os principais fatores que contribuem para a
sintomatologia da murcha causada por R. solanacearum. Os polissacarideos
extracclulares sio os determinantes primérios de viruléncia, induzindo a ocluséo
dos feixes vasculares, interferindo na translocagéio de fluidos na planta ¢ levando
ao descnvolvimento dos sintomas de murcha caracteristicos da doenga (Hayward
& Mariano, 1997). O excesso dc acido indol acético (IAA) induz o
desenvolvimento de sintomas secunddrios, como formagio de raizes adventicias,
colapso dos vasos, proliferagdo do parénquima e tiloses (Hayward, 1995b). As
enzimas extracclulares sio importantes fatores de viruléncia de R
solanacearum, sendo responsiveis pela degradagdo dos componentes das
paredes cclulares de plantas.

Os sintomas da murcha bacteriana podem variar de acordo com a espécie,
cultivar ¢ estadio de crescimento do hospedeiro, bem como com as condigdes
ambientais (Kelman, 1953; Goto, 1990). Em tomateiro, os sintomas extemos
consisiem em murcha acentuada das folhas mais novas, que a noite, ou nas horas
mais frias do dia, podem recupcrar a turgidez. Quando, em condigdes favoraveis, a
murcha atinge toda planta ¢ torna-sc irreversivel (Lopes & Santos, 1994; Lopes &
Quczado-Soares, 1997). As plantas murchas apresentam uma progressiva
descoloragéo vascular, mais intcnsa na base, ocasionada pcla colonizagdo dos
vasos lcnhosos. A colonizagdo promove a obstrugdo dos vasos em grande
extensdo, dificultando o fluxo de dgua ¢ clementos minerais absorvidos pelo
sistema radicular. A exsudagfio bacteriana do tecido vascular cortado constitui o
sinal caracteristico da murcha bacteriana (Lopes & Santos, 1994; Kurozawa &
Pavan, 1997). Na maioria das vezes, a evolugdio da doenga ¢ rapida, podendo

ocasionar a morte da planta em um curto periodo apés o aparecimento dos



primeiros sintomas (Kelman, 1953). Entretanto, plantas infectadas podem néo
desenvolver o sintoma de murcha, apresentando crescimento lento e raizes aéreas
na base do caule (Lopes & Santos, 1994).

2.5 Ecologia e epidemiologia

A sobrevivéncia de R. solanacearum nas arcas infestadas, as formas de
disseminagdo ¢ o efeito da temperatura, podem ser considerados como os
aspeclos mais imporiantes dentro da cpidemiologia da murcha baéteriana,
(Takatsu & Lopes, 1997).

A sobrevivéncia de R. solanacearum no solo e cm restos de cultura ¢
pouco conhecida (Persley, 1986; Percira & Normando, 1993; Lopes, 1994),
havendo divergéncias quanto & longevidade deste patogeno no solo (Persley
1986). Essas divergtncias sdo mais evidentes quando ocorrem comparagoes entre
sobrevivéncia no campo ¢ em casa-de-vegetagdo, sendo atribuida a primeira
situag@o uma maior longevidade (Granada & Sequcira, 1983).

Segundo Granada & Scqucira (1983), a bactéria ndo sobrevive
propriamente no solo, mas em raizes de plantas, infectando continuamente
plantas suscetiveis ou colonizando a rizosfera de plantas néio suscetiveis. A
sobrevivéncia em raizes de vérias espécies de plantas cultivadas, bem como de
plantas invasoras, tem sido relatada (Oliveira et al., 1982; Melo et al., 1994;
Monteiro & Takatsu, 1993, 1994; Viana, 1995; Orozco & Takatsu, 1997). A
sobrevivéncia de R. solanacearum no sistema radicular indica que este organismo
pode permanecer em populagGes clevadas no solo (Melo et al., 1994; Monteiro &
Takatsu, 1994). Entretanto, a sobrevivéncia por longos periodos parece cstar
correlacionada com a habilidade de infectar plantas (Granada & Sequeira, 1983).

Ralistonia solanacearum pode ser disseminada por tubérculos ¢ mudas

infectadas, 4gua de superficic, praticas culturais, contato entre raizes,



implementos agricolas, pelo solo, insetos, nematoides ¢ pelo homem (Kelman,
1953; Persley et al., 1986; Hayward, 1991; Elphinstone, 1996). Embora existam
evidéncias sobre a disseminagio de R. solanacearum por sementes de tomateiro
(Devi & Menon, 1980; Moffett ct al., 1981; Shakya, 1993), investiga¢des
adicionais sfo nccessarias (Takatsu & Lopes, 1997).

Em relagio as condigdes ambientais, a temperatura é considerada a
varidvel que afcta mais dirctamente a interagdo patogeno-hospedeiro ¢ a
sobrevivéncia de R. solanacearum no solo (Hayward, 1991). Em geral, a clevagéo
da temperatura ambicnte para 30 ou 35°C aumenta a incidéncia e a severidade da
murcha bacteriana, ainda que ocorram variagdes conforme o isolado do patogeno.
Embora Persley (1986) tcnha relatado que a murcha bacteriana pode ocorrer em
locais onde a média mensal de tempcratura ¢ menor que 10°C, maior incidéncia ¢
severidade da doenga siio constatadas em regides tropicais. Nas regides de clima
subtropical ou temperado, a doenga manifesta-s¢ nos periodos mais quentes
(Takatsu & Lopes, 1997). A umidade do solo também constitui importante fator
na sobrevivéncia de R. solanacearum. Na maioria dos casos, a alta umidade
favorcce a sobrevivéncia devido a scnsibilidade ao dessecamento contribuir para a
redugdio das populagdes da bactéria (Buddenhagen & Kelman, 1964; Nesmith &
Jenkins, 1985; Hayward, 1991). Apesar disso, a sobrevivéncia de R. solanacearum
em solos sccos foi relatada por MofTett et al. (1983), desde que o potencial hidrico
do solo permancga conslante.

O tipo ¢ as caracteristicas quimicas do solo podem influenciar a
sobrevivéncia de R. solanacearum (Hayward, 1991). Analisando a influéncia de
diferentes tipos dc solo, Moffett ct al. (1983) verificaram que as populagdes da
bactéria declinaram mais rapidamente em solo franco-argiloso do que em solos
franco-arcnoso ¢ argiloso. A quantidade dc matéria orgénica também pode

influenciar na sobrevivéncia, pois solos com elevados niveis de matéria orgénica
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apresentam maior atividade microbiana, promovendo um declinio na populagéo
de R. solanacearum (Nesmith & Jenkins, 1985; Akiew, 1986).

Segundo Hayward (1991), informagGes sobre os aspectos
epidemiologicos da murcha bacteriana sdo escassas. Parametros epidemiolégicos
foram utilizados por Noda et al. (1986) ¢ Noda & Machado (1993), na avaliagao
da resisténcia de progénies de tomateiro & murcha bacteriana nas condi¢des da
Amazdnia. Estudos envolvendo a anilise temporal da murcha bacteriana em
genotipos de tomateiro no estado de Pemambuco foram efetuados por Gomes
(1997), ficando evidente a adequagdio do modelo monomolecular para descrever
a epidemia. Ao analisarem o progresso € o arranjo espacial da murcha bacteriana
cm quatro areas de plantio de tomatciro tutorado no Agreste de Pemambuco,
Silveira et al. (1998) verificaram que o modelo monomolecular foi o mais
apropriado para descrever o progresso da incidéncia da doenga em duas éreas.
As outras duas arcas foram meclhor represcntadas pelos modelos Gompertz e
logistico. O arranjo espacial de plantas docntes diferiu entre as areas, havendo
uma varia¢#io no arranjo ao longo do tempo, com tendéncia a agregagdo em duas

arcas e aleatoriedade em outra.
2.6 Controle da doenga

A adogdio dc medidas isoladas de controle da murcha bacteriana tem se
mostrado pouco eficaz c/ou dispendiosa, sendo fundamental a combinagdo de
diferentes métodos. As principais cstratégias preconizadas para o manejo
integrado da docnga incluem medidas preventivas ou culturais, tais como: plantio
em solo livre do patogeno, rotagdo de culturas, uso de cultivares resistentes,
plantio em solos bem drenados, climinagéio de plantas doentes, manejo adequado

da dgua, manuseio adequado de ferramentas durante as capinas ¢ transplantios
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cvitando ferimentos (Hayward, 1991; French, 1994; Lopes & Santos, 1994;
Kurosawa & Pavan, 1997; Takatsu & Lopes, 1997).

O descnvolvimento de cultivares resistentes 8 murcha bacteriana tem sido
reconhecido como importante cstratégia de controle (Hayward, 1991; Lopes &
Santos, 1994), cmbora os programas d¢ melhoramento devam ser estabelecidos
em arcas cspecificas, considerando a variabilidade do patégenoe a influéncia das
condi¢cdes ambicntais (Lopes & Giordano, 1983; Takatsu & Lopes, 1997).
Praticamente niio existem gendtipos comerciais de tomateiro tutorado com bom
nivel de resisténcia s variantes do patogeno, sendo recomendado o hibrido C38-D
¢ a cultivar Caraiba para a regido norte do Brasil (Lopes & Santos, 1994,
Kurosawa & Pavan, 1997).

Enquanto ndo existirem cultivares resistentes de boa aceitagéo comercial,
a rotagdo de culturas ¢ a climinagdo de plantas capazes de manter a populagdo de
R. solanacearum por longo tempo nas drcas infestadas sdo as préiticas mais
importantes dentro de um conjunto dc medidas integradas de controle (Takatsu
& Lopes, 1997). A rolagiio de culturas com gramineas, tais como, milho (Zea
mays L.), sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench), cana-de-agicar (Saccharum
spp.), arroz (Oryza sativa L.) e pastagens, lem se mostrado eficiente na reducdo
da populagdo do patdgeno no solo (Jabuonski & Hidalgo, 1987; Kurozawa &
Pavan, 1997), embora Robbs (1960) tenha alertado que esta medida € insuficiente
para crradica-lo da area afctada, uma vez que a bactéria pode sobreviver em
plantas remanescentes no campo ou em plantas nativas hospedeiras, durante os
anos dc rotagdo.

O controle quimico da murcha bacteriana ¢ economicamente inviavel em
extensas areas (McCarter, 1991) ¢ a utilizagéo de produtos quimicos, incluindo
antibioticos ¢ fungicidas, tem sido testada sem sucesso no controle da doenga em
condi¢des de campo (Hartman & Elphinstone, 1994).
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O controle bioldgico tem se mostrado efetivo em reduzir populagdes de R.
solanacearum em condigdes controladas (Hartman & Elphinstone, 1994). Porém,
os resultados obtidos representam apenas os primeiros passos para a aplicagio
deste método em diferentes condigdes de campo (Takatsu & Lopes, 1997).

2.7 Amostragem da doenca

A amostragem constitui uma das mais importantes atividades no estudo de
epidemias de doengas de plantas, cujo objetivo seja a obtengdo de estimativas
representativas das caracleristicas de epidemias por um custo reduzido, com a
maior exatiddio € precisdo possiveis (Campbell & Madden, 1990).

Para o sucesso de um plano de amostragem ¢é necessirio que: a) 0s
objetivos sejam definidos de forma clara e concisa; b) a unidade amostral seja
claramente definida e a amostra razoavel do ponto de vista biologico; c)A'o método
de amostragem permita a obtenc¢dio de dados de estimativa da doenga exatos,
precisos e reproduziveis para toda a populagdo; d) a amostragem seja efetuada
eficientemente dentro do custo e tempo determinados (Campbell & Duthie, 1989).

A escolha da técnica de amostragem depende da distribuigdo espacial da
doenga no campo. As técnicas utilizadas para avaliagdo de doengas em plantas
incluem amosiragens ao acaso, sistematica, estratificada e seqiiencial (Amorim,
1995). A amostragem sistematica ¢ a mais recomendada para doengas radiculares,
sendo as unidades amostrais selecionadas em diagonal, zigue-zague, “V”, “X” ou
“W” (Campbell & Neher, 1994).

O tamanho da amostra em um experimento normalmente determina a
qualidade ou a confiabilidade dos dados de quantificagdo da doenga obtidos ¢ o
custo da iniciativa. Poucas amostras poderdo resultar em dados ndo confidveis €
nio representativos, enquanto muitas amostras poderéo oferecer dados de methor

qualidade, mas desperdigar recursos valiosos. Para cstimar o tamanho de amostras
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existem pelo menos trés métodos disponiveis, os quais dependem da defini¢do
operacional da confiabilidade e dos custos impostos na coleta das amostras. No
primeiro método, confiabilidade ¢ definida pelo emo padrfio ou cocficiente de
variagio da média. No segundo, confiabilidade ¢ definida por equagdes de
probabilidade. O terceiro usa componentes da variancia ¢ fungbes de custo para
otimizar o nimero de amostras, considerando que cada amostra tem um custo
associado (Campbell & Madden, 1990).

Apesar da importincia da murcha bacteriana em todo o mundo, ndo
existem estudos envolvendo planos de amostragem para avaliagfio da doenga no

campo.
2.8 Anilise de riscos de infecgdo

O plantio em solos livres de patogenos cnquadra-se no principio da
evasio. Este principio objetiva a prevengéio da doenga pelo escape a0 patogeno e
tem efeito predominante sobre a quantidade inicial de inéculo ¢ a taxa de
progresso da doenga (Zadoks & Schein, 1979).

A presenga de patégenos no solo muitas vezes determina se certas culturas
podem ou ndo ser estabelecidas no campo. A qualidade do solo ¢ detcrminada
parcialmente pelo risco de infecgdes de raizes, sendo este dependente da
densidade populacional de patégenos no solo, que resulta do processo de aumento
e declinio a0 longo dos anos, ¢ da habilidade da comunidade bioldgica em
suprimir o patdgeno ¢ o desenvolvimento da docnga (van Bruggen & Griinwald,
1996). Nesse contexto, para a selegdo de areas de plantio, toma-se fundamental a
andlise de riscos de infecgdio por patégenos radiculares. Essa andlise pode
envolver estimativas qualilativas ou quantitativas, dependendo da finalidade de
utilizagdo da informago obtida. Estimativas qualitativas envolvem a detecgiio da

presenga de inéeulo, enquanto que estimativas quantitativas envolvem a
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determinagdo direta da densidade de indculo no solo ou através de biocnsaios
(Dijst et al., 1997).

No mancjo da murcha bacteriana, o plantio em solos livres do patégeno
constitui uma das principais medidas a screm adotadas (Takatsu & Lopes, 1997).
Entretanto, a falta de métodos rapidos, precisos ¢ rotinciros para a detecgiio de R.
solanacearum em numerosas amostras de solo, tem sido um dos fatores limitantes
ao desenvolvimento de estratégias para o controle da murcha bacteriana
(Elphinstone, 1994).

Alguns métodos 1&m sido propostos para a detecgdo de R. solanacearum
no solo. Entre eles destacam-se a diluigdo em placas com meios semi-seletivos,
biocnsaios com plantas indicadoras, técnicas sorologicas e de imunocaptura,
sondas de DNA e amplificagdo do DNA por PCR (Elphinstone, 1994; Seal &
Elphinstone, 1994).

A decisdio sobre 0 método de detecgdo a ser utilizado depende de fatores
como o grau de sensibilidade requerido, o niimero de amostras a serem utilizadas,
a experiéncia do usuério, a disponibilidade de estrutura de apoio € a proporgdo
entre cusio e beneficio (Elphinstone, 1994; Campbell & Neher, 1996).
Considerando esses aspectos, a analise de riscos de infecgéo por R. solanacearum,
bascada em bioensaios, parece ser adequada para as areas destinadas ao cultivo de
tomateiro tutorado no Agreste de Pemambuco.

Na analise de riscos de infecgdo por R. solanacearum baseada em
bioensaios, a planta hospedeira atua como eficientc meio para a multiplicagdo
seletiva do patégeno (Granada & Sequeira, 1983). Nessa anilise, amostras de solo
sdo colctadas nas areas destinadas ao plantio, acondicionadas em vasos ¢ mantidas
em casa-de-vegelagdo, a temperatura de 25 a 30°C c alta umidade. Como plantas
indicadoras, t&m sido utilizadas brotagdes de batata extraidas de tubérculos sadios
(Graham et al., 1979) ou sementes de tomate desinfestadas de cultivares
suscetiveis (Felix & Ricaud, 1978; Ramesh & Brandyopadhyay, 1993). Plantulas
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de tomateiro também tém sido recomendadas como indicadoras para detectar a
presenca de R. solanacearum em scdimentos de centrifugagdo provenicntes de
tecidos homogencizados de tubérculos de batata, pela injegdo dos sedimentos nos
talos (Janse, 1988).

Embora existam poucas informagdes sobre o cfeito de estratégias de
amostragem na precisio dos métodos de detecgdo de R. solanacearm cm solo, 0
método de amostragem ¢ provavelmente (5o importante quanto a sensibilidade da
técnica empregada na detecgdo (Elphinstone, 1994).

Anilises de riscos baseadas em bioensaios também tém sido utilizadas
com sucesso para patogenos radiculares em ervilha (Pisum sativum L.), incluindo
Aphanomyces euteiches Drechs., Fusarium solani (Mant.) Appel & Wr. {. sp. pisi
(Jones) Snyd. & Hans. ¢ Thielaviopsis basicola (Berk. & Br.) Ferraris (Sherwood
& Hagedom, 1958; Reiling et al. 1960; Oyarzun, 1993; Oyarzun et al., 1994).
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CAPITULO 2

PLANO DE AMOSTRAGEM PARA QUANTIFICACAO DA MURCHA
BACTERIANA DO TOMATEIRO NO CAMPO



1 RESUMO

TAVARES, Luciana Andrade. Plano de amostragem para quantificaciio da
murcha bacteriana do tomateiro no campo. In: Plano de amostragem para
quantificagdo da murcha bacteriana do tomateiro no campo ¢ andlise de solo para
detecgio de riscos de infecgd@o por Raistonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et
al. (1996). Lavras: UFLA, 1999. p.28-47. (Dissertagio - Mestrado em
Fitopatologia).*

A produgdo do tomateiro tutorado aprescnta expressiva importancia na
regidio agresic de Pernambuco, onde a incidéncia da murcha bacteriana, causada
por Ralstonia solanacearum, constitui um fator limitante. O prescnte estudo teve
como obijetivo determinar um plano de amostragem para quantificagio da doenga
em ambito regional. Na safra 1997/98, éreas de plantio de tomateiro tutorado,
localizadas cm Camocim de Sdo Félix (PE), com plantas nos estadios vegetativo
ou de floragdo/frutificagdio, foram submetidas a amostragem da incidéncia de
murcha bacteriana. Na determinagéo do padriio de amostragem, a incidéncia da
doenga foi avaliada em duas areas de plantio, considerando uma parcela de 50
linhas e 10 sulcos por linha, com 12 plantas/sulco, em cada area. No interior
dessa parcela foram testados os padroes de caminhamento em "X", "V", diagonal
¢ aleatorio, sendo avaliados 50 sulcos por caminhamento. Apenas o
caminhamento em “X” propiciou estimativas da incidéncia da doen¢a que ndo
diferiram significativamente (P=0,05) das constatadas na amostragem integral
das parcelas nas duas areas. Para determinagdo do tamanho ideal das amostras
foi utilizado o método da amostragem-piloto, sendo efetuado o levantamento da
incidéncia da doenga em 15 areas de plantio. Em cada érea, utilizando o
caminhamento em “X”, foram avaliados 40 sulcos, com 12 plantas/sulco.
Bascado no coeficiente de variagio da média, o nimero de sulcos a ser amostrado
reduziu significativamente (P=0,05) com o aumento da incidéncia da doenga ¢ do
erro aceitavel. Com base em equagdes de probabilidade, o tamanho da amostra
também diminuiu com a redugiio dos niveis de probabilidade. Considerando-se a
média das ércas de plantio, uma amostra de 130 sulcos com 12 plantas/sulco
parece ser apropriada para quantificar a incidéncia da murcha bacteriana quando
o ervo aceitavel ¢ de 10%, considerado ideal em levantamentos de campo.

*Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Orientador), Sami
Jorge Michereff - UFRPE e Rosa de Lima Ramos Mariano - UFRPE.
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2 ABSTRACT

TAVARES, Luciana Andrade. Sampling plan for quantifying tomato
bacterial wilt in field. In: Sampling plan for quantifying tomato bacterial wilt in
field and soil analysis for risk detection of infection Ralstonia solanacearum
(Smith) Yabuuchi et al. (1996). Lavras: UFLA, 1999. p.28-47. (Dissertation -
Master Program in Phytopathology). *

The production of fresh tomato is very important in the Agreste Region
of Pernambuco State, Brazil, where bacterial wilt incidence, caused by Ralstonia
solanacearum, is a limiting factor. This study had the objective to determine a
sampling plan for quantifying this discase at regional level. In the 1997-1998
tomato stacking planting arcas located in Camocim de Sdo Félix (PE), having
plants in the vegetative or flowering/fructification stages were submitted to
sampling for bacterial wilt incidence. To determine the sampling model, disease
incidence was evaluated in two planting areas considering one sampling unit with
50 lines, 10 rows per line and 12 plants per row, in each area. Inside this units the
patterns "X", "V", diagonal and random were tested and 50 rows were evaluated
for pattern. Only the “X” pattern presented cstimates for disease incidence
without significantly difference from those found by sampling the entire unit in
the two planting areas. To determine the ideal sampling size the method of pilot-
sampling was used and the discase incidence was measured in 15 planting areas.
In cach area 40 rows with 12 plants per row were evaluated by the “X” pattem.
Based on the cocfficient of average variation the number of rows to be sampled
was significantly reduced (P=0,05) with the increasing of disease incidence and
the level of acceptable error. Based on the probability equations the sample size
was also reduced with the reduction of probability levels. Considering the average
of planting areas, a sample of 130 rows with 12 planis per row seems to be
appropriated to quantify incidence of bacterial wilt when the acceptable error is
10%, found ideal in ficld surveys.

*Guidance Commitee: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Major Professor),
Sami J. Michereff — UFRPE and Rosa de Lima Ramos Mariano —
UFRPE.
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3 INTRODUCAO

A murcha bacteriana, causada por Ralstonia solanacearum (Smith)
Yabuuchi ef al., 1996, ¢ uma das docngas mais destrutivas i cultura do tomateiro
(Lycopersicon esculentum Mill.) em regides tropicais ¢ subtropicais (Hayward,
1991; Quezado-Soares & Lopes, 1994).

No estado de Pernambuco, a produgiio de tomatc sob tutoramento,
destinada ao consumo in natura, concentra-sc na mesorregido do Agreste (IBGE,
1998). Nessa regifo a murcha bactcriana ¢ considerada uma das mais
importantes doengas desde 1953 (Batista, 1953), constituindo fator limitante ao
cultivo desta solanicea em muitas arcas (Mariano & Michereff, 1994; Silveira et
al., 1998).

Apesar dos esfor¢os para o desenvolvimento de medidas cficientes de
controle 3 murcha bacteriana, algumas sio de aplicagdo limitada, geralmente
especificas 4 cultura ¢ ao local onde foram desenvolvidas (Hayward, 1991;
Quezado-Soares & Lopes, 1994). Diante destas dificuldades, o desenvolvimento
do mancjo intcgrado aplicando difercntes medidas tem sido o mais adequado
(Takatsu & Lopes, 1997).

No desenvolvimento do mancjo de docngas de plantas associadas a
fitopatogenos habitantes do solo, cstudos, que possibilitem a compreensdo plena
do patossistema, devem ser realizados. Dentre csses cstudos, ressalta-sc a
determinag@o da incidéncia da doenga, que requer planos de amostragem da
doenga no campo (Benson, 1994).

A amostragem ¢ uma das mais importantes atividades no cstudo de
epidemias de doengas dc plantas. Com um plano dc amostragem adequado,

estimativas representativas das caracleristicas da epidemia podem ser obtidas por
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um custo reduzido, com a maior exatidio e precisdo possiveis (Campbell &
Madden, 1990; Campbell & Neher, 1994; Neher & Campbell, 1997).

Para o desenvolvimento de um plano de amostragem sio requeridos um
detalhado conhecimento do patossistema a ser amostrado, uma defini¢do clara de
quais dados serdo obtidos ¢ o uso realistico do tempo e/ou dos recursos
financeiros disponiveis. Este plano devera também representar um ajuste entre o
que ¢ bioldgica e estatisticamente razoavel (Campbell & Duthie, 1989).

As técnicas utilizadas para avaliagio de doengas em plantas incluem
amostragens ao acaso, sistematica, estratificada e seqiiencial (Amorim, 1995). A
amostragem sistematica é a mais recomendada para docngas radiculares, sendo as
unidades amostrais selecionadas pelos caminhamentos em diagonal, zigue-zague,
“V”, “X” ou “W”” (Campbell & Neher, 1994). V

O tamanho da amostra em um experimento ou levantamento de campo
normalmente determina a qualidade ou a confiabilidade dos dados de
quantificagéio da doenga obtidos ¢ o custo da iniciativa. Poucas amostras poderdo
resultar em dados ndo confidveis ¢ néo representativos, enquanto muitas amostras
poderdo oferecer dados de melhor qualidade, mas desperdigar recursos valiosos.
O objetivo da amostragem ¢é alocar os recursos sabiamente €, a0 mesmo tempo,
determinar o nimero de amostras que pode ser tomado para atingir um certo nivel
de confiabilidade e precisio (Campbell & Duthie, 1989; Campbell & Madden,
1990).

Para ecstimar-se o tamanho de amostras a serem tomadas na
quantificagdo de doencas, existem, pelo menos, trés métodos disponiveis, os
quais dependem da definigéo operacional da confiabilidade e dos custos impostos
na coleta das amostras. No primeiro método, confiabilidade ¢ definida pelo erro
padrdo ou coeficiente de variagio da média. No segundo, confiabilidade é
definida por equagGes de probabilidade. O terceiro usa componentes da variancia
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¢ fungdes de custo para otimizar o nimero de amostras, considerando que cada
amostra tcm um custo associado (Campbell & Madden, 1990).

Apesar da importincia mundial, ndo cxistem cstudos cnvolvendo a
determinagdo de planos dc amostragem para quantificagiio da murcha bacteriana
do tomateiro no campo. Nessc sentido, o presente estudo teve como objetivo
determinar um plano dec amostragem, cnvolvendo padroes de caminhamento ¢
tamanhos dc amostra, para quantificagio da incidéncia da murcha bacteriana em

plantios de tomateiro tutorado no Agrestc de Pernambuco.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados na safra 1997/1998, em édrcas de
plantio de tomatciro tutorado, cv. Santa Clara, localizadas no municipio de

Camocim dc Sio Félix, agrestc do cstado de Pernambuco.

4.1 Determinagiio do padrio de caminhamento para quantificacio da murcha
bacteriana do tomateiro

Duas arcas dc plantio com aproximadamente 1 ha ¢ plantas no estadio de
floragdo-frutificagdo foram submctidas & amostragem para avaliagdo da
incidéncia da murcha bacteriana. Em cada arca, a incidéncia da docnga foi
avaliada numa parcela de 50 linhas contiguas ¢ 10 sulcos por linha, com 12
plantas/sulco, considcrando-sc a porcentagem dc plantas com sintomas no sulco
cm rclagdo ao total avaliado. Posicriormente, no interior dessa parccla foram
testados os padroes de caminhamento em “X”, “V”, diagonal ¢ alcatorio
(Cochran, 1977), represcntados esquematicamenic na Figura 1. Foram avaliados

50 sulcos por caminhamento, com 12 plantas/sulco.

a b C d

FIGURA 1 Padries de caminhamento utilizados na amostragem de plantas
de tomateiro para avaliagio da incidéncia da murcha
bacteriana: “X” (a), “V” (b), diagonal (c) e aleatério (d).
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A selegio do melhor padrio de caminhamento foi cfetuada pelo teste ¢
para amostras independentes, a 5% de probabilidade comparando-se os valores de
incidéncia de murcha obtidos na parcela intcgral (geral) com os verificados pelos

diferentes caminhamentos.

4.2 Determinagio do tamanho da amostra para quantificacio da murcha
bacteriana do tomateiro

Lcvantamentos da incidéncia de murcha bacteriana foram realizados em
15 rcas de plantio, quando as plantas sc cncontravam nos estadios vegetativo ou
de Noragdio-frutificagio. Em cada arca, utilizando o padrdo dc caminhamento em
“X”, a incidéncia da murcha bactcriana foi avaliada cm 40 sulcos com 12
plantas/sulco, totalizando uma populagio de 480 plantas.

Os dados obtidos foram utilizados como amostragens-piloto, scndo
estimado o tamanho idcal da amostra para cada érea, bascado no cocficicnic de
variagio da média e em equagdes de probabilidade, conforme a mctodologia
descrita por Campbell & Madden (1990).

Na analisc bascada no coeficiente de variagio da média, o tamanho da
amostra (n) foi estimado para confiabilidades (erros padroes da média)
precstabelecidas de 3%, 5%, 8% ¢ 10%, determinadas pelo cocficiente de
variagio da média (CV, = 0,03; 0,05; 0,08; ¢ 0,10), utilizando-sc a cquagéo: n =
$2/ (¢ . CV;?), ecm que x corresponde a porcentagem de incidéncia da doenga na
média de 40 sulcos com 12 plantas ¢ S° corresponde a varidncia da média
amostral.

Na andlisc basecada em cquagdes dc probabilidade, o tamanho da
amostra () foi detcrminado para obter estimativas em tomo de 3%, 5%, 8% ¢
10%, (D = 0,03; 0,05; 0,08; ¢ 0,10) da média populacional, a 5% ¢ 10% dc
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probabilidade (P = 0,05 ¢ 0,10), utilizando-sc a cquagdo: n = (S°. Zps’) / (D"
x’), em que Zpp ¢ o valor tabclado dc Z da distribui¢do normal padrio,
considerando P/2 e os graus de liberdade (#-7) da amostra.

Visando comparar a influéncia dos niveis de incidéncia da murcha
bacteriana nos tamanhos dec amostra, foi cfctuada a analisc de correlagdo de
Pearson, a 5% de probabilidade.

Todas as analises cstatisticas foram cfctuadas com o auxilio do programa
STATISTICA for Windows 5.1 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA, 1996).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinagdio do padrio de caminhamento para quantificaciio da murcha
bacteriana do tomateiro

Na arca C-l, as estimativas dc incidéncia da murcha bactcriana do
tomatciro obtidas pelos padroes de caminhamento em "X" (14,0%) ¢ diagonal
(23,3%) niio diferiram significativamente (P=0,05) da constatada na amostragem
integral da parcela (20,4%). Na area C-6, apenas o caminhamento cm diagonal
(42,9%) apresentou estimativa significativamente (P=0,05) diferente da obtida na
amostragem geral da parcela (33,3%) (Tabela 1).

O proposito de um plano de amostragem ¢ aumentar a precisfio dc uma
amostra com o minimo de custo. Cada padrdo de amostragem tem seus bencficios
especificos ¢ pode ser apropriado sob uma gama de circunstancias (Cochran,
1977). As boas cstimativas da incidéncia da murcha bactcriana do tomatciro
propiciadas pelo padrio de caminhamento em "X" nas duas dreas de plantio
podem ecstar associadas ao fato de que ess¢ procedimento, difereniemente dos
caminhamentos em "V, diagonal ¢ aleatorio, permite que diferentes locais dentro
dec uma arca scjam amostrados. Isso reflete numa methor adaplagéo a diferentes
condigdes de arranjo espacial da doenga (Campbell & Madden, 1990). Embora a
escotha do padriio dc amostragem dependa da distribui¢do espacial da doenga no
campo (Kranz, 1988; Amorim, 1995), este aspecto ndo foi considcrado no
presente estudo. Isso porque, em estudo realizado no Agreste de Pernambuco, na
safra 1996/97, Silveira et al. (1998) verificaram quc o arranjo cspacial dc
plantas dc tomateiro com murcha bacteriana variava conforme a drea de plantio ¢

o progresso da docnga.
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TABELA 1 Incidéncia de murcha bacteriana em duas areas de plantio de
tomateiro tutorado, estimada com a utilizagio de varios
padrdes de caminhamento.

Tratamento Area
C-1 C-6
Caminhamento' em X 14,0° 38,2
Caminhamento em V 33,6* 40,6
Caminhamento diagonal 23,3 42.9*
Caminhamento aleatério 42.6* 334
Amostragem geral 20,4 333

'Conforme Cochran (1977), representados esquematicamente na Figura 1.

2Média de 50 sulcos nos caminhamentos ¢ 500 sulcos na parcela integral (geral),
considerando a porcentagem de plantas com sintomas no sulco em relagéo ao
total de 12 plantas avaliadas. Médias scguidas de asterisco (*) no sentido vertical
diferem significativamente da obtida pela amostragem geral, considerando o teste
L para amostras indcpendentes, a 5% dc probabilidade.

A adcquagdo do padrio dc caminhamento em "X", na avaliagdo de
docngas de plantas, principalmente quando considerada a incidéncia efou
condigbes de arranjo agregado de plantas docntes, tem sido evidenciada em varios
patossistemas (Basu ¢t al. 1977; Lin et al. 1979; Hau et al. 1982; Poushinsky &
Basu, 1984; Dclp et al. 1986; Shepard & Ferrer, 1990; Disthaporn & Kranz,
1991; Disthapom et al., 1993).

5.2 Determinacio do tamanho da amostra para quantificacdo da murcha
bacteriana do tomateiro

Na cstimativa do tamanho da amostra basecada no cocficiente de
varia¢dio da média com confiabilidades precstabelecidas, o nimero de sulcos a

screm amostrados reduziu significativamente (P=0,05) com o aumecnto da
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incidéncia da doenga (r = -0,66) ¢ do erro accitavel (r = -0,90) (Tabela 2).
Considerando-se a média das 15 arcas de plantio. uma amostra de 130 sulcos
com 12 plantas/sulco parcce scr apropriada para quantificar a incidéncia da
murcha bacteriana quando o erro aceitavel ¢ de 10%, considerado ideal em
levantamentos de campo (Southwood, 1978). No entanto, esse valor sc cleva para
208, 533 ¢ 1.484 sulcos, quando os erros accitaveis reduzem para 8%, 5% ¢ 3%,

respectivamente.

TABELA 2 Tamanho da amostra, em namero de sulcos, para
quantificacio da incidéncia da murcha bacteriana do tomateiro, com a
confiabilidade definida pelo coeficiente de variagio da média (erro padrio),
em 15 areas de plantio.

Area Incidéncia’ Erro padrio (%)
(%) 3 5 8 10

C-1 14,0 4.182° 1.505 588 376
Cc-2 18.6 1.630 587 229 147
C-3 49,2 729 262 102 66
C-4 16.6 421 151 59 38
C-5 7.2 1.565 563 220 141
C-6 382 930 335 131 34
C-7 4,0 2.760 993 388 248
C-8 51.3 430 155 60 39
C-9 6,6 2.074 746 292 187
C-10 29,7 1.390 500 195 125
C-11 68,8 141 51 20 13
C-12 14,2 1.344 484 189 121
C-13 10,3 1.979 712 278 178
C-14 32,1 1.483 534 208 133
C-15 36,0 1.205 424 169 108
Média 26,2 1.484 533 208 130
Desvio padriio 1.020 367 143 94

'"Média de 40 sulcos, considerando a porcentagem de plantas com sintomas no
sulco em relagdo ao total de 12 plantas avaliadas.
“Tamanho da amostra calculado conforme Campbell & Madden (1990).
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Na anilisc bascada em equagdes de probabilidade, em que o tamanho da
amostra foi estabclecido em fungdo de niveis de probabilidade e porcentagens pré-
fixadas da média, o nimero de sulcos a ser amostrado foi superior ao estimado
quando a anilise foi efetuada somente pelo cocficientc dc variagio da média ¢
aumentou com a redugdo dos niveis de probabilidade (Tabela 3). Portanto,
considerando a média das 15 éreas avaliadas, uma amostra de 284 sulcos parece
ser apropriada quando um erro de 10% ¢ uma probabilidade de 90% sfio
aceitaveis na quantificagdo da murcha bacteriana do tomateiro. No caso do erro
ser reduzido para 5%, mantendo-se o mesmo nivel de probabilidade, seria

necesséria a amostragem de 1.115 sulcos.

TABELA 3 Tamanho da amostra, em nimero de sulcos, para quantificaciio
da incidéncia da murcha bacteriana do tomateiro, com a
confiabilidade definida por equacdes de probabilidade (P) e
pelo coeficiente de variagdo da média (erro padrio), em 15
éreas de plantio.

Erro padrio (%)

Area 3 5 ] 10

P=0,05 P=0,1 P=0,05 P=0,1 P=0,05 P=0,1 P=0,05 P=0,1
C-1 6517" 4182 2.346 1.505 917 588 587 376
C-2 6.260 4017 2254 1.116 880 565 563 362
C-3 2.799 1.796 1.008 647 304 253 252 162
C-4 1.515 1.036 582 373 227 146 145 93
C-5 6011 3.857 2164 1389 845 542 541 347
C-6 1.450 930 522 335 204 131 130 84
C-7 10.596 6.799 3.815 2448 1.490 956 954 612
C-8 1.651 1.059 594 381 232 149 149 95
Cc9 7.966 5111 2.868 1.840 1.120 79 Ly 460
C-10 5339 3.425 1922 1.233 751 482 481 308
C-11 54] 347 195 125 76 49 49 3
C-12 5.162 3312 1.858 1.192 726 466 465 298
C-13 7.599 4876 2.736 1.755 1.069 686 684 439
C-14 5.695 3.654 2.050 1316 80) 514 512 329
C-15 4.630 297 1.667 1.070 651 418 417 267
Média 4915 3.158 1772 1115 692 444 443 284

"Tamanho da amostra calculado conforme Campbell & Madden (1990).
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P

A escolha do nivel de erro toleravel evidenciou ser um fator
preponderante na determinagio do tamanho da amostra para quantificagio da
murcha bacteriana do tomateiro. Entretanto, a quantidade de erro aceitavel
depende do proposito da amostragem (Cochran, 1977; Kranz, 1988).

A redugio do nimero de amostras necessarias com o aumento da
incidéncia da doenga indica que os valores dispersos ao redor da média também
diminuem, como verificado em outros patossistemas por Delp et al.  (1986);
Rossi & Battilani (1989); Jong (1995); Micherefl (1998) ¢ Andrade (1999).

Os resultados confirmaram as observagdes de varios pesquisadores, em
que o tamanho da amostra para quantificagio da doenga depende, além do
objetivo do levantamento, do nivel de exatidfio ¢ precisio descjados (Kranz, 1988;
Campbell & Duthie, 1989; Rossi & Battilani, 1989). A determinagio do tamanho
dc amostras com o uso de diferentes niveis de probabilidade, além da definigio do
erro aceitavel, possibilita estimativas mais precisas (Cochran, 1977; Campbell &
Madden, 1990). Esse pressuposto foi evidenciado pelo incremento no numero de
sulcos a ser amostrado com a elevagio dos niveis de probabilidade.

Outro aspecto importante a considerar, ¢ que o tamanho da amostra
para quantificagdio da doenga necessita ser dindmico, uma vez que pode variar
com o progresso da doenga (Kranz, 1988: Duthic et al, 1991) ¢ com as
mudangas do arranjo espacial de plantas doentes no campo durante o
desenvolvimento da cpidemia (Delp et al., 1986; Kranz, 1988: Campbell &
Duthie, 1989; Campbell & Madden, 1990: Disthaporn et al., 1993 Jong, 1995).

Um pressuposto basico na definigdo do plano de amostragem de
determinada doenga é que os dados dos locais analisados sdo representativos do
que poderia ocorrer em outros campos. A validade desses pressupostos ¢ variével
entre patossistemas (Campbell & Madden, 1990; Perry, 1994). Portanto, os

resultados obtidos neste estudo servem como base para futuros levantamentos
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epidemiologicos da murcha bacieriana do tomatciro no agreste do estado de
Pernambuco. Isso porque os dados foram originados de campos sob diferentes

condigdes ¢ estimados considerando-se necessidades crescentes de precisio.
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6 CONCLUSOES

Somente 0 caminhamento em “X™ propiciou estimativas da incidéncia
da murcha bacteriana do tomatciro que ndo diferiram das constatadas na

amostragem integral das parcclas nas duas areas de plantio.

O numero de sulcos a ser amostrado reduziu com o aumento da
incidéncia da doenga ¢ do crro aceitivel, bem como a redugio dos niveis de

probabilidade.

Uma amostra composta de 130 sulcos com 12 plantas/sulco evidenciou
ser apropriada para quantificar a incidéncia da murcha bacteriana do tomateiro

em levantamentos de campo na regidio agreste do estado de Pernambuco.
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CAPIiTULO 3

ANALIS_E DE SOLO PARA DETECCAO DE RISCOS DE
INFECCAO DE TOMATEIRO POR Ralstonia solanacearum
(SMITH) YABUUCHI e al. (1996)



1 RESUMO

TAVARES, Luciana Andrade. Anilise de solo para detecgiio de riscos de
infecciio de tomateiro por Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi er al
1996. In: Plano de amostragem para quantificagio da murcha bacteriana do
tomateiro no campo ¢ analise de solo para detecgio de riscos de infecgdo por
Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi er al. 1996. Lavras: UFLA, 1999.
p.48-70. (Dissertagdo - Mestrado em Fitopatologia).*

A murcha bacteriana, causada por Ralstonia solanacearum, ¢ uma das mais
importantes doengas do tomateiro no agrestc do estado de Pernambuco. O
presente cstudo teve como objetivo desenvolver um sistema para detecg@o de
riscos de infecgio de tomateiro por R. solanacearum em drcas destinadas ao
plantio no Agreste de Pernambuco. Na determinagio do plano de amostragem
foram utilizadas duas arcas sem plantio, localizadas em Camocim de S@o Félix
(PE), com incidéncia de murcha bacteriana de 94,3% (A-1) ¢ 75.0% (A-2) na
safra 1996/97. Em cada drea foi estabelecida uma subdrea de aproximadflmcntc 1
ha, onde foram testados os padrdes de caminhamento em “X7, “<*, “V7, “W~
alcatorio, sendo coletadas 10, 20, 40, 60 ¢ 80 amostras dc solo por
caminhamento, com aproximadamente 300g. As amostras foram depositadas em
copos plasticos ¢ mantidas em casa-de-vegetagio sob alta umidade, sendo
submetidas ao biocnsaio com plantulas de tomateiro (cv. Santa Clara) ¢
incubadas por 28 dias, quando a incidéncia dc murcha bacteriana foi avaliada.
Para aferigiio do método do bioensaio, 18 arcas destinadas ao cultivo de tomateiro
tutorado na safra 1998/99 foram submetidas & analise de riscos de infecgdo por
R. solanacearum seis meses antes do plantio. Em cada drea, utilizando o padréo
de caminhamento em “W7, foram colctadas 40 amostras de solo, sendo
processadas ¢ analisadas pelo bioensaio. Na safra 1998/99, foi cfetuado o
levantamento da incidéncia da murcha bacteriana nas 18 dreas cultivadas com
tomateiro ¢ analisadas previamente quanto aos riscos de infecgdo por K.
solanacearum. Foi constatada uma correlagdio positiva (» = 90,40%) significativa
(P = 0,05) entre a incidéncia da murcha bacteriana estimada pelo bioensaio (IEB)
¢ a incidéncia real no campo (IRC). Quando aplicada a analise de regressao aos
dados, foi determinada uma equagdio de previsio de risco de infec¢do por R.
solanacearum [IRC = 3,393 + exp(1.338 + (0,051)*1I‘B)], indicando a
possibilidade de estimativas com elevado nivel de precisio (R2 = 98.68%).

*Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Orientador), Sami Jorge
Michereff - UFRPE ¢ Rosa de Lima Ramos Mariano - UFRPE.
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2 ABSTRACT

TAVARES, Luciana Andrade. Soil analysis for risk detection of Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi e al. 1996 infection in tomato plants. In:
Sampling plan for quantifying tomato bacterial wilt in field and soil analysis for
risk detection of Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi es al. 1996 infection
in tomato plants. Lavras: UFLA, 1999. p.48-70. (Dissertation - Master Program
in Phytopathology). *

Bacterial wilt caused by Ralstonia solanacearum is one of the most
important tomato discases in the Agreste Region of Pernambuco (PE) State,
Brazil. This study had the objective to develop a system for detection of bacterial
wilt infection risk in areas to be planted with tomato in Agreste of PE. For
determination of the sampling plan two areas without tomato plants were used,
both located in Camocim de S. Félix (PE) with previous histories of bacterial wilt
incidence in 1996/97 (94,3%, A-1 and 75%, A-2). In cach arca was established
one sub-area with approximately 1 ha where the patterns  “X”, “<, “V”, “W”
and random were tested. In cach pattern 10, 20, 40, 60 and 80 soil samples with
300g were collected. Soil samples were placed in plastic cups and maintained in
greenhouse under high humidity beforc and during the 28-day bioassay with
tomato plants (cv. Santa Clara) to evaluate disease incidence. In order to verify
the efficiency of the bicassay method 18 areas reserved to tomato stacked
planting in 1998/99 were submitted to analysis of risk infection by R.
solanacearum six months before planting. In each area by using the “W” pattern
40 soil samples were collected, processed and analyzed by the bioassay method.
In 1998-99 these 18 arcas were evaluated for bacterial wilt incidence and a
significantly (P = 0,05) positive correlation was found (r = 90,40%) between
bacterial wilt incidence estimated by the bioassay (IEB) and the real incidence in
field (RIF). The rcgression analysis of the data determined an cquation for
forecasting the bacterial wilt risk [RIF = 3,393 + exp(1,338 + (0,051)*IEB)],
indicating the possibility good precision level estimates (R2 = 98,68%).

* Guidance Commitee: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Major Professor),
Sami Jorge Michereff - UFRPE and Rosa de Lima Ramos Mariano -
UFRPE.



3 INTRODUCAO

O tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) situa-sc entre  as
hortaligas mais cultivadas no mundo (Camargo Filho & Mazzei, 1997). No
nordeste brasileiro, sobretudo no cstado de Pernambuco, apresenta expressiva
importancia econdmica, devido @ movimentagdo de capital ¢ mdo-de-obra
(EMATER-PE, 1996). Nesse estado, a produgiio de tomate destinada ao consumo
in natura concentra-se na mesorregiio do Agreste, onde o municipio de Camocim
de Sao Félix se destaca como o principal produtor (IBGE, 1998). Paralelamente a
intensificag¢io da cultura, os problemas fitossanitarios tém sc destacado, sendo a
murcha bacteriana, causada por Ralstonia solanacearum, relatada como uma das
mais importantes docngas do tomatciro no norte ¢ nordeste, ocasionando perdas
totais quando as condigdes ambicntais sdo favoraveis ao patogeno (Lopes &
Santos. 1994; Lopes & Quczado-Soarcs, 1997).

Com o crescente inferesse no manejo de doengas, a escolha do local de
plantio tem sido relatada como importante opgio de controle, tanto para escapar
ao patogeno quanto as condigdes predisponentes a ocorréncia de cpidemias
(Kimati & Bergamin Filho, 1995; Takatsu & Lopes, 1997). Isso, principalmente
para aquelas doengas, como a murcha bacteriana do tomateiro, em que nenhum
controle quimico cficiente ou cultivar resistente encontra-s¢ disponivel para o
agricultor (French, 1994; Lopes & Quezado-Soares, 1997).

Por ser o solo um sistema dinamico, compreendendo uma vasta ¢
diversificada comunidade de organismos, a estimativa da presenga ou densidade
de indéeulo de patdgenos no solo pode determinar os riscos de infecgio das plantas
(van Bruggen & Griinwald, 1996: Dijst et al., 1997). Diferentes mélodos para

detecgdo de R. solanacearum tém sido propostos, envolvendo plaqucamento em
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meio semi-seletivo, bioensaio com plantas indicadoras, técnicas sorologicas e
moleculares. Mcios semi-scletivos sdo freqiientemente cmpregados na estimativa
de densidades populacionais de R. solanacearum, cmbora, ndo permitam a
distingdo entre isolados patogénicos e ndo patogénicos. As técnicas sorologicas e
moleculares, apesar d‘e permitirem maior precisfio na detecgdo da bactéria, até o
momento sdo somentc qualitativas e nfio permitem a distingéio dos isolados em
relagdio a patogenicidade (Elphinstone, 1994; Scal & Elphinstone, 1994).

O uso de bioensaio com plantas indicadoras, visando analisar os riscos
de infecgdo por fitopatdgenos habitantes do solo teve inicio com o estudo
realizado por Fink (1948). Esse pesquisador empregou plantulas de beterraba
agucarcira (Beta vulgaris L.) para prognosticar os niveis da podridio radicular
causada por Aphanomyces cochlioides Drechs. em solos provenientes do campo.
Postcriormente, com os estudos desenvolvidos por Johnson (1957) ¢ Sherwood &
Hagedorn (1958), visando determinar os riscos de infecgdo por Aphanomyces
euteiches Drechs. em campos destinados ao plantio com crvilha (Pisum sativum
L.), o biocnsaio com plantas indicadoras teve um grande impulso como sistema
de previsio de docngas radiculares bascado no inéculo inicial do patégeno
(Campbell & Madden, 1990; van Bruggen & Griinwald, 1996). Em relagdo a R.
solanacearum, cste mélodo ¢é relativamente scnsivel, tendo como vantagem
detectar apenas células viaveis e fornecer informagdes sobre patogenicidade
(Elphinstone, 1994). Utilizando pléantulas de tomateiro como indicadoras, Felix &
Ricaud (1978), nas llhas Mauricio ¢ Ramesh & Bandyopadhyay (1993), na india,
determinaram com sucesso a capacidade infectiva de R. solanacearum em
amostras de solo.

Existem poucas informagdes sobre o cfcito de estratégias de
amostragem na precisdo dos mélodos de detecgdio de R. solanacearum

(Elphinstonc, 1994). A amostragem visa a obtengdo dc estimativas
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representativas da populagdo por um custo reduzido, com a maior precisdo
possivel (Campbell & Madden, 1990). O desenvolvimento de um plano de
amostragem cnvolve, entrc outros aspectos, a determinagdo de padroes de
caminhamento ¢ tamanhos dc amostra, requerendo o conhecimento minucioso do
patossistema a ser amostrado ¢ um claro concceito de como serdo avaliados os
dados obtidos (Campbell & Duthic, 1989). Embora diferentes estratégias de
amostragem scjam cmpregadas na avaliagdo de doengas de plantas (Amorim,
1995), a amostragem sislematica parcce ser a mais apropriada para docngas
radiculares, sendo recomendada a coleta de amostras por meio de varios padroes
de caminhamento ao longo da area (Campbcll & Neher, 1994).

O presente trabalho teve como objetivo determinar planos de
amostragem de solo para andlise de riscos de infecgdo de tomateiro por R.
solanacearum, bem como aplicar esta anilise em solos do Agreste de

Pernambuco, destinados ao plantio desta solandcea.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Plano de amostragem de solo para anilise de riscos de infeccio de
tomateire por Ralstonia solanacearum

Os cnsaios foram conduzidos em duas dreas (A-1 ¢ A-2) que
cncontravam-se sem plantio, localizadas no municipio de Camocim de Sao Félix,
em janciro de 1998. Essas drcas haviam sido cultivadas com tomalciro na safra
1996/97, quando foram submctidas ao levantamento da incidéncia de murcha
bacteriana, evidenciando niveis de 94,3% (A-1) e 75,0% (A-2) de doenga
(Silveira et al., 1998). A 4rca A-1 havia sido mantida em pousio desde a colhcita
(anciro de 1997) até a realizagdo do cnsaio, cnquanto a drca A-2 havia sido
cultivada sucessivamente com milho, repolho ¢ tomate, sendo este iltimo colhido
em dezembro de 1997.

Em cada érea foi cstabelecida uma subirca de aproximadamente 1 ha,
onde foram testados diferentes padrdes de caminhamento ¢ tamanhos de amostra.
Foram testados os padroes de caminhamento em “X7, “<*, “V”, “W” ¢ aleatério
(Cochran, 1977); representados csquematicamentc na Figura 1. Para cada padrio
dec caminhamento foram coletadas 10, 20, 40, 60 ¢ 80 amostras dc solo, com
aproximadamente 300g cada, retiradas & profundidade de 10 a 15 cm. As
amostras foram acondicionadas em sacos pléasticos perfurados ¢ devidamente
ctiquetados. Posteriormente, as amostras, dentro de cada combinagéo padrio de
caminhamento x tamanho dc amostra, foram misturadas, constituindo amostras
compostas € penciradas em malha dc 0,8 cm. Em scguida, cada amostra
composta foi dividida em subamostras, conforme o respectivo tamanho ¢

depositada em copos plasticos descartaveis com capacidade para 300 ml, sendo



mantidas em casa-de-vegetagio sob alta umidade. obtida pela manutengao destes

copos em pratos plasticos contendo dgua.

a b c d e

Figura 1  Padroes de caminhamento utilizados na coleta de amostras de
solo para detec¢io de riscos de infeccio por Ralstonia
solanacearum: *X” (a), “<* (b), “V” (c), “W?” (d) e aleatério (e).

Para analisar o risco de infecgiio de tomateiro por R. solanacearum nas
amostras dc solo colctadas, foi utilizado o método do bioensaio com planta
indicadora (Elphinstone, 1994). Plantulas de tomateiro da cv. Santa Clara, com
21 dias de idade. cultivadas sob condigoes de casa-de-vegetagiio em substrato
Plantmax®, foram removidas de bandejas tipo plantagio, submetidas a lavagem
para remogiio do substrato ¢ ao corte das raizes com tesoura flambada. Em
seguida, as plantulas foram transplantadas, individualmente, para os copos
plasticos contendo as amostras de solo ¢ mantidas em condigdes de alta umidade
em casa-de-vegetagdo. As plantulas foram observadas diariamente quanto ao
aparecimento de sintomas externos da murcha bacteriana, até¢ 28 dias apos o
transplante. Os caules das sobreviventes foram, entiio seccionados
longitudinalmente desde o colo até o meristema apical, sendo avaliada a presenga
de descoloragdo vascular ¢ retirados fragmentos para realizagio do teste do copo

(Kelman, 1953), visando a confirmagio do diagnostico de murcha bacteriana.
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Durante o periodo de realizagio dos ensaios, a temperatura na casa-de-
vegetagiio foi de 36 + 3,50C c a umidade rclativa de 65 = 11,6%.

A sclegdo do melhor método de caminhamento ¢ do tamanho ideal de
amostra foi basecada nos valores de incidéncia verificados no bioensaio com
plantulas de tomatciro e¢m casa-de-vegelagdio, empregando o teste Z para

diferenga cntre proporgdces.

4.2 Anilise de riscos de infeccio de tomateiro por Ralstonia solanacearum
em solos do Agreste de Pernambuco

Dezoito areas destinadas ao cultivo comercial de tomateiro tutorado na
safra 1998/99, localizadas no municipio dc Camocim de Sdo Félix, foram
submetidas & analise de riscos de infecgdio por R. solanacearum em maio de
1998, scis meses antes do plantio. Em cada érca foi estabelecida uma subérea de
aproximadamente 1 ha, onde, utilizando o padrio de caminhamento em “W,
foram coletadas 40 amostras de solo, a profundidade de 10 a 15 cm, com
aproximadamente 300g cada. As amostras de solo foram processadas ¢ a analise
cfetuada pclo método da planta indicadora, conforme descrito previamente.
Durante o periodo de realizagdo dos ensaios, a temperatura na casa-de-vegelagéo
foi de 27 + 3,50C e a umidade relativa de 78 + 2,5%.

Em janciro de 1999, foi cfetuado o levantamento da incidéncia da
murcha bacteriana nas 18 arcas cultivadas com tomateiro tutorado (cv. Santa
Clara), analisadas previamenie quanto aos riscos de infecgdo por R.
solanacearum. Em cada érca foi avaliada a incidéncia da doenga em 130 sulcos
com 12 plantas/sulco, utilizando o caminhamento ecm “X”.

Com os valores da incidéncia cstimada pelo bioensaio (IEB) ¢ dc

incidéncia real no campo (IRC) das 18 dreas amostradas, foi efetuada a analise de
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correlagio de Pearson a 5% de probabilidade. Os mesmos dados foram
submetidos a analisc de regressdo lincar ¢ ndo-linear, tendo a IEB como variavel
independente ¢ IRC como variavel dependente.

As andlises eslatisticas foram efetuadas com o auxilio do programa

STATISTICA for Windows Relcase 5.1 (StatSoft Inc., Tulsa - OK, USA, 1996).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Plano de amostragem de solo para anilise de risco de infeccio de
tomateiro por Ralstonia solanacearum

Na drea A-1, onde a incidéncia real de murcha bacteriana na safra
1996/97 foi dc 94,3%, a colcta dec amostras de solo utilizando o padrio de
caminhamento em “V” diferiu significativamente do “<” ¢ do “X”, pelo biocnsaio
com pléntulas de tomateiro (Tabela 1). Considerando-se a média dos diferentes
caminhamentos, os diferentes tamanhos de amostras néo diferiram cntre si.

Na érca A-2, onde a incidéncia rcal dc murcha bacteriana foi dc 75,0%
na safra 1996/97, a coleta de amostras pelo caminhamento em “W” diferiu
significativamente do “<” ¢ do aleatério, quando considerada a média dos
diferentes tamanhos de amostra (Tabela 1). Nessa area, considerando-se as
médias dos diferentes caminhamentos, os tamanhos de amostras analisados ndo

diferiram dos demais.
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TABELA 1 Valores de Z para diferenca entre proporg¢des da incidéncia no
bioensaio, para detecciio de riscos de infec¢iio por Ralstonia
solanacearum em diferentes padrdes de caminhamento e
tamanho de amostra (nimero de amostras de solo).

Area Numero de amostras de solo
20 40 60 80
10 -0,68 - 1,48 - 1,04 -1,34
20 -0,87 -0,31 - 0,65
40 0,75 0,37
60 -0,47
A-1 Padrao de caminhamento
< \% W Aleatdrio
X 2,3* - 0,64 0,58 1,13
< -2,92* - 1,72 -1,2
v 1,22 1,75
w 0,52
Numero de amostras de solo
20 40 60 80
10 1,32 0,97 1,15 0,75
20 -0,61 -0,45 - 1,05
40 0,25 -0,49
60 -0,87
A-2 Padrio de caminhamento
< \Y W Aleatério
X 1,62 -0,87 -0,51 0,04
< -2,47* - 3,54b* -1,27
A" - 1,05 1,19
w 2,22

* Significativamente diferente pelo tesic Z, para diferenga entre proporgoes

(P=0,05).
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O desenvolvimento de um plano de amostragem adcquado ¢,
provavelmente, tfio importante quanto a sensibilidade da técnica empregada na
detecgio de R. solanacearum (Elphinstone, 1994). Como os procedimentos de
amostragem dependem do arranjo espacial do inéculo do patdgeno na arca
(Oyarzun, 1993; Benson, 1994), a auséncia de difcrengas significativas entre os
os tamanhos de amostra testados para detecgdo de R. solanacearum no campo
pode estar associada ao arranjo espacial do indculo desta bactéria nas drcas. Os
clevados niveis dc incidéncia de murcha bacteriana verificados nas areas, na safra
1996/1997, indicam que a densidade do inoculo de R. solanacearum aprescntava-
se igualmente elevada, reflctindo num arranjo espacial proximo ao homogéneo.
Esse resultado sc assemelha ao relatado por Benson (1994) em relagdo a outros
fitopatogenos habitantes do solo.

Em virtude da semelhanga dos resultados obtidos para os padrbes de
caminhamento utilizados na coleta das amostras de solo, visando a detecgiio de R.
solanacearum, o caminhamento cm "W" foi escolhido por ser considerado o mais
seguro para cstudos envolvendo amostragem de fitopatégenos habitantes do solo
(Ovarzun, 1993; Benson, 1994; Campbell & Ncher, 1994).

A semelhanga dos resultados obtidos em relagéo ao tamanho da amostra
a ser considerada para detecgdo de R. solanacearum indica que qualquer numero
de amostras testado ¢ represcntativo nas condigdes em que o ensaio foi rcalizado.
Entretanto, cmbora a precisio dos mélodos dec detecgdo dec fitopatdgenos
habitantes do solo seja efetiva com o aumento do nimero dc amostras avaliadas,
os custos devem ser considerados na definigdo do nivel de precisiio aceitavel para
amostragem cm larga escala (Benson, 1994). Nessc sentido, 40 amostras de solo
a serem colctadas em | ha parecem constituir uma boa escolha em termos de
padronizagdo da metodologia. Este representa um valor intcrmediario entre os

tamanhos analisados, assemelhando-sc ao adotado na amostragem de solo para
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detecgdo de R. solanacearum em éreas destinadas ao plantio de batata (Saumtally
et al.. 1993) ¢ outros fitopatégenos habitantes do solo (Wilhelm, 1957,
Sherwood & Hagedorn, 1958; Tu, 1987; Oyarzun & Dijst, 1991).

Desde que populagdes de patogenos séo dindmicas, o periodo de
amostragem do solo ¢ de fundamental importdncia para estimar a densidade de
inoculo (van Bruggen & Griinwald, 1996). Os menores niveis de incidéncia de
murcha bacteriana constatados no biocnsaio, comparados aos verificados cm
campo 1] meses anles nas duas arcas em que os difcrentes padrdes de
caminhamento ¢ tamanhos de amostra foram testados, indica que o inoculo de R.
solanacearum pode ter sofrido uma grande redugio na quantidade ou cficiéncia.
A redugio mais drastica da incidéncia de murcha bacteriana na arca A-1 pode
estar associada ao pousio a que esta area foi submetida desde a colheita da safra
1996/97 até a coleta das amostras na safra 1997/98. Na area A-2, as redugdes
nos niveis de incidéncia da docnga no biocnsaio nio foram téo clevadas como na
area A-1. Esse fato esta relacionado, provavclmente, ao plantio intensivo da érca
com outras culturas e com tomate no periodo imediatamentc anterior a colcta das
amostras. Além disso, essa arca nio foi submetida a estresse de umidade entre as

duas safras.

5.2 Anilise de riscos de infecgiio de tomateiro por Ralstonia solanacearum
em solos do Agreste de Pernambuco

As amostras de solo provenicntes dc 18 areas destinadas ao plantio de
tomateiro ¢ avaliadas quanto aos riscos de infecgdo por R. solanacearum, pelo
método do bioensaio, aos scis meses antes do plantio, evidenciaram niveis dc
incidéncia de murcha bacteriana entre 0 ¢ 57,5%. A maioria (55,6%) apresentou

incidéncia inferior a 10%. Na safra 1998/99, a incidéncia dc murcha bacicriana
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nos plantios cfetuados nessas arcas variou cntre 0 ¢ 70%, tendo a maioria
(61,1%) cvidenciado incidéncia inferior a 10% (Tabela 2). Esses niveis de
incidéncia dc murcha bacteriana cm plantios de tomatciro do Agrestc de
Pernambuco assemclham-se aos verificados por Silveira ct al. (1998), na safra
1996/97.

Tabela 2 Incidéncia da murcha bacteriana estimada em bioensaio com
plintulas de tomateiro seis meses antes do plantio e incidéncia
real da doenca em 18 dreas cultivadas com tomateiro na safra

1998/99.
Area Incidéncia estimada pelo Incidéncia real no
bioensaio (%)' campo (%)’
B-1 450 382
B-2 7,5 0,0
B-3 27,5 14,0
B-4 57,5 70,0
B-5 10,0 4,1
B-6 40,0 21,1
B-7 0,0 20
B-8 25 0,0
B-9 0,0 0,0
B-10 0,0 0,0
B-11 2,5 0,0
B-12 0,0 1,6
B-13 0,0 0,0
B-14 32,5 18,9
B-15 5,0 0,0
B-16 12,5 7,2
B-17 30,0 14,1
B-18 27,5 11,1

'Para cada arca foram colctadas 40 amostras de solo com aproximadamente
300g, utilizando o padréio dc caminhamento em "W" numa subarea com 1 ha.
2Média de 130 sulcos com 12 plantas/sulco, utilizando caminhamento em “X”.
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A populagio de determinado patogeno no solo freqgiientemente
determina a viabilidade econdmica da cultura na arca (van Bruggen & Griinwald.
1996). No bioensaio com plintulas de tomateiro nio foram constatados sintomas
de outras doengas radiculares importantes desta solandcca no Agresic de
Pernambuco, tais como murcha-de-fusério e meloidoginose. Esse resultado indica
que o método foi mais sensivel ¢ scletivo para a murcha bacteriana e/ou as drcas
ndo estavam infestadas pelos agentes causais dessas doengas. [usarium
oxysporum Schlecht f. sp. lycopersici (Sacc.) Snvder & Hans. ¢ Meloidogyne
spp.. respectivamente. O bioensaio permitiu a detecgdo de riscos de infecgdo por
R. solanacearum ecm varios niveis, pois, ecm apenas duas arcas (B-7 ¢ B-12) com
baixos niveis de incidéncia de murcha bacteriana, o mélodo nio detectou
previamente a infestagdo do solo com o patogeno.

Na maioria das drcas analisadas, a incidéncia de murcha bacteriana foi
maior no bioensaio que. no campo, assemelhando-se ao constatado em outros
estudos de analise de risco de infecg@o por patogenos radiculares (Reiling et al.,
1960: Kobriger & Hagedorn, 1983: Ovarzun, 1993). Isto ¢ esperado devido ao
biocnsaio ser desenvolvido para propiciar condigbes ambientais otimas para o
desenvolvimento da doenga, enquanto grandes flutuagdes ambicntais ocorrem no
campo (Kobriger & Hagedorn, 1983). No bioensaio utilizado neste trabalho. as
amostras de solo oriundas do campo foram mantidas durante todo o periodo de
analisc sob condigdes de alta umidade ¢ as plantulas de tomatciro transplantadas
tiveram suas raizes cortadas para facilitar a penctragdo de R. solanacearum, o
que ndo OcorTe No campo.

O desenvolvimento de um sistema de previsdo para fitopatogenos
habitantes do solo depende de numerosos fatores. Dentre cles o mais importante €

o desenvolvimento de um método quantitativo para avaliar o potencial destrutivo
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do patégeno (Stanghellini & Kronland, 1985). A incidéncia da murcha bacteriana
em uma planta de tomateiro representa a perda total da produgdo desta planta,
que raramenle atinge o cstidio de frutificagdo. Portanto, diferentemente do que
normalmente ocorrc em outros patossistemas cnvolvendo docngas radiculares
(Oyarzun, 1993), as perdas de producio de tomateiro séo diretamente
proporcionais 4 incidéncia da murcha bacteriana.

Foi constatada uma correlagdo positiva (r = 90,40%) significativa (P =
0,05) entre a incidéncia da murcha bacteriana estimada pelo bioensaio ¢ a
incidéncia real no campo. Resultados semelhantes foram obtidos na deteccdo de
riscos de infecgdo por patdgenos radiculares em beterraba agucareira (Fink,
1948), crvilha (Johnson, 1957; Sherwood & Hagedom, 1958; Reiling et al.,1960;
Tu, 1987; Ovarzun & Dijst, 1991; Oyarzum, 1993), feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.) (Kobriger & Hagedorn, 1983) e couve-flor (Brassica oleracea var.
botrytis L.) (Oyarzun & Dijst, 1991).

Quando aplicada a analise de regressio aos dados de incidéncia de
murcha bacteriana estimada pelo bioensaio (IEB) ¢ de incidéncia real no campo
(IRC), foi dcierminada uma equagio de previsdo de risco de infecgdo por R
solanacearum |IRC = 3,393 + exp(1,338 + (0,051)*IEB)], indicando a
possibilidade dec cstimativas com elevado nivel de preciséo (R2 = 98,68%)
(Figura 2). O nivel de precis@o obtido ¢ superior ao adotado cm sistemas de
previsdo de risco de infecgdo por patégenos radiculares cm dmbito mundial (Tu,
1987; Ovarzun & Dijst, 1991; Oyazurn, 1993; Dijst et al., 1997).

Respcitando-se os desvios das cstimativas geradas pela equagdo dc
previsdo, os niveis de risco de infecgdo por R. solanacearum detectados em
amostras dc solo pelo bioensaio sdo proporcionais as futuras perdas de

produtividade de determinada érea, devido a incidéncia de murcha bacteriana.
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FIGURA 2  Relagio entre incidéncia de murcha bacteriana estimada em
bioensaio com plintulas de tomateiro aos seis meses antes do
plantio e a incidéncia real da doenga em 18 dreas cultivadas
do Agreste de Pernambuco.

Os testes para avaliar os riscos de infecgiio por patogenos radiculares
sdo considerados trabalhosos ¢ relativamente demorados (van Bruggen &
Griinwald, 1996). Apesar disso, constituem importantc componente de programas
de manejo integrado de doengas radiculares, como evidenciado em batata
(Saumtally et al., 1993), ervilha (Tu, 1987: Ovarzun, 1993) ¢ feijociro (Kobriger
& Hagedorn, 1983).
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6 CONCLUSOES

Os diferentes padrées de caminhamento ¢ tamanhos de amostra
utilizados na coleta de solo para detecgdo de riscos de infecgdo por R.
solanacearum nio deferiram entre si quanto aos niveis de incidéncia de murcha

bacteriana em plantulas de tomateiro.

O bioensaio com plantulas de tomateiro proporcionou a detecgio de
riscos de infecgdio por R. solanacearum cm ércas com diferentes niveis de

incidéncia da doenga.

A correlagiio positiva entre a incidéncia da murcha bacteriana estimada
pelo bioensaio ¢ a incidéncia real no campo permitiu a determinagdo dc uma
equagio de previsio de risco de infecgdo por R. solanacearum com elevado nivel

de precisio.

A analise de riscos de infecgdo por R. solanacearum em areas
destinadas ao plantio de tomateiro pode constituir um importante
componente do manejo da murcha bacteriana na regido Agreste de
Pernambuco. Isso porque ele possibilita a selegdo de areas de plantio com

até seis meses de antecedéncia.
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DISCUSSAO GERAL

No desenvolvimento do mangjo integrado de doengas de plantas
causadas por patogenos habitantes do solo devem ser realizados varios estudos
que possibilitem a compreensdo plena do patossistema. Dentre esses estudos, se
destacam a determinagio de planos de amostragem da doenga ¢ a andlise de riscos
de infecgdo (Dijst et al., 1997; Benson, 1994).

Embora a amostragem constitua uma das mais importantes atividades
no estudo de epidemias de docngas de plantas, poucos procedimentos t&m sido
desenvolvidos em cultivos comerciais (Seem et al., 1985). Um plano de
amostragem adequado tem como propésito obter estimativas representativas das
caracteristicas dc epidemias, com maior cxatiddo ¢ precisdo possiveis. As
estimativas da incidéncia da murcha bacteriana do tomatciro propiciadas pelo
padrio de caminhamento em "X" nas duas drcas de plantio podem estar
associadas ao fato de que esse procedimento, diferentemente dos caminhamentos
em "V", diagonal ¢ alcatorio, permite que diferentes locais dentro de uma area
sejam amostrados. Isso resulta numa melhor adaptagiio a diferentes condigdes de
arranjo espacial da doenga (Campbell & Madden, 1990).

Em relagio ao tamanho da amostra para quantificagio da murcha
bacteriana do tomateiro, a escolha do nivel de erro toleravel cvidenciou-se como
um fator preponderante, embora este dependa do propdsito da amostragem
(Cochran, 1977; Kranz, 1988; Campbell & Duthic, 1989 Rossi & Battilani,
1989). Além disso, a redugdo do numero de sulcos a serem amostrados com o
aumento da intensidade da doenga indica que os valores dispersos ao redor da
média também diminuem, como verificado em outros patossistemas (Delp et al.,

1986: Rossi & Battilani, 1989; Jong, 1995: MicherefT, 1998: Andrade, 1999).
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No mangjo intcgrado da murcha bactcriana, o plantio cm solos livres do
patégeno constitui uma das principais medidas a screm adotadas (Takatsu &
Lopes, 1997). Esse método objetiva a prevengiio da doenga pelo cscape ao
patdgeno ¢ tem efeito predominante sobre a quantidadc inicial de inoculo € a laxa
dc progresso da docnga (Zadoks & Schein, 1979). Nesse contexto, para a sclegéo
dc arcas dc plantio, torna-sc fundamental a analise dc riscos de infecgdo por
patégenos radiculares (Dijst et al., 1997).

Os procedimentos de amostragem dependem do arranjo espacial do
indculo do patdgeno na drca (Oyarzun, 1993; Benson, 1994). Por isso a auséncia
de difcrengas significativas entre os padroes de caminhamento e tamanhos de
amostra testados para detecgdio de R. solanacearum no solo pode estar associada
aos clevados niveis de incidéncia da murcha bacteriana verificados nas areas na
safra 1996/1997. Isso indica quc a densidade de inéculo do patdgeno
apresenlava-sc igualmente clevada, refletindo num arranjo espacial proximo ao
homogéneo.

O biocnsaio com plantulas de tomatciro demonstrou ser um eficiente
método para detecgdo de riscos de infecgdo por R. solanacearum em amostras de
solo na regido Agreste do estado de Pernambuco, permitindo estimativas precisas
do potencial destrutivo do patogeno. Portanto, esse método pode constituir um
importante componente do manejo intcgrado da murcha bacteriana do tomateiro,

permitindo a scleg@io de areas de plantio com até seis meses de antecedéncia.
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