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RESUMO GERAL

Dentre as diversas espécies olericolas produzidas no Brasil, as pertencentes a familia
Brassicaceae caracterizam-se como as mais abundantes, sobressaindo-se pela sua expressao
econbmica, riqueza em sais minerais e vitaminas, além de baixo custo de producdo. Entre as
espécies botanicas pertencentes a esta familia, a couve-chinesa destaca-se como uma das
hortalicas mais produzidas no estado de Pernambuco. No entanto, o rendimento desta cultua
pode ser reduzido devido a ocorréncia de uma série de doencas, dentre as quais se destaca a
podriddo mole. O objetivo desse trabalho foi determinar a temperatura ideal para o
crescimento in vitro dos isolados, analisar a influéncia da concentracdo de indculo,
temperatura e durag&o e inicio da umidade elevada sobre a agressividade de cinco isolados de
Pectobacterium aroidearum (PA). Foram avaliadas concentragdes de indculo de 103, 10%, 10°,
108, 107, 108 e 10° UFC/mL; temperaturas de 15, 20, 25, 28, 30, 35, 40 °C; tratamentos com
camara Umida durante 0, 6, 12, 24 e 48 h, com inicio dos tratamentos imediatamente ap06s as
inoculagBes; e tratamentos com inicio da camara Umida as 0, 6, 12, 24 e 48 h apds as
inoculacdes. Os dados obtidos foram submetidos as analises de regressdo linear e nao-linear
para relacionar a temperatura, concentracao de inéculo, duracédo e inicio da umidade elevada
aos tamanhos das lesdes induzidas pelos isolados de P. aroidearum. A escolha do modelo para
cada experimento foi determinada pela significancia da regressdao (P<0,05), coeficiente de
determinacéo (R%>0,95), distribuicio dos residuos e quadrado médio dos erros. Os valores das
varidveis estimadas pelos modelos de regressdo em cada experimento foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de LSD (P<0,05). A temperatura ideal
de crescimento in vitro para os isolados de P. aroidearum foi de 24,5 °C. As condigdes que
preporcionaram os maiores nives de severidade da podriddo mole em couve-chinesa foram
elevada concentragdo de indculo de 10° UFC/mL, em conjunto com temperatura de 32 °C e
umidade relativa elevada, proximo a 100%, durante 48 h. Este é o primeiro estudo realizado
para determinagdo dos fatores ambientais favoraveis ao desenvolvimento da podriddo mole
causada por P. aroidearum em couve-chinesa. Além disso, o conhecimento aqui obtido
auxiliara o entendimento de epidemias da podriddo mole e o desenvolvimento de estratégias

eficientes para 0 manejo da doenga.

Palavras-chave: Epidemiologia * severidade * Brassica rapa var. pekinensis
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GENERAL ABSTRACT

Among the various olerocaric species produced in Brazil, those belonging to the Brassicaceae
family are characterized as the most abundant; it’s major economic expression, richness in
minerals and vitamins, as well as low production costs. Among the botanical species
belonging to the Brassicaceae family, Chinese cabbage stands out as one of the most produced
vegetables in the state of Pernambuco. However, the yield of Chinese cabbage can be reduced
due to the occurrence of a number of diseases, in which soft rot stands out. This disease is
very frequent in Brazil, being a limiting factor for Chinese cabbage cultivation in the state of
Pernambuco. However, the yield of this crop can be reduced due to the occurrence of several
diseases, among which soft rot is highlighted. The objective of this work was to determine the
ideal temperature for the in vitro growth of the isolates, to analyze the influence of inoculum
concentration, temperature and duration and onset of high humidity on the aggressiveness of
five isolates of Pectobacterium aroidearum (PA). Inoculate concentrations of 10° to 10%, 10°,
105, 107, 10® and 10° CFU / mL were evaluated; temperatures of 15, 20, 25, 28, 30, 35, 40 °C;
treatments with humid chamber for 0, 6, 12, 24 and 48 h, with the beginning of the treatments
immediately after the inoculations; and treatments with beginning of the humid chamber at 0,
6, 12, 24 and 48 h after inoculations. The data obtained were submitted to linear and non-
linear regression analysis to relate the temperature, inoculum concentration, duration and
beginning of high humidity to the lesion sizes induced by P. aroidearum isolates. The choice
of the model for each experiment was determined by the significance of the regression
(P<0.05), determination coefficient (R%>0.95), residue distribution and mean squared error.
The values of the variables estimated by the regression models in each experiment were
submitted to analysis of variance and the averages were compared by the LSD test (P<0.05).
The ideal in vitro growth temperature for P. aroidearum isolates was 24.5 °C. The conditions
that predisposed the severity of soft rot in Chinese cabbage were high inoculum concentration
of 10° CFU / mL, together with temperature of 32 °C and high relative humidity, close to
100%, during 48 h. To our knowledge, this is the first study to determine the environmental
factors favorable to the development of soft rot caused by P. aroidearum in Chinese cabbage
in the state of Pernambuco. In addition, the knowledge obtained here will help in the
understanding of epidemics of soft rot and the development of efficient strategies for the

management of the disease.

Keywords: Epidemiology ¢ Severity * Brassica rapa var. pekinensis
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CARACTERIZACAO EPIDEMIOLOGICA DA PODRIDAO MOLE DA COUVE-
CHINESA CAUSADA POR Pectobacterium aroidearum

INTRODUCAO GERAL

1. COUVE-CHINESA

A Brassicaceae caracteriza-se como a familia botanica com maior diversidade de
espécies oleraceas, abrangendo 350 géneros e alcancando um total de 3.500 espécies
(WARWICK et al., 2000). Os membros dessa familia estdo presentes nas regibes do
Mediterraneo, sudoeste da Asia, Asia Central e costa Ocidental da América do Norte e
Ameérica do Sul, estando entre as principais hortalicas cultivadas no mundo, considerando a
area, volume de producdo e consumo (ALMEIDA, 2006). Na maior parte dos casos, essas
hortalicas sdo cultivadas tanto por pequenos quanto por médios produtores (MAROUELLI et
al., 2009).

No Brasil, sdo comercializadas anualmente cerca de 80.000 mil toneladas de brassicas,
destacando-se a couve-flor (Brassica oleraceae L. var. botrytis L.), o brocolis (B. oleraceae L.
var. italica Plenk.), a couve-chinesa (B. rapa var. pekinensis L.), a couve-folha (B. oleracea
L. var. acephala DC) e o repolho (B. oleracea L. var. capitata L.) (AGRIANUAL, 2015)
como as mais cultivadas. A producdo da couve-chinesa e outras hortalicas tem sido
estimulada pela mudanca de habito alimentar da populagdo, que passou a consumir hortalicas
com maior frequéncia e a exigir produtos de melhor qualidade (PEREIRA et al., 2016). Além
disso, a couve-chinesa & muito nutritiva, sendo considerada como uma excelente fonte de
acido félico (importante para a formacdo do sangue) vitaminas A, B e C, célcio e potassio
(EMBRAPA, 2016; SILVA, 2010).

A couve-chinesa tem sido cultivada na Asia ha mais de 1500 anos. Acredita-se que
esta planta tenha se originado na China, provavelmente a partir do cruzamento entre o repolho
chinés e 0 nabo (MAROTO; BORREGO, 1995). Caracteriza-se como uma planta de ciclo
anual de 60 a 70 dias, cujas folhas apresentam uma nervura central destacada, de coloragéo
branca. As folhas se fecham formando uma cabeca compacta, globular-alongada. As cabecas
sdo colhidas no final do ciclo apos a semeadura e embaladas em sacos de malhas plasticas
para o transporte até os centros de comercializacdo (FILGUEIRA, 2008).

A maioria das cultivares de couve-chinesa apresentam altos indices de producdo
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quando cultivadas em temperaturas entre 15 e 25 °C e sdo sensiveis a fotoperiodos longos e
temperaturas abaixo de 12 °C, condigdes que induzem a floracdo prematura (MAROTO;
BORREGO, 1995).

No estado de Pernambuco, a couve-chinesa estd entre as hortalicas mais
comercializadas (CEASA-PE, 2015). Em 2015, Ch& Grande produziu o maior volume desta
hortalica (CEASA-PE, 2015). Nesse municipio, o periodo de producdo ocorre de janeiro a
maio, onde existe uma oferta de produtos de melhor qualidade e, por conseguinte, precos mais
atrativos, os quais variam entre R$ 3,00 e R$ 5,00 (CEASA-PE, 2016). Por outro lado, a
busca por precos mais elevados faz com que parte dos agricultores cultive a couve-chinesa no
periodo chuvoso, época favoravel a ocorréncia de diversos fitopatégenos (MELLO et al.,
2011). Nesse contexto, o rendimento da cultura pode ser reduzido devido a uma série de
doencas, dentre as quais se destaca a podriddo mole causada por fitobactérias pectinoliticas,
que tem como principal caracteristica a producdo de uma grande quantidade de enzimas como
as pectinases, celulases e proteases, que provocam o colapso da parede celular vegetal,
liberando nutrientes para o crescimento da fitobactéria (PEROMBELON, 2002).

2. PODRIDAO MOLE

A podriddo mole caracteriza-se como a mais destrutiva e importante doenca em muitas
areas produtoras de hortalicas do Brasil e do mundo (REN et al., 2001). Encontrada
frequentemente no Brasil, tanto no campo quanto na fase de pds-colheita, essa doenca é
considerada um fator limitante para o cultivo de couve-chinesa e outras hortalicas como
alface, pimentdo e tomate (MARIANO et al.,, 2005). Em Pernambuco esta doenca é
considerada um sério problema para a produgdo de couve-chinesa (FELIX et al., 2017). Na
mesorregido do agreste pernambucano a podriddo mole destaca-se pela elevada prevaléncia e
incidéncia em hortalicas folhosas (SILVA et al., 2007).

As fitobactérias causadoras de podriddo mole proporcionam perdas que podem variar
de acordo com o valor da cultura, severidade do ataque, condigdes ambientais, espécies e/ou
subespécies envolvidas, condi¢bes de cultivo, armazenamento, transporte e comercializacdo
dos produtos (JABUONSKY et al., 1988; PEROMBELON; KELMAN, 1980). As
fitobactérias  pectinoliticas j& descritas sd@o Pectobacterium aroidearum Nabhan et
al., P.atrosepticum Gardan et al., P. betavasculorum (Thomson et al.) Gardan et al., P.
cacticidium Hauben et al., P. carotovorum subsp. brasiliensis Duarte et al., P. carotovorum

subsp. carotovorum (Jones) Hauben et al., P. carotovorum subsp. odoriferum (Gallois et al.)
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Hauben et al., P. wasabiae (Goto and Matsumoto) Gardan et al., P. cypripedii (Hori) Brenner
et al., Dickeya chrysanthemi (Burkholder et al.) Samson et al., D. dadantii Samson et al., D.
dianthicola Samson et al., D. dieffenbachiae Samson et al., D. paradisiaca (Fernandez-
Borrero and Lopez-Duque) Samson et al., D. solani van der Wolf et al., e D. zeae Samson et
al. (DUARTE et al., 2004; HAUBEN et al., 1998; NABHAN et al. 2013; SAMSON et al.,
2005). Devido a auséncia de especificidade, essas fitobactérias podem infectar uma ampla
gama de hospedeiros, bem como uma mesma planta pode ser infectada por varias espécies ou
subespécies deste grupo de fitobactérias (DE BOER et al., 1987).

Dentre as espécies acima, P. atrosepticum, P. betavasculorum, P. carotovorum subsp.
brasiliensis (DE BOER et al., 1987), P. carotovorum subsp. carotovorum, (MEW et al., 1976;
REN et al., 2001) e P. carotovorum subsp. odoriferum (SEO et al., 2004), ja foram detectadas
causando podriddao mole em couve-chinesa.

Mais recentemente, isolados de P. aroidearum foram detectados causando podridao
mole em couve-chinesa (informagéo verbal)! e em abobrinhas (Cucurbita pepo L.) cultivadas
no municipio de Cha Grande, em Pernambuco (MORAES et al., 2016), configurando-se como
ameaca iminente ao cultivo dessas hortalicas neste estado. Isolados de P. aroidearum séo
Gram-negativos, ndo formadores de esporos, anaerdbicos facultativos, utilizam a pectina e
ocasionam depressdes em meio semi-seletivo cristal violeta pectato (CVP). Formam col6nias
brancas, pequenas e planas no meio King's B e apresentam crescimento étimo entre 28 e 30
°C (NABHAN, 2013). Contudo, embora isolados de P. aroidearum tenham se mostrado
bastante agressivos em couve-chinesa quando inoculados artificialmente (informagéo verbal)?
ndo se conhece o potencial destrutivo e o0 comportamento epidemioldgico desta pectobactéria
em cultivos de couve-chinesa.

As espécies/subespécies de Pectobacterium sobrevivem epifiticamente na filosfera de
plantas hospedeiras, como saprofitas no solo, em restos culturais infectados, em material de
plantio, em associagdo com plantas invasoras ou na rizosfera de plantas cultivadas, sendo
essas as principais fontes de indculo primario (GOTO, 1992; PEROMBELON; KELMAN,
1980). A disseminagdo ocorre por meio de raizes e tubérculos infectados, pela agua, insetos,
tratos culturais, homem e implementos agricolas (PEROMBELON; KELMAN, 1980).

As fitobacteérias pectinoliticas penetram na planta por meio de ferimentos ou aberturas
naturais. Apos a penetracao, as celulas bacterianas entram em contato com as células vegetais

nos espacos intercelulares de tecidos parenquimatosos e eventualmente no tecido vascular,

12 Informacdes fornecidas pela Ms. A.J.G. Moraes da Universidade Federal Rural de Pernambuco, em fevereiro
de 2017.
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no qual se multiplicam produzindo as enzimas pectinoliticas que atuam na lamela média e
parede celular. O tecido afetado se desintegra em uma massa pastosa de células
desorganizadas rodeadas por fitobactérias e suas enzimas, ocasionando o sintoma de podriddo
mole (PEROMBELON; KELMAN, 1980).

O principal fator de patogenicidade e viruléncia das pectobactérias sdo enzimas
pectinoliticas (também chamadas de pectinases), as quais incluem pectina metil esterase,
pectina liase, pectina acetil esterase, pectato liase, e poligalacturonases (HYYTIAINEN,
2005; MCEVOY et al., 1990). Proteases, celulases e nucleases também sdo produzidas e
secretadas por essas fitobactérias, contribuindo para maceracao e apodrecimento dos tecidos
(KADO, 2010). E importante mencionar que as pectinases e as celulases sio secretadas pelo
sistema de secrecdo tipo Il, enquanto as proteases pelo sistema de secrecdo tipo |
(HYYTIAINEN, 2005; MCEVOY et al., 1990). Quando essas enzimas sdo liberadas nos
espacos intercelulares ocorre a dissolucdo da lamela média e a separacao das células umas das
outras, ocasionando a perda da rigidez dos tecidos, os quais se tornam moles. Apos a
maceracao dos tecidos ocorrem fermentacdes sucessivas, seguindo-se a invasdo dos tecidos
afetados por micro-organismos saprofiticos, o que resulta na liberacdo de gases com odor
fétido (ROMEIRO, 1995).

Os sintomas da podriddo mole em couve-chinesa se iniciam na base da nervura das
folhas, as quais entram em contato com o solo quando a planta estd proximo do ponto de
colheita. A penetracdo da fitobactéria ocorre através de ferimentos devido ao atrito com o
solo, com posterior colonizagdo e maceracdo dos tecidos conforme descrito acima
(KIKUMOTO, 2000; MELLO et al., 2011). Em seguida, a doenca progride rapidamente para
o caule principal, resultando no colapso de toda a planta (REN et al., 2001; SILVA, 2007).

O controle da podriddo mole é uma tarefa ardua dificultada pela ampla gama de
plantas hospedeiras e pela sobrevivéncia das diferentes espécies/subespécies de
Pectobacterium em restos de cultura no solo (REN et al., 2001). Além disso, tendo em vista
que esse patdgeno é extremamente agressivo e a doenca apresenta um reduzido periodo de
incubacédo (18 h) (MELLO et al., 2011), o manejo da podriddo mole deve ser realizado de
forma preventiva, sendo imprescindivel evitar ferimentos durante os tratos culturais (REIS,
2017). Ao longo dos anos, diversos estudos foram realizados visando o controle da doenga
pelo uso de variedades resistentes (REN et al., 2001), plantas transgénicas (FRAY et al.,
1999; MAE et al., 2001), controle biolégico (DONG et al., 2004; MANEFIELD et al., 2001;
MELLO et al., 2011;), emprego de adubacdo equilibrada com nitrogénio, boro e célcio
(FLEGO et al., 1997), indutores de resisténcia (acibenzolar-S-metil) (BENELLI et al., 2004) e
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emprego de antibiéticos ou fungicidas cupricos (MELLO et al., 2011; ZAMBOLIM et al.,
1997), apresentando niveis variaveis de eficiéncia.

3. EPIDEMIOLOGIA

Estudos epidemioldgicos sdo importantes para fundamentar o desenvolvimento e a
aplicacdo de medidas de controle para integrar o manejo de doencas de plantas. A importancia
de uma doenca e, portanto, a necessidade de se obter mais recursos para seu controle pode ser
estimada por meio de levantamentos epidemioldgicos que possibilitem a quantificacdo da
severidade da doenca estudada. Tais levantamentos proporcionam a obtencdo de dados
representativos da doenca e permitem a visualizacdo de sua distribui¢do e periodo de maior
incidéncia, bem como possibilitam a realizacdo de estimativas do potencial destrutivo do
patdgeno antes que ele seja disseminado para uma area maior (XAVIER, 2004).

As epidemias de doencas de plantas ocorrem devido a uma perfeita interagdo dos trés
fatores que compdem o triangulo da doenca (plantas hospedeiras suscetiveis, patdgenos
virulentos e condi¢bes ambientais favoraveis), os quais estdo sob a intervencdo humana e o
efeito do tempo (KRANZ, 1974; ZAMBOLIM, 2014). A temperatura e a umidade sdo os
fatores ambientais que mais afetam o desenvolvimento das epidemias de doencas de plantas
(CAMPBELL et al., 1990; VALE et al., 2004). Nesse contexto, o efeito da temperatura sobre
0 progresso de doencas de plantas, em particular apoés a infec¢do, depende da relacédo
especifica entre patdgeno e hospedeiro. As condi¢cBes ambientais que favorecem a maior
incidéncia e severidade da podriddo mole séo temperatura de 30 °C e umidade relativa do ar
proxima de 100% (BHAT et al., 2010). No entanto, estas condi¢Ges foram descritas apenas
para podriddao mole causada por isolados de P. carotovorum subsp. carotovorum (BHAT et
al., 2010).

A umidade, na forma de aerossois e agua corrente, desempenha um papel importante
na distribuicdo e dispersdo, promovendo a disseminacdo de muitos agentes patogénicos na
mesma planta ou de uma planta para outra (AGRIOS, 2005). Considerando a podriddo mole, a
umidade influéncia o inicio e o desenvolvimento da doenca, sendo indispensavel na fase de
penetracdo, infecgdo, sobrevivéncia e disseminacgéo das fitobactérias pectinoliticas (LOPES et
al., 2007). Apos a penetracdo, dependendo da temperatura, a presenca de agua livre conduz
rapidamente a anaerobiose dentro do 6rgdo infectado (BURTON 1970).Uma vez que essas
fitobactérias sdo anaerdbicas facultativas, a anaerobiose dentro do tecido infectado apresenta

pouco efeito sobre a multiplicacdo dessas fitobactérias, mas prejudica o sistema de defesa do
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hospedeiro dependente de oxigénio (producdo de fitoalexinas, compostos fenolicos e radicais
livres, entre outros), inibe a lignificacdo e suberizacdo da parede celular (PEROMBELON,
2002) e aumenta a turgidez das ceélulas vegetais, afetando a integridade da membrana
(PEROMBELON, 2002).

O conhecimento das condi¢cdes ambientais ideais para o desenvolvimento de P.
aroidearum e da podriddo mole é de grande importancia para o entendimento da evolugdo da
doenca em determinadas condigdes climaticas e agricolas de uma regido. Sendo assim, o
comportamento dessa doenca em funcdo da idade da planta hospedeira, da faixa de
temperatura e do periodo de exposi¢cdo a umidade, bem como a concentracdo de inoculo
adequada para o estabelecimento de altos niveis de severidade deve ser definido para cada
associacdo patogeno-hospedeiro (NETO et al., 2004). Nesse contexto, ndo existe informacdes
consistentes sobre essas varidveis considerando a podriddo mole causada por P. aroidearum.
Portanto, o objetivo desse trabalho foi determinar a temperatura ideal para o crescimento in
vitro dos isolados, analisar a influéncia da concentracdao de in6culo, temperatura e duracao e

inicio da umidade elevada sobre a agressividade de cinco isolados de P. aroidearum
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Resumo

A couve-chinesa destaca-se como uma das hortalicas mais produzidas no estado de
Pernambuco. Por sua vez, a podriddo mole é bastante frequente no Brasil, sendo um fator
limitante para o cultivo de couve-chinesa no estado de Pernambuco. Nesse contexto, 0
objetivo desse trabalho foi determinar a temperatura ideal para o crescimento in vitro dos
isolados, analisar a influéncia da concentragdo de indculo, temperatura e duragéo e inicio da

umidade elevada sobre a agressividade de cinco isolados de Pectobacterium aroidearum. Os
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dados obtidos foram submetidos as analises de regressdo linear e ndo-linear. A escolha do
modelo para cada experimento foi determinada pela significancia da regressdo (P<0,05),
coeficiente de determinacéo (R?>0,95), distribui¢o dos residuos e quadrado médio dos erros.
Os valores das variaveis estimadas pelos modelos de regressdo em cada experimento foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de LSD (P<0,05). A
temperatura ideal de crescimento in vitro para os isolados de P. aroidearum foi de 24,5 °C.
As condicdes que predispuseram a ocorrencia de severidade da podriddo mole em couve-
chinesa foram elevada concentragdo de in6culo (10° UFC/mL), em conjunto com temperatura
de 32 °C e umidade relativa elevada, préxima a 100% durante 48 h. Esse é o primeiro estudo
realizado para determinacdo dos fatores ambientais favoraveis ao desenvolvimento da
podriddo mole causada por P. aroidearum em couve-chinesa. Além disso, 0 conhecimento
aqui obtido auxiliara o entendimento de epidemias da podriddo mole e o desenvolvimento de

estratégias eficientes para o manejo da doenca.

Palavras-chave: Epidemiologia * severidade * Brassica rapa var. pekinensis « podriddo mole.

Abstract

Chinese cabbage stands out as one of the most produced vegetables in the state of
Pernambuco. On the other hand, soft rot is quite frequent in Brazil, being a limiting factor for
Chinese cabbage cultivation in the state of Pernambuco. In this context, the objective of this
work was to determine the ideal temperature for the in vitro growth of the isolates, to analyze
the influence of inoculum concentration, temperature and duration and onset of high humidity
on the aggressiveness of five Pectobacterium aroidearum isolates. The data were submitted to
linear and non-linear regression analysis. The choice of the model for each experiment was
determined by the significance of the regression (P<0.05), determination coefficient (R2>

0.95), residue distribution and mean squared error. The values of the variables estimated by
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the regression models in each experiment were submitted to analysis of variance and the
avareges were compared by the LSD test (P<0.05). The ideal in vitro growth temperature for
P. aroidearum isolates was 24.5 °C. The conditions that predisposed the severity of soft rot in
Chinese cabbage were high inoculum concentration of 10° CFU / mL with temperature of 30
°C, and high relative humidity, close to 100% during 48h. To our knowledge, this is the first
study to determine the environmental factors favorable to the development of soft rot caused
by P. aroidearum in Chinese cabbage in the state of Pernambuco. In addition, the knowledge
obtained will help in the understanding of epidemics of soft rot and the development of

efficient strategies for the management of the disease.

Keywords: Epidemiology ¢ severity ¢ Brassica rapa var. pekinensis ¢ soft rot.

Introducéo

A couve-chinesa (Brassica rapa var. pekinensis L.) esta entre as hortalicas mais
comercializadas no estado de Pernambuco, Brasil. Em 2015, o principal municipio
pernambucano produtor de couve-chinesa foi Chd Grande (CEASA-PE, 2015), localizado na
zona da mata desse estado. Tradicionalmente, a comercializacdo desta hortalica ocorre de
janeiro a maio, quando existe a oferta de produtos de melhor qualidade (CEASA-PE, 2015).
No entanto, a busca por precos mais elevados leva parte dos agricultores a fazer o cultivo no
periodo chuvoso, época favoravel a ocorréncia de diversos fitopatdgenos (Mello et al., 2011).
Nesse contexto, o rendimento da couve-chinesa pode ser reduzido devido a uma série de
doencas, dentre as quais se destaca a podriddo mole causada por fitobactérias pectinoliticas
(Pérombelon, 2002).

A podriddo mole € a mais destrutiva e importante doenca em muitas areas produtoras
de hortalicas do Brasil e do mundo (Ren et al., 2001), sendo encontrada tanto no campo

qguanto na fase de pds-colheita, sendo frequentemente um fator limitante para o cultivo de
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couve-chinesa, alface, pimentdo e tomate (Mariano et al., 2005). Em Pernambuco essa doenca
é considerada um serio problema para producéo de couve-chinesa (Felix et al., 2017; Silva et
al., 2007).

Os sintomas da podriddo mole ocorrem na base e nervura das folhas, as quais entram
em contato com o solo quando a planta esta proximo do ponto de colheita. A penetracédo da
fitobactéria ocorre através de ferimentos, com posterior colonizacdo dos espacos
intercelulares e maceracdo dos tecidos (Kikumoto, 2000; Mello et al., 2011). A doenca
progride rapidamente para o caule, resultando no colapso de toda a planta (Ren et al., 2001).
A desintegracdo do tecido vegetal deve-se a perda de componentes da parede celular e a
liberacdo dos fluidos celulares (Davidsson et al., 2013).

As perdas provocadas por fitobactérias pectinoliticas podem variar de acordo com o
valor da cultura, severidade do ataque, condi¢cdes ambientais, género, espécies/subespécies
envolvidas, condi¢Ges de cultivo, armazenamento, transporte e comercializacdo dos produtos
(Jabuonsky et al., 1988; Pérombelon; Kelman, 1980). Devido a auséncia de especificidade,
essas fitobactérias podem infectar uma ampla gama de hospedeiros, bem como uma mesma
planta hospedeira pode ser infectada por diferentes géneros, espécies ou subespécies de
fitobactérias pectinoliticas (De Boer et al., 1987). Dentre as fitobactérias pectinoliticas, apenas
Pectobacterium atrosepticum, P. betavasculorum, P. carotovorum subsp. brasiliensis (De
Boer et al., 1987), P. carotovorum subsp. carotovorum, (Ren et al., 2001) e P. carotovorum
subsp. odoriferum (Seo et al., 2004), foram detectadas causando podriddo mole em couve-
chinesa.

Pectobacterium  aroidearum foi relatada causando podriddo mole em
monocotileddneas e dicotileddneas (Nabhan et al., 2013), em batata no Libano (Moretti et al.,
2016). Isolados de P. aroidearum foram também detectados causando podriddo mole em
abobrinha cultivadas ao lado de couve-chinesa na zona da mata de Pernambuco (Moraes et

al., 2016), constatando-se elevada agressividade dessa fitobactéria a couve-chinesa.
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O conhecimento dos efeitos da temperatura e da umidade no desenvolvimento de
doencas de plantas facilita a prevencdo de epidemias através do uso de estratégias mais
eficientes de controle (Zambolim, 2014). A temperatura e a umidade na superficie da planta
sdo os fatores ambientais que afetam mais intensamente o inicio e o progresso de doencas
infecciosas (Silveira et al., 2004). Nesse sentido, as condi¢cbes ambientais que favorecem a
maior incidéncia e severidade da podriddo mole séo temperatura de 30 °C e umidade relativa
do ar proxima de 100% (Bhat et al., 2010). No entanto, estas condi¢cGes foram descritas
apenas para podriddo mole causada por isolados de P. carotovorum subsp. carotovorum.

A obtencéo de informac6es sobre o comportamento das doencas em funcdo da faixa de
temperatura e do periodo de exposicdo a umidificacdo, bem como a concentracdo de inoculo
adequada para o estabelecimento de altos niveis de severidade devem ser definidos para cada
associacdo patdgeno-hospedeiro (Neto et al., 2004). Nesse contexto, embora essas variaveis
epidemioldgicas sejam fatores primordiais para infeccdo e posterior desenvolvimento da
podriddo mole, ndo existem informacbes consistentes sobre o comportamento da doenca,
causada por P. aroidearum em couve-chinesa. Portanto, o objetivo desse estudo foi analisar a
influéncia da concentracdo de indculo, temperatura e duracdo e inicio da umidade na

agressividade de cinco isolados de P. aroidearum na couve-chinesa.

Materiais e Métodos
Isolados bacterianos

Em todos os experimentos foram utilizados cinco isolados de P. aroidearum
(CRMPAS8, CRMPA22, CRMPA158, CRMPA173 e CRMPAL174), pertencentes a Colecédo de
Culturas Rosa Mariano (CRM) do Laboratério de Fitobacteriologia (LAFIBAC) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Em todos os experimentos, as
suspensdes bacterianas foram ajustadas em espectrofotdmetro (Analyser 500 M, Brasil) para

As7o = 0,36, que corresponde a 10° UFC/mL.
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Temperatura ideal de crescimento in vitro dos isolados

Aliquotas de 0,5 mL das suspensdes bacterianas foram depositadas em tubos de ensaio
contendo 4,5 mL de meio de cultura liqguido NYD (10 g de dextrose; 5 g de extrato de
levedura; 3 g de extrato de carne e 5 g de peptona, completando-se até 1000 mL com agua
destilada). Os isolados foram incubados em estufas tipo B.O.D. (Biochemistry Oxigen
Demand) nas temperaturas de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50 °C durante 48 h. Apos a
incubacdo, o crescimento dos isolados, nas diferentes temperaturas, foi avaliado em
espectrofotbmetro a 570 nm, lendo-se a absorbancia das suspensdes. O controle negativo foi
composto por 4,5 mL de meio NYD acrescido de 0,5 mL de ADE. Cada isolado foi
considerado como um tratamento e o delineamento experimental foi inteiramente casualizado

com cinco repeticGes, sendo cada repeticdo constituida por um tubo de ensaio.

Efeito da concentragdo de indculo sobre a podriddo mole

Os isolados foram cultivados em meio NYDA (NYD acrescido de 20 g de agar) por 36
h a 24,5 °C e a concentracio das suspensdes bacterianas foram ajustadas para 10° UFC/mL,
seguindo-se a realizacdo de diluices em série até a concentragdo de 10 UFC/mL (Silva,
2016). Nervuras centrais de folhas de couve-chinesa com o limbo foliar removido foram
perfuradas a 2,5 mm de profundidade em dois pontos. Sobre os ferimentos foram depositados
10 pL das suspensdes bacterianas (103 10% 10° 10° 107, 10® e 10° UFC/mL). Nervuras
tratadas similarmente com ADE constituiram o controle negativo. Apo6s a inoculacdo, as
nervuras foram dispostas sobre placas de Petri e colocadas dentro de bandejas de pléastico, as
quais foram recobertas com sacos plasticos transparentes para criacdo de uma camara
umida.Em seguida, as bandejas foram incubadas em B.O.D. a temperatura de 32 °C por 48 h.
As avaliacdes foram realizadas em intervalos de 6 h até completar 48 h ap6s a inoculacéo,
determinando-se o tamanho da leséo, estimado pela medicdo das lesbes em sentidos opostos

com auxilio de um paquimetro. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
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em arranjo fatorial, representado por cinco isolados e sete concentracdes de inoculo, com
quatro repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por uma nervura central contendo dois

pontos de inoculacéo.

Efeito da temperatura sobre a podriddo mole

Os isolados foram cultivados em meio NYDA por 36 h a 24,5 °C e a concentracdo das
suspencdes bacterianas foram ajustadas para 10° UFC/mL. As inoculagdes foram realizadas
conforme ja descrito e as nervuras incubadas em B.O.D. nas temperaturas 15, 20, 25, 28, 30,
35, 40 °C com camara Umida por 48 h. Nervuras tratadas similarmente com ADE constituiram
o controle negativo. As avaliagdes foram realizadas conforme descrito no experimento
anterior. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial,
representado por cinco isolados e sete temperaturas, com quatro repeticGes, sendo cada

repeticdo constituida por uma nervura central contendo dois pontos de inoculagéo.

Efeito da duracdo da umidade elevada sobre a podriddo mole

As nervuras foram inoculadas com as suspensdes bacterianas (10° UFC/mL) conforme
descrito anteriormente, sendo submetidas a tratamento com camara Umida imediatamente
apos as inoculacgdes durante 0, 6, 12, 24 e 48 h. As diferentes duragdes de molhamento foram
obtidas por meio da retirada da cAmara Umida ap0s cada tempo estipulado. Nervuras tratadas
similarmente com ADE constituiram o controle negativo. A incubacdo foi realizada em
B.O.D. a temperatura de 32 °C e as avaliagbes foram realizadas conforme descrito
anteriormente. Os experimentos foram realizados em delineamento experimental inteiramente
casualizado em arranjo fatorial, representado por cinco isolados e cinco periodos de
molhamento, com quatro repeticdes, sendo cada repeticao constituida por uma nervura central

contendo dois pontos de inoculacéo.
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Efeito do inicio da umidade elevada sobre a podriddo mole

As nervuras foram inoculadas com as suspensdes bacterianas (10° UFC/mL) conforme
descrito anteriormente, sendo submetidas a tratamentos com cdmara umida as 0, 6, 12,24 h e
48 h sem camara umida ap0s as inoculagdes. O tratamento teve inicio colocando-se a camara
umida apds cada tempo estipulado. As condicdes de incubacéo e avaliagcdes foram realizadas
conforme descrito no experimento anterior. Os experimentos foram realizados em
delineamento experimental inteiramente casualizado em arranjo fatorial, representado por
cinco isolados e cinco etapas de inicio de molhamento, com quatro repeticdes, sendo cada

repeticdo constituida por uma nervura central contendo um ponto de inoculacao.

Anélises dos dados

Todos os experimentos foram realizados duas vezes. Os dados das duas replicacdes
independentes, para cada experimento, foram analisados em conjunto devido a presenca de
homogeneidade nas variancias, conforme verificado pelo teste de Levene (P>0,05). Os dados
obtidos foram submetidos as analises de regressdo linear e ndo-linear para relacionar a
temperatura, concentracdo de inéculo, duracdo da umidade elevada e inicio da umidade
elevada aos tamanhos das lesbes induzidas pelos isolados de P. aroidearum. A escolha do
modelo para cada experimento foi determinada pela significancia da regressdo (P<0,05),
coeficiente de determinacdo (R?>0,95), distribui¢do dos residuos e quadrado médio dos erros.
Os valores das variaveis estimadas pelos modelos de regressdo em cada experimento foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste da diferenca
minima significativa (LSD) de Fisher (P<0,05). A determinagdo da temperatura 6tima in vitro
e as analises de regressao foram realizadas com auxilio do programa TableCurve™ 2D 5.01
(Systat Software Inc., Chicago, EUA). O teste de Levene, as analises de variancia e as
comparacOes de medias foram realizadas com auxilio do programa Statistix 9.0 (Analytical

Software, Tallahassee, EUA).
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Resultados
Temperatura ideal de crescimento in vitro dos isolados de P. aroidearum

Foi observado crescimento bacteriano na faixa de 10 a 40 °C, com a temperatura de 25
°C proporcionando maior crescimento para todos os isolados (Figura 1). A temperatura ideal
de crescimento variou de 23 °C, para o isolado CRMPA22, a 26 °C, para o isolado
CRMPAL173. Considerando todos os isolados, a temperatura média 6tima de crescimento in

vitro foi de 24,5 °C.

Efeito da concentracdo do indculo sobre a podriddao mole
Os cinco isolados de P. aroidearum foram capazes de causar doenca a partir da
concentracio mais baixa (10° UFC/mL). Na concentra¢do mais alta (10° UFC/mL), todos os

isolados apresentaram maior agressividade.

O modelo de regressio polinomial do quarto grau [y=a+bx+cx2+dx3+ex4]
proporcionou excelente ajuste aos dados de tamanho das lesdes em funcdo da concentragéo de
indculo para todos os isolados de P. aroidearum, com valores de R? variando entre 0,9891 e
0,9977. Neste modelo, y representa o tamanho da lesdo em determinada concentracdo de
indculo (x), enquanto a, b, c, d e e sdo pardmetros da regressdo. Com o calculo das derivadas
desses parametros foram estimadas as concentragdes de indculo maxima (Clmax) e minima
(Clmin) para o desenvolvimento das lesdes, 0os tamanhos minimo (Ymin) e maximo (Ymax)
das lesGes, bem como a éarea abaixo da curva de progresso da lesdo em funcdo da
concentracdo do inéculo (AACCI).

Os valores da Clmin e Clmax para todos os isolados foram de 1 x 10% e 1 x 10°
UFC/mL, respectivamente, ndo havendo diferencas significativas entre os isolados. Os
isolados ndo diferiram estatisticamente (P>0,05) quanto ao Ymin, com valores variando de
1,1 a 1,3 mm (Tabela 1). Houve diferenca significativa (P<0,05) entre os isolados para Ymax

e AACCI, com o isolado CRMPA158 apresentando 0s maiores valores para essas variaveis



32

(6,1 e 17,3, respectivamente) e diferindo significativamente dos demais.

Efeito da temperatura sobre a podriddo mole

A maior severidade da doenca para os cinco isolados de P. aroidearum foi
proporcionada pela temperatura de 30 °C (Figura 3). Nesta temperatura, o isolado
CRMPA158 comportou-se como 0 mais agressivo, enquanto os isolados CRMPA174 e
CRMPAL173 comportaram-se com agressividade intermediaria e os isolados CRMPAS8 e

CRMPAZ22 apresentaram-se COmo 0S Menos agressivos.

O modelo de regressdo polinomial ctbica [y=a+bx+cx2+dx3] proporcionou excelente
ajuste aos dados de tamanho das lesdes em funcéo da temperatura para todos os isolados de P.
aroidearum, com valores de R? variando entre 0,9686 e 0,9957. Neste modelo, y representa o
tamanho da lesdo em determinada temperatura (x), enquanto a, b, ¢ e d sdo parametros da
regressdo. Com o célculo das derivadas desses parametros foram estimadas as temperaturas
6tima (Topt) e minima (Tmin) para o desenvolvimento das lesdes, os tamanhos minimo
(Ymin) e maximo (Ymax) das lesdes, bem como a &rea abaixo da curva de progresso da leséo
em funcédo da temperatura (AACTE).

As Topts calculadas para expressdo da maior agressividade variaram de 31,1 a 33 °C,
sendo constatadas diferencas significativas (P<0,05) entre os isolados. O isolado CRMPAS
apresentou a Topt mais alta, diferindo estatisticamente das Totps dos demais isolados (Tabela
2). Para a variavel Tmin, todos os isolados obtiveram temperatura de 15 °C, ndo havendo
diferencas significativas (P>0,05) entre os isolados. Houve diferenca significativa (P<0,05)
entre os isolados quando considerado o Ymin, com os isolados CRMPA158 e CRMPAL174
apresentando os maiores valores de agressividade com 3,1 mm e 2,7 mm, respectivamente, e
diferindo dos isolados CRMPA8, CRMPA22 e CRMPAL173, 0s quais obtiveram os valores de
1,5mm 1,8 mm e 1,5 mm, respectivamente. Considerando o Ymax, o isolado CRMPA158 foi

0 mais agressivo com 7,0, mm, diferindo significativamente dos isolados CRMPAS8 e
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CRMPAZ22, os quais foram menos agressivos, com lesfes de 5,2 e 5,1 mm, respectivamente.
Com base na AACTE, o isolado CRMPA158 caracterizou-se como mais agressivo com um
valor de 133,2, enquanto os isolados CRMPA8 e CRMPA22 caracterizaram-se como menos

agressivos, com valores de 95,7 e 94,1, respectivamente.

Efeito da duracdo da umidade elevada sobre a podriddo mole

As nervuras de couve-chinesa inoculadas com os isolados de P. aroidearum
desenvolveram sintomas de podriddo mole independente da presenca de camara Umida,
embora todos os isolados tenham apresentado maior didmetro da lesdo para o tratamento com
48 horas de camara Umida (Figura 4).

O modelo de regressdo ndo linear sigmoide, com trés parametros, [y = a/(1+exp(-(x-
b/c)))] propiciou excelente ajuste aos dados de tamanho das lesdes em fungdo do tempo de
duracdo da umidade relativa elevada para todos os isolados de P. aroidearum, com valores de
R? variando entre 0,9515 e 0,9985. Neste modelo, y representa o tamanho da lesdo em
determinado tempo de umidade relativa elevada (x). O parametro a representa o valor de y
antes da transicdo, sendo interpretado como o tamanho méximo da lesdo no maior tempo de
duracdo da umidade elevada (Ymax). O parametro b representa o valor de x no centro da
transicdo, sendo interpretado como tempo de duragdo da umidade elevada para que a leséo
atinja a metade do tamanho méaximo (DUmet). O parametro c é relacionado a forma da curva
e ndo propicia interpretacdo bioldgica. Com o calculo das derivadas desses parametros foram
estimados os tempos de duracdo da umidade relativa elevada para que a lesdo atinja o
tamanho minimo (DUmin) e maximo (DUopt), o tamanho minimo da lesdo (Ymin) e a area
abaixo da curva de progresso da lesdo em funcéo do tempo de umidade elevada (AACDU).

Considerando o DUmet, foram verificadas diferencas significativas (P<0,05) entre os
isolados, com o0 menor DUmet para o isolado CRMPA158, com 6,3 horas, e maior DUmet

para o isolado CRMPA173, com 13,5 horas (Tabela 3). Considerando Ymin, Ymax e a
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AACDU, o isolado CRMPA22 apresentou 0os menores valores, com 1,2 mm, 4,4 mm e 170,9,
respectivamente, diferindo estatisticamente dos demais isolados, os quais ndo diferiram entre
si. Os valores da DUmin e DUopt para todos os isolados foram de 0 e 48 h, respectivamente,

ndo havendo diferencas significativas entre os isolados.

Efeito do inicio da umidade elevada sobre a podriddo mole

Todos os isolados de P. aroidearum expressaram maior agressividade quando
submetidos a cdmara Umida as 6 horas apds as inoculacdes (Figura 5). A agressividade dos
isolados foi reduzida com o aumento do intervalo de tempo para inicio da camara Umida. Os
menores niveis de agressividade foram observados nos tratamentos as 48 horas apos as
inoculagoes.

O modelo de regressdo nédo linear pico de pulso [y = 4a exp((-(-x-b)/c))((1-exp(-(x-
b)/c)))] propiciou excelente ajuste aos dados de tamanho das lesdes em funcdo do tempo de
inicio da umidade relativa elevada para todos os isolados de P. aroidearum, com valores de
R? variando entre 0,9683 e 0,9966. Neste modelo, y representa o tamanho da lesdo em
determinado tempo de inicio da umidade (x). O pardmetro b representa o valor de x no centro
da transicdo, sendo interpretado como tempo de inicio da umidade elevada para que a lesao
atinja a metade do tamanho maximo (IlUmet). Os parametros a e ¢ estdo relacionados a forma
da curva e ndo propiciam interpretacbes biologicas. Com o calculo das derivadas desses
parametros foram estimados o tempo de inicio da umidade relativa elevada para que a leséo
atinja o tamanho maximo (IUopt), os tamanhos minimo (Ymin) e méximo (Ymax) das lesoes,
bem como a area abaixo da curva de progresso da lesdo em fungédo do inicio da umidade
elevada (AACIU).

Os isolados de P. aroidearum ndo diferiram significativamente (P>0,05) em relagao
ao tempo de inicio da camara Umida para IUopt, variando entre 5,3 a 6,8 horas (Tabela 4).

Foram observadas diferencas significativas para IlUmet, com o isolado CRMPA173 obtendo o
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maior tempo com 4,6 horas e diferindo estatisticamente dos isolados CRMPAS8 e
CRMPAL174, com 3 e 3,3 horas, respectivamente. Houve diferenca significativa para Ymin,
Ymax e AACIU, com o isolado CRMPA158 apresentando os maiores valores com 3,0 mm,

6,6 mm e 129,3, respectivamente, e diferindo significativamente dos demais isolados.

Discussao

A podriddo mole da couve-chinesa tem ocorréncia generalizada em cultivos
localizados no estado de Pernambuco (regido do Nordeste brasileiro) (Mariano et al., 2005).
No presente estudo, cinco isolados de P. aroidearum foram avaliados quanto ao efeito da
concentracdo de indculo, temperatura e umidade sobre o desenvolvimento da doenca, por se
tratar de uma espécie nova do género Pectobacterium, que causa podriddo mole tanto em
mono quanto em dicotiledéneas (Nabahn et al., 2013) e ainda ndo existirem estudos sobre 0
comportamento epidemioldgico desse patdgeno.

Para que ocorra maximo crescimento bacteriano, as condicdes ideais de temperatura
sdo imprescindiveis. Temperaturas extremas podem influenciar a absor¢do de nutrientes, o
crescimento e a sobrevivéncia dos organismos, determinando, de modo geral, a velocidade
das reaces metabolicas (Barbosa; Torres, 1999). Portanto, o crescimento bacteriano 6timo in
vitro foi calculado antes da realizacdo dos estudos epidemioldgicos da podriddo mole em
couve-chinesa. A temperatura ideal para cada isolado variou de 23 a 26 °C. Essa diferenca
entre isolados pode ser devido a elevada variabilidade observada dentro de espécies do género
Pectobacterium (Mills et al., 2006). A temperatura media encontrada foi de 24,5 °C, sendo
utilizada como padrdo para cultivo dos isolados e preparo das suspensdes bacterianas nos
experimentos seguintes. Estes resultados ficaram proximos daqueles encontrados por Du Raan
et al. (2016), que obtiveram como temperaturas ideais para o crescimento de P. atrosepticum,
P. wasabiae , P. carotovorum subsp. carotovorum e , P. carotovorum subsp. brasiliense e

26, 30, 31 e 32°C respectivamente.
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Verificou-se um aumento da agressividade com o incremento da concentracdo de
indculo de 10° UFC/mL para 10°UFC/mL. O aumento da severidade da doenca com a
elevacdo da concentracdo de inoculo do patdgeno ressalta a importancia da reducdo do
indculo para minimizar os riscos de epidemias, uma vez que a disponibilidade e a quantidade
de indculo sédo pré-requisitos para o desenvolvimento de sintomas (Senhor et al., 2008). Além
disso, em diversos patossistemas, a ocorréncia de epidemias em um curto espaco de tempo
estd diretamente ligada a concentragdes de inoculo do patdégeno dentro ou préximo dos
campos com plantas hospedeiras (Vale et al., 2004).

A temperatura € um fator particularmente importante no desenvolvimento do processo
infeccioso, sendo frequentemente correlacionado com a epidemiologia da doenca (Marcuzzo
et al., 2009). Nesse sentido, verificou-se uma maior severidade da doenca na temperatura de
30 °C. Semelhantemente, Bhat el al.(2010) e Raju et al. (2008) observaram que a temperatura
Otima para o desenvolvimento da podriddo mole causada por P. carotovorum subsp.
carotovorum em repolho e rabebanete é de 30 °C, respectivamente. O desenvolvimento da
podriddo mole em diferentes espécies de plantas apresenta uma faixa que varia de 30 a 37 °C
(Farrar at al., 2000). No entanto, temperaturas em torno de 30 °C estdo diretamente associadas
a maior severidade da podridao mole (Oliveira et al., 2014).

Todos os isolados de P. aroidearum causaram lesdo a partir de 10 °C. Resultados de
outras espécies de Pectobacterium causando doenca em temperaturas baixas foram
encontrados por Moh et al. (2012), os quais verificaram que a temperatura minima para que
ocorresse 0 desenvolvimento de podriddo mole em tubérculos de batata por P. atrosepticum e
P. carotovorum subsp. carotovorum foi de 10 °C e 20 °C, respectivamente, quando
trabalharam com modelos para previsdo dos efeitos combinados da temperatura e umidade
relativa. No presente estudo, houve diminuicdo do diametro da lesdo a partir de 40 °C,
sugerindo reducdo do metabolismo da fitobactéria, visto que temperaturas mais elevadas

modificam a taxa de crescimento e a atividade metabdlica de patdgenos e sua capacidade de
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causar doenca (Hugouvieux et al., 1996). Além disso, temperaturas mais altas também
resultam em morte celular devido a desnaturacdo das proteinas, colapso das membranas
citoplasmaticas e lise térmica (Madigan et al., 2006).

As nervuras inoculadas com P. aroidearum desenvolveram sintomas de podriddo mole
independentemente da presenca de camara umida. Para todos os isolados o didmetro maximo
da lesdo foi observado com 48 h de umidade elevada, havendo um aumento da agressividade
com o aumento do periodo de camara Umida. Nesse sentido, diversos estudos demonstraram
que periodos mais longos de molhamento foliar favorecem o aumento da severidade da
doenca (Godoy et al., 1999; Pria et al., 2006; Silva et al., 2001; Silveira et al., 2003;Vale et
al., 1990; Zerh et al., 1996).

A umidade, considerando a quantidade e duracéo, é essencial no processo infeccioso
para a maioria dos fitopatdgenos (Silva et al., 2001). A ocorréncia de infec¢Ges por P.
aroidearum na auséncia de camara Umida indica que a umidade advinda dos exsudatos
liberados ap0s a realizacdo do ferimento foi suficiente para dar inicio ao desenvolvimento dos
sintomas, facilitando inclusive a penetracdo da fitobactéria. Silveira et al. (2004) encontraram
resultados semelhantes quando inocularam a Acidovorax citrulli em meldo amarelo. Os
resultados obtidos na avaliacdo da duracdo da umidade e do inicio da umidade demonstraram
que quanto maior o tempo de exposi¢do das nervuras a cAmara Umida, maior foi a severidade.
Tais constatacGes concordam com Moh et al. (2012), os quais afirmaram que as principais
condicBes climéticas favoraveis ao desenvolvimento da podriddo mole sdo alta umidade e
temperaturas elevadas.

De forma geral, com base nos resultados encontrados foi possivel concluir que as
condicgdes que predispdem a ocorréncia de severidades mais altas da podriddo mole causada
por P. aroidearum em couve-chinesa sdo elevada concentracdo de inoculo do patdgeno em
conjunto com umidade relativa elevada, proximo a 100% durante 48 h e temperaturas de 32

°C. Segundo o0 nosso conhecimento, este € o primeiro estudo realizado para determinagédo dos
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fatores ambientais favoraveis ao desenvolvimento da podriddo mole neste patosistema. Além
disso, o conhecimento aqui obtido auxiliara o entendimento de epidemias da podriddo mole e

o0 desenvolvimento de estratégias eficientes para 0 manejo da doenca.
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Figura 1. Curva de crescimento in vitro dos isolados CRMPA8, CRMPA22, CRMPA158,

CRMPA173 E CRMPAL74 de Pectobacterium aroidearum em meio de cultura liquido

(NYD).
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Figura 2. Efeito da concentracdo de indculo na severidade (diametro da lesdo) dos isolados
CRMPA8, CRMPA22, CRMPA158, CRMPA173 E CRMPA174 de Pectobacterium

aroidearum em nervuras destacadas de couve-chines.
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Figura 4. Efeito da duracdo da umidade elevada na severidade (diametro da leséo) dos
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Tabela 1. Tamanho minimo da lesdo (Ymin), tamanho maximo da lesdo (Ymax) e area
abaixo da curva de progresso da lesdo em funcdo da concentracdo do inoculo (AACCI),
estimada para isolados de Pectobacterium aroidearum inoculados com concentracdes de

1x10° a 1x10° UFC/mL em nervuras destacadas de couve-chinesa

Isolado Ymin (mm)?! Ymax (mm)? AACCI
CRMPAS8 13a 40c 139cd
CRMPA22 l1a 40c 12,9d
CRMPA158 1l1a 6,1a 17,3 a
CRMPAL173 13a 50b 16,3 b
CRMPAL174 1l2a 52b 143 ¢

! Valores estimados pelo ajuste do modelo de regressdo polinomial de quatro grau: y:a+bx+cx2+dx3+ex4, em
que y = didametro da lesdo (mm); a, b, ¢, d e e sdo pardmetros da regressdo; x = concentra¢do de indculo.

2 Dados sdo a média de oito repetigdes por isolado, considerando quatro repeticGes por isolado e duas replicacdes
do experimento. Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste

LSD de Fisher (P=0,05).
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Tabela 2. Temperatura 6tima (Topt), tamanho minimo da lesdo (Ymin), tamanho maximo da
lesdo (Ymax) e area abaixo da curva de progresso da lesdo em funcdo da temperatura
(AACTE), determinadas para isolados de Pectobacterium aroidearum inoculados em

nervuras destacadas de couve-chinesa mantidas em temperaturas entre 15 e 40 °C

Isolado Topt (°C)* Ymin (mm)?! Ymax (mm)? AACTE
CRMPAS 33,0a 15D 52c 95,7¢
CRMPA22 31,7 bc 18D 51c 94,1c
CRMPA158 31,7 bc 3,1la 7,0a 133,2a
CRMPAL173 3l,1c 15D 6,1b 1106 b
CRMPA174 32,1b 2,7a 6,4 ab 119,1b

! Valores estimados pelo ajuste do modelo de regressdo polinomial clibica: y=a+bx+cx2+dx3, em que y =
diametro da lesdo (mm); a, b, c e d séo parametros da regressao; x = temperatura

2 Dados sdo a média de oito repetigdes por isolado, considerando quatro repeticGes por isolado e duas replicacdes
do experimento. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste

LSD de Fisher (P<0,05)
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Tabela 3. Tempo de duracdo da umidade elevada para que a lesdo atinja a metade do tamanho
méaximo (DUmet), tamanho minimo da lesdo (Ymin), tamanho maximo da lesdo (Ymax) e
area abaixo da curva de progresso da lesdo em funcdo do tempo de duracdo da umidade
elevada (AACDU), determinados para isolados de Pectobacterium aroidearum inoculados em

nervuras destacadas de couve-chinesa mantidas em camara umidaentre 0 e 48 horas apos a

inoculacédo

Isolado DUmet (h)! Ymin (mm)? Ymax (mm)? AACDU
CRMPAS 11,5 ab? 4,2 a 54a 2435a
CRMPA22 8,2 cd 1,2b 4,4b 1709 b
CRMPA158 6,3d 3,7a 55a 248,8 a
CRMPA173 135a 39a 56a 240,7 a
CRMPA174 9,7 bc 40a 56a 2477 a

! Valores estimados pelo ajuste do modelo de regressdo néo linear sigmoide com trés pardmetros: y = a/(1+exp(-
(x-b/c))), em que y = didmetro da lesdo (mm); a, b e ¢ sdo pardmetros da regressdo; x = tempo de duracdo da
umidade elevada

2 Dados sdo a média de oito repetigdes por isolado, considerando quatro repeticGes por isolado e duas replicaces
do experimento. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste

LSD de Fisher (P=0,05).
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Tabela 4. Tempo de inicio da umidade elevadapara que a lesdo atinja o tamanho méaximo
(IUopt) e a metade do tamanho maximo (IUmet), tamanho maximo da lesdo (Ymax), tamanho
minimo da les@o (Ymin) e area abaixo da curva de progresso da lesdo em funcgéo do inicio de
umidade relativa elevada (AACIU), induzido por isolados de Pectobacterium aroidearum
inoculados em nervuras destacadas de couve-chinesa mantidas em camara imida entre 0 e 48

horas apos a inoculagédo

Isolado IUopt (h)* IlUmet (h)!  Ymin (mm)*  Ymax (mm)? AACIU!
CRMPAS 6,7 a 30b 15¢c 41c 129,3d
CRMPA22 59a 3,5ab 1,8 bc 52b 140,7 cd
CRMPA158 54 a 3,6 ab 3,0a 6,6 a 199,2a
CRMPAL173 6,8 a 46a 16¢c 55D 160,7 b
CRMPA174 53a 3,3b 2,1b 55b 154,2 bc

! Valores estimados pelo ajuste do modelo de regressdo ndo linear pico de pulso: y = 4a exp((-(-x-b)/c))((1-exp(-
(x-b)/c))), em que y = didmetro da lesdo (mm); a, b e ¢ sdo pardmetros da regressdo; x = tempo de inicio da
umidade elevada

2 Dados sdo a média de oito repetigdes por isolado, considerando quatro repeticGes por isolado e duas replicaces
do experimento. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste

LSD de Fisher (P=0,05)
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Conclusoes Geralis
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CONCLUSOES GERAIS

v A temperatura medial ideal para cultivo dos isolados de P. aroidearum in vitro foi

245 °C:

v A severidade da podriddo mole em couve-chinesa foi mais alta quando a concentragédo

de inoculo dos isolados de P. aroidearum foi de 10° UFC/mL:

v A podriddo mole causada por P. aroidearum apresentou severidade mais elevada a 32

OC;

v O tratamento com umidade elevada durante 48 h proporcionou maior severidade da

doenga;

v O tratamento com umidade elevada com inicio as 6 h ap6s as inoculacbes
proporcionou maior severidade da podriddo mole, comprovando que o inicio da umidade

elevada nédo foi um fator determinante para o aumento da severidade da doenca.



