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RESUMO

A producdo de couve-chinesa (Brassica pekinensis) pode ser limitada pela
ocorréncia da podriddo-mole causada por bactérias pectinoliticas. No presente
estudo, 39 isolados de bactérias causadoras de podriddo-mole em couve-chinesa,
oriundos de areas de plantio de Camocim de Séo Feélix, em Pernambuco, foram
identificados e caracterizados como Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum (Pcc) por testes bioguimicos confirmados por PCR. A variabilidade
desses isolados foi avaliada com base em componentes epidemioldgicos da doenca,
sensibilidade a antibidticos e marcadores moleculares. Os isolados foram
distribuidos em grupos de similaridade, considerando-se 50% da distancia total de
ligagdo pelo método UPGMA. Com base nos componentes epidemioldgicos
periodo de incubacdo (Pl), severidade inicial (SEVI), severidade final (SEVF) e
area abaixo da curva de progresso da doenca, os 39 isolados foram distribuidos em
seis grupos de similaridade. Entre os componentes epidemiolégicos, foi constatada
correlacéo significativa (P<0,05) somente de Pl com SEVI (r = -0,57). Baseado na
sensibilidade aos 12 antibioticos, os isolados de Pcc foram distribuidos em 14
grupos. Foram constatadas correlacGes significativas entre sensibilidade a
gentamicina e PI (r = -0,41), bem como entre sensibilidade a clindamicina e SEVF
(r = -0,45). A utilizacdo dos marcadores moleculares REP, ERIC e BOX no Rep-
PCR revelou grande variabilidade genética entre os 39 isolados, pois foram
formados 32 grupos de similaridade. N&do foram constatadas correlacdes
significativas entre as distancias de ligacdo registradas pelos marcadores
moleculares e os componentes epidemioldgicos da doenca. Em outro estudo foi

avaliada a influéncia dos solos na populacdo de Pcc, utilizando-se mutante



resistente a rifampicina (Pcc127"™). A taxa de extincdo relativa da populagéo (TEP)
variou de 0,0547 a 0,6327 log (UFC)/dia. Seis solos mostraram-se supressivos a
Pcc127R™ enquanto cinco evidenciaram conducividade. Os grupos de solos
baseados na TEP de Pcc127%" ndo apresentaram relacdo com os municipios de
coleta, tipos de coberturas do solo na época da coleta ou classes texturais dos solos.
Considerando-se todos os solos, ndo foram constatadas correlagdes significativas
(P<0,05) entre a TEP de Pcc127™" e as caracteristicas quimicas, fisicas e
microbiolégicas dos solos. Nos seis solos mais supressivos, a TEP de Pcc1277" se
correlacionou significativamente com a densidade aparente do solo (r = 0,76),
populacdes de bactérias totais (r = 0,82) e Bacillus spp. (r = 0,80). A populacéo de
Bacillus spp. se correlacionou com a densidade aparente, mas ndo com a populacao
de bactérias totais. Nos cinco solos mais conducivos houve correlacdo entre a TEP
de Pcc1277" e a populacdo de Bacillus spp. (r = -0,86). A elevada variabilidade
verificada entre os isolados de Pcc aponta para a necessidade de maior atencdo em
estudos de identificacdo, deteccdo, epidemiologia e controle da podriddo-mole em
Pernambuco. A alta correlacdo observada entre a supressividade de alguns solos a
Pcc e as populacbes de bactérias totais e Bacillus spp. € relevante para

implementacao efetiva de estratégias de manejo da doenca.
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ABSTRACT

Yield of Chinese cabbage (Brassica pekinnensis) may be limited by the
occurrence of soft rot caused by pectinolytic bacteria. In this study 39 isolates of
bacteria causing soft rot in Chinese cabbage obtained from planting areas of
Camocim de S&o Félix, in Pernambuco State, were identified and characterized as
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) based upon biochemical
tests confirmed by PCR. The variability of these isolates was evaluated through
disease epidemiological components, sensitivity to antibiotics and molecular
markers. The isolates were distributed in similarity groups considering 50% of the
total linkage distance by the UPGMA method. Based on epidemiological
components incubation period (PI), initial severity (SEVI), final severity (SEVF)
and area under the disease curve progress the 39 isolates were distributed in six
similarity groups. Among the epidemiological components significant Pierson
correlation (P<0.05) was only found for Pl and SEVI (r = -0.57). Based on
sensitivity to 12 antibiotics, the Pcc were distributed in 14 groups. There were
significant correlations between sensitivity to gentamicin and PI (r = -0.41), as well
as between sensitivity to clindamicin and SEVF (r = -0.45). The molecular markers
REP, ERIC and BOX used in Rep-PCR revealed high genetic variability among the
39 isolates since 32 similarity groups were formed. No significant correlations were
found among the linkage distances registered by molecular markers and the disease
epidemiological components. In a second study it was evaluated soil influence on
Pcc rifampicin resistant mutant (Pcc127R"). The extinction rate of population was

calculated (TEP) and ranged from 0.0547 to 0.6327 log (CFU)/d. Six soils showed

suppressiveness to Pcc127%" while five presented conducivity. The soil groups
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based on the TEP of Pcc127R did not correlate with municipalities, types of
vegetation cover at the sampling time or soil textural classes. Considering all soils
there were no significant correlations (P<0,05) among TEP of Pcc127%" and
chemical, physical and microbiological characteristics of soils. Considering the six
more suppressive soils the TEP of Pcc1277" significantly correlated with soil
apparent density (r = 0.76), total bacterium population (r = 0.82) and Bacillus spp.
(r = 0.80). The Bacillus spp. population correlated with apparent density, but not
with total bacterium population. Considering the five more conducive soils there
was correlation between TEP of Pcc1277" and Bacillus spp. population (r = -0.86).
The high variability among Pcc isolates points out to the necessity of great attention
in studies covering identification, detection, epidemiology and control of soft rot in
Pernambuco. The elevated correlation between suppressiveness of some soils to P.
carotovorum subsp. carotovorum and total bacteria and Bacillus spp. populations is

relevant to effective implementation of soft rot management strategies.
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INTRODUCAO GERAL

A Couve-chinesa

A familia Brassicaceae compreende um grande nimero de culturas, incluindo
diversas espécies botanicas de importancia econdmica, amplamente cultivadas em todos
os continentes. No Brasil, destacam-se: brocolis (Brassica oleracea var. italica L.),
couve-manteiga (Brassica oleracea var. acephala D.C.), couve-chinesa (Brassica
pekinensis L.), couve-flor (Brassica oleracea var. botrytis L.) e repolho (Brassica
oleracea var. capitata L.), entre outras (SOUZA, 1980; FILGUEIRA, 2000).

A couve-chinesa ¢ originaria do Extremo Oriente. Cultivada na China ha mais de
1.500 anos, foi introduzida no Japao no final do século XIX (MAROTO-BORREGO,
1995). E uma planta anual, cujas folhas apresentam uma nervura central destacada, de
coloracdo branca, razdo pela qual ¢ também chamada de “acelga”, embora a verdadeira
acelga seja denominada Beta vulgaris L. var. cycla L. As folhas da couve-chinesa se
fecham formando uma cabega compacta, globular-alongada. A maioria das cultivares
produz melhor sob temperaturas amenas, ou seja, quando semeadas no outono-inverno.
Entretanto, hibridos como ‘Shonan’ e ‘Komachi’ estdo sendo introduzidos no Brasil,
por apresentarem maior tolerdncia ao calor (FILGUEIRA, 2000). De acordo com
Maroto-Borrego (1995), a couve-chinesa também ¢ sensivel a fotoperiodos longos e a
temperaturas inferiores a 12 °C, que induzem a floragio prematura. E semeada em
bandeja ou em sementeira e as mudas sdo posteriormente transplantadas para o local

definitivo, com espagamento de 70 x 30 cm. As cabegas sdo colhidas 60-70 dias apds a
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semeadura ¢ embaladas em sacos de malhas plésticas (FILGUEIRA, 2000) para o
transporte até os centros de comercializagao.

Segundo a CEASA-PE (2005), os municipios maiores produtores de couve-
chinesa em Pernambuco sdo Camocim de Sao Félix (45%) e Vitoria de Santo Antdo
(43%), seguidos em menor escala (12%) por Cha Grande, Garanhuns, Bonito, Sao
Joaquim do Monte e Gravata. No periodo de 2001a 2005, a produgdo média anual em
Pernambuco foi de 75,6 toneladas.

A couve-chinesa similarmente a outras culturas olericolas, pode ser afetada por
diversas fitobacterioses, destacando-se a podriddo-mole causada por Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum (Jones) Hauben et al. como a mais destrutiva e
importante doenga em muitas areas produtoras do Brasil ¢ do mundo (KIKUMOTO,
2000; KYEREMEH et al., 2000; MALAVOLTA JR et al., 1998; MESSIAEN et al.,
1995; MEW et al., 1976; REN et al., 2001; SEO; TAKANAMI, 2002; TOGASHI et al.,

2001).

Podridao-mole

A podridao-mole ocorre em plantas no campo ou em pds-colheita, tanto no
armazenamento como no transporte (PEROMBELON; KELMAN, 1980). Embora
algumas bactérias, incluindo saprofiticas e fitopatogénicas, possuam a habilidade de
produzir enzimas que degradam a parede celular, poucas podem estar associadas a
podriddo de tecidos vivos de plantas (PEROMBELON; SALMOND, 1995). Dentre as
fitobactérias capazes de causar doencas em ampla gama de hospedeiros, as

pectobactérias sdo as mais importantes como patdégenos primarios de plantas em cultivo
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e produtos em pos-colheita (PEROMBELON; KELMAN, 1980). As perdas econdmicas
causadas pelas pectobactérias podem ser muito grandes, variando com o valor da
cultura, severidade do ataque, condigdes ambientais, subespécies envolvidas, condigdes
de cultivo, armazenamento, transporte e comercializagdo dos produtos (JABUONSKY
et al., 1988; PEROMBELON; KELMAN, 1980).

As duas espécies de Pectobacterium economicamente mais importantes, P.
carotovorum subsp. carotovorum e P. atrosepticum causam podridao-mole em varios
hospedeiros, entre os quais, alface (Lactuca sativa), batata (Solanum tuberosum),
beterraba (Beta vulgaris var. conditiva), cenoura (Daucus carota), couve-chinesa
(Brassica pekinensis L.), pimentdo (Capsicum annuum), rabanete (Brassica rapa var.
rapa), repolho (Brassica oleracea var. capitata) ¢ tomate (Lycopersicon esculentum)
(PEROMBELON, 2002; SEO; TAKANAMI, 2002; TOTH et al., 2003) em diferentes
regides (PEROMBELON; KELMAN, 1980; PEROMBELON, 2002; TOTH et al.,
2003). As bactérias que causam podriddo-mole em couve-chinesa pertencem a espécie
Pectobacterium carotovorum (Jones) Hauben et al. com predominancia da subespécie
P. carotovorum subsp. carotovorum (Jones) Hauben et al. (Mew et al., 1976; Ren et al.,
2001), apesar de P. carotovorum subsp. odoriferum (Gallois et al.) Hauben et al. (Seo et
al., 2004) ¢ P. atrosepticum (Van Hall) Hauben et al. (De Boer et al., 1987) ja terem
sido relatadas nesta hospedeira.

A principal caracteristica das bactérias pectinoliticas ¢ a produgdo de uma
grande quantidade de enzimas (KOTOUJANSKY, 1987; PEROMBELON; KELMAN,
1980; PEROMBELON, 2002), entre as quais, em ordem de importancia, as pectinases,

celulases e proteases que causam o colapso da parede celular vegetal liberando
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nutrientes para o crescimento da bactéria (BARRAS et al., 1994; PEROMBELON,
2002).

As enzimas pectinoliticas ou pectinases podem ser do tipo, pectato liase, pectina
liase, metilpoligalacturonase, poligalacturonase e pectina metil esterase (HAYWARD;
MARIANO, 1997; PEROMBELON, 2002; PEROMBELON; KELMAN, 1980; RIED;
COLLMMER, 1986; SIGEE, 1993; TOTH et al., 2003; WHITEHEAD et al., 2002). As
enzimas pectinoliticas podem também ser divididas em dois tipos: exoenzimas, que
degradam as moléculas de pectina e endoenzimas, que quebram a pectina de forma
aleatoria na regido interna (SIGEE, 1993). Deve ser destacado que as enzimas
pectinoliticas s3o os mais importantes fatores de patogenicidade e viruléncia de P.
carotovorum subsp. carotovorum (KOIV; MAE, 2001). Estdo diretamente envolvidas
na digestdo da pectina presente na lamela média da parede celular, causando colapso e
maceragdo do tecido (BARRAS et al., 1994; DE BOER, 2003; SIGEE, 1993).

Celulases, pectato liases, pectina metil esterase e poligalacturonase produzidas
pela bactéria sdo secretadas através do sistema tipo II (SANDKVIST, 2001), um
processo de duas etapas que inclui um estagio periplasmico intermediario (DE BOER,
2003). As proteases sdo secretadas pelo sistema tipo I, ou seja, diretamente através do
envelope celular sem estadgio peripladsmico intermediario (DE BOER, 2003). Estas
exoenzimas estdo relacionadas ao processo dependente da densidade da célula,
conhecido como “quorum sensing” (BYERS et al., 2002; WHITEHEAD et al., 2002).
Neste processo, a bactéria produz e libera um pequeno sinal molecular difusivel,
chamado de autoindutor, cuja produgdo ¢ incrementada quando a bactéria alcanga o
nivel critico populacional (WHITEHEAD et al., 2002). Em bactérias Gram-negativas, o

autoindutor ¢ uma acil-homoserina lactona, e, especificamente em Pectobacterium, o
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autoindutor ¢ a N-(3-oxohexanoil) homoserina lactona (MAE et al., 2001; MILLER;
BASSLER, 2001). Segundo Byers et al. (2002), Pectobacterium possui duas fases de
“quorum sensing”: uma passiva ou pré-quorum sensing, durante a qual a bactéria se
multiplica, mas ndo macera o tecido da planta e uma fase agressiva ou de pos-quorum
sensing que ¢ caracterizada pela produgdo das exoenzimas e outros produtos, tais como
o antibiotico carbapenem. Mutantes de Pectobacterium que ndo produzem o autoindutor
nao causam doenca (JONES et al., 1993).

Outro fator importante na patogénese de P. carotovorum subsp. carotovorum ¢ a
motilidade que parece ter um papel fundamental para o sucesso da invasdo e da infec¢ao
em plantas (PEROMBELON, 2002). Hossain et al. (2005) demonstraram que mutantes
de P. carotovorum subsp. carotovorum sem motilidade apresentavam redugdo na
produgdo de enzimas e podriddo-mole em couve-chinesa.

As pectobactérias penetram nos tecidos da planta através de ferimentos e causam
encharcamento ou anasarca (MARINGONI, 1997). Essas bactérias dependem em
grande parte da temperatura e concentracdo de oxigé€nio, para iniciar a infec¢do, bem
como para a producdo e intensidade dos sintomas (HAYWARD; MARIANO, 1997,
PEROMBELON; KELMAN, 1980). Dentro da planta elas colonizam o tecido vascular
e os espagos intercelulares, onde permanecem até que as condigdes ambientais incluindo
agua livre, baixa concentracdo de oxigénio e temperatura, tornem-se apropriadas para o
desenvolvimento da doenga (PEROMBELON; KELMAN, 1980; TOTH et al., 2003). A
temperatura tem um grande efeito na infec¢do de plantas de batata por P. carotovorum
subsp. carotovorum (PEROMBELON; KELMAN, 1980). De acordo com Hasegawa et
al. (2005), a P. carotovorum subsp. carotovorum estirpe EC153 produziu maiores

quantidades das enzimas pectato liase, poligalacturonase, celulase e protease a 34,5 °C
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que a 28 °C e causou extensiva macera¢do do tecido foliar de couve-chinesa a 34,5 °C.
Esses autores consideram esta estirpe uma excegao, pois ndo existem relatos prévios da
produgdo de niveis significativos de pectato liase em altas temperaturas embora a
bactéria seja capaz de crescer nessas condicdes.

Na couve-chinesa, os sintomas da podriddo-mole se iniciam na nervura das
folhas que ficam em contato com o solo (MESSIAEN et al., 1995), denominado solo da
filosfera, quando a planta estd no final do ciclo, proximo a colheita. (KIKUMOTO,

2000). A maceragao dos tecidos progride rapidamente para o caule principal, resultando

na morte da planta (REN et al., 2001).

Figura 1 — Couve-chinesa apresentando sintomas iniciais (A) e finais (B) de

podridao-mole

A Dbactéria sobrevive no hospedeiro ou dissociada dele e se dissemina pela dgua

de irrigagio (MADDOX; HARRISON, 1988), tubérculos infectados (PEROMBELON,
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1972; PEROMBELON; KELMAN, 1980; PEROMBELON; SALMOND, 1995),
insetos (KLOEPPER et al., 1979), movimento de solo, tratos culturais, implementos
agricolas (PEROMBELON; KELMAN, 1980), aerossois (QUINN et al., 1980) e
sementes (HADAS et al., 2001), entre outros.

Para controle da doenga recomenda-se o uso de variedades resistentes (REN et
al., 2001) ou plantas transgénicas (FRAY et al., 1999; MAE et al., 2001), controle
bioldgico (DONG et al., 2000; 2004; MANEFIELD et al., 2001), uso de calcio (FLEGO
et al., 1997), indutores de resisténcia (acibenzolar-S-metil) (BENELLI et al., 2004) e
emprego de antibidticos ou fungicidas ctpricos (ZAMBOLIM et al., 1997). Ren et al.
(2001) consideram, no entanto, que o controle quimico nao ¢ eficiente, mas as praticas
culturais permitem reduzir a incidéncia da doenca. Segundo esses autores, o controle da
podridao-mole ¢ dificultado pela ampla gama de plantas hospedeiras e pela
sobrevivéncia de Pectobacterium em restos de cultura no solo. Maringoni (1997)
salienta que para as Brassicaceae ¢ importante evitar ferimentos durante os tratos
culturais, empregar adubagdo equilibrada com nitrogénio e boro, controlar insetos e
fazer programas de rotagdo de culturas especialmente com gramineas. Entretanto,
muitas das estratégias de controle dependem do conhecimento da variabilidade do

patogeno.

Aspectos Taxondmicos do género Pectobacterium

O género Erwinia Winslow et al. foi proposto para agrupar as bactérias Gram-
negativas, nao formadoras de esporos, peritriquias, fermentativas, com forma de

bastonete, incluidas na familia Enterobacteriaceae. Este género reuniu as bactérias
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associadas a plantas como patogenos, endofitas e saprofitas (KWON et al., 1997; 2000;
TOTH et al.,, 2001). O género Erwinia, inicialmente era formado pelos grupos:
Amylovora, Carotovora ¢ Herbicola (DYE, 1969). Em 1945, Waldee propds que as
espécies pectinoliticas (grupo Carotovora) fossem transferidas para o novo género
Pectobacterium Waldee (DYE, 1969; ROBBS, 1981). Inicialmente, a idéia de separar
as erwinias pectinoliticas das erwinias necrotréficas (grupo Amylovora) teve alguns
seguidores, sendo posteriormente enfraquecida pelo surgimento de espécies
intermediarias entre Erwinia e Pectobacterium e pela descoberta de patdgenos com
caracteristicas analogas as de Pectobacterium carotovorum exceto a capacidade de
produzir enzimas pectinoliticas (ROBBS, 1981). Proposta similar para colocar as
erwinias pectinoliticas em género separado (Pectobacterium) foi feita também por
Brenner et al. (1973), mas nao foi aceita entre os fitobacteriologistas.

Hauben et al. (1998), analisando a seqiiéncia do DNA ribossomal, rDNA 16S de
29 estirpes de bactérias associadas a plantas, representadas pelos géneros Erwinia,
Pantoea Gavini et al., Brenneria Hauben et al. e outras espécies da familia
Enterobacteriaceae, separaram o género Erwinia em trés grupos filogenéticos.

O primeiro grupo foi formado pelas erwinias verdadeiras, incluindo: Erwinia
amylovora (Burrill) Winslow et al., Erwinia mallotivora Goto, Erwinia persicinus Hao
et al., Erwinia psidii Neto et al., Erwinia rhapontici (Millard) Burkholder e Erwinia
tracheiphila (Smith) Bergey et al.

O segundo grupo, das erwinias pectinoliticas (Quadro 1), que incluia Erwinia
cacticida Alcorn et al., Erwinia carotovora subsp. atroseptica (van Hall) Dye, E.
carotovora subsp. betavasculorum Thomson et al., E. carotovora subsp. carotovora

(Jones) Bergey et al., E. carotovora subsp. odorifera Gallois et al., E. carotovora subsp.
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wasabiae Goto and Matsumoto, Erwinia chrysanthemi Burkholder et al. e Erwinia
cypripedii (Hori) Bergey et al., teve o género mudado para Pectobacterium com as
seguintes modificagdes: P. cacticidium Hauben et al., P. carotovorum subsp.
atrosepticum, P. carotovorum subsp. betavasculorum (Thomson et al.) Hauben et al., P.
carotovorum subsp. carotovorum, P. carotovorum subsp. odoriferum (Gallois et al.)
Hauben et al., P. carotovorum subsp. wasabiae (Goto & Matsumoto) Hauben et al., P.
chrysanthemi (Burkholder et al.) Brenner et al., P. cypripedii (Hori) Brenner et al.

O terceiro grupo incluindo Erwinia alni Surico et al., Erwinia nigrifluens Wilson
et al., Erwinia paradisiaca Fernandez-Borrero & Lopez-Duque, Erwinia quercina
Hildebrand & Schroth, Erwinia rubrifaciens Wilson et al. e Erwinia salicis (Day)
Chester, foi renomeado de Brenneria, com as modificagdes que seguem: B. alni (Surico
et al.) Hauben et al., B. nigrifluens (Wilson et al.) Hauben et al., B. paradisiaca
(Fernandez-Borrero & Lopez-Duque) Hauben et al., B. quercina (Hildebrand &
Schroth) Hauben et al., B. rubrifaciens (Wilson et al.) Hauben et al. ¢ B. salicis (Day)
Hauben et al.

Um quarto grupo incluia Erwinia stewartii (Smith) Dye, Erwinia ananatis
(Serrano), Erwinia milletiae (Kawakami & Yoshida) Magrou e Erwinia herbicola
(Lohnis) Dye. As duas primeiras espécies foram transferidas para o género Pantoea, P.
stewartii (Smith) Mergaert et al., P. ananatis (Serrano) Mergaert et al., por Mergaert et
al. (1993), enquanto as duas ultimas foram renomeadas como Pantoea agglomerans
(Ewing & Fife 1972) Gavini et al. (Toth et al., 2003). Este grupo ndo foi modificado por
Hauben et al. (1998).

Uma segunda mudanca na taxonomia do género Pectobacterium foi feita por

Gardan et al. (2003), que analisaram uma cole¢do de 42 estirpes pertencentes a cinco
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subespécies de P. carotovorum, P. carotovorum subsp. atrosepticum, P. carotovorum
subsp. betavasculorum, P. carotovorum subsp. carotovorum, P. carotovorum subsp.
odoriferum e P. carotovorum subsp. wasabiae, além de onze estirpes de referéncia ¢
estirpes tipos dos biovares de P. chrysanthemi, P. cacticidium e B. paradisiaca. Esse
estudo foi realizado utilizando hibridagdo de DNA-DNA, taxonomia numérica de 120
caracteristicas fenotipicas, sorologia e nova analise filogenética de seqiliéncias de rDNA
16S, previamente relatadas em base de dados. Assim, foi proposta a elevagdo ao nivel
de espécie de P. atrosepticum (van Hall) Gardan et al., P. betavasculorum (Thomson et
al.) Gardan et al. e P. wasabiae (Goto & Matsumoto) Gardan et al. Permaneceram como
subespécies de P. carotovorum, P. carotovorum subsp. carotovorum e P. carotovorum
subsp. odoriferum (Quadro 1).

Segundo De Boer (2003), a mudanca na nomenclatura das erwinias
pectinoliticas em nivel taxondmico com base no estudo da hibridagio DNA-DNA
(GARDAN et al, 2003) tem maior confiabilidade do que aquela baseada na
caracterizagdo fenotipica e analise de um tunico fragmento de DNA (HAUBEN et al.,
1998). No entanto, esta nova taxonomia ainda ndo foi amplamente aceita e existem
controvérsias na comunidade cientifica, principalmente entre os pesquisadores que
trabalham com Pectobacterium (PEROMBELON, 2002; YAP et al., 2004).

Um terceiro trabalho relacionado a taxonomia de Pectobacterium foi realizado
por Samson et al. (2005) (Quadro 1) que estudaram uma cole¢ao de 75 estirpes de P.
chrysanthemi (incluindo todos biovares e patovares) e estirpes tipos de B. paradisiaca e
P. cypripedii, utilizando hibrida¢do de DNA-DNA, taxonomia numérica de 121
caracteristicas fenotipicas, soroldgicas e analise filogenética do rDNA 16S. Com base

na seqiiéncia do rDNA 168, foi deduzido que as estirpes de P. chrysanthemi e B.
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paradisiaca formavam um grupo diferente dos géneros Pectobacterium e Brenneria,
sendo as mesmas transferidas para o novo género Dickeya Samson et al. As novas
espécies foram denominadas D. 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 & Lopez-Duque) Samson et al. ¢ D. zeae Samson et

al.

Identificacdo de isolados de Pectobacterium

Diversos métodos tém sido utilizados para a identificacdo de espécies e
subespécies de Pectobacterium: testes bioquimicos, moleculares, sorologicos,
bacteriofagos, eletroforese de proteinas, acidos graxos, perfil de isoenzimas e
crescimento em meio de cultura seletivo. A identificagao de isolados de P. carotovorum
baseada em caracteristicas bioquimicas e fenotipicas ¢ muito utilizada
(PEROMBELON; KELMAN, 1980; TOTH et al., 2001), embora limitada pelo longo
tempo despendido e pouca precisao dos resultados. Como conseqiiéncia, alguns isolados
podem nao ser caracterizados e consequentemente considerados como atipicos, ou seja,

apresentando caracteristicas intermedidrias entre as espécies (TOTH et al., 2001).
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Quadro 1 — Evolugdo da nomenclatura de bactérias fitopatogénicas pectinoliticas pertencentes ao género Erwinia (GARDAN et al., 2003;
HAUBEN et al., 1998; LELLIOT; DICKEY, 1984; SAMSON et al., 2005).

Lelliott; Dickey, 1984

Hauben et al., 1998

Gardan et al., 2003

Samson et al., 2005

Erwinia cacticida Alcorn et al.

P. cacticidium Hauben et al.

Erwinia carotovora (Jones) Bergey et al.

Pectobacterium carotovorum (Jones) Hauben

etal.

Erwinia carotovora subsp. atroseptica
(van Hall) Dye

P. carotovorum subsp. atrosepticum (van Hall)

Hauben et al.

P. atrosepticum

Gardan et al.

(van

Hall)

Erwinia carotovora subsp.

betavasculorum Thomson et al.

P. carotovorum  subsp. betavasculorum

(Thomson et al.) Hauben et al.

P. betavasculorum (Thomson et

al.) Gardan et al.

Erwinia carotovora subsp. carotovora

(Jones) Bergey et al.

P. carotovorum subsp. carotovorum (Jones)

Hauben et al.

Erwinia carotovora subsp. odorifera

Gallois et al.

P. carotovorum subsp. odoriferum (Gallois et

al.) Hauben et al.

Erwinia carotovora subsp. wasabiae

Goto e Matsumoto

P. carotovorum subsp. wasabiae (Goto e

Matsumoto) Hauben et al.

P. wasabiae

Matsumoto) Gardan et al.

(Goto

and

Erwinia chrysanthemi Burkholder et al.

P. chrysanthemi (Burkholder et al.) Brenner et

al.

Dickeya chrysanthemi
(Burkholder et al.) Samson et

al.

Erwinia cypripedii (Hori) Bergey et al.

P. cypripedii (Hori) Brenner et al.

"Nomes em negrito sio as denominacdes mais atualizadas, obtidas em literatura especializada.
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Isolados de Pectobacterium sdo anaerdbicos facultativos, Gram negativos, ndo
formadores de esporos e moveis por flagelos peritriquios (BRENNER et al., 1972; DE BOER;
KELMAN, 2001; KWON et al., 2000, PEROMBELON; KELMAN, 1980). Apresentam
crescimento o6timo entre 28-30°C, todas as espécies sao oxidase negativas, catalase positivas e
muitas ndo reduzem nitratos. Fermentam glucose, produzem B-galactosidase e H,S, utilizam L-
arabinose, D-galactose, D-glucose, glicerol, D-manose, D-ribose e sacarose, mas nao produzem
urease ou acido a partir de adonitol (DE BOER; KELMAN, 2001; HYMAN et al., 2002).

Em geral, a partir de tecidos com podriddo-mole, faz-se o isolamento seletivo em
pimentdo. O método consiste na introducdo de palito de dente autoclavado no material
decomposto e depois no fruto de pimentdo verde, devendo este ser mantido a 25-30 °C, em
saco plastico com alta umidade, por 24-30 h (TAKATSU et al., 1981). Dai a bactéria pode ser
plaqueada diretamente para o meio cristal violeta-pectato (CVP) (CUPPELS; KELMAN, 1974)
onde forma colonias translicidas e iridescentes em depressdes profundas. Neste meio, as
pectobactérias diferenciam-se das Pseudomonas spp. fluorescentes pectinoliticas que formam
depressoes rasas € maiores (HYMAN et al., 2002 ).

O cultivo desses isolados em meio caseina acida-peptona-glicose (CPG) com incubacao
a 24 °C por 48 h, permite a visualizacdo em lupa, sob iluminagdo obliqua, de colonias jovens
de pectobactérias com aspecto de “vidro quebrado”. Esta caracteristica também distingue as
colonias de Pectobacterium de Pseudomonas spp. ¢ de outras bactérias presentes no solo
(KELMAN; DICKEY, 1995). Outros testes como crescimento a 37 °C, redugdo de sacarose,
utilizacao de ceto-metilglucosideo, producdo de acido a partir de sorbitol, melibiose, citrato,
arabitol, rafinose e lactose, sensibilidade a eritromicina e producdo de indol (Figura 2)

permitem a separacao das principais pectobactérias (DE BOER; KELMAN, 2001).
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Além destes, a determinacdo da atividade pectinolitica em meio CVP ¢ um critério
auxiliar. Neste meio, apos incubagdo por 48 horas, isolados de P. carotovorum subsp.
carotovorum formam depressodes a 27 e 33,5 °C mas nao a 37 °C; P. atrosepticum forma
depressdes apenas a 27 °C e D. chrysanthemi forma depressoes a 27, 33,5 ¢ 37 °C (HYMAN
et al., 2002). No Rio Grande do Sul, Oliveira et al. (2003) basearam-se em caracteristicas
bioquimicas e PCR com iniciadores especificos para P. atrosepticum, para identificar as
seguintes espécies e subespécies de Pectobacterium, todas relacionadas a canela preta da
batata, D. chrysanthemi, P. atrosepticum ¢ P. carotovorum subsp. carotovorum. No entanto,
oito isolados nao foram identificados por ndo se ajustarem as caracteristicas bioquimicas
tradicionais. Igualmente, Seo et al. (2003) dividiram nove isolados obtidos de amoreira (Morus
spp.) em dois grupos com base em testes bioquimicos. O grupo 1 foi formado por dois isolados
com caracteristicas tipicas de P. carotovorum subsp. carotovorum. O grupo 2 foi formado por
sete isolados que apresentaram algumas caracteristicas de subespécies de P. carotovorum mas
nado puderam ser enquadrados em nenhuma delas. Esses isolados aproximaram-se mais de P.
atrosepticum diferindo apenas por crescerem a 36 °C, o que foi confirmado quando ndo
amplificaram produtos em PCR com iniciadores especificos para P. atrosepticum. Portanto,
apenas as caracteristicas bioquimicas nao sdao suficientes, na maioria dos casos, para a
identificacdo de espécies e subespécies de pectobactérias, as quais formam um grupo muito
heterogéneo (OLIVEIRA et al., 2003).

A identificagdo por acidos graxos da parede celular permite a classificagdo taxondmica
de bactérias fitopatogénicas (MOSS, 1981). Alguns grupos de bactérias tém perfis
suficientemente caracteristicos para permitir a diferenciacdo com base em poucos calculos
paramétricos, como ¢ o caso da porcentagem individual de acidos graxos (SEO; TAKANAMI,
2002). De Boer e Sasser (1986) estudando a composi¢do de acidos graxos, encontraram que
estirpes de P. carotovorum e P. atrosepticum provenientes de batata eram qualitativamente

similares, mas diferiam na quantidade e razdo de certos 4cidos graxos.
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A identificagdo por acidos graxos da parede celular permite a classificagdo taxonomica
de bactérias fitopatogénicas (MOSS, 1981). Alguns grupos de bactérias tém perfis
suficientemente caracteristicos para permitir a diferenciacdo com base em poucos calculos
paramétricos, como ¢ o caso da porcentagem individual de acidos graxos (SEO; TAKANAMI,
2002). De Boer e Sasser (1986) estudando a composi¢do de acidos graxos, encontraram que
estirpes de P. carotovorum e P. atrosepticum provenientes de batata eram qualitativamente
similares, mas diferiam na quantidade e razao de certos acidos graxos.

A biologia molecular e biotecnologia vém sendo aplicadas no desenvolvimento de
ferramentas de detec¢ao de patogenos de plantas que sejam rapidas, especificas e sensiveis
(MILLER; MARTIN, 1988). De acordo com Kang et al. (2003) a identificacdo de subespécies
de P. carotovorum usando sorologia ¢ problematica devido a complexidade da espécie. Uma
alternativa ¢ o uso de hibridagdo de DNA e técnicas de PCR, devido a sensibilidade e rapidez
na deteccao e identificacao das estirpes.

Toth et al. (2001) usaram as técnicas ITS-PCR e ITS-RFLP reputando-as como mais
simples, precisas e rapidas que outras técnicas moleculares e caracterizagao fenotipica, para a
identificagdo de espécies e subespécies de Pectobacterium. ERIC-PCR foi empregada para
diferenciar isolados de P. carotovorum subsp. carotovorum de P. atrosepticum provenientes de
batata, provando ser uma alternativa segura e sensivel a ser usada como rotina em conjunto
com testes bioquimicos (SEO et al., 2002b). Ja Seo et al. (2004) analisaram isolados de P.
carotovorum provenientes de batata e de couve-chinesa, utilizando testes bioquimicos e analise
das seqiiéncias de rDNA 16S e IGS 16S-23S. Com base na andlise do rDNA 168, foi possivel
a identifica¢do dos isolados de couve-chinesa e batata, respectivamente como P. carotovorum

subsp. odoriferum e P. wasabiae.

Variabilidade de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
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O entendimento da diversidade dentro e entre patdgenos relacionados ¢ um importante
pré-requisito para classificagdo taxondmica, identificacdo e deteccdo do patdogeno e para
estudos epidemiologicos (AVROVA et al., 2002). Seo et al. (2000, 2001) reconhecem que ¢
importante melhorar o conhecimento da diversidade de P. carotovorum subsp. carotovorum
para a formulagao de estratégias de controle mais eficientes.

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum forma um complexo taxon que
envolve uma ampla diversidade de caracteristicas sorologicas, fenotipicas, genotipicas,
bioquimicas e patogénicas (SEO et al., 2002a, 2002c; YAP et al., 2004). Esta diversidade pode
ser analisada com relagdo a componentes epidemiolédgicos da doenca, sensibilidade a diferentes
antibioticos e técnicas moleculares.

Os componentes epidemiologicos propiciam detectar diferencas entre os isolados
quanto a velocidade de inducao dos sintomas do hospedeiro e quantidade de doenga induzida
em diferentes periodos apos a inoculagao (COSTA et al., 2001; SILVEIRA et al., 2003). Nao
foram encontrados trabalhos que utilizem componentes epidemioldgicos para o estudo da
variabilidade de P. carotovorum subsp. carotovorum. Na maioria das pesquisas que envolvem
testes de patogenicidade, as avaliagdes sdo realizadas 2 a 3 dias ap6s a inoculacao (SEO et al.,
2001), ndao havendo preocupag¢dao com o inicio dos sintomas (PI) e o progresso dos mesmos
(AACPD), mas somente com a severidade final (SEVF). Do ponto de vista epidemiologico, a
variabilidade patogénica tem implicagdes diretas no manejo da doenga (MCDONALD;
LINDE, 2002). As variaveis SEVI, SEVF ¢ AACPD no caso da podridio-mole em couve-
chinesa podem ser influenciadas de diferentes maneiras em func¢do do isolado e quantidade de
inéculo do patdgeno, da intensidade do ferimento no peciolo, do genoétipo e estadio fenoldgico
do hospedeiro, e das condigdes ambientais predominantes (KIKUMOTO, 1980).

Nem sempre sdo encontrados antibidticos capazes de detectar variabilidade na

viruléncia e/ou agressividade entre isolados, como relatado para Xanthomonas campestris pv.
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campestris (Pammel) Dowson por Costa et al. (2001). Segundo Romeiro (2005), a resisténcia
bacteriana a antibidticos ¢ governada por mecanismos genéticos € os genes para resisténcia
tanto podem estar no cromossomo principal como em plasmideos. Em alguns casos, toda a
populagdo bacteriana ja ¢ naturalmente resistente a um ou varios antibioticos e existem varios
exemplos em bacteriologia de plantas, sendo denominado resisténcia multipla constitutiva.
Segundo Waleron et al. (2002) a variabilidade genética desta bactéria pode ser
explicada em relacdo a origem geografica e/ou pela extensa gama de plantas hospedeiras. De
acordo com Yap et al. (2004) o conhecimento acerca da variabilidade de P. carotovorum
subsp. carotovorum em campo ¢ muito limitado. Estes autores utilizando técnicas moleculares
verificaram que a diversidade genomica de estirpes de P. carotovorum subsp. carotovorum em
um Uunico nicho, plantas de batata, foi surpreendentemente grande se comparada com outros
patogenos. Do ponto de vista evolutivo, a variabilidade genética das populacdes ¢ importante
por determinar o potencial de adaptacao do organismo as diferentes condigdes sob as quais se

encontra (MCDONALD; LINDE, 2002).

Diversos estudos moleculares em relacdo a diversidade e identificacdo de P.
carotovorum tém sido realizados, entre os quais se destacam: RAPD (MAKI-VALKAMA;
KARJALAINEN, 1994; PARENT et al., 1996; SEO et al., 2003), gene pel-PCR (SEO et al.,
2000; SEO et al., 2002d), analise do rDNA 16s-23s (FESSEHAIE et al., 2002), rDNA 16S
(KWON et al., 1997; 2000, HAUBEN et al., 1998), gene recA (SEO et al., 2002c;
WALERON et al., 2002), cDNA-AFLP (DELLAGI et al., 2000), AFLP (AVROVA et al.,
2002), ERIC-PCR (SEO et al., 2000; SEO et al., 2001), sorologia (De BOER et al., 1987) ¢
hibridagdo DNA-DNA (GARDAN et al., 2003).

Segundo Louws et al. (1999), os marcadores Rep-PCR sdo baseados em seqiiéncias
repetitivas conservadas dispersas no genoma bacteriano, sendo utilizados para estudar a

diversidade genética em bactérias especialmente as Gram negativas, como ¢ o caso do ERIC-
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PCR (VERSALOVIC et al., 1991). Cada indicador gera um padrao de bandas especifico que
pode variar em tamanho e em distribui¢do. Seo et al. (2000) estudaram a diversidade genética
de estirpes de P. carotovorum subsp. carotovorum provenientes de Tailandia através ERIC-
PCR ¢ gene pel-RFLP. O primeiro método demonstrou uma grande diversidade genética da
bactéria, sendo formados 10 grupos dentro das 22 estirpes estudadas. Seo et al. (2002b)
também utilizaram ERIC-PCR para diferenciar estirpes de P. carotovorum subsp. carotovorum
de P. atrosepticum, encontrando que a similaridade das estirpes de P. atrosepticum dentro do
grupo foi mais alta do que a das estirpes de P. carotovorum subsp. carotovorum, confirmando
a grande diversidade genética desta espécie. Esses autores sugerem o emprego de ERIC-PCR
para analisar as caracteristicas genéticas de P. carotovorum ao nivel de subespécie e
infraespécie. Yahiaoui-Zaidi et al. (2003) concordaram com esses resultados ao estudarem a
diversidade bioquimica e molecular de estirpes de P. carotovorum subsp. carotovorum,
provenientes de batata na Algéria, pela analise do gene pelY-RFLP. Segundo os autores, os
perfis mostraram-se muito mais heterogéneos entre as estirpes de P. carotovorum subsp.

carotovorum que entre as estirpes de P. atrosepticum.

Solos supressivos a Pectobacterium carotovorum

As caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do solo, juntamente com os fatores
ambientais e as plantas hospedeiras, podem influenciar a populacao de P. carotovorum subsp.
carotovorum, acelerando ou retardando o desenvolvimento da podridao-mole
(PEROMBELON; KELMAN, 1980). O fendmeno de alguns solos prevenirem naturalmente o
estabelecimento de patdgenos ou inibirem as suas atividades patogénicas ¢ denominado
supressividade e estes solos sdo chamados de supressivos, em oposi¢ao aos solos conducentes.

A distingdo entre supressdo a doenga e supressdo ao patogeno deve ser efetuada, sendo esta
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ultima a habilidade de um solo em reduzir a densidade de indculo do patdogeno e sua atividade
saprofitica, enquanto a primeira, a capacidade do solo de reduzir a intensidade da doenga,
mesmo com alta densidade de inoculo e capacidade de sobrevivéncia do patogeno (COOK;
BAKER, 1983).

A supressividade de solos ¢ uma caracteristica desejavel, pois possibilita o controle de
doengas com maior eficiéncia e menores danos ambientais. Fatores que determinam a
supressividade devem ser estudados visando a utilizagdo dessas informagdes na inducao da
supressividade em solos conducivos. Interagdes complexas entre fatores abidticos e bidticos do
solo podem conduzir a supressividade, motivo pelo qual, propriedades do solo como textura e
tipo de argila, teores de fosforo (P), potassio (K), carbono (C), nitrogénio (N) total, aluminio
(Al), Calcio (Ca), magnésio (Mg), sédio (Na) e matéria organica (MO), relagdo C/N,
condutividade elétrica e potencial hidrogenidnico (pH), assim como densidade, biomassa e
atividade microbiana, dentre outras, podem ser usadas como indicadoras da supressividade
(BETTIOL; GHINI, 2005; CHELLEMI; PORTER, 2001; HORNBY, 1983). As propriedades
fisicas e quimicas do solo agem na supressividade de forma direta interferindo no ciclo de vida
do patdégeno ou de forma indireta estimulando a atividade microbiana antagonista (BETTIOL;
GHINI, 2005).

Nao ¢ possivel destacar uma ou um conjunto de caracteristicas responsaveis pela
supressividade ou conducividade em todos os solos, pois os fatores responsaveis pela
supressividade em determinado solo podem ndo exercer o0 mesmo papel em outros. Segundo
Arshad e Martin (2002), a complexidade das interagdes entre as diferentes propriedades fisicas,
quimicas e microbioldgicas do solo torna dificil a identificacdo de indicadores de
supressividade do solo que possam ser utilizados em diferentes situagdes. Isto reflete, segundo
Hoper e Alabouvette (1996) na dificuldade freqiientemente encontrada para distingdo entre

fatores primarios e secundarios responsaveis pela supressividade a doengas e/ou patogenos.
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A densidade populacional e a sobrevivéncia dos microrganismos no solo dependem de
varios fatores, destacando-se a capacidade de produzir estruturas de sobrevivéncia, os fatores
que controlam ou afetam a produgdo destas estruturas, as condi¢des que afetam a sobrevivéncia
destas estruturas, a diversidade fisiologica, a eficiéncia na utilizacdo de substratos, os nimeros
de hospedeiros principais e alternativos, a competitividade e grau de saprofiticidade, as
estratégias de sobrevivéncia e a suscetibilidade a microbiostase e antibidticos presentes no solo
(SIQUEIRA; FRANCO, 1988).

A disponibilidade de nutrientes e os niveis de pH no solo podem afetar as populagdes
de P. carotovorum subsp. carotovorum, pois foi constatado que valores elevados de pH, P, Ca
e Mg propiciavam aumentos significativos nos niveis populacionais desta bactéria nesse habitat
(KIKUMOTO, 1980; PEROMBELON; HYMAN, 1989; ARMON et al., 1995). Segundo
Pérombelon e Kelman (1980) a populagdao de pectobactérias no solo ¢ afetada pela pouca
disponibilidade de nutrientes, pois as mesmas nao acumulam compostos ricos em energia como
glicogénio ou poli-B-hidroxibutirato. Por outro lado, a podridao-mole em couve-chinesa foi
eficientemente controlada em campo pela fertilizagdo do solo com hidréxido de calcio (KIM;
YEOUNG, 2004).

A microbiota dos solos ¢ continuamente influenciada pela interacdo entre as
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas (SIQUEIRA; FRANCO, 1988). Populagdes de
pectobactérias declinam muito rapidamente em solos no campo dependendo da populagdo
bacteriana no solo, além de outros fatores (MEW et al., 1976; PEROMBELON; KELMAN,
1980). A redugdo da populagdo de P. carotovorum subsp. carotovorum no solo pode ser
atribuida a competicdo com bactérias nativas que utilizam os nutrientes mais eficientemente, a
exemplo do constatado por Armon et al. (1995), mas o mecanismo de antibiose também pode
estar envolvido, pois Kikumoto (2000) destacou que a diferenca na habilidade de isolados desta
bactéria sobreviverem no solo estava relacionada a sensibilidade a bacteriocinas. Kikumoto

(2000) demonstrou o potencial do controle bioldgico da podriddo-mole em couve-chinesa
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baseado na utilizacao de isolados avirulentos de P. carotovorum produtores de bacteriocinas,
entretanto nenhum método efetivo de controle foi estabelecido.

Os géneros de bactérias mais comumente encontrados nos solos com capacidade
antagonistica a fitopatogenos sdo Pseudomonas spp. e Bacillus spp. que podem agir por
antibiose, competi¢do por espago e nutrientes, parasitismo e inducao de resisténcia (BETTIOL;
GHINI, 2005; WELLER et al., 2002). Mew et al. (1976) observaram que a presenca de
Pseudomonas fluorescentes no solo influenciou significativamente na redugao da severidade da
podriddo-mole em couve-chinesa. Segundo Mazzola (2004), a implementacdo efetiva de
estratégias de manejo ou estimulo a comunidade microbiana antagonista do solo para a
supressao de fitopatogenos habitantes desse ambiente requer inicialmente a identificacdo dos
componentes bioldgicos envolvidos na supressividade e depois o monitoramento do impacto
das praticas de manejo na abundancia e atividade dessa populacdo microbiana benéfica.

A influéncia de bactérias formadoras de endosporos na sobrevivéncia de P.
carotovorum foi estudada por Kikumoto (1980), que verificou o decréscimo rapido na
populagdo do patdogeno com o aumento das populagdes de bactérias formadoras de endosporos.
Espécies de Bacillus, incluindo B. thuringiensis Berliner, B. subtilis (Ehrenberg) Cohn ¢ B.
cereus Frankland & Frankland tém se destacado como importantes agentes de biocontrole de
fitopatdégenos habitantes do solo (EMMERT; HANDELSMAN, 1999). Essas bactérias sao
produtoras de antibidticos, além de enzimas que degradam o sinal de “quorum sensing” de
muitas bactérias (GARBEVA et al., 2004), a exemplo de B. thuringiensis no biocontrole de P.
carotovorum (DONG et al., 2004). Mesmo considerando todos esses aspectos, um
entendimento completo dos fatores bioldgicos responsaveis pela supressividade de um solo a
um determinado patégeno ou doenga requer um conhecimento aprofundado da identidade,
freqliéncia relativa e atividade bioldgica das diversas populagdes microbianas que habitam a

rizosfera. Além disso, o balango microbiano e a eficiéncia de um antagonista sdo dependentes
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das caracteristicas fisico-quimicas do solo, sendo dificil separar os fatores envolvidos na
supressividade (WELLER et al., 2002).

Apesar da importancia da podridao-mole para a cultura da couve-chinesa em
Pernambuco, ndo existem estudos sobre caracterizagdo, variabilidade de P. carotovorum subsp.
carotovorum e supressividade de solos a populagdes desta bactéria fitopatogénica no Nordeste
do Brasil. Desta forma, os objetivos deste trabalho foram: (i) identificar pectobactérias
causadoras de podriddo-mole em couve-chinesa e investigar sua variabilidade (Capitulo II) e
(1) avaliar a taxa de extin¢ao da populagdo desse patégeno em solos de Pernambuco e analisar
as caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas dos solos associadas com a supressividade ou

conducividade ao patogeno (Capitulo III).
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RESUMO

A produgdo de couve-chinesa (Brassica pekinensis) pode ser limitada pela ocorréncia
de doengas, dentre as quais se destaca a podriddo-mole causada por bactérias pectinoliticas.
Trinta e nove isolados de bactérias causadoras de podriddo-mole em couve-chinesa, oriundos
de areas de plantio de Camocim de Sao Félix, em Pernambuco, foram identificados e
caracterizados como Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum por testes bioquimicos
confirmados por PCR. A variabilidade desses isolados foi avaliada com base em componentes
epidemioldgicos da doenga, sensibilidade a antibidticos e marcadores moleculares. Os isolados
foram distribuidos em grupos de similaridade, considerando-se 50% da distancia total de
ligacdo pelo método UPGMA. Com base nos componentes epidemiologicos periodo de
incubacao (PI), severidade inicial (SEVI), severidade final (SEVF) e 4rea abaixo da curva de
progresso da doenca, os 39 isolados foram distribuidos em seis grupos de similaridade. Entre
os componentes epidemioldgicos, foi constatada correlagdo de Pearson significativa (P<0,05)
somente de PI com SEVI (r = -0,57). Baseado na sensibilidade aos 12 antibidticos, os isolados
de P. carotovorum subsp. carotovorum foram distribuidos em 14 grupos. Foram constatadas
correlagdes significativas entre sensibilidade a gentamicina e PI (r = -0,41), bem como entre
sensibilidade a clindamicina e SEVF (r = -0,45). A utilizagdo dos marcadores moleculares
REP, ERIC ¢ BOX no Rep-PCR revelou grande variabilidade genética entre os 39 isolados,
pois foram formados 32 grupos de similaridade. Nao foram constatadas correlagdes
significativas entre as distancias de ligacdo registradas pelos marcadores moleculares e os
componentes epidemiologicos da doenca.

Palavras-chave adicionais: Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Brassica pekinensis, componentes epidemiologicos, sensibilidade a antibioticos, marcadores

moleculares.
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ABSTRACT

Characterization and variability of bacteria causing soft rot in Chinese cabbage

Yield of Chinese cabbage (Brassica pekinensis) may be limited by the occurrence of
diseases mainly the soft rot caused by pectinolytic bacteria. Thirty-nine isolates of bacteria
causing soft rot in Chinese cabbage obtained from planting areas of Camocim de Sao Félix, in
the State of Pernambuco, were identified and characterized as Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum based on biochemical tests confirmed by PCR. The variability of these
isolates was evaluated through disease epidemiological components, sensitivity to antibiotics
and molecular markers. The isolates were distributed in similarity groups considering 50% of
the total linkage distance by the UPGMA method. Based on epidemiological components
incubation period (PI), initial severity (SEVI), final severity (SEVF) and area under the disease
curve progress the 39 isolates were distributed in six similarity groups. Among the
epidemiological components significant Pearson correlation (P<0.05) was only found for PI
and SEVI (r = -0.57). Based on sensitivity to 12 antibiotics, the P. carotovorum subsp.
carotovorum were distributed in 14 groups. There were significant correlations between
sensitivity to gentamicin and PI (r = -0.41), as well as between sensitivity to clindamicin and
SEVF (r = -0.45). The molecular markers REP, ERIC and BOX used in Rep-PCR revealed
high genetic variability among the 39 isolates since 32 similarity groups were formed. No
significant correlations were found among the linkage distances registered by molecular

markers and the disease epidemiological components.

INTRODUCAO
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O Estado de Pernambuco ¢ um dos principais produtores de couve-chinesa (Brassica
pekinensis L.) no Nordeste brasileiro, com produgdo média anual de 75,6 toneladas no periodo
2001 a 2005. O municipio de Camocim de Sao Félix, localizado na mesorregidao do Agreste,
destaca-se como o maior produtor dessa brassica em Pernambuco, sendo responsavel por 45%
da produgao (CEASA-PE, 2005).

A producao de couve-chinesa pode ser limitada pela ocorréncia de doencas, dentre as
quais, a podridao-mole causada por bactérias pectinoliticas, considerada uma das doengas mais
destrutivas dessa brassica no mundo (Mew et al., 1976; Kikumoto, 1980; Ren et al., 2001). Em
Pernambuco, a podridao-mole tem grande importancia, pois em levantamentos realizados em
2004 foi constatada em 100% dos plantios de couve-chinesa nas mesorregides da Zona da Mata
e Agreste, atingindo até 67% de incidéncia dentro das lavouras (Silva, 2005). Os sintomas da
podriddo-mole em couve-chinesa se caracterizam inicialmente pela maceracdo dos tecidos da
base das folhas em contato com o solo infestado, progredindo rapidamente para o caule
principal e resultando no colapso de toda a planta (Kikumoto, 1980).

As bactérias que causam podriddo-mole em couve-chinesa pertencem a espécie
Pectobacterium carotovorum (Jones) Hauben et al., com predominancia da subespécie P.
carotovorum subsp. carotovorum (Jones) Hauben et al. (Mew et al., 1976; Ren et al., 2001).
No entanto, P. carotovorum subsp. odoriferum (Gallois et al.) Hauben et al. (Seo et al., 2004) e
P. atrosepticum (Van Hall) Hauben et al. (De Boer, 1987) também ja foram relatadas
ocorrendo nessa hospedeira.

A identificagdo de isolados de Pectobacterium ¢ baseada principalmente no estudo de
caracteristicas bioquimicas e fenotipicas (Seo et al., 2004). Uma caracteristica importante ¢ a
capacidade de crescer e formar depressdo em meio CVP (cristal violeta-pectato) (Hyman et al.,
2002). De acordo com De Boer & Kelman (2001), P. carotovorum pode ser diferenciada das
outras espécies do género considerando o crescimento a 37 °C, produgdo de acido a partir de o-

metil glucosidio, producdo de indol, atividade da fosfatase e reducao da sacarose. No entanto, a
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identificagdo fenotipica de bactérias consome muito tempo e pode ser imprecisa (Toth et al.,
2001), o que no caso de Pectobacterium se deve a grande diversidade genética e fenotipica
dentro das espécies (Seo et al., 2000; Seo et al., 2002).

M¢étodos moleculares sdo amplamente utilizados para identificagdo e estudos de
variabilidade de patdgenos pela precisao, rapidez e sensibilidade (Ward & De Boer, 1990). A
identificacao e variabilidade genética de isolados de P. carotovorum subsp. carotovorum tém
sido estudadas com a utilizacao de técnicas como a analise por seqiienciamento ou por restrigao
enzimatica (RFLP) das regides 16S, 23S do rDNA (Fessehaie et al., 2002) ¢ intergénica 16S-
23S (ITS) (Toth et al., 2001), bem como a utilizagdo da rep-PCR (Seo et al., 2000). Na rep-
PCR sao utilizados os primers BOX, ERIC e REP, que correspondem a elementos repetitivos
conservados que ocorrem dentro do genoma bacteriano (Louws et al., 1999).

A diversidade de bactérias fitopatogé€nicas pode também ser analisada com relacao a
componentes epidemiologicos da doenca e sensibilidade a diferentes antibidticos. Os
componentes epidemiologicos possibilitam detectar diferengas entre os isolados quanto a
velocidade de inducdo dos sintomas do hospedeiro e quantidade de doenca induzida em
diferentes periodos apos a inoculagdo (Costa et al., 2001; Silveira et al., 2003).

O conhecimento da diversidade das bactérias causadoras de podridao-mole e da
variabilidade de suas populacdes ¢ essencial no desenvolvimento de estratégias de manejo da
doenga em couve-chinesa (Seo et al., 2000). Dada a importancia da doenga e da cultura na
regido do Agreste no Estado de Pernambuco, bem como a auséncia de estudos dessa natureza
no Brasil, neste trabalho objetivou-se caracterizar as bactérias causadoras da podridao-mole em
couve-chinesa nas principais areas produtoras e analisar a variabilidade de isolados de P.
carotovorum subsp. carotovorum obtidos nessas areas, com base em componentes

epidemioldgicos da doenca, sensibilidade a antibioticos e marcadores moleculares.
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MATERIAL E METODOS

Obtencgdo e caracterizagdo dos isolados de bactérias causadoras de podriddo-mole em
couve-chinesa

Plantas de couve-chinesa com sintomas de podriddo-mole foram coletadas em
diferentes areas produtoras do municipio de Camocim de Sdo Félix (PE), nos anos 2004 e
2005. Em laboratoério, foi efetuado o isolamento seletivo para Pectobacterium carotovorum em
pimentdo, de acordo com a metodologia de Takatsu et al. (1981). A identificagdo preliminar
dos isolados foi realizada em meio CPG (casamino &cido-peptona-glicose), no qual as coldnias
jovens (36-48 h) de pectobactérias visualizadas em lupa sob iluminag¢ao obliqua apresentam
aspecto de “vidro quebrado” (Kelman & Dickey, 1995). Trinta e nove isolados com essas
caracteristicas foram submetidos aos seguintes testes: coloragdo de Gram,
oxidagao/fermentagdo, oxidase, catalase, podriddo em tubérculo de batata (Hyman et al., 2002)
e patogenicidade em folhas destacadas de couve-chinesa (cv. Komachi). Para identificagdo ao
nivel de subespécie, foram utilizados os seguintes testes: crescimento a 37 °C, redugdo da
sacarose, utilizacdo de a-metil glucosideo, producao de acido a partir de sorbitol, melibiose e
lactose, sensibilidade a eritromicina, crescimento em NaCl a 5%, producao de fosfatase e
lecitinase (Hyman et al., 2002). Adicionalmente, foram realizados os testes de hidrolise da
caseina (Dye, 1969) e cor da colonia em meio NGM (&gar nutritivo-glicerol-MnCl,), para
diferenciar P. carotovorum subsp. carotovorum de Dickeya chrysanthemi (Burkholder et al.)
Samson et al. (Lee & Yu, 2005). Posteriormente, os isolados foram preservados em agua
esterilizada e armazenados na Cole¢do de Culturas de Bactérias do Laboratorio de
Fitobacteriologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Para a caracterizagdo molecular dos isolados, inicialmente foram adotados os
procedimentos para extragdo do DNA genomico total. Culturas bacterianas com 36-48 h foram

repicadas para tubos contendo 5 ml de caldo nutritivo e incubadas durante toda a noite em
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agitacdo a temperatura ambiente (25+4 °C). Apos este periodo, a concentracao do cultivo foi
ajustada em fotocolorimetro para Agyp = 0,30. O método de purificagdo utilizado foi o CTAB
(brometo de amonio-hexadeciltrimetil) (Wilson, 1999), com algumas modificagcdes, como
descrito a seguir. Transferiu-se 1,5 ml da suspensdo bacteriana para microtubos de 1,5 ml,
centrifugando-se duas vezes a 14.000 x g por 2 minutos, descartando-se o sobrenadante. As
células bacterianas precipitadas ou “pellet” bacteriano foram resuspendidas em agua destilada
esterilizada (ADE) e submetidas a centrifugacao por 14.000 x g por 3 min, sendo a agua
completamente eliminada. O “pellet” bacteriano foi resuspendido em 567 ul de tampao TE,
pH=8. Posteriormente, foram adicionados 30 pl de SDS a 10 % e 3 pl de proteinase K (20
mg/ml), seguindo-se a cada adicdo dos produtos uma agitacdo vigorosa em agitador tipo
vortex. Os microtubos foram incubados a 37 °C por 1,5 h em estufa. Apds esse periodo,
adicionou-se 100 ul de NaCl 5 M e agitou-se novamente. Em seguida, foi adicionado
CTAB/NacCl (4,1 g de NaCl e 10 g de CTAB em 100 ml de agua), incubando-se em banho-
maria por 10 min a 65 °C. Adicionou-se entdao 780 ul de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1),
agitou-se manualmente por 10 min e centrifugou-se a 14.000 x g por 5 min. O sobrenadante foi
removido para novos microtubos, onde foi adicionado fenol-cloroféormio-alcool isoamilico
(25:24:1), seguindo-se agitacdo manual por 10 min e centrifugacao a 14.000 x g por 5 min. O
sobrenadante foi removido para novos microtubos, sendo adicionados 360 ul de isopropanol
para promover a precipitacdio do DNA por agitacdo manual suave dos microtubos. Apds a
precipitagdo do DNA, os microtubos foram incubados por 10 min a -70 °C e centrifugados por
20 min a 14.000 x g. Ap6s o descarte do sobrenadante, efetuou-se uma lavagem do DNA em
70 % de etanol com centrifugacdo a 14.000 x g por 10 min. Apds o descarte do etanol, o
precipitado foi seco em rotagdo a vacuo por 5 min. O DNA foi entdo suspendido em 50 pl de
tampao TE pH=8 com RNAse (10 pg/ml) e, no dia seguinte, armazenado a 4 °C. O DNA foi
quantificado por eletroforese em gel de agarose a 0,9%, adicionando-se 2 ul de Sybr Gold®

(Invitrogen, Califérnia, Estados Unidos) a cada amostra e visualizando-se através de
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fotodocumentador Vilber Lourmat. Os DNAs foram armazenados a 4 °C até o momento da
utilizagao.

A identificacdo molecular foi realizada com os iniciadores EXPCCR (5’-
GCCGTAATTGCCTACCTGCTTAAG-3’) e EXPCCF (5°-
GAACTTCGCACCGCCGACCTTCTA-3’), seguindo-se o protocolo para URP-PCR descrito
por Kang et al. (2003). Realizou-se em seguida o nested-PCR com os produtos do URP-PCR ¢
os iniciadores INPCCR (5’-GGCCAAGCAGTGCCTGTATATCC-3") e INPCCF (5°-
TTCGATCACGCAACCTGCATTACT-3’) (Kang et al., 2003). Em ambos os protocolos de
PCR nao foram utilizados a gelatina nem o KCI. Os produtos de PCR foram obtidos através de
eletroforese em gel de agarose a 2% em tampao de corrida TBE 0,5 % a 100 V por 1 hora e
visualizados em fotodocumentador. Vilber Lourmat. Os isolados referéncia positivo e negativo
utilizados foram respectivamente P. carotovorum subsp. carotovorum Pcc 867 e P.
betavasculorum Pb 787, obtidos da Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Instituto

Biolégico.

Variabilidade de isolados de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum causadores

de podriddo-mole em couve-chinesa

A variabilidade de 39 isolados de P. carotovorum subsp. carotovorum causadores de
podridao-mole em couve-chinesa, oriundos das areas de plantio de Camocim de Sao Félix, foi
avaliada com base em componentes epidemioldgicos da doenga, sensibilidade a antibiodticos e

marcadores moleculares.

Componentes epidemioldgicos

Os isolados foram cultivados em tubos contendo meio NYDA (4gar nutritivo-extrato de

levedura-dextrose) durante 36-48 h e incubados a temperatura de 28+2 °C. A suspensdo de
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cada isolado foi efetuada em ADE e ajustada em fotocolorimetro (M3, Metronic) para Asyy =
0,36, que correspondia a aproximadamente 10° UFC/ml.

Plantas de couve-chinesa (cv. Komachi) com 43 dias de idade, cultivadas em casa de
vegetacao, foram inoculadas na base do peciolo da segunda folha definitiva pelo método de
picada. Este método consistiu no ferimento do tecido vegetal com palito de dente esterilizado e
deposicao de Sul da suspensdo bacteriana no ferimento com o auxilio de um micropipetador.
Apos a inoculagdo, as plantas foram submetidas a cdmara imida por 6 h, constituida por sacos
plasticos umedecidos, a temperatura entre 25 e¢ 30 °C. As avaliagcdes foram realizadas
inicialmente a cada hora durante as primeiras seis horas apos a inoculagdo e, posteriormente, a
intervalos de seis horas até 48 h, quanto a incidéncia e severidade de sintomas da podridao-
mole, considerando-se os seguintes componentes epidemiologicos: a) periodo de incubagao
(PI), determinado pelo numero de horas entre a inoculagdao e o surgimento dos sintomas da
doenga; b) severidade inicial da doenga (SEVI), as seis horas apds a inoculagdo, estimada com
o auxilio de escala descritiva de 1 a 9 (Ren et al., 2001), onde: 1 = sem lesdo no ponto de
inoculagdo; 2 = lesdes menores que S mm; 3 = lesdes entre 5 e 10 mm; 4 = lesdes maiores que
10 mm, porém nao atingindo as folhas; 5 = lesdo alcangando o limbo foliar e o caule principal;
6 = caule infectado, porém sem atingir as folhas ndo inoculadas; 7 = caule e folhas nado
inoculadas infectadas; 8 = planta inteira proxima a morte; 9 = planta morta; c) severidade final
da doenca (SEVF), as 48 h ap6s a inoculagdo, estimada com o auxilio da escala descritiva; d)
area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD), calculada pela expressdo: AACPD =
[Z (yvi + yis1)/2. dg ]/n, onde y; e yi+1 sdo os valores de severidade observados em duas
avaliagdes consecutivas, di o intervalo entre as avaliagdes e N a duragdo do periodo de
avaliacdo (Fry, 1978).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repetigdes, sendo

cada repeti¢do constituida por uma planta por vaso.
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Sensibilidade a antibidticos

A sensibilidade dos isolados a 12 antibidticos foi determinada através de antibiograma,
pelo método de difusdo em agar. A partir de coldnias crescidas por 36-48 h em tubos contendo
NYDA, foi feita a suspensao concentrada em ADE. Aliquotas de 3 ml da suspensao bacteriana
foram adicionadas a Erlenmeyer contendo 100 ml de meio NYDA semi-s6lido fundente,
homogeneizando-se manualmente e vertendo-se em placas de Petri. Apos a solidificacdo do
meio, discos dos antibidticos amoxicilina (AMO) 10 pug, cefoxitina (CFO) 30 ug, clindamicina
(CLI) 2 pg, eritromicina (ERI) 15 pg, gentamicina (GEN) 10 ng, acido nalidixico (NAL) 30
ug, oxacilina (OXA) 1 pg, rifampicina (RIF) 5 pg, trimetoprim (TRI) 5 pg, teicoplanina (TEC)
30 pg, tetraciclina (TET) 30 pg e vancomicina (VAN) 30 ug foram colocados em quatro
pontos eqiiidistantes da placa de Petri. As placas foram mantidas em incubadora B.O.D.
(Biochemistry Oxigen Demand) a 28+2 °C durante 24 horas e a avaliagdo realizada pela
medi¢ao do halo de inibi¢do do crescimento bacteriano em dois sentidos diametralmente
opostos, com auxilio de uma régua milimetrada.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repetigdes, sendo

cada repeti¢ao constituida por um disco do antibidtico por placa.

Perfis gendmicos obtidos por Rep-PCR

A extracdo do DNA dos isolados foi realizada como descrito na caracterizacao
molecular. O DNA obtido foi quantificado por eletroforese em gel de agarose 0,8%, colorido
com brometo de etidio e visualizado no fotodocumentador Eagle Eye II da Stratagene. No Rep-
PCR dos isolados de P. carotovorum subsp. carotovorum foram utilizados os iniciadores
ERIC, BOX ¢ REP ¢ o protocolo descrito por Louws et al. (1994). Os produtos do PCR foram
obtidos através de eletroforese em gel de agarose a 1,5 % em tampao de corrida TBE 0,5 % a

80 V por 2 horas e visualizados no fotodocumentador Eagle Eye II da Stratagene.
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Agrupamentos dos isolados e correlacdo entre variaveis

Considerando o conjunto de variaveis para componentes epidemiologicos, sensibilidade
a antibidticos e marcadores moleculares Rep-PCR, os isolados de P. carotovorum subsp.
carotovorum foram submetidos a analise de agrupamento baseada nos niveis de similaridade
utilizando a distancia Euclidiana estimada pelo método UPGMA (agrupamento aos pares pela
média aritmética ndo ponderada). Adicionalmente, pela andlise de correlacdo de Pearson, ao
nivel de 1% de probabilidade, foi avaliada a correlagdo entre as varidveis relacionadas ao
desenvolvimento da podridao-mole (PI, SEVI, SEVF e AACPD), bem como destas com as
variaveis de sensibilidade a antibioticos e a distdncia de ligagdo verificada no agrupamento
baseado em marcadores moleculares. Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o

auxilio do programa STATISTICA for Windows (StatSoft Inc., Tulsa - OK, USA, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo dos isolados de bactérias causadoras de podridao-mole em couve-chinesa
Foram obtidos 39 isolados de pectobactérias, cujas colonias com 36-48 h em meio
CPQG, visualizadas em lupa sob iluminagdo obliqua, apresentaram aspecto de “vidro quebrado”
(Kelman & Dickey, 1995). Esses isolados foram Gram negativos, metabolismo oxidativo-
fermentativo, oxidase negativos, catalase positivos, com capacidade de causar podridio em
tubérculos de batata e patogénicos a folhas destacadas de couve-chinesa, sendo considerados

do género Pectobacterium.

Pelos testes para identificacdo ao nivel de espécie e subespécie todos os isolados se
enquadraram como P. carotovorum subsp. carotovorum, uma vez que cresceram a 37 °C, nao

utilizaram a-metil glucosideo, ndo produziram acido a partir de sorbitol, produziram acido a
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partir de lactose, foram resistentes a eritromicina, cresceram em NaCl a 5% e ndo produziram
fosfatase e lecitinase. Com relagdo a reducdo da sacarose, 10,2% dos isolados apresentaram
esta caracteristica, enquanto 12,8% ndo foram capazes de produzir 4cido a partir de melibiose.
Estes dois tltimos resultados ndo sdao incomuns, pois segundo Avrova et al. (2002), P.
carotovorum subsp. carotovorum apresenta a maior diversidade fenotipica e genotipica entre as
subespécies de P. carotovorum, demonstrada pelos perfis de AFLP. Segundo Seo et al. (2002),
o crescimento a 36 °C e a reducao da sacarose ndo parecem suficientemente confidveis para
diferenciar P. carotovorum de P. atrosepticum. Nestes casos, outros métodos devem ser
utilizados para confirmar a identificagdo da subespécie (Yap et al., 2004). Os testes adicionais
demonstrando a hidrdlise da caseina (Dye, 1969) e a cor creme da colonia em meio NGM,
confirmaram a subespécie P. carotovorum subsp. carotovorum, diferenciando-a de D.
chrysanthemi (Lee & Yu, 2005). Além disso, a identidade dos isolados foi confirmada por
PCR, uma vez que todos os isolados apresentaram as bandas de 555 pb no UPR-PCR e 380 pb

no nested-PCR, caracteristicas de P. carotovorum subsp. carotovorum (Kang et al., 2003).

Variabilidade de isolados de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum causadores

de podriddo-mole em couve-chinesa

Com base nos componentes epidemioldgicos periodo de incubacgdo (PI), severidade
inicial (SEVI), severidade final (SEVF) e 4rea abaixo da curva de progresso da doenga
(AACPD), os 39 isolados de P. carotovorum subsp. carotovorum foram distribuidos em seis
grupos de similaridade quando considerado 50% da distancia total de ligagdo pelo método

UPGMA (Figura 1).

Nao foram encontrados trabalhos que utilizem componentes epidemiologicos para o
estudo da variabilidade de P. carotovorum subsp. carotovorum. Na maioria das pesquisas que

envolvem testes de patogenicidade, as avaliagdes sdo realizadas 2 a 3 dias apds a inoculacio



304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329

66

(Seo et al., 2001, 2002), ndo havendo preocupa¢do com o inicio dos sintomas (PI) e o
progresso dos mesmos (AACPD), mas somente com a severidade final (SEVF). No entanto,
segundo Bartz (1981) o periodo de incubacao da podridao-mole em frutos de tomate variou de
menos de 24 h até trés semanas. Os baixos periodos de incubagdo observados (de 4 a 5,4 h)
evidenciaram a velocidade com que a bactéria infecta os tecidos a partir da base da folha,
progredindo rapidamente para o caule e causando o colapso da planta. A SEVI variou de 0,6 a
2,0 e a SEVF de 3,0 a 6,2 indicando a existéncia de variabilidade na viruléncia entre os
i1solados, confirmada pelos valores registrados de AACPD (2,01 a 4,16), variavel que constitui
uma forte medida da atuagdo do isolado no desenvolvimento da doenca (Fry, 1978). Do ponto
de vista epidemiologico, a variabilidade patogénica tem implicagdes diretas no manejo da
doenga (McDonald & Linde, 2002).

Entre os componentes epidemiologicos, foi constatada correlagdo significativa (P<0,01)
somente de PI com SEVI (r = -0,57) (Tabela 1), indicando que a quantidade de podriddo-mole
estd inversamente relacionada ao tempo de inicio dos sintomas. Considerando que essa doenga
¢ monociclica (Kikumoto, 1980), a auséncia de correlacio de PI com SEVF e AACPD ¢
compreensivel, pois a velocidade da doencga nao ¢ influenciada pelo periodo de incubacao (Hau
& Vallavieille-Pope, 1998). Da mesma forma, a auséncia de correlagdes significativas entre
SEVI, SEVF e AACPD indica a independéncia entre essas varidveis, que no caso da podridao-
mole em couve-chinesa podem ser influenciadas de diferentes maneiras em funcao do isolado e
quantidade de inéculo do patdgeno, da intensidade do ferimento no peciolo, do genotipo e
estadio fenoldgico do hospedeiro, e das condigdes ambientais predominantes (Kikumoto,
1980).

Baseado na sensibilidade aos 12 antibioticos, os isolados de P. carotovorum subsp.
carotovorum foram distribuidos em 14 grupos de similaridade quando considerado 50% da
distancia total de ligacdo pela andlise de agrupamento (Figura 2), indicando a existéncia de

variabilidade entre os isolados quanto a sensibilidade aos antibioticos. Nao foram encontrados
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isolados com suscetibilidade ou resisténcia a todos os antibiodticos analisados. A maioria dos
antibioticos foi capaz de inibir em certo grau o crescimento de varios isolados da bactéria.
Segundo Romeiro (2005), a resisténcia bacteriana a antibidticos ¢ governada por mecanismos
genéticos e os genes para resisténcia podem estar presentes, tanto no cromossomo principal
como em plasmideos. Em alguns casos, toda a populacdo bacteriana ja ¢ naturalmente
resistente a um ou varios antibidticos e existem varios exemplos em bacteriologia de plantas,
sendo denominado resisténcia multipla constitutiva, embora essa caracteristica nao tenha sido
avaliada no presente estudo. Foram constatadas correlagdes significativas (P<0,01) entre
sensibilidade a gentamicina e PI (r = -0,41), bem como entre sensibilidade a clindamicina e
SEVF (r = -0,45) (Tabela 1), sugerindo que esses antibidticos podem ser utilizados para
detectar variabilidade na viruléncia e/ou agressividade entre isolados de P. carotovorum subsp.
carotovorum. Nem sempre sdo encontrados antibioticos capazes de estabelecer esta
diferenciag@o, como relatado para Xanthomonas campestris pv. campestris (Pammel) Dowson

por Costa et al. (2001).

A utilizagdo dos marcadores moleculares REP, ERIC e BOX no Rep-PCR revelou
grande variabilidade genética entre os isolados de P. carotovorum subsp. carotovorum, pois
foram formados 32 grupos de similaridade quando considerado 50% da distancia de ligacao
total (Figura 3). E importante destacar que os marcadores utilizados sio baseados em
seqiiéncias repetitivas conservadas dispersas no genoma bacteriano (Louws et al., 1999), sendo
utilizados para estudar a diversidade genética em bactérias especialmente as Gram negativas
(Versalovic et al., 1991). Cada indicador gera um padrdo de bandas especifico que pode variar
em tamanho e em distribui¢do. A variabilidade genética de P. carotovorum subsp. carotovorum
ja foi relatada com a utilizacdo de outras técnicas moleculares como AFLP (Avrova et al.,
2002), PCR-RFLP (Darrasse et al., 1994; Helias et al., 1998 ¢ ERIC-PCR (Seo et al., 2000,

2001; 2002). Alta diversidade genética ¢ freqiiente nesta subespécie, mesmo quando os
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isolados sdao provenientes de um tUnico hospedeiro como a batata (Méki-Valkama &
Karjalainen, 1994) ou obtidos de uma mesma regido na mesma estagdo de plantio (Yap et al.,
2004). A diversidade dentro da populacao de P. carotovorum subsp. carotovorum pode resultar
de diversos fatores tais como mudancgas genéticas, grande gama de plantas hospedeiras e ampla
distribui¢do geografica (Avrova et al., 2002; Seo et al., 2002). Do ponto de vista evolutivo, a
variabilidade genética das populagdes € importante por determinar o potencial de adaptagdo do
organismo as diferentes condicdes sob as quais se encontraram (McDonald & Linde, 2002).
Uma associagdo entre diversidade e o nicho ecoldgico parece ocorrer, ja que grande
diversidade tem sido encontrada em patogenos habitantes de ambientes heterogéneos como o
solo, a exemplo de Burkholderia cepacia em rizosfera de plantas de milho (Dalmastri et al.,

1999) e P.carotovorum subsp. carotovorum no presente estudo.

Correlagdes significativas entre as distancias de ligagdo registradas pelos marcadores
moleculares e os componentes epidemiologicos da doenga nao foram constatadas, ou seja, os
marcadores utilizados ndo amplificaram regides relacionadas com genes que codificam as
caracteristicas associadas a doenca. Portanto, neste estudo ndo houve relacdo entre
variabilidade genética e variabilidade patogénica dos isolados de P. carotovorum subsp.
carotovorum oriundos de couve-chinesa. Observagao semelhante foi relatada na Coréia quando
utilizadas as técnicas de ERIC-PCR (Seo et al., 2001) e RFLP para rDNA 168S, ISRs e gene pel
Seo et al. (2002). Por outro lado, Yap et al. (2004) relataram que os isolados menos virulentos
de P. carotovorum subsp. carotovorum apresentavam uma estrutura cromossdmica incomum
sugerindo que um pulsotipo (tipo obtido em eletroforese em gel de campo pulsado) particular
estava correlacionado com viruléncia. Isto foi comprovado, pois o isolado menos virulento nao

era capaz de oxidar celobiose e ndo possuia varios genes hrp e hrc.

A auséncia de correlagdes significativas dos componentes epidemiolégicos com a

maioria das variaveis indica a pouca validade da sensibilidade a antibioticos e de marcadores
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moleculares do tipo Rep-PCR na detec¢dao de variabilidade patogénica em populagdes de P.
carotovorum subsp. carotovorum, apesar do esfor¢o que tem sido dedicado ao estudo da
variabilidade em fitopatdgenos baseada em caracteristicas ndo relacionadas a
patogenicidade/viruléncia (Brown, 1998).

A elevada variabilidade verificada entre os isolados de P. carotovorum subsp.
carotovorum oriundos de diferentes areas cultivadas com couve-chinesa, no municipio de
Camocim de Sao Félix, em Pernambuco aponta para a necessidade de uma maior atengcdo em
estudos de identificacdo, deteccdo, epidemiologia e controle da podridao-mole, uma vez que
1solados bem diversos dessa subespécie podem ser encontrados em habitats muito proximos e
serem considerados como atipicos ou pertencentes a subespécies diferentes. As causas do
surgimento da variabilidade entre os isolados do patégeno permanecem desconhecidas e

necessitam ser investigadas.
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TABELA 1. Matriz de correlagdes do periodo de incubagdo (PI), severidade inicial (SEVI),
severidade final (SEVF), area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD), com
sensibilidade aos antibidticos e distancia de ligacdo (DLIG) por marcadores moleculares,
analisadas para 39 isolados de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum procedentes
de diferentes areas de plantio de couve-chinesa do municipio de Camocim de Sao Félix, estado

de Pernambuco

Variaveis Coeficiente de correlacao
Pl SEVI SEVF AACPD

SEVI -0,57* - - -

SEVF -0,24 0,30 - -

AACPD -0,15 -0,01 0,34 -

AMO' 0,01 -0,04 -0,08 -0,36
CFO 0,18 -0,05 0,03 -0,12
CLI 0,07 -0,14 -0,45% -0,18
ERI 0,03 0,19 0,13 -0,02
GEN -0,41% 0,25 0,18 0,10
NAL -0,16 0,18 0,18 0,01
OXA 0,05 -0,14 -0,32 -0,17
RIF 0,06 0,12 0,06 -0,15
TRI -0,10 0,16 0,11 -0,21
TEC -0,09 0,03 -0,10 -0,27
TET 0,09 -0,04 0,04 -0,29
VAN 0,13 -0,15 -0,22 0,20
DLIG 0,13 -0,04 0,21 -0,12

*Coeficientes seguidos por asterisco sao significativos a P<0,01.

' Amoxicilina (AMO), cefoxitina (CFO), clindamicina (CLI), eritromicina (ERI), gentamicina
(GEN), é4cido nalidixico (NAL), oxacilina (OXA), rifampicina (RIF), trimetoprim (TRI),
teicoplanina (TEC), tetraciclina (TET) e vancomicina (VAN).
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FIGURA 1. Agrupamento de 39 isolados de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
procedentes de diferentes areas de plantio de couve-chinesa do municipio de Camocim de Sao
Félix, estado de Pernambuco, baseado no método UPGMA, considerando os componentes
epidemiologicos da podridao-mole: periodo de incubacao, severidade inicial, severidade final e

area abaixo da curva de progresso da doenga.
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FIGURA 2. Agrupamento de 39 isolados de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
procedentes de diferentes areas de plantio de couve-chinesa do municipio de Camocim de Sao
Félix, estado de Pernambuco, baseado no método UPGMA, considerando a sensibilidade aos
antibidticos amoxicilina, cefoxitina, clindamicina, eritromicina, gentamicina, acido nalidixico,

oxacilina, rifampicina, trimetoprim, teicoplanina, tetraciclina e vancomicina.
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FIGURA 3. Agrupamento de 39 isolados de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
procedentes de diferentes areas de plantio de couve-chinesa do municipio de Camocim de Sao

Félix, estado de Pernambuco, baseado no método UPGMA, considerando as bandas obtidas

nos marcadores moleculares REP, ERIC e BOX utilizados no Rep-PCR.
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RESUMO

A podriddo-mole causada por Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc)
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é fator limitante para o cultivo de olericolas no estado de Pernambuco. As caracteristicas do
solo e os fatores ambientais podem influenciar a populagdo de Pcc e o desenvolvimento da
doenga. Este trabalho objetivou avaliar a taxa de extin¢do da populacdo de Pcc em 24 amostras
de solos de Pernambuco e analisar as caracteristicas fisicas, quimicas e microbioldgicas dos
solos associadas com a supressividade ou conducividade ao patégeno. No estudo da influéncia
7Rif

dos solos na populagdo de Pcc, utilizou-se mutante resistente a rifampicina (Pcc1277), sendo

calculada a taxa de extingdo relativa da populacdo (TEP) que variou de 0,0547 a 0,6327 log
(UFC)/dia. Seis solos mostraram-se supressivos a Pcc127" enquanto cinco evidenciaram
conducividade. Os grupos de solos baseados na TEP de Pcc127R" ndo apresentaram relacdo
com 0s municipios de coleta, tipos de coberturas do solo na época da coleta ou classes texturais
dos solos. Considerando-se todos os solos, ndo foram constatadas correlagdes significativas
(P<0,05) entre a TEP de Pcc1277" e as caracteristicas quimicas, fisicas e microbiolégicas dos
solos. Nos seis solos mais supressivos, a TEP de Pcc1277" se correlacionou significativamente
com a densidade aparente do solo (r = 0,76), populacdes de bactérias totais (r = 0,82) e Bacillus
spp. (r = 0,80). A populacéo de Bacillus spp. se correlacionou com a densidade aparente, mas
ndo com a populacdo de bactérias totais. Nos cinco solos mais conducivos houve correlacao

entre a TEP de Pcc1277e a populacdo de Bacillus spp. (r = -0,86).

Palavras-chave adicionais: podriddo-mole, solos supressivos, solos conducivos, ecologia.

ABSTRACT

Characterization of soils from Pernambuco State related to suppressiveness to
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum

The soft-rot caused by P. carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) is a limiting factor for
vegetable cropping in the Pernambuco State. Soil characteristics and environmental factors
may influence Pcc population and development of soft-rot. This work aimed to evaluate the

extinction rate of Pcc population in 24 soil samples of Pernambuco and analyze physical,
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chemical and microbiological soil characteristics associated with supressiveness or conducivity
to the pathogen. In the study of soil influence on Pcc population a rifampicin resistant mutant
was utilized (Pcc127%". The extinction rate of population (TEP) was calculated and ranged
from 0.0547 to 0.6327 log (CFU)/d. Six soils showed supressiveness to Pcc1277" while five
presented conducivity. The soil groups based on the TEP of Pcc127 did not correlate with
municipalities, types of vegetation cover at the sampling time or soil textural classes.
Considering all soils there were no significant correlations (P<0,05) among TEP of Pcc127""
and chemical, physical and microbiological characteristics of soils. Considering the six more
suppressive soils the TEP of Pcc1277" significantly correlated with soil apparent density (r =
0.76), total bacterium population (r = 0.82) and Bacillus spp. (r = 0.80). The Bacillus spp.
population correlated with apparent density, but not with total bacterium population.

Considering the five more conducive soils there was correlation between TEP of Pcc127%" and

Bacillus spp. population (r = -0.86).

INTRODUCAO

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Jones) Hauben et al. é uma
enterobactéria que causa podriddo-mole em ampla gama de plantas hospedeiras em todo o
mundo (Pérombelon & Kelman, 1980). A podriddo-mole é uma doenca de importancia
econdmica em diversas culturas, incluindo couve-chinesa (Brassica pekinensis L.) (Kikumoto,
1980), alface, beterraba, couve, pimentdo, repolho e tomate (Pérombelon, 2002). Em
levantamentos realizados no estado de Pernambuco em 2004, a podriddo-mole teve prevaléncia
de 100% em cultivos de couve-chinesa e de 45,2% em cultivos de alface, evidenciando a

importancia da doenca para essas olericolas (Silva, 2005).
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O controle da podriddo-mole é muito dificil, uma vez que P. carotovorum subsp.
carotovorum sobrevive em restos culturais infectados, na rizosfera de plantas cultivadas ou
invasoras, na agua, no solo, como epifitica na filosfera de plantas hospedeiras ou invasoras e
em insetos (Kikumoto, 1980; Pérombelon & Kelman, 1980). As caracteristicas do solo,
juntamente com os fatores ambientais, podem influenciar na populacdo de P. carotovorum
subsp. carotovorum, acelerando ou retardando o desenvolvimento da podriddo-mole
(Pérombelon & Kelman, 1980).

O fenbmeno de alguns solos prevenirem naturalmente o estabelecimento de patdgenos
ou inibirem as suas atividades patogénicas € denominado supressividade e estes solos de
supressivos, 0 oposto de solos conducivos. A distingdo entre supressdo a doenca e supressdo ao
patdgeno deve ser efetuada, sendo esta Gltima a habilidade de um solo em reduzir a densidade
de indculo do patdgeno e sua atividade saprofitica, enquanto a primeira a capacidade do solo de
reduzir a intensidade da doenca, mesmo com alta densidade de inoculo e capacidade de
sobrevivéncia do patdgeno (Cook & Baker, 1983).

A supressividade de solos é uma caracteristica desejavel, pois possibilita o controle de
doengas com maior eficiéncia e menores danos ambientais. Fatores que determinam a
supressividade devem ser estudados visando & utilizacdo dessas informagdes na indugdo da
supressividade em solos conducentes. InteracBes complexas entre fatores abioticos e bioticos
do solo podem conduzir a supressividade, motivo pelo qual, propriedades do solo como textura
e tipo de argila, densidade de particulas e densidade aparente, teores de nitrogénio (N) total,
fosforo (P), potassio (K), carbono (C), aluminio (Al), célcio (Ca), magnésio (Mg), sédio (Na) e
matéria organica (MO), relacdo C/N, condutividade elétrica e potencial hidrogeniénico (pH),
assim como densidade, biomassa e atividade microbiana, dentre outras, podem ser usadas
como indicadoras da supressividade (Hornby, 1983; Chellemi & Porter, 2001; Bettiol & Ghini,

2005).
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N&o existem estudos sobre a supressividade de solos a populagdes de P. carotovorum
subsp. carotovorum em regides tropicais, motivo pelo qual este trabalho teve como objetivos
avaliar a taxa de extin¢do da populagdo desse patdgeno em solos de Pernambuco e analisar as
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas dos solos associadas com a supressividade ou

conducividade ao patogeno.

MATERIAL E METODOS

Coletas das amostras de solo

Foram coletadas amostras de solo em 24 &reas selecionadas ao acaso, localizadas no
estado de Pernambuco (Tabela 1). As coletas foram efetuadas durante os meses de maio e
junho de 2005, sendo que em cada area foram removidas, aleatoriamente, seis sub-amostras de
5 kg de solo a uma profundidade de 0-20 cm, totalizando 30 kg de solo/area. Em cada area
foram obtidas informac6es adicionais sobre a cultura plantada e a localizacdo geografica foi
avaliada pelo Sistema de Posicionamento Global (GPS 48 Personal Navigator, Garwin
International, Olathe, KS, USA).

As amostras de solo foram secas em ambiente coberto durante dez dias e depois
peneiradas para retirada de residuos, sendo mantidas em sacos de nylon, em casa de vegetacao

até o processamento.

Analises fisicas, quimicas e microbioldgicas dos solos
As amostras de solos foram submetidas a analises fisicas e quimicas, que consistiram na
determinacéo da densidade aparente (g/cm®), densidade da particula (g/cm?®), porcentagem de

areia, argila e silte, pH em agua, K, Ca, Mg, Na e Al trocaveis (cmolc/dm®), acidez potencial
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(H+Al) (cmolc/dm®), C organico (g/kg), soma de bases (SB), saturacéo de bases (v) e saturacao
por aluminio (m) (EMBRAPA, 1997).

Nas analises microbioldgicas, de cada amostra de solo foram retiradas 10 sub-amostras
de 10 g, as quais foram homogeneizadas, sendo efetuadas diluicbes em série (1:10) e
plaqueamento nos meios BDA (batata-dextrose-agar), com e sem adi¢do de 250 ppm de
tetraciclina, para isolamento de fungos totais e bactérias totais, respectivamente; e meio B de
King (KB) para isolamento de Pseudomonas spp. fluorescentes. No isolamento de Bacillus
spp. as diluicbes foram submetidas a banho-maria de 80 °C por 20 minutos, com posterior
distribuicdo em meio BDA, sem adicdo de antibiotico. As culturas foram incubadas a 25+2 °C,
sob alternancia luminosa (12 h claro/12 h escuro), em incubadoras tipo B.O.D. (Biochemistry
Oxigen Demand). As populagdes bacterianas foram avaliadas ap6s 48 horas de incubacdo,
enquanto os fungos foram avaliados apds cinco dias. Cada populagdo resultou do ndmero
médio de colbnias em seis placas, sendo expressas em unidades formadoras de col6nias por

grama de solo (UFC/qg).

Influéncia dos solos na populacéo de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum

Foram utilizadas as 24 amostras de solo e um isolado de P. carotovorum subsp.
carotovorum (Pcc1277"), mutante espontaneo resistente ao antibiético rifampicina (100 ppm),
obtido a partir do isolado selvagem Pccl127, proveniente de planta de couve-chinesa (Brassica
pekinnesis L.) com sintomas tipicos de podriddo-mole. O isolado Pcc127%" apresentou
comportamento similar ao isolado selvagem em relagcdo ao crescimento em meio liquido NYD
(caldo nutritivo-extrato de levedura-dextrose) e patogenicidade a plantas de couve-chinesa (cv.

Komachi).

No preparo do inéculo de P. carotovorum subsp. carotovorum (Pcc127R), a partir de

cultura com 36-48 h em meio NYDA (agar nutritivo-extrato de levedura-dextrose) foi
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preparada suspensdo bacteriana em &gua destilada esterilizada, com concentracdo de 1x10°
UFC/ml, ajustada em fotocolorimetro (As;o = 0,36) de acordo com equagdo previamente
estabelecida. Os diferentes solos foram colocados em caixas tipo Gerbox® (200 g de
solo/caixa) e a cada caixa foram adicionados 50 ml de suspensdo bacteriana de Pcc127R",
homogeneizando-se com auxilio de bastdo de vidro. As caixas foram incubadas em B.O.D. a

temperatura constante de 25+2 °C.

Para avaliagdo dos niveis populacionais de P. carotovorum subsp. carotovorum, foram
processadas semanalmente amostras de 0,5 g de solo, até que em duas amostragens
consecutivas, a bactéria ndo fosse detectada. As amostras foram colocadas em tubos contendo
4,5 ml de &gua destilada esterilizada, os quais foram agitados em agitador tipo vortex, na
poténcia 10 durante 30 seg. Em condices assépticas, foram realizadas diluicbes até 107,
plagueando-se 0,1 ml de cada suspensdo em meio NYDA contendo 100 ppm de rifampicina e
250 ppm do fungicida clorotalonil (NYDAR™". O fungicida foi selecionado previamente
como inibidor eficiente dos contaminantes fangicos existentes nos solos. As placas foram
incubadas por 36 h a 2842 °C em B.0O.D., quando foi realizada a contagem do numero de
colbnias, determinando-se o numero de UFC/g de solo. Em cada amostra de solo, os dados
populacionais de P. carotovorum subsp. carotovorum foram utilizados para o calculo da taxa
de extincédo relativa da populacdo (TEP), pela expressdo TEP = - ((logYs — 1ogY)/(T¢To)),
onde Y, € a populacdo aos sete dias apos a infestacdo do solo, Ys a populacdo na dltima
avaliacdo antes de zerar, T; 0 tempo (em dias) da ultima avaliacdo sem zerar e To 0 tempo da

primeira avaliagéo (dia = 7) (Kocks et al., 1998).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeti¢oes, sendo
cada repeticdo constituida por uma caixa Gerbox®. Os dados foram submetidos & anélise de

variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Caracterizacdo da supressividade ou conducividade dos solos a Pectobacterium

carotovororum su bsp carotovorum

Para caracterizar os possiveis fatores envolvidos na supressividade ou conducividade
dos solos a P. carotovorum subsp. carotovorum, foram efetuadas comparacdes dos valores
médios da TEP com as demais varidveis avaliadas em cada solo, pela analise de correlacdo de
Pearson, ao nivel de 5% de probabilidade. Essas comparac6es foram realizadas em trés etapas:
na primeira foram comparados todos os 24 solos, na segunda os seis solos com maiores niveis
de supressividade e na terceira 0s cinco solos com maiores niveis de conducividade, conforme
o0s resultados da andlise de Scott-Knott. Todas as analises estatisticas foram realizadas com o
auxilio do programa SAEG® 9.0 (Sistema de Anéalises Estatisticas e Genéticas, Universidade

Federal de Vigosa, 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As taxas de extincdo relativa das populacdes (TEP) de P. carotovorum subsp.
carotovorum (Pcc127%" nos solos de Pernambuco variaram de 0,0547 log (UFC)/dia a 0,6327
log (UFC)/dia, sendo formados seis diferentes grupos de solos pelo teste de agrupamento de
Scott-Knott (P=0,05) (Tabela 1). As maiores TEP foram observadas nos solos CF-1, SA-1,
BG-1, CO-1, GR-1 e GR-2, enquanto as menores taxas foram constatadas nos solos 1G-1, CO-
2, CF-7, CF-8 e CF-9 (Tabela 1).

A diferenca na TEP de P. carotovorum subsp. carotovorum em varios solos com a
mesma densidade inicial de indculo, como verificado no presente estudo, indica a variabilidade
do potencial de in6culo em diferentes tipos de solo, entendendo-se como potencial de indculo a
energia de crescimento do organismo patogénico que esta disponivel para a infeccdo do

hospedeiro, resultante da densidade de in6culo ou numero de propagulos, da energia exdgena e
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enddgena dos propagulos por unidade, da viruléncia dos propagulos e dos fatores ambientais,
bidticos e abidticos, determinantes da atividade do indculo (Lockwood, 1988). Essa
variabilidade existente entre os solos permite, segundo Huber & Schneider (1982), classifica-
los em supressivos ou conducivos. Nesse contexto, os solos CF-1, SA-1, BG-1, CO-1, GR-1 e
GR-2 mostraram-se supressivos a P. carotovorum subsp. carotovorum, engquanto 1G-1, CO-2,
CF-7, CF-8 e CF-9 evidenciaram conducividade. A maioria dos solos apresentou
comportamento intermediario em relagdo a esses extremos.

A formagdo dos grupos de solos baseada na TEP de P. carotovorum subsp.
carotovorum ndo apresentou relagdo com os locais (municipios) de coleta das amostras dos
solos, tipos de coberturas do solo na época da coleta ou classes texturais dos solos. Era
esperado que solos sem cultivo de cruciferas se apresentassem mais supressivos a P.
carotovorum subsp. carotovorum, pois existem relatos de declinio das populagdes de
pectobactérias no solo até um nivel ndo detectavel quando inexistem plantas hospedeiras em
cultivo ou restos de cultura ndo decompostos (Togashi, 1972; Mew et al., 1976; Kikumoto,
1980). Segundo Kikumoto (2000), a bactéria se desenvolve seletivamente na rizosfera de
algumas espécies de plantas, indicando que algumas plantas podem ndo exsudar nutrientes de
suas raizes para manter o crescimento de P. carotovorum subsp. carotovorum.

A auséncia de associacdo entre historico de cultivo e populacdes de P. carotovorum
subsp. carotovorum, como constatado no presente estudo, foi previamente relatada por
Pérombelon & Hyman (1989), baseado em estudo realizado na Escécia no periodo de 1981 a
1983, envolvendo trés campos previamente cultivados com batata. O historico de cultivo na
area pode ter alguma influéncia, mas a interagdo com o hospedeiro é um fator determinante
para 0 aumento populacional de P. carotovorum subsp. carotovorum no solo. Nesse contexto,
na maioria das vezes é impossivel estabelecer uma relacdo entre o nivel populacional de P.
carotovorum subsp. carotovorum no solo e o inicio da podriddo-mole em couve-chinesa, tendo

em vista a grande influéncia da presenca de ferimentos no peciolo do hospedeiro, bem como da
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umidade e da temperatura do solo (Togashi & Sakamoto, 1966). Em geral, a bactéria existe no
solo em baixos niveis populacionais, menos que 10> UFC/g solo, mas se multiplica
rapidamente no solo em contato com o peciolo ou solo rizosférico do hospedeiro (Togashi,
1972; Mew et al., 1976). Portanto, como P. carotovorum subsp. carotovorum possui um tempo
de geragdo curto, uma pequena quantidade de indculo primério sobrevivente no solo pode
produzir rapidamente uma epidemia na presencga de condicGes favoraveis (Schuster & Coyne,
1974).

Na andlise dos possiveis indicadores da supressividade ou conducividade dos solos a
populacdo de P. carotovorum subsp. carotovorum, ndo foram constadas correlagdes
significativas (P=0,05) entre a TEP e as caracteristicas quimicas, fisicas e microbioldgicas
guando todos os solos foram considerados (Tabela 2). Esse resultado indica que ndo € possivel
destacar uma ou um conjunto de caracteristicas responsaveis pela supressividade ou
conducividade em todos os solos. Portanto, os fatores responsaveis pela supressividade em
determinado solo podem n&o exercer o0 mesmo papel em outros, confirmando as observacgoes
de Arshad & Martin (2002) sobre a complexidade das interacGes entre as diferentes
propriedades fisicas, quimicas e microbioldgicas do solo, o que torna dificil a identificacdo de
indicadores de supressividade do solo que possam ser utilizados em diferentes situacdes, e
reflete, segundo Hoper & Alabouvette (1996) na dificuldade freqiientemente encontrada para
distincdo entre fatores primarios e secundarios responsaveis pela supressividade a doencas e/ou
patdgenos.

Quando considerados somente o0s seis solos mais supressivos, a TEP de P. carotovorum
subsp. carotovorum se correlacionou significativamente (P<0,05) com a densidade aparente do
solo (r = 0,76), com as populacdes de bactérias totais (r = 0,82) e Bacillus spp. (r = 0,80). A
populacéo de Bacillus spp. se correlacionou com a densidade aparente (r = 0,96), mas ndo com

a populacdo de bactérias totais (r = 0,71) (dados ndo apresentados), 0 que pode ser
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consequéncia da diferenca nos métodos de quantificacdo das duas populages. Nos cinco solos
mais conducivos, houve correlacdo negativa entre a TEP de P. carotovorum subsp.
carotovorum e a populacdo de Bacillus spp. (r = -0,86) (Tabela 2). Por outro lado, as
caracteristicas quimicas do solo ndo se correlacionaram com a TEP nas diferentes combinacdes
de solos (Tabela 2).

A densidade populacional e a sobrevivéncia de microrganismos no solo dependem de
varios fatores, destacando-se a capacidade de produzir estruturas de sobrevivéncia, os fatores
que controlam ou afetam a producado destas estruturas, as condigdes que afetam a sobrevivéncia
destas estruturas, a diversidade fisioldgica, a eficiéncia na utilizacdo de substratos, 0s nimeros
de hospedeiros principais e alternativos, a competitividade e grau de saprofiticidade, as
estratégias de sobrevivéncia e a suscetibilidade a microbiostase e antibioticos presentes no solo
(Siqueira & Franco, 1988).

A disponibilidade de nutrientes e os niveis de pH no solo parecem ndo ter afetado as
populacdes de P. carotovorum subsp. carotovorum nesse estudo. No entanto, ja foi constatado
que valores elevados de pH, P, Ca e Mg propiciam aumentos significativos nos niveis
populacionais desta bactéria no solo (Kikumoto, 1980; Pérombelon & Hyman, 1989; Armon et
al., 1995). Por outro lado, a podriddo-mole em couve-chinesa foi eficientemente controlada em
campo pela fertilizacdo do solo com hidroxido de calcio (Kim & Yeoung, 2004).

A importancia das propriedades fisicas do solo na supressividade de fungos
fitopatogénicos habitantes desse ambiente foi destacada por Hoper & Alabouvette (1996), mas
inexistem informacdes sobre a influéncia da densidade aparente do solo na populacdo de P.
carotovorum subsp. carotovorum, motivo pelo qual o resultado obtido na presente investigacédo
constitui uma observacdo pioneira. A densidade aparente do solo é determinada pela
quantidade de espacgos porosos e solidos do solo, sendo que solos com elevada proporcdo de
espacos porosos em relacdo aos sélidos tém densidades menores do que outros mais compactos

e com menos espacgos porosos (Brady, 1989). Como o nivel de porosidade pode exercer efeito
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seletivo sobre a capacidade de colonizagédo por determinados microrganismos (Siqueira &
Franco, 1988), a correlagéo positiva entre densidade aparente do solo e TEP de P. carotovorum
subsp. carotovorum pode ser consequiéncia do nivel de porosidade, uma vez que as popula¢des
de bactérias sdo geralmente desfavorecidas pela reduzida porosidade do solo e,
consequentemente, elevada densidade aparente.

Os solos constituem um sistema dindmico, onde complexas interagcbes entre as
propriedades fisicas, quimicas e biologicas, se integram continuamente, influenciando e
diversificando a microbiota (Siqueira & Franco, 1988). Os solos analisados nesse estudo foram
obtidos de areas diferentes e com histérico de culturas diferentes e, por conseguinte, suas
microbiotas apresentaram diversidade, influenciando em maior ou menor grau a sobrevivéncia
de P. carotovorum. Nesse sentido, a elevada correlacdo observada entre supressividade do solo
a P. carotovorum subsp. carotovorum e as populagdes de bactérias totais era esperada, pois as
populacBes de pectobactérias declinam muito rapidamente em solos no campo dependendo da
populacdo bacteriana no solo, além de outros fatores (Mew et al., 1976; Pérombelon &
Kelman, 1980). A reducéo da populagédo de P. carotovorum subsp. carotovorum no solo pode
ser atribuida & competicdo com bactérias nativas que utilizam o0s nutrientes mais
eficientemente, a exemplo do constatado por Armon et al. (1995), mas o mecanismo de
antibiose também pode estar envolvido, pois Kikumoto (2000) destacou que a diferenca na
habilidade de isolados desta bactéria sobreviverem no solo estava relacionada a sensibilidade a
bacteriocinas. Este autor demonstrou o potencial do controle bioldgico da podriddo-mole em
couve-chinesa baseado na utilizacdo de isolados avirulentos de P. carotovorum produtores de
bacteriocinas, entretanto nenhum método efetivo de controle foi estabelecido.

Os géneros de bactérias mais comumente encontrados nos solos com capacidade
antagonistica a fitopatdgenos sdo Pseudomonas spp. e Bacillus spp. (Weller et al., 2002;
Bettiol & Ghini, 2005). Nesse estudo, as populacdes de Pseudomonas fluorescentes nao se

correlacionaram com a TEP de P. carotovorum subsp. carotovorum em nenhuma das situacdes
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analisadas, embora Mew et al. (1976) tenham observado que a presenca de Pseudomonas
fluorescentes no solo influenciou significativamente na reducdo da severidade da podridao-
mole em couve-chinesa. Por outro lado, a influéncia das populagbes de Bacillus spp. na
supressividade a P. carotovorum subsp. carotovorum verificada no presente estudo constitui
um aspecto relevante, pois segundo Mazzola (2004), a implementacdo efetiva de estratégias de
manejo ou estimulo a comunidade microbiana antagonista do solo para a supressdo de
fitopatdgenos habitantes desse ambiente requer inicialmente a identificacdo dos componentes
bioldgicos envolvidos na supressividade e depois 0 monitoramento do impacto das praticas de
manejo na abundancia e atividade dessa popula¢do microbiana benéfica.

A influéncia de bactérias formadoras de endosporos na sobrevivéncia de P.
carotovorum foi estudada por Kikumoto (1980), que verificou o decréscimo rapido na
populacdo do patdégeno com o aumento das populacdes de bactérias formadoras de endosporos.
Espécies de Bacillus, incluindo B. thuringiensis Berliner, B. subtilis (Ehrenberg) Cohn e B.
cereus Frankland & Frankland tém se destacado como importantes agente de biocontrole de
fitopatdgenos habitantes do solo (Emmert & Handelsman, 1999). Essas bactérias s&o
produtoras de antibidticos, além de enzimas que degradam o sinal de “quorum sensing” de
muitas bactérias (Garbeva et al., 2004), a exemplo de B. thuringiensis no biocontrole de P.
carotovorum (Dong et al., 2004). Mesmo considerando todos esses aspectos, um entendimento
completo dos fatores biologicos responsaveis pela supressividade de um solo a um
determinado patégeno ou doenca requer um conhecimento aprofundado da identidade,
freqliéncia relativa e atividade biologica das diversas populacdes microbianas que habitam a
rizosfera. Além disso, o balango microbiano e a eficiéncia de um antagonista sdo dependentes
das caracteristicas fisico-quimicas do solo, sendo dificil separar os fatores envolvidos na
supressividade (Weller et al., 2002), o que ficou evidente no presente estudo com a constatacdo

de correlacgdo significativa entre a populacdo de Bacillus spp. e a densidade aparente do solo.
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Um aspecto a ser considerado na dificuldade da caracterizagdo dos possiveis
mecanismos envolvidos na supressividade dos solos de Pernambuco a populacdo de P.
carotovorum subsp. carotovorum é a metodologia empregada, uma vez que foram utilizados
indicadores tradicionais de supressividade (Hornby, 1983; Chellemi & Porter, 2001). De
acordo com Van Bruggen & Semenov (1999), os resultados obtidos utilizando indicadores
tradicionais sdo muito dificeis de interpretar, motivo pelo qual sugeriram um procedimento
alternativo, baseado na mensuragdo de respostas biologicas a distdrbios ou estresse, assumindo
gue um solo sadio € um solo estavel com resisténcia ao estresse. A resposta ao estresse em
termos de amplitude e resisténcia da comunidade microbiana poderia ser um melhor indicador
universal para supressdo a doenca que qualquer outro fator fisico, quimico ou bioldgico
mensurado somente uma vez a longos intervalos de tempo. Portanto, novos estudos devem ser
realizados para a caracterizagdo dos mecanismos de supressividade ou conducividade dos solos
de Pernambuco a P. carotovorum subsp. carotovorum, visando contribuir efetivamente para o

manejo integrado da podriddo-mole em couve-chinesa.
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TABELA 1. Influéncia de solos do estado de Pernambuco na taxa de extingdo da populagéo

(TEP) de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum

Cddigo do solo  Local (municipio) Cobertura’ Textura TEP?
CF-1 Camocim de Sao Félix couve-chinesa Franco arenoso 0,6327 a°
SA-1 Sairé milho Franco argilo arenoso 0,5439 b
BG-1 Barra de Guabiraba sem plantio Franco argilo arenoso 0,4011c
CO-1 Condado cana-de-aglcar  Argila 0,3682 ¢
GR-1 Gravata couve-chinesa  Franco arenoso 0,3357 c
GR-2 Gravaté pimentao Franco arenoso 0,3145¢
CF-2 Camocim de Sdo Félix couve-chinesa Franco argilo arenoso 0,2801 d
AL-1 Abreu e Lima cana-de-aclcar  Areia franca 0,2315d
CG-1 Ché& Grande brdcoli Franco arenoso 0,2301d
CF-3 Camocim de Sdo Félix couve-chinesa Franco argilo arenoso 0,2004 d
BO-1 Bonito mata Argila 0,2003 d
SJ-1 Séo Joaquim do Monte piment&o Franco argilo arenoso 0,1992d
CF-4 Camocim de S&o Félix pimentao Franco argilo arenoso 0,1722 d
SJ-2 Séo Joaquim do Monte pimentéo Franco arenoso 0,1667 d
CG-2 Cha Grande pimentéo Franco arenoso 0,1519 e
CF-5 Camocim de S&o Félix couve-chinesa  Franco argilo arenoso 0,1483 ¢
GR-3 Gravata couve-chinesa Franco argilo arenoso 0,1397 e
CF-6 Camocim de Sao Félix couve-chinesa Franco argilo arenoso 0,1238 ¢
AN-1 Alianca cana-de-aclcar  Franco arenoso 0,1121 e
IG-1 Igarassu inhame Franco arenoso 0,0914 f
CO-2 Condado cana-de-aclcar  Franco arenoso 0,0806 f
CF-7 Camocim de Sao Félix couve-chinesa  Franco argilo arenoso 0,0799 f
CF-8 Camocim de S&o Feélix couve-chinesa  Franco arenoso 0,0718 f
CF-9 Camocim de Sdo Félix couve-chinesa Franco arenoso 0,0547

CV. (%) 10,34

Tipo de cobertura do solo na época da coleta.

Taxa de extincdo da populagdo de P. carotovorum subsp. carotovorum no solo [log (UFC)/dia], calculada
conforme Kocks et al. (1998).

*Médias de quatro repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Scott-Knott (P=0,05).
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TABELA 2. Correlagdes entre taxa de extin¢do relativa da populacdo de Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum (TEP) e variaveis fisicas, quimicas e microbiologicas dos
solos de Pernambuco, considerando todos os solos analisados (geral) e somente o0s

classificados como supressivos ou conducivos

Variaveis' Coeficiente de correlagio’
Geral Supressivos Conducivos

Areia (Ar) -0,29 -0,03 -0,26
Argila (Ar) 0,14 -0,05 -0,07
Silte (Si) 0,46 0,14 0,74
Reacdo Silte/Argila (Si/Ar) 0,20 0,14 0,56
Densidade aparente (DA) 0,08 0,76* 0,50
Densidade de particulas (DP) 0,05 0,68 -0,40
pH (H,0) -0,06 -0,23 0,65
Potassio (K) 0,02 -0,08 0,58
Sddio (Na) 0,12 0,47 -0,05
Calcio (Ca) 0,01 -0,01 0,39
Célcio + Magnésio (Ca+Mg) 0,11 -0,06 0,52
Aluminio (Al) 0,20 -0,25 -0,10
Carbono organico (CO) -0,02 -0,03 0,65
Acidez potencial (H+Al) 0,04 0,35 -0,31
Soma de bases (SB) 0,11 -0,05 0,54
Saturacdo de bases (v) 0,06 -0,17 0,43
Saturagdo por aluminio (m) 0,16 -0,24 -0,08
Relacdo Ca/Mg (Ca/Mg) -0,10 0,09 -0,40
Relagdo Ca/K (Ca/Mg) 0,10 -0,15 -0,20
Bacterias totais (BT) 0,07 0,82* 0,35
Pseudomonas fluorescentes (PF) -0,09 -0,02 0,58
Bacillus spp. (BC) 0,03 0,80* -0,86*
Fungos totais (FT) 0,26 -0,16 0,17

Coeficientes de correlacéo de Pearson seguidos por asterisco s&o significativos a P<0,05.
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CONCLUSOES GERAIS

e Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum é o principal agente causal de
podriddo-mole em couve-chinesa, em é&reas de plantio de Camocim de Sdo Félix, em
Pernambuco.

e Os baixos periodos de incubacdo da doenca evidenciam a velocidade com que a
bactéria infecta os tecidos e causa o colapso da planta.

e Os isolados de P. carotovorum subsp. carotovorum apresentam variabilidade na
viruléncia, demonstrada pelos valores de severidade inicial, severidade final e area abaixo da
curva de progresso da doenca.

e A quantidade inicial de podriddo-mole esta inversamente relacionada ao tempo de
inicio dos sintomas.

e Os isolados apresentam variabilidade quanto a sensibilidade aos antibioticos.

e Os isolados apresentam grande variabilidade genética, demonstrada pelos marcadores
moleculares REP, ERIC e BOX em Rep-PCR.

e A variabilidade genética e a variabilidade patogénica dos isolados ndo estdo
relacionadas.

e A sensibilidade a antibi6ticos e o uso de marcadores moleculares Rep-PCR tém pouca
validade na deteccdo de variabilidade patogénica em populacdes de P. carotovorum subsp.
carotovorum.

e A elevada variabilidade verificada entre os isolados de P. carotovorum subsp.
carotovorum oriundos de diferentes areas cultivadas com couve-chinesa em Pernambuco
aponta para a necessidade de uma maior atencdo em estudos de identificacdo, deteccéo,

epidemiologia e controle da podriddo-mole.



100

e A formacdo dos grupos de solos baseada na taxa de extin¢do de P. carotovorum subsp.
carotovorum ndo apresenta relacdo com municipios de coleta, tipos de coberturas do solo na
época da coleta ou classes texturais dos solos.

e Nado € possivel destacar uma ou um conjunto de caracteristicas responsaveis pela
supressividade ou conducividade em todos os solos.

e Em solos supressivos a P. carotovorum subsp. carotovorum no estado de Pernambuco
ha correlagdo positiva entre densidade aparente do solo e taxa de extin¢do da bactéria.

e A elevada correlacdo observada entre supressividade do solo a P. carotovorum subsp.
carotovorum e as populagfes de bactérias totais e Bacillus spp. é relevante para implementacéo

efetiva de estratégias de manejo da doenca.
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