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RESUMO GERAL 

 

A podridão mole causada por Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum é a 

principal fitobacteriose das culturas da couve-chinesa e alface no Brasil e mundo. O 

controle químico dessa doença não tem sido eficiente, sendo necessária a busca por 

novas alternativas de controle. Tendo em vista a crescente importância da podridão 

mole como fator limitante para a produção destas hortaliças nas mesorregiões do 

Agreste e Mata do estado de Pernambuco, Brasil e a dificuldade de medidas efetivas de 

controle, o presente trabalho teve como objetivos: (i) verificar o efeito do cálcio no 

controle da podridão mole em couve-chinesa; (ii) selecionar cultivares de alface como 

fontes de resistência à podridão mole. Foram testadas duas fontes de cálcio em 

diferentes concentrações, nitrato de cálcio (Ca(NO3)2)  a 0,00; 0,15 e 0,3 g L
-1

) e cloreto 

de cálcio (CaCl2) a 0,00; 1 e 5 g L
-1

, aplicadas via pulverização foliar e rega do solo. 

Ca(NO3)2, nas duas formas de aplicação foi eficiente no controle da podridão mole, 

reduzindo a severidade da doença em até 48,5% via aplicação foliar (0,15 g L
-1

). 

Verificou-se aumento significativo do conteúdo de cálcio foliar apenas nas plantas 

pulverizadas com as maiores doses de Ca(NO3)2 e CaCl2. Em todos os tratamentos com 

cálcio, a microscopia de luz revelou aumento do número de cloroplastos e melhor 

estruturação do parênquima paliçádico, enquanto a microscopia eletrônica de 

transmissão evidenciou aumento de espessura da parede celular, com destaque para o 

tratamento Ca(NO3)2 a 0,15 g L
-1

 via pulverização foliar e rega do solo. De acordo com 

os resultados obtidos, Ca(NO3)2 a 0,15 e 0,3 g L
-1

, aplicado via  pulverização foliar e 

rega do solo, apresentou potencial para o controle da podridão mole em plantas de 

couve-chinesa, estando essa eficiência associada a melhor estruturação e integridade da 

parede celular. Dos 41 genótipos de alface avaliados quanto à reação à podridão mole, 

visando identificar fontes de resistência, 14 apresentaram reação como moderadamente 

resistentes, com severidade variando de 3,5 a 4,0, enquanto 27 genótipos foram 

suscetíveis. Destes genótipos, 11 foram selecionados para o ensaio de estabilidade da 

resistência em relação a três isolados do patógeno com diferentes níveis de virulência, 

sendo quatro suscetíveis e sete moderadamente resistentes. A maioria dos genótipos 

avaliados (77%) voltou a expressar a mesma reação do ensaio de seleção em relação ao 

isolado Pcc-36, ou seja, reação susceptível (Veneza Roxa) e moderadamente resistente 

(Alface Grega, Mimosa Salad Bowl Roxa, Livia, Livinia, Salad Bowl, Vitória de Santo 
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Antão e Saia Veia). Apenas o genótipo Vitória de Santo Antão manteve a reação de 

moderadamente resistente também para os isolados Pcc-A1.1 e Pcc-23. Portanto, esse 

genótipo pode ser utilizado como uma fonte promissora de resistência estável e durável 

contra a podridão mole.  

 

Palavras-chaves: Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, cálcio, Brassica 

rapa L. subsp. pekinensis, ultraestrutura, Lactuca sativa, resistência genética e manejo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xiii 

 

GENERAL ABSTRACT 

The soft rot caused by Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum is the main 

bacterial disease of Chinese cabbage and lettuce in Brazil and the world. Chemical 

control of this disease has not been efficient, being necessary to search for new 

alternatives of control. Given the growing importance of soft rot as a limiting factor for 

the production of these vegetables in the regions of the Agreste and Mata of 

Pernambuco state, Brazil and the difficulty of effective control measures, the present 

study aimed to: (i) determine the effect Calcium in the control of soft rot in Chinese 

cabbage, (ii) select lettuce cultivars as promising sources of resistance to soft rot. Were 

tested two sources of calcium in different concentrations, calcium nitrate [Ca(NO3)2] a 

0.00; 0.15 and 0.3 g L
-1

 and calcium chloride [CaCl2] a 0.00; 1 and 5 g L
-1

 applied leaf 

spraying and soil drench. When applied with both methods, Ca(NO3)2 was effective in 

controlling soft rot, as it reduced the disease severity by up to 48.5% when sprayed onto 

the leaves (0.15 g L
-1

). A significant increase in the leaf calcium content was observed 

only in the plants that were sprayed with higher doses of Ca(NO3)2 and CaCl2. In all of 

the calcium treatments, light microscopy analyses revealed an increased number of 

chloroplasts and improved structuring of the palisade parenchyma, while transmission 

electron microscopy analyses revealed an increased cell wall thickness that was 

especially evident for the 0.15 g L
-1

 Ca(NO3)2 treatment applied by leaf spraying and 

soil drenching. Of the 41 genotypes tested, 14 were moderately resistant when 

inoculated with Pcc-C, with severity scores ranging from 3.5 to 4.0; 27 genotypes were 

susceptible. Eleven of these genotypes, four susceptible and seven moderately resistant 

were selected to test their resistance stability against three pathogen isolates with 

different degrees of virulence (Pcc-36, Pcc-A1.1 and Pcc-23). Most of the genotypes 

evaluated (77%) exhibited the same reaction observed in the selection assays only 

against isolate Pcc-36: Veneza Roxa was susceptible, while Alface Grega, Mimosa 

Salad Bowl Roxa, Livia, Livinia, Salad Bowl, Vitória de Santo Antão and Saia Veia 

were moderately resistant. Vitória de Santo Antão was the only genotype that was also 

moderately resistant to isolates Pcc-A1.1 and Pcc-23. This genotype can be used as a 

promising source of stable and durable soft rot resistance. 

 

Keywords: Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,  calcium, Brassica rapa 

L. subsp. pekinensis,  ultrastructure, Lactuca sativa, genetic resistance and control. 
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MANEJO DA PODRIDÃO-MOLE EM COUVE-CHINESA E ALFACE 

 
 

INTRODUÇÃO GERAL 

 

Aspectos gerais das culturas couve-chinesa e alface 

Em 2010 a produção mundial de hortaliças folhosas ficou em torno de 90 

milhões de toneladas (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE 

UNITED NACTIONS-FAO, 2010). No Brasil, a produção desse segmento hortalicola 

aumentou em 63% entre os anos de 1990 e 2006, chegando a 779 mil toneladas em 

2007, numa área plantada de 771 mil hectares (GUTIERREZ, 2010). O cultivo de 

hortaliças gera 2,4 milhões de empregos diretos, ou seja, 3,5 empregos por hectare 

(MAPA, 2011).  

Dados de informações atualizadas sobre a produção de hortaliças folhosas no 

Brasil são escassos. Entre as hortaliças produzidas no estado de Pernambuco, o cultivo 

da couve-chinesa (Brassica rapa L. subsp. pekinensis) e alface (Lactuca sativa L.) tem 

se destacado pela expressiva importância econômica. Em 2011, segundo informações da 

Central de Abastecimento de Pernambuco (CEASA-PE, 2012) foram comercializados 

135 toneladas de couve-chinesa e 127 toneladas de alface, sendo Camocim de São 

Félix, Chã Grande, Garanhuns, Bonito, São Joaquim do Monte e Gravatá os principais 

municípios produtores de couve-chinesa e Vitória de Santo Antão, de alface.  

A safra de couve-chinesa ocorre de janeiro a maio, onde existe uma oferta de 

produtos de melhor qualidade e, por conseguinte preços mais baixos (CEASA-PE, 

2012). A busca por preços mais atrativos faz com que parte dos agricultores cultive a 

couve-chinesa no período chuvoso, época favorável à ocorrência de doenças (MELLO, 

2009). O cultivo da alface, hortaliça de maior importância econômica para o Brasil, se 

dá em todas as regiões, cujo cultivo se caracteriza pela produção intensiva, em pequenas 

áreas e por produtores familiares, gerando cerca de cinco empregos diretos por hectare 

(COSTA; SALA, 2005). 

A couve-chinesa pertence à família Brassicaceae originaria da China, onde se 

acredita ter surgido a partir do cruzamento entre o repolho chinês (Brassica rapa L. 

subsp. chinensis) e nabo (Brassica rapa L. var. rapa). Existem duas formas principais 

de couve-chinesa que se diferencia basicamente pelo tamanho e tipo de cabeça, sendo o 
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tipo Napa curto e largo e o tipo Michihili mais longo e afilado (BURT; PHILLIPS; 

GATTER, 2006). Essa cultura também é conhecida como acelga (FILGUEIRA, 2000). 

A alface, pertencente à família Asteraceae (Compositae), é nativa da bacia do 

Mediterrâneo sendo uma das espécies botânicas mais antigas. Algumas evidências 

demonstram que sua domesticação ocorreu a partir da espécie selvagem L. serriola L. 

(JAGGER  et al., 1941; VRIES, 1997). A introdução na Europa Ocidental foi no início 

do século XV, e alguns tipos de alface como a lisa, batávia e romana já tinham sido 

descritas. A cultura foi introduzida na América possivelmente em 1494 (RYDER, 

2002), pelas expedições de Cristovão Colombo para o Novo Mundo e, no Brasil, sua 

introdução se deu pelos portugueses em 1950 (SALA; COSTA, 2012). É a principal 

folhosa consumida em salada pela população brasileira, tanto pelo sabor e qualidade 

nutricional quanto pelo reduzido preço para o consumidor (LOPES; QUEZADO-

DUVAL; REIS, 2010; RESENDE et al., 2007).   

É uma planta herbácea, com caule curto, não ramificado, ao qual se prendem as 

folhas que são relativamente grandes. Estas podem ser lisas ou crespas, formando ou 

não “cabeça”, a coloração das folhas variam em tons de verde a verde-amarelada, ou 

roxa, conforme a cultivar. Considerando-se as características das folhas e a formação ou 

não de cabeça, segundo Filgueira (2008), as cultivares de alface podem ser agrupadas 

em seis tipos ou segmentos: tipo Repolhuda-Crespa ou Americana - as folhas são 

caracteristicamente crespas, bem consistentes e com nervuras destacadas, formando 

uma cabeça compacta. As folhas internas são mais crocantes que as externas, sendo 

preferidas para sanduíches. As cultivares Tainá, Lucy Brown, Raider Plus e Rafaela são 

exemplos desse tipo de alface; tipo Repolhuda Lisa (“manteiga”) - as folhas são bem 

mais lisas, de coloração verde amarelada e aspecto amanteigado, formando uma típica 

cabeça compacta, como observado nas cultivares White Boston, Carolina, Elisa e Lídia; 

tipo Solta Lisa - as folhas são mais macias, lisas e soltas, não havendo formação de 

cabeça, a exemplo das cultivares Babá de Verão, Regina, Luisa e Vitória de Santo 

Antão; tipo Solta Crespa - folhas consistentes, crespas e soltas, não formando cabeça. 

Folhas com superfície inteiramente irregular, com as bordas onduladas. São 

representantes desse tipo as cultivares Verônica, Vera, Mônica e Vanda; tipo Mimosa - 

as folhas são delicadas e com aspecto arrepiado, como encontrado nas cultivares: Red 

Salad Bowl, Salad Bowl e Mimosa. É um tipo recente que vem adquirindo certa 

relevância; tipo Romana - as folhas são alongadas e consistentes, com nervuras bem 
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protuberantes, formando cabeças fofas. Apresenta grande demanda para processamento 

e na produção de “mix” de folhas, bastante utilizadas por restaurantes.  

O mercado consumidor brasileiro até meados dos anos 80 tinha preferência pela 

alface White Boston, tipo Repolhuda Lisa “manteiga”. Com o desenvolvimento de 

varietais, posteriormente houve uma migração para o segmento de alface crespa tipo 

Solta Crespa, cuja aceitação se deve ao fato de não formar cabeça e ter folhas flabeladas 

que facilita o manuseio e transporte durante a comercialização (COSTA; SALA, 2005).  

Na alfacicultura mundial, a preferência brasileira pela alface crespa é um fato único. No 

entanto, a alface tipo Americana vem mostrando crescentes índices de aceitação pelo 

mercado consumidor. Apesar da sua característica de formação de cabeça ter limitado 

seu cultivo no verão, exceto em condições de cultivo protegido, suas folhas são mais 

espessas o que pode conferir melhor sabor, crocância e durabilidade pós-colheita 

(SALA; COSTA, 2012). 

A diversificação da alface contribui para o aumento de seu consumo, além de ser 

uma importante forma de agregar valor. As cultivares distintas permitem atender a 

diferentes tipos de mercados consumidores, com variadas exigências e diferentes níveis 

financeiros. Tudo isso acontecendo junto, permite o aumento do consumo de alface 

(COSTA; SALA, 2005; SALA; COSTA, 2008; SILVA, 2009). Além disso, a evolução 

dos sistemas de manejo, tratos culturais, irrigação, espaçamentos, técnicas de colheita e 

de conservação pós-colheita, e mudanças nos hábitos alimentares impulsionaram o 

cultivo e tornou a alface a hortaliça folhosa mais consumida no país (REZENDE et al., 

2007). 

A alface é cultivada em diferentes épocas e regiões, em diversas condições 

edafoclimáticas. O estabelecimento da cultura pode ser feito por meio de semeadura 

direta no campo ou por transplantio, após a produção de mudas. Nos dois casos, as 

condições edafoclimáticas poderão influenciar no estabelecimento da lavoura e, 

consequentemente, na produtividade e lucro do produtor (NASCIMENTO, 2002).  

Assim como outras hortaliças, a couve-chinesa e a alface podem ser afetadas por 

diferentes pragas e doenças. Dentre as de origem bacterianas, se destaca a podridão 

mole.  
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Podridão mole  

A podridão mole em couve-chinesa e alface, causada por Pectobacterium 

carotovorum subsp. carotovorum (Jones) Hauben et al. (Sin, Erwinia carotovora subsp. 

carotovora Smith), é mencionada como a mais destrutiva e preocupante doença em 

muitas áreas produtoras no Brasil e no mundo (RAID, 1997; VANJILDORJ et al., 

2009). Pode reduzir significativamente a produção no campo, ocorrendo desde a fase de 

pré-colheita até a comercialização (PÉROMBELON; KELMAN, 1980). De acordo com 

um levantamento publicado por Mansfield et al. (2012), P. carotovorum subsp. 

carotovorum está entre as dez fitobacterioses de maior importância científica e 

econômica do mundo.  

As perdas econômicas causadas pela podridão mole são grandes, variando com o 

valor da cultura e época de plantio, severidade do ataque, condições ambientais e das 

práticas aplicadas do cultivo à comercialização dos produtos (PÉROMBELON; 

KELMAN, 1980). Em 2004, na mesorregião Agreste do estado de Pernambuco, foi 

constatada prevalência de 100% da podridão mole em couve-chinesa e de 42,9% em 

alface, num total de 42 áreas amostradas, com incidência variando entre 1 a 67% para 

couve-chinesa e 0 a 22% em alface (SILVA et al., 2007).  

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum está alocada no Filo 

Proteobacteria, Classe Gamaproteobacteria, Ordem Enterobacteriales, Família 

Enterobactereaceae e Gênero Pectobacterium. As espécies de bactérias pertencentes ao 

gênero Pectobacterium são gram-negativas, anaeróbicos facultativos, baciliforme, 

móveis. Em meio de cultura têm crescimento ótimo entre 28-30º C, formam colônias 

pigmentadas de coloração creme, opacas, circulares ou amebóides, com bordos 

irregulares e de aproximadamente 1,5 a 3,0 mm de diâmetro (JABUONSKI; 

TAKATSU; REIFSCHNEIDER, 1986). 

Espécies de Pectobacterium são comumente denominadas de pectobactérias 

porque são produtoras de enzimas pectinolíticas que causam inicialmente 

encharcamento ou anasarca, sendo responsáveis pelo sintoma de podridão mole 

(MARINGONI, 1997). Essas bactérias dependem em grande parte da temperatura, 

umidade e concentração de oxigênio para iniciar a infecção, bem como para a produção 

e intensidade dos sintomas (PÉROMBELON; KELMAN, 1980). 

Os sintomas causados por P. carotovorum subsp. carotovorum em campo resulta 

em colapso generalizado da planta, o que é favorecido por condições de temperatura e 
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umidade elevadas (KADO, 2010). Em couve-chinesa ocorrem inicialmente na base das 

folhas em contato com o solo infestado, progredindo rapidamente para o caule principal, 

resultando no colapso de toda a planta (REN; PETZOLDT; DICKSON, 2001). Em 

alface, a maceração dos tecidos surge inicialmente como uma murcha nas folhas 

externas, sendo as plantas adultas (próximo à idade da colheita) mais suscetíveis. A 

murcha é causada pelo colapso dos tecidos vasculares, resultando na descoloração do 

tecido. Com o progresso da doença, a medula do caule torna-se encharcada, macerada e 

esverdeada (Figura 1). Em estádios avançados, toda a planta pode apodrecer, inclusive 

no período pós-colheita (RAID, 1997).  

 

Figura 1. Sintomas de podridão mole em plantas de couve-chinesa (A-C) e alface (D-

F).  

 

Para que haja sucesso na infecção é requerida a produção e secreção coordenada 

de diferentes fatores de virulência pela bactéria. As enzimas pectinolícticas (pectina 

metil esterase, pectina liase, pectina acetil esterase, pectato liase, poligalacturonases, 

celulases e proteases) degradadoras da parede celular da planta hospedeira (plant cell 

wall degrading enzymes - PCWDEs) são comumente os principais determinantes da 

virulência. A produção dessas enzimas extracelulares é controlada pela densidade 
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celular (dependente), através da sinalização molecular (N-acil-homoserina lactona - 

AHLs) mais conhecido como quorum-sensing. Além das PCWDEs, vários outros 

fatores e mecanismos, tais como a motilidade, produção de lipopolissacarídeos, 

exopolissacarídeos, harpins e outras proteínas efetoras, toxinas, sideróforos, condições 

ambientais e o hospedeiro, contribuem para o desenvolvimento da doença (BARRAS; 

van GIJSEGEM; CHATTERJEE, 1994; KADO, 2010; KERSEY; AGYEMANG; 

DUMENYO, 2012; PÉROMBELON, 2002; TOTH et al 2003; TOTH; PRITCHARD; 

BIRCH, 2006). Hossain et al. (2005) verificaram que mutantes de P. carotovorum 

subsp. carotovorum sem motilidade apresentavam redução na produção de enzimas e na 

severidade da doença em couve-chinesa. 

A bactéria penetra na planta através de ferimentos ou aberturas naturais, 

localizando-se nos espaços intercelulares dos tecidos parenquimatosos e eventualmente 

no tecido vascular (PÉROMBELON, 2002; PÉROMBELON; KELMAN, 1980), no 

qual se multiplicam produzindo as enzimas pectinolíticas que atuam na lamela média. O 

tecido afetado se desintegra em uma massa pastosa de células desorganizadas rodeadas 

por bactérias e suas enzimas, ocasionando o sintoma de podridão mole. A maceração do 

tecido vegetal é resultante da perda de componentes da parede celular e liberação de 

fluidos celulares (KADO, 2010). Yang; Cramer e Lacy (1992) verificaram que as 

enzimas endopectato liase, exopectato liase e endopoligalacturonase foram produzidas 

sequencialmente até as 12 primeiras horas após a inoculação de P. carotovorum subsp. 

carotovorum em tubérculos de batata, revelando sua agressividade e importância para a 

patogênese. 

O patogéno tem capacidade de sobreviver no hospedeiro ou dissociada dele, na 

superfície de plantas como epifíticos e/ou endofiticos, bem como saprófitas no solo 

(PÉROMBELON, 2002), se disseminando pela água de irrigação (MADDOX; 

HARRISON, 1988), insetos (KLOEPPER; HARRISON; BREWER, 1979), movimento 

de solo, tratos culturais, implementos agrícolas (PÉROMBELON; KELMAN, 1980), e 

sementes (HADAS et al., 2001), entre outros, tornando mais difícil seu controle. 

Existem registros de quatro formulados comerciais contendo antibióticos de uso 

agrícola, a Agri-Micina
®
(oxitetraciclina 1,5% + estreptomicina 15%), Agrimaicin

®
500 

(oxitetraciclina 3% + sulfato de cobre 40%), Kasumin
®
 (casugamicina 2,0%), e 

Mycoshield
®
 (oxitetraciclina 2,0%) (LOPES; QUEZADO-SOARES, 1997). No entanto, 
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segundo o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA, 2012), 

nenhum produto é registrado para o controle da doença em couve-chinesa e alface.  

As principais medidas recomendadas para o controle da podridão mole incluem: 

evitar plantio em solos de baixada e mal drenados; erradicar plantas doentes; destruir 

restos culturais; rotação de culturas por três a quatro anos; não armazenar produtos 

doentes e sadios conjuntamente; armazenar produtos em local ventilado, seco e frio; 

evitar ferimentos durante tratos culturais; controlar insetos mastigadores; desinfestar 

depósitos e armazéns com sulfato de cobre; utilizar água de boa qualidade para irrigação 

livre de contaminação; evitar o excesso de umidade com o maior espaçamento possível 

entre plantas; efetuar adubação equilibrada e rica em cálcio e utilizar cloro na água de 

lavagem (MARIANO et al., 2001).  

Alguns pesquisadores recomendam ainda, o controle biológico (DONG et al., 

2004; MANEFIELD et al., 2001), uso de indutores de resistência (BENELLI; 

DENARDIN; FORCELINI, 2004), aplicação de cálcio (FLEGO et al., 1997) e uso de 

variedades resistentes (REN; PETCOLDT; DICKSON, 2001) ou plantas transgênicas 

(FRAY et al., 1999; MÃE et al., 2001). No entanto, Ren et al. (2001) consideram que o 

controle da podridão mole é dificultado pela ampla gama de plantas hospedeiras e pela 

capacidade da bactéria em sobreviver de em restos de cultura no solo.  

Outro fator importante que dificulta o controle da doença é a alta variabilidade 

do patógeno. A grande diversidade de hortaliças cultivadas nas áreas de produção de  

couve-chinesa e alface, assim como plantas daninhas presentes na região que podem ser 

hospedeiras alternativa da bactéria, podem conribuir como mecanismo de variabilidade 

de  P. carotovorum subsp. carotovorum (ALVARADO et al., 2011). 

 

Controle mediado pelo uso de cálcio  

O controle cultural pelo uso de cálcio (Ca) tem sido utilizado em inúmeros 

trabalhos com sucesso para o controle de diversas doenças, tanto na pré quanto na pós-

colheita (CONWAY et al., 1992; GOMES; SILVEIRA; MARIANO, 2005; 

HAJHAMED et al., 2007; McGUIRE; KELMAN, 1986; SUGIMOTO et al., 2010). 

 O cálcio é um macronutriente essencial para a planta com papel importante na 

integridade estrutural das membranas e da parede celular (DAYOD et al., 2010) e atua 

como um mensageiro secundário para inúmeros sinais ambientais (bióticos e abióticos) 

e hormonais das plantas (LECOURIEUX; RANJEVA; PUGIN, 2006).  Esse elemento 
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(Ca) encontra-se mais proeminente no apoplasto, espaço da parede celular onde 

desempenha pelo menos duas funções distintas: interligar cadeias pécticas com o 

elemento boro, contribuindo consequentemente para a estabilidade da parede e a 

formação do gel péctico (EPSTEIN; BLOOM, 2006).  A necessidade de cálcio é 

específica para cada espécie vegetal, variando entre 0,1 a 5,0% do peso seco, 

dependendo das condições de crescimento (MARSCHNER, 1995). A deficiência desse 

elemento pode causar prejuízo imediato à planta, como distúrbios fisiológicos 

(EPSTEIN; BLOOM, 2006). Em couve-chinesa, o conteúdo de cálcio nas folhas é em 

torno de 54 mg Ca 100 g
-1

 do peso fresco (FOOD STANDARDS AGENCY, 2002). 

O cálcio é absorvido pela planta por meio da solução do solo na forma divalente 

(Ca
2+

) e move-se com a água, sendo sua translocação via apoplástica e seu teor nos 

tecidos está sujeito às taxas de transpiração, no qual o fluxo de água (transpiração) 

carrega íons de cálcio das raízes para as folhas, via xilema, sendo distribuído 

apoplasticamente para o interior da parede celular (CONN et al., 2011). Na formação da 

parede celular resíduos de ácido galacturônico (pectina) são secretados como metil 

ésteres, os quais sofrem um processo de deesterificação pela enzima pectina 

metilesterase, liberando um grupo carboxílico que se liga ao íon de cálcio presente no 

apoplasto, onde se encontra a maior parte deste (HEPLER, 2005; SATTELMACHER, 

2001). Uma vez depositado, o cálcio não apresenta redistribuição para outras partes da 

planta, sendo acumulado principalmente em tecidos que transpiram mais facilmente 

(MILLAWAY; WIERSHOLM, 1979). Devido à distribuição intracelular diferencial do 

cálcio, a concentração de cálcio livre (Ca
2+

) no citoplasma é rigidamente controlada 

(WHITE; BROADLEY, 2003). 

Além da parede celular, o cálcio
 
é encontrado em altas concentrações em outros 

compartimentos intracelulares, como vacúolo, retículo endoplasmático, mitocôndrias, 

cloroplastos, e em baixas concentrações no citoplasma (DOYOD et al., 2010). A 

concentração de íons de cálcio no citoplasma está acima de 0,1 µM e regula diversos 

processos, incluindo a secreção de componentes da parede celular. Já na parede celular 

a concentração de íons de cálcio é cerca de 10 µM a 10 mM, liga-se a cargas negativas 

sobre as pectinas e confere rigidez estrutural à parede. A membrana plasmática ocupa 

uma posição central entre os dois compartimentos, em que os canais seletivos regulam o 

influxo de íons de cálcio
 
e os transportadores específicos bombeiam íon do citoplasma 

de volta para a parede celular (HEPLER; WINSHIP, 2010). O acúmulo e, ou 
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concentração de íons de cálcio na parede celular varia grandemente com o tipo de tecido 

e condições ambientais (SATTELMACHER, 2001), e diferentes tipos de célula 

respondem diferentemente ao cálcio extracelular (DAYOD et al., 2010).  

Storey e Leigh (2004) estudando a distribuição de cálcio em folhas de limoeiro 

(Citrus jambhiri Lush.) usando microanálise de raio-X, observaram que o cálcio se 

acumulou em diferentes tecidos principalmente nos tecidos do parênquima paliçádico e 

esponjoso, havendo também formação de cristais nas células idioblásticas, evidenciando 

a importância desses tecidos como reservatórios de cálcio, sendo sua distribuição 

referente a taxa de absorção em diferentes tecidos. A redução na capacidade de 

acumular cálcio no mesofilo de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. resultou numa 

diminuição da extensão da parede celular, abertura estomática, transpiração, assimilação 

de CO2, e taxa de crescimento foliar. Por outro lado, foi verificado um aumento na 

transcrição de outros genes responsáveis pelo transporte de íons de cálcio, alteração na 

expressão de proteínas modificadas da parede celular, como das famílias da pectina-

metil-esterase, expansina, celulose síntase e poligalacturonase, concentrações mais 

elevadas de pectina e paredes celulares mais espessas (CONN et al., 2011). Estudos de 

ultra-estrutura conduzidos durante os últimos anos, utilizando microscopia eletrônica de 

transmissão, microscopia eletrônica de varredura e microanálise de raio-X, contribuíram 

para a compreensão das diferentes células e organelas que acumulam íons de cálcio 

(HEPLER; WINSHIP, 2010; SATTELMACHER, 2001; WHITE; BROADLEY, 2003). 

Proporcionando assim um maior entendimento da complexidade entre as ligações, 

transporte e armazenamento do cálcio nas plantas (DOYOD et al., 2010). 

Diversos trabalhos têm indicado os efeitos benéficos do cálcio na fisiologia da 

planta e por consequência na prevenção de doenças (bióticas e abióticas), relacionando 

cloreto de cálcio (CaCl2) e  nitrato de cálcio [Ca(NO3)2] como as principais fontes de 

cálcio utilizadas (DAYOD et al., 2010; LIANG; WANG; AI, 2009; McGUIRE; 

KELMAN, 1986; SEN et al., 2010; SUGIMOTO et al., 2010).   

Schober e Vermeulen (1999) observaram que o uso de CaCl2 ocasionou uma 

resistência parcial da podridão mole em chicória, sendo atribuída essa redução ao cálcio 

pelo retardamento da atividade do fator primário de patogenicidade de P. carotovorum 

subsp. carotovorum. As enzimas pectato liase e poligalacturonase, foram detectadas 

apenas as 24 e 48h após a inoculação do patógeno, respectivamente. Ngadze (2012) 

verificou uma redução da podridão mole e canela preta em tubérculos e plantas de 
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batata, pela aplicação de Ca(NO3)2, também associada a interferência do cálcio na ação 

das enzimas pectato liase e poligalacturonases. Em couve-chinesa, apenas um trabalho 

realizado na China relatou a eficiência do cálcio no controle da podridão mole (PARK, 

1969). No Brasil, estudos sobre o efeito desse elemento no controle da doença em 

couve-chinesa não foi encontrado na literatura consultada. 

 

Resistência genética  

A resistência genética é definida como a capacidade de algumas espécies de 

plantas têm em suprimir, reduzir ou retardar as injúrias e danos causados por patógenos. 

A resistência é caracterizada pela sua natureza dinâmica e coordenada, onde a 

efetividade depende da expressão dos seus mecanismos em uma sequência lógica, após 

o contato do patógeno com o hospedeiro. Mostra-se como um sistema 

multicomponente, onde o nível de resistência resulta da somatória das contribuições 

individuais de diferentes mecanismos de resistência (PASCHOLATI; LEITE, 1995).  

O uso de cultivares resistentes a doenças tem sido sem dúvida o método de 

controle mais eficiente, sendo uma das principais práticas de sustentabilidade da 

agricultura moderna. Essa técnica é, ao mesmo tempo, o meio mais eficiente, 

econômico e seguro do ponto de vista ambiental, por reduzir o uso de agroquímicos, 

sendo compatível com outras práticas de manejo de doenças de plantas (CAMARGO, 

2011b). No entanto, a obtenção de genótipos resistentes a doenças é um trabalho árduo 

do ponto de vista de se gerar e manter o genótipo resistente. Isto ocorre devido às 

estratégias desenvolvidas pelos patógenos, onde estes apresentam algumas vantagens 

seletivas sobre o genótipo hospedeiro, entre elas estão o rápido ciclo de vida e a 

facilidade de liberação de novas combinações genéticas de patogenicidade, 

principalmente devido aos mecanismos de variabilidade genética, como mutação e 

recombinação (MATTIELO; BARBEIRI; CARVALHO, 1997). 

A busca por cultivares resistentes consiste num trabalho de grande 

complexidade, no qual estratégias de melhoramento devem ser traçadas. Para isso é 

necessário que se identifique fontes de resistência, que posteriormente serão cruzadas 

com cultivares de interesse, para transferência dessa resistência (LIMA; ASSUNÇÃO; 

VALLE, 2005). A identificação de cultivares resistentes, produtivos, dotados de outros 

bons atributos agronômicos é o objetivo dos programas de melhoramento genético de 

qualquer espécie cultivada (BORÉM; MIRANDA, 2005). 
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Na identificação de fontes de resistência, podem-se utilizar métodos de 

inoculações artificiais em condições controladas ou realizar experimentos em áreas que 

apresentem longo histórico de infecção, avaliando-se a resistência de diversos acessos 

com base na incidência e, ou severidade da doença, comparando-se com o 

comportamento de cultivares suscetíveis. Outra etapa indispensável é verificar se essa 

resistência é durável, pois muitos agentes patogênicos apresentam variabilidade genética 

que diferem em agressividade, em diferentes cultivares de uma cultura. Assim, a 

resistência depende tanto do genótipo do hospedeiro como da variante do patógeno, 

ambos afetados pelo ambiente. Por isso, o conhecimento da variabilidade genética do 

patógeno é pré-requisito para um teste rigoroso e inteligente na seleção de materiais 

resistentes (LIMA, 2005).  

De acordo com Camargo (2011a), a resistência do hospedeiro pode ser 

qualitativa ou quantitativa. De forma epidemiológica, resistência qualitativa é sinônimo 

de resistência vertical - caracteriza-se quando uma cultivar é resistente a alguma(s) 

raça(s) do patógeno, neste caso ocorre interação diferencial entre cultivares do 

hospedeiro e raças do patógeno. Já a resistência quantitativa é sinônimo de resistência 

horizontal, também denominada resistência de campo ou não específica, sendo 

controlada por muitos genes (poligênica), que se complementam, o que se admite como 

um fator de maior estabilidade, não ocorrendo uma interação diferencial entre cultivares 

do hospedeiro e raças do patógeno (VANDERPLANK, 1968).  

A natureza da resistência qualitativa baseia-se na percepção, ou seja, no 

reconhecimento do patógeno, que ocorre no momento do estabelecimento da relação 

patógeno-hospedeiro, onde uma série de eventos celulares coordenados pela expressão 

de genes de resistência (genes “R”) desencadeia o reconhecimento do patógeno pela 

planta, interferindo no processo de infecção, resultando na ausência de sintomas. 

Entretanto, se o patógeno conseguir suplantar o sistema de reconhecimento da planta 

conferido pelo gene R (ou infectar uma planta sem gene R), então ele conseguirá se 

estabelecer e colonizar a planta em maior ou menor grau, caracterizando a resistência 

quantitativa. A diferença nos níveis de resistência quantitativa entre as plantas é devido 

às constituições alélicas dos vários genes envolvidos na resposta da planta ao patógeno, 

que é traduzido em maior ou menor quantidade de doença (CAMARGO, 2011b). 

Algumas pesquisas tem sido conduzidas para obtenção de cultivares resistentes 

ou tolerantes a podridão mole, a exemplo de couve-chinesa, pela transgenia 
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(VANJILDORJ et al., 2009), de batata (Solanum tuberosum L.) por meio de seleção de 

cultivares (BENELLI; DENARDIN; FORCELINI, 2004; VITALE et al., 2004), e de 

mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza Bancroft) por seleção de genótipos 

(HENZ; REIFSCHNEIDER; SANTOS, 2005). No entanto, nenhum relato sobre 

genótipos de alface resistentes a podridão mole foi encontrado.  

A busca por cultivares de alface resistente a podridão mole é importante, 

entretanto torna-se mais difícil porque P. carotovorum subsp. carotovorum é um 

patógeno que sobrevive no solo, tem ampla gama de hospedeiros e alta variabilidade 

genética. Alvarado et al. (2011) estudando uma população  dessa bactéria oriunda de 

couve-chinesa de várias áreas de cultivo no estado de Pernambuco, constataram uma 

alta variabilidade, reafirmando a importância de se testar vários isolados em estudos de 

seleção de cultivares.  

Tendo em vista a crescente importância da podridão mole como fator limitante 

para a produção de couve-chinesa e alface no Agreste do estado de Pernambuco e a 

dificuldade de medidas efetivas de controle para a doença, o presente trabalho teve 

como objetivos: (i) verificar o efeito de cálcio no controle da podridão mole em couve-

chinesa; (ii) selecionar cultivares de alface promissoras como fontes de resistência à 

podridão mole. 
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Redução da severidade da podridão mole em couve-
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 8 

RESUMO  9 

A podridão mole da couve-chinesa é uma doença de grande importância 10 

econômica para as mesorregiões do Agreste e Mata do estado de Pernambuco-Brasil, 11 

com prevalência em 100% das áreas de plantio. O controle químico da doença não tem 12 

sido eficiente sendo necessária a busca por novas alternativas de controle. O objetivo 13 

deste trabalho foi avaliar o efeito de duas fontes de cálcio em diferentes concentrações, 14 

nitrato de cálcio [Ca(NO3)2]  a 0; 0,15 e 0,3 g L
-1

 e cloreto de cálcio (CaCl2) a 0; 1 e 5 g 15 

L
-1

, aplicadas via pulverização foliar e rega do solo no controle da podridão mole, 16 

adicionalmente foi analisada a absorção desse elemento pela planta e sua atuação na 17 

estrutura foliar e celular através de microscopia de luz e microscopia eletrônica de 18 

transmissão. O Ca(NO3)2 nas duas formas de aplicação foi eficiente no controle da 19 

podridão mole, reduzindo a severidade da doença em até 48,5% via pulverização foliar 20 
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(0,15 g L
-1

). Verificou-se aumento significativo do conteúdo de cálcio foliar apenas nas 21 

plantas pulverizadas com as maiores dosagens de Ca(NO3)2 e CaCl2. Em todos os 22 

tratamentos com cálcio, a microscopia de luz revelou aumento do número de 23 

cloroplastos e melhor estruturação do parênquima paliçádico, enquanto a microscopia 24 

eletrônica de transmissão evidenciou aumento de espessura da parede celular, com 25 

destaque para o tratamento Ca(NO3)2 a 0,15 g L
-1

 via pulverização foliar e rega do solo. 26 

 27 

Palavras-chaves: Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, nitrato de cálcio, 28 

cloreto de cálcio, ultraestrutura e Brassica rapa L. subsp. pekinensis 29 

 30 

INTRODUÇÃO 31 

 32 

A podridão mole causada por Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum 33 

(Jones) Hauben et al. é considerada a mais destrutiva e importante doença da couve-34 

chinesa (Brassica rapa L. subsp. pekinensis) em muitas áreas produtoras no Brasil e no 35 

mundo (Ren et al., 2001; Vanjildorj et al., 2009), com perdas no campo, na pós-36 

colheita, no transporte e na comercialização. Na mesorregião do Agreste do estado de 37 

Pernambuco-Brasil, levantamento realizado no ano de 2004 em 22 áreas de plantio de 38 

couve-chinesa, constatou 100% de prevalência da doença com incidência variando de 1 39 

a 67% (Silva et al., 2007).  40 

O controle da podridão mole é difícil uma vez que P. carotovorum subsp. 41 

carotovorum tem ampla gama de hospedeiras, capacidade de  sobrevivência em restos 42 

de cultura no solo e alta variabilidade. O controle químico tem sido considerado 43 

insatisfatório e, ou antieconômico (Vanjildorj et al., 2009). Isso ressalta a necessidade 44 
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de pesquisas visando novas medidas alternativas de controle para essa doença, a 45 

exemplo do uso do cálcio. 46 

 O cálcio é um macronutriente essencial para a planta com papel importante na 47 

integridade estrutural das membranas e da parede celular (Dodd et al., 2010) e, como 48 

um mensageiro secundário para inúmeros sinais ambientais (bióticos e abióticos) e 49 

hormonais das plantas (Lecourieux et al., 2006). A habilidade do cálcio em reduzir o 50 

desenvolvimento de doenças tem sido atribuída, principalmente, à sua interacção com a 51 

pectina da parede celular, o que diminui a capacidade de patógeno, resultando no 52 

decréscimo das enzimas pectinolíticas produzidas pelo patógeno (White e Broadley, 53 

2003). Diversos trabalhos têm indicado os efeitos benéficos do cálcio na fisiologia da 54 

planta e por consequência na prevenção de doenças, sendo cloreto de cálcio (CaCl2) e 55 

nitrato de cálcio [Ca(NO3)2] as principais fontes utilizadas (Dayod et al., 2010; Liang et 56 

al., 2009; McGuire e Kelman, 1986; Singh et al., 1993). Resultados promissores no 57 

controle da podridão mole foram obtidos para batata (Bartz et al., 1992; Hajhamed et 58 

al., 2007; Ngadze, 2012), tomate (Gomes et al., 2005), chicória (Schober e Vermeulen, 59 

1999) e couve-chinesa (Park, 1969). 60 

Para entender o papel do cálcio na redução da severidade de doenças é 61 

importante analisar a absorção desse elemento pela planta e sua atuação na estrutura 62 

celular.  Na planta, o cálcio move-se com a água, sendo sua translocação e seu teor nos 63 

tecidos sujeitos à taxa de transpiração (Collier e Huntington, 1983). Ele pode se 64 

acumular principalmente nos tecidos do parênquima paliçádico e esponjoso, havendo 65 

também formação de cristais nas células idioblásticas (Storey e Leigh, 2004), 66 

concentrações mais elevadas de pectina na parede celular e paredes mais espessas (Conn 67 

et al., 2011). 68 
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No Brasil, estudos sobre o efeito do cálcio no controle da podridão mole em 69 

couve chinesa não foram encontrados. No entanto, o CaCl2 aplicado via pulverização 70 

foliar mostrou-se eficiente na redução da severidade podridão mole (37,4%) em plantas 71 

de alface (Guerra et al., 2009). Considerando a podridão mole como fator limitante para 72 

a produção de couve-chinesa no estado de Pernambuco e a necessidade de medidas 73 

eficazes de controle, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de duas fontes de 74 

cálcio e duas formas de aplicação no controle da podridão mole, assim como analisar a 75 

absorção desse elemento pela planta e sua atuação na estrutura foliar e celular.   76 

 77 

MATERIAL E MÉTODOS  78 

 79 

Obtenção e identificação do isolado de Pectobacterium carotovorum subsp. 80 

carotovorum. O isolado de P. carotovorum subsp. carotovorum foi obtido de planta de 81 

couve-chinesa com sintomas de podridão mole, proveniente de área de plantio no 82 

município de Camocim de São Félix, Pernambuco, Brasil.  83 

A identificação preliminar do isolado foi realizada pelo cultivo da bactéria em 84 

meio CPG (caseína hidrolisada 1 g, peptona 10 g, dextrose 10 g, ágar 18 g, água 85 

destilada 1000 mL), observando-se após 48 h a presença de colônias com aspecto de 86 

“vidro quebrado" (Kelman e Dickey, 1995). Posteriormente, o isolado foi submetido aos 87 

testes de coloração de Gram, oxidação/fermentação, oxidase, catalase, podridão mole 88 

em frutos de pimentão e tubérculos de batata (Hyman et al., 2002), e patogenicidade em 89 

couve-chinesa (híbrido Natsume) (Ren et al., 2001). A identificação ao nível de 90 

subespécie foi baseada na utilização de α-metil glucosídios; produção de ácido a partir 91 

de sorbitol, lactose e melibiose; sensibilidade à eritromicina; e crescimento a 37°C 92 
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(Hyman et al., 2002).  A identificação molecular do isolado ao nível de espécie foi 93 

também realizada com os primers específicos Y1 94 

(5’TTACCGGACGCCGAGCTGTGGCGT3’) e Y2 95 

(5’CAGGAAGATGTCGTTATCGCGAGT3’) (Darrasse et al. 1994). Em seguida o 96 

isolado foi preservado em água destilada esterilizada (Mariano e Silveira, 2005).  97 

Para utilização nos experimentos, o isolado foi cultivado em meio CPG por 48 h 98 

a temperatura de 28°C. Após este período, água destilada esterilizada foi adicionada à 99 

placa de Petri contendo o crescimento bacteriano e a concentração da suspensão foi 100 

ajustada em fotocolorímetro (Analyser
®
, 500M, Analyser, Brasil) a 570 nm, onde A570 = 101 

0,36 equivale a 1,0 x 10
9 
UFC mL

-1
.  102 

 103 

 Redução da severidade da podridão mole em couve-chinesa mediada pelo 104 

cálcio. Nos experimentos foram utilizadas sementes de couve-chinesa híbrido Natsume, 105 

muito cultivado nas áreas produtoras da mesorregião do Agreste de Pernambuco. A 106 

semeadura foi realizada em bandejas de poliestireno expandido com 200 células, 107 

contendo uma mistura de substrato (Basaplant
®
) e solo 1:1 (v/v). Após 20 dias as mudas 108 

foram transplantadas para vasos com capacidade de 2500 mL contendo substrato, 109 

húmus e solo 1:1:2 (v/v/v). As plantas foram mantidas em casa de vegetação, sendo 110 

irrigadas diariamente. 111 

Para o controle da podridão mole mediado pelo cálcio foram testados Ca(NO3)2 e 112 

CaCl2, aplicados via pulverização foliar (pulverização das folhas até o escorrimento, 113 

com o auxílio de um atomizador manual) e rega do solo, pela e deposição de 100 mL da 114 

solução ao redor  do colo da planta.   115 
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As dosagens de cálcio utilizadas foram Ca(NO3)2 a 0; 0,15 e 0,3 g L
-1

 e CaCl2 a 116 

0; 1 e 5 g L
-1

, com base nos estudos de Guerra et al. (2009) . Os produtos foram diluídos 117 

em água destilada e aplicados quatro dias após o transplantio das mudas de couve-118 

chinesa, em intervalo de quatro dias, totalizando cinco aplicações. As plantas foram 119 

inoculadas com o patógeno quatro dias após as últimas aplicações. 120 

Plantas com 44 dias de idade foram inoculadas na base do pecíolo da segunda e 121 

terceira folhas definitivas pelo método de picada. Este método consiste no ferimento do 122 

tecido vegetal com alfinete entomológico a uma profundidade de 1 mm, seguindo-se da 123 

deposição de 20 µL de suspensão bacteriana, com auxílio de um micropipetador (Mello 124 

et al., 2011). Após a inoculação, as plantas foram submetidas à câmara úmida, durante 6 125 

h em casa de vegetação.  O delineamento experimental foi inteiramente casualizado 126 

com seis repetições, sendo cada uma constituída por uma planta. Os experimentos 127 

foram conduzidos duas vezes para cada fonte de cálcio, forma de aplicação e suas 128 

respectivas concentrações, sendo denominados de experimentos 1 e 2. A média de 129 

temperatura e umidade relativa do ar foram de 26 e 28ºC e 76 e 85%, para os 130 

experimentos 1 e 2, respectivamente.  131 

As avaliações foram realizadas a intervalos de 6 horas até 48 h, observando-se a 132 

severidade da doença, estimada com o auxílio de escala descritiva de 1 a 9 (Ren et al., 133 

2001), onde: 1 = sem lesão no ponto de inoculação, 2 = lesões menores que 5 mm, 3 = 134 

lesões entre 5 e 10 mm, 4 = lesões maiores que 10 mm, porém não atingindo as folhas, 5 135 

= lesão alcançando o limbo foliar e o caule, 6 = caule infectado, porém sem atingir as 136 

folhas não inoculadas, 7 = caule e folhas não inoculadas infectadas, 8 = planta inteira 137 

próxima à morte e 9 = planta morta.  138 

 139 
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Análise do tecido vegetal de couve-chinesa para conteúdo de cálcio. As 140 

partes aéreas das plantas com 46 dias de idade, oriundas dos experimentos anteriores, 141 

foram coletadas e secas em estufa de secagem (Luferco 41140, Lutz Ferrando, Brasil) 142 

por 72 h a 65ºC e moídas em moinho tipo Willey. O conteúdo de cálcio foi determinado 143 

por espectrofotometria de absorção atômica, conforme metodologia da Empresa 144 

Brasileira de Pesquisa Agropecuária (Embrapa, 2006). Foram avaliadas três repetições 145 

para cada tratamento, sendo estas constituídas de uma amostra composta de duas 146 

repetições dos experimentos anteriores. Para cada repetição foram analisadas 0,5 g do 147 

material vegetal. 148 

 149 

Análise de microscopia de luz e microscopia eletrônica de transmissão em 150 

tecido foliar de couve-chinesa. As plantas de couve-chinesa foram tratadas com 151 

Ca(NO3)2 (0; 0,15 e 0,3 g L
-1

) e CaCl2 (0, 1, e 5 g L
-1

)
 
 via pulverização foliar ou rega do 152 

solo, como descrito anteriormente, sendo coletadas aos 44 dias de idade e analisadas 153 

utilizando a metodologia de Rabelo et al. (2011), com modificações. Fragmentos de 154 

folhas foram fixados por 2 h em uma solução de glutaraldeído a 2,5%, formaldeído a 155 

4,0% e tampão cacodilato de sódio 0,1 M em pH 7,2, mantidos à temperatura ambiente. 156 

As amostras foram fixadas três vezes com o mesmo tampão por 10 min, pós-fixadas 157 

com 1% tetróxido de ósmio, 10 mM de cloreto de cálcio e 1,6% de ferricianeto de 158 

potássio em 0,2 M de tampão cacodilato de sódio, durante 1 h. Em seguida, as amostras 159 

foram lavadas duas vezes em tampão cacodilato de sódio a 0,1 M por 10 min e uma vez 160 

em água destilada por 10 min, tratadas com uranila 5% por 1 h e, após esse período, as 161 

mesmas foram lavadas três vezes com água destilada por 10 min. Subsequentemente, as 162 

amostras foram desidratadas em uma série crescente de soluções de acetona (30%, 50%, 163 
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70%, 90% e três vezes de 100%) por 10 min cada. Depois, as amostras foram infiltradas 164 

com resina Epoxi e acetona na proporção 1:2, 1:1, 2:1 (v/v) e resina Epoxi pura, 165 

respectivamente, sendo mantidas durante 12 h em todas as etapas de infiltração. Após a 166 

infiltração, as amostras foram emblocadas e polimerizadas com resina Epoxi pura por 3 167 

dias a 60°C em estufa. Secções semifinas (350 nm) e ultrafinas (70 nm) foram 168 

realizadas utilizando um micrótomo-Reichert Jung e as amostras foram coletadas em 169 

grades de cobre (300 mesh), coradas com acetato uranila a 5% por 25 min e com citrato 170 

de chumbo por 3 min. As estruturas anatômicas das secções semifinas foram 171 

examinadas e fotografadas com auxílio do microscópio óptico (TNB-04D, Option, 172 

Brasil). As secções ultrafinas foram observadas a 80 kV com um microscópio eletrônico 173 

de transmissão (MET) (Morgagni 268D, FEI™, Japão), sendo realizadas análises 174 

qualitativas da estrutura foliar e celular em imagens digitais. 175 

 176 

Análises estatísticas. Os dados de severidade da podridão mole e conteúdo de 177 

cálcio no tecido foliar foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e comparação 178 

de médias pelo teste de LSD (Least Significant Difference) ao nível de 5% de 179 

probabilidade, e correlação de Pearson, ao nível de 5% de probabilidade, usando o 180 

software STATISTIX
®
 (versão 9,0, Analytical Software, Tallahassee, USA).  181 

 182 

RESULTADOS  183 

 184 

Obtenção e identificação do isolado de Pectobacterium carotovorum subsp. 185 

carotovorum. O isolado de P. carotovorum subsp. carotovorum obtido foi denominado 186 

de Pcc-C. Apresentou colônias típicas com aspecto de “vidro quebrado” quando 187 
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crescido em meio CPG e  foi identificado como P. carotovorum subsp. carotovorum por 188 

apresentar as seguintes as características: Gram-negativa, oxidase negativa, catalase 189 

positiva, resistência a eritromicina, comportamento anaeróbico facultativo, capacidade 190 

de crescer a 37ºC e incapacidade de utilizar α-metil glucosídios,  patogenicidade em 191 

plantas de couve-chinesa, frutos de pimentão verde e tubérculo de batata. A 192 

identificação molecular, via PCR com primers específicos, foi confirmada ao nível de 193 

espécie pela detecção de bandas de 434 pb. Esse isolado foi depositado na Coleção de 194 

Culturas do Laboratório de Fitobacteriologia da Universidade Federal Rural de 195 

Pernambuco. 196 

 197 

 Redução da severidade da podridão mole em couve-chinesa mediada pelo 198 

cálcio e análise do tecido vegetal e conteúdo de cálcio. Os resultados dos dois 199 

experimentos para efeito de cada combinação fonte de cálcio e forma de aplicação na 200 

redução da severidade da podridão mole diferiram significativamente entre si (P<0,05) e 201 

foram analisados separadamente.  202 

A aplicação de Ca(NO3)2 via pulverização foliar reduziu significativamente 203 

(P0,05) a severidade da podridão mole em couve-chinesa em até 48,5% na dosagem 204 

0,15 g L
-1

, apenas no experimento 1 (Fig. 1A). Via rega do solo foi eficiente no controle 205 

da doença nos dois experimentos, reduzindo a severidade da doença em até 26,9% na 206 

dosagem 0,15 g L
-1 

no experimento 2 (Fig. 1B).  CaCl2 no experimento 1 não foi capaz 207 

de reduzir a severidade da podridão mole. Já no experimento 2 a severidade da doença 208 

foi reduzida significativamente (P<0,05) pelo CaCl2 apenas na dosagem 1 g L
-1

,  quando 209 

aplicado via pulverização foliar (Fig. 1C e 1D). Maior severidade da doença foi 210 
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observada no experimento 2, para ambas as fontes de cálcio e formas de aplicação (Fig. 211 

1). 212 

Quanto ao conteúdo foliar de cálcio, os resultados dos dois experimentos não 213 

diferiram significativamente entre si (P<0,05), sendo os dados analisados 214 

conjuntamente. Nas plantas de couve-chinesa pulverizadas com Ca(NO3)2 e CaCl2, nas 215 

maiores dosagens (0,30 e 5,0 g L
-1

),  o conteúdo foliar de cálcio foi significativamente 216 

(P<0,05) elevado, variando de 29,8 a 67,3%, respectivamente (Fig. 2).  Acúmulo de 217 

cálcio não foi observado quando aplicado os produtos via rega do solo. Não foi 218 

verificada correlação significativa (P<0,05) entre o teor de cálcio nas folhas e a redução 219 

da severidade da podridão mole, bem como influência da temperatura e umidade 220 

relativa do ar na absorção do íon. 221 

 222 

Análise de microscopia de luz e microscopia eletrônica de transmissão em 223 

tecido foliar de couve-chinesa. As análises de microscopia de luz em tecido foliar de 224 

couve-chinesa mostraram que não houve formação e acúmulo visível de cristais de 225 

cálcio (cristais de oxalato de cálcio) em nenhum dos tratamentos com Ca(NO3)2 e CaCl2  226 

(Fig. 3 e 4). Nas plantas tratadas com 0,15 g L
-1

 de Ca(NO3)2 em ambas formas de 227 

aplicação, o tecido do parênquima paliçádico mostrou-se mais estruturado, a forma das 228 

células mais regular, com poucos espaços intercelulares (Fig. 3C, 3D, 3E e 3F). 229 

Verificou-se uma maior presença de cloroplastos com o aumento na concentração de 230 

CaCl2 em ambas as formas de aplicação (Fig. 4), o que foi observado em menor 231 

intensidade  para os tratamentos com Ca(NO3)2 (Fig. 3).  232 

Nas imagens de microscopia eletrônica de transmissão foi possível observar, nas 233 

folhas de plantas tratadas com Ca(NO3)2,  um maior espessamento da parede celular e 234 
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lamela média em relação ao controle (Fig. 5) com o aumento mais evidente na dosagem 235 

de 0,15 g L
-1 

Ca(NO3)2 (Fig. 5C e  5D). Também foi verificado um aumento gradativo 236 

no espessamento da parede celular com o aumento nas dosagens de CaCl2 (Fig. 6), 237 

porém em menor intensidade do que com Ca(NO3)2. O tratamento controle apresentou 238 

parede celular com espessura mais reduzida, lamela média pouco evidente e uma 239 

dissociação das paredes celulares (Fig. 6A), além da desestruturação da parede celular e 240 

desorganização da membrana plasmática (Fig. 6B).  241 

 242 

DISCUSSÃO 243 

 244 

O isolado Pcc-C de P. carotovoram subsp. carotovoram obtido de planta de 245 

couve-chinesa com sintomas de podridão mole apresentou todas as características 246 

bioquímicas, fisiológicas e moleculares da espécie e subspécie (Alvarado et al., 2011; 247 

Hyman et al, 2002; Kelman e Dickey, 1995; Kang et al., 2000; Pérombelon e Kelman, 248 

1980) .   249 

O cálcio é um macronutriente inorgânico que tem sido citado como eficiente na 250 

redução de algumas doenças de plantas, devido ao seu predominante e importante papel 251 

estrutural e funcional na parede celular (Biggs, 2004; Sugimoto et al., 2010; Yamazaki 252 

e Hoshina, 1995). A redução da severidade de 48,5% no controle da podridão mole em 253 

couve-chinesa, após aplicação de Ca(NO3)2 via pulverização foliar ou rega do solo, 254 

confirmam estudos similares em batata realizados por Conway et al. (1992). CaCl2 não 255 

foi eficiente no controle da doença. Embora este resultado discorde de outros trabalhos, 256 

os quais foram eficientes no controle da podridão-mole em batata (Hajhamed et al., 257 
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2007), chicória (Schober e Vermeulen, 1999), tomate (Gomes et al., 2005) e couve-258 

chinesa (Park, 1969), utilizando CaCl2.  259 

Apesar do bom nível de controle obtido com Ca(NO3)2 no experimento 1, a 260 

eficiência não foi mantida no experimento 2 (Fig. 1), onde ocorreu uma maior 261 

severidade da doença.  Este resultado pode estar relacionado à temperatura e à umidade 262 

relativa do ar, que foram mais elevadas (28°C e 85%) em relação ao experimento 1 263 

(26°C e 76%). Segundo Pérombelon (1992), estas condições ambientais têm grande 264 

influência na severidade da podridão mole. A temperatura de 28°C proporcionou maior 265 

maceração em tubérculos de lírios por P. carotovorum subsp. carotovorum, observando-266 

se maior atividade da enzima pectato liase, o que indica a importância dessa variável 267 

ambiental no progresso da doença (Ni et al., 2010). Além das condições de temperatura 268 

e umidade mais baixas, a eficiência do controle com Ca(NO3)2 observada  no 269 

experimento 1 (Fig. 1) pode estar associada à ação do cálcio, retardando a atividade das 270 

enzimas pectinolíticas. Em chicória, a responsabilidade parcial da resistência à podridão 271 

mole foi atribuída ao retardamento pelo cálcio da atividade das enzimas pectato liase e 272 

poligalacturonase, sendo estes fatores primários de patogenicidade de P. carotovorum 273 

subsp. carotovorum, detectadas apenas 24 e 48 h após a inoculação do patógeno, 274 

respectivamente (Schober e Vermeulen, 1999). Essa ação do cálcio também foi sugerida 275 

na redução da podridão mole e canela preta em tubérculos de batata (Ngadze, 2012). 276 

O conteúdo de cálcio nas folhas de couve-chinesa, oriundas de plantas tratadas 277 

com Ca(NO3)2 e CaCl2 via pulverização foliar, foi elevado nas maiores dosagns testadas 278 

embora não tenha havido correlação com a redução da severidade da podridão mole. No 279 

entanto, em batata, a redução da doença pelo Ca(NO3)2 foi associada ao aumento da 280 

concentração de cálcio nos tubérculos (Conway et al., 1992). De acordo com esses 281 
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autores, essa relação pode variar de acordo com o tipo de cultivar, solo e fonte de cálcio 282 

utilizada. Por análise de espectrofotometria foi observada uma relação diretamente 283 

proporcional do conteúdo de cálcio em plantas de Brassica rapa quando suplementadas 284 

com CaCl2, com uma maior concentração (25 mg kg
-1

 Ca) nas plantas tratadas com 3,5 285 

g do produto, tendo o mesofilo, principalmente o parênquima paliçádico, o maior 286 

acúmulo desse íon (Rios et al., 2012).  287 

A ocorrência de temperatura e umidade relativa do ar mais elevadas no 288 

experimento 2 poderia ter favorecido a absorção foliar de cálcio e consequente maior 289 

controle da doença, porém, isso não foi verificado. Essas condições ambientais 290 

favorecem a transpiração foliar, que pode proporcionar a translocação do cálcio via 291 

transpiração e aumentar a quantidade de cálcio na folha (Conway et  al., 1992). O fluxo 292 

de água carrega íons de cálcio via xilema, das raízes para as folhas, sendo também 293 

distribuído apoplasticamente através da parede celular (White e Broadley, 2003). No 294 

entanto neste estudo não foi observado acúmulo significativo de cálcio nas folhas 295 

quando Ca(NO3)2 e CaCl2 foram aplicados via rega do solo. Por outro lado, como já 296 

citado, a temperatura e a umidade relativa do ar mais elevadas também favorecem o 297 

patógeno (Pérombelon, 1992), inclusive pela maoir atividade da pectatoliase (Ni et al., 298 

2010).  299 

Diferentemente do que ocorreu com a quantificação foliar de cálcio, as 300 

microscopias de luz e eletrônica evidenciaram as modificações promovidas pelo cálcio 301 

na estrutura foliar e celular, sendo possível sua correlação com a redução da podridão 302 

mole. 303 

A ultraestrutura do mesofilo foliar de couve-chinesa apresenta muitos espaços 304 

intercelulares no tecido do parênquima paliçádico, o que pode favorecer a colonização 305 
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pelo patógeno. O apoplasto, ou espaço intercelular, é um ambiente dinâmico, onde 306 

ocorrem muitos processos metabólicos e de transporte (Sattelmacher, 2001). Apesar de 307 

ser um ambiente nutricionalmente limitado, algumas bactérias possuem especialização 308 

nutricional e fisiológica para colonizar esse espaço, a exemplo de bactérias necrotróficas 309 

como P. carotovorum,  que aumentam sua densidade populacional e passam a colonizar 310 

e modular o metabolismo nesse ambiente (Rico et al., 2009). A melhor estruturação do 311 

tecido do parênquima paliçádico observada nas plantas tratadas com 0,15 g L
-1

 de 312 

Ca(NO3)2 (Fig. 3C, 3D, 3E e 3F), com melhor organização celular e poucos espaços 313 

intercelulares, pode ter reduzido a colonização bacteriana e aumentado a resistência da 314 

planta, reduzindo a severidade da doença (Fig. 1A e 1B).  315 

A maior presença de cloroplastos observada nos tratamentos com cálcio, mais 316 

evidente naqueles com CaCl2, pode estar relacionada com a capacidade dessa organela 317 

de armazenar uma grande quantidade desse íon. O cálcio apresenta papel importante na 318 

ativação de enzinas plastidiais, existindo uma relação cálcio-dependente com os 319 

cloroplastos nos processos ligados, principalmente, à maquinaria fotossintética e à 320 

fixação de CO2 (Rocha e Vothknecht, 2012). O aumento do número de cloroplastos 321 

favoreceu a fisiologia da planta, mas, possivelmente, não interferiu na colonização do 322 

patógeno e redução da severidade da doença, uma vez que a maioria dos tratamentos 323 

com CaCl2 não foi eficiente no controle da podridão mole.  324 

A parede celular é o principal componente estrutural do apoplasto na interação 325 

planta-patógeno, constituindo a primeira barreira física de acesso ao nutriente celular 326 

para as  bactérias (Rico et al., 2009). A microscopia eletrônica de transmissão 327 

evidenciou um nítido aumento na espessura da parede celular das folhas de couve-328 

chinesa para todos os tratamentos com cálcio, destacando-se o tratamento com 329 
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Ca(NO3)2 em ambas as dosagens e formas de aplicação (Fig. 5 e 6), o que 330 

possivelmente foi responsável pela redução da severidade da podridão mole por essa 331 

fonte de cálcio (Fig. 1A e 1B). O incremento de cálcio na planta pode ser 332 

correlacionado com a resistência natural da planta a P. carotovorum subsp. 333 

carotororum, devido a manutenção da estruturação e integridade da parede celular 334 

(Czajkowski et al., 2011).  335 

 A importância do cálcio ficou bem evidenciada no tratamento controle, o qual 336 

apresentou uma parede celular menos estruturada. O decréscimo na suplementação de 337 

cálcio causa dissociação das paredes celulares das plantas, com dano na membrana 338 

nuclear, membrana plasmática e membrana dos cloroplastos (Liu et al., 2012). O maior 339 

espessamento da parede celular e lamela média observado no tratamento com CaCl2  a 5 340 

g L
-1

 via pulverização foliar (Fig. 6C e 6D) e o aumento do conteúdo foliar de cálcio nos 341 

tecidos das folhas de couve-chinesa (Fig. 2C e 2D) não foram suficientes para impedir a 342 

colonização da bactéria e obter o controle da doença (Fig. 1C e 1D).  343 

Assim sendo, Ca(NO3)2 a 0,15 e 0,3 g L
-1

, aplicado via pulverização foliar e rega 344 

do solo, apresenta potencial para o controle da podridão mole em plantas de couve-345 

chinesa, estando essa eficiência associada a melhor estruturação e integridade da parede 346 

celular.  347 
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 477 

Figura 1. Influência do nitrato de cálcio Ca(NO3)2 e cloreto de cálcio (CaCl2), aplicados 478 

via pulverização foliar (A e C) e rega do solo (B e D), respectivamente, no controle da 479 

podridão mole em couve-chinesa (Brassica rapa subsp. pekinensis) em dois 480 

experimentos (Exp. 1    e  Exp. 2   ). (Médias seguidas da mesma letra em cada 481 

experimento não diferem significativamente entre si pelo Teste LSD ao nível de 5% de 482 

probabilidade).   483 

484 
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Figura 2. Análise do teor de cálcio no tecido foliar de couve-chinesa (Brassica rapa 486 

subsp. pekinensis) tratada com nitrato de cálcio Ca(NO3)2 e cloreto de cálcio (CaCl2), 487 

aplicados via pulverização foliar (A e C) e rega do solo (B e D), respectivamente. 488 

(Médias seguidas da mesma letra não diferem significativamente entre si pelo Teste 489 

LSD ao nível de 5% de probabilidade). 490 
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 491 

Figura 3. Microscopia de luz de folhas de couve-chinesa (Brassica rapa subsp. 492 

pekinensis). Sessão transversal do mesófilo foliar e detalhe da região superior do 493 

mesófilo: A-B planta controle; C-D plantas tratadas com 0,15 g L
-1 

Ca(NO3)2 via 494 

pulverização foliar; E-F plantas tratadas com 0,15 g L
-1 

Ca(NO3)2 via rega do solo; G-H 495 

plantas tratadas com 0,30 g L
-1 

Ca(NO3)2 via pulverização foliar; I-J plantas tratadas 496 

com 0,30 g L
-1 

Ca(NO3)2 via rega do solo. Estômatos (EST), espaço intercelular (EI), 497 

epiderme superior (ES), epiderme inferior (EIN), parênquima paliçádico (PP), 498 

parênquima esponjoso (PE), feixe vascular (FV), cloroplastos (C). 499 
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 500 

Fig. 4. Microscopia de luz de folhas de couve-chinesa (Brassica rapa subsp. 501 

pekinensis). Sessão transversal do mesófilo foliar e detalhe da região superior do 502 

mesófilo: A-B planta controle; C-D plantas tratadas com 1,0 g L
-1 

CaCl2 via 503 

pulverização foliar; E-F plantas tratadas com 1,0 g L
-1 

CaCl2 via rega do solo; G-H 504 

plantas tratadas com 5,0 g L
-1 

CaCl2 via pulverização foliar; I-J plantas tratadas com 5,0 505 

g L
-1 

CaCl2 via rega do solo. Estômatos (EST), espaço intercelular (EI), epiderme 506 

superior (ES), epiderme inferior (EIN), parênquima paliçádico (PP), parênquima 507 

esponjoso (PE), feixe vascular (FV), cloroplastos (C).  508 
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 509 

Figura 5. Micrografias de microscopia eletrônica de transmissão de folhas de plantas de 510 

couve-chinesa (Brassica rapa subsp. pekinensis) tratadas com cálcio. Controle (A-B); 511 

Ca(NO3)2 (0,15 g L
-1

) pulverização via foliar (C) e rega do solo (D); Ca(NO3)2 (0,30 g 512 

L
-1

) via pulverização foliar (E) e rega do solo (F). Parede celular (PC), lamela média 513 

(LM), membrana plasmática (MP), espaço intercelular (EI), cloroplasto (C).     514 
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 515 

Figura 6. Micrografias de microscopia eletrônica de transmissão de folhas de plantas de 516 

couve-chinesa (Brassica rapa subsp. pekinensis) tratadas com cálcio. Controle (A-B); 517 

CaCl2 (1,0 g L
-1

) via pulverização foliar (C) e rega do solo (D); CaCl2 (5,0 g L
-1

) via 518 

pulverização foliar (E) e rega do solo (F). Parede celular (PC), lamela média (LM), 519 

membrana plasmática (MP), espaço intercelular (EI), cloroplasto (C).    520 
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Capítulo II  

 

Seleção de genótipos de alface com fonte de 

resistência à podridão mole 



 

 

Seleção de genótipos de alface com fonte de resistência à podridão mole  

Kátia C. S. Felix · Willams J. Oliveira · Rosa L. R. Mariano · Elineide B. Souza  

 

Resumo A podridão mole causada por Pectobacterium carotovorum subsp. 

carotovorum (Pcc) é a principal fitobacteriose da cultura da alface no Brasil, por 

proporcionar grandes perdas na produção. Foram avaliados genótipos de alface quanto à 

reação à podridão mole, visando identificar fontes de resistência e analisar a 

estabilidade da resistência a diferentes isolados do patógeno. Dos 41 genótipos 

avaliados, 14 apresentaram reação de moderadamente resistentes quando inoculados 

com o isolado Pcc-C, com severidade variando de 3,5 a 4,0, enquanto 27 genótipos 

foram suscetíveis. Onze genótipos, quatro suscetíveis e sete moderadamente resistentes, 

foram selecionados para o ensaio de estabilidade da resistência em relação a três 

isolados do patógeno com diferentes níveis de virulência (Pcc-36, Pcc-A1.1, Pcc-23), . 

A maioria dos genótipos avaliados (77%) expressou a mesma reação do ensaio de 

seleção apenas em relação ao isolado Pcc-36, ou seja, reação suscetível (Veneza Roxa) 

e moderadamente resistente (Alface Grega, Mimosa Salad Bowl Roxa, Livia, Livinia, 

Salad Bowl, Vitória de Santo Antão e Saia Veia). Apenas o genótipo Vitória de Santo 

Antão manteve a reação de moderadamente resistente também para os isolados Pcc-

A1.1 e Pcc-23. Esse genótipo pode ser utilizado como uma fonte promissora de 

resistência estável e durável contra a podridão mole.  

 

Palavras-chaves: Lactuca sativa, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, 

resistência genética, controle 
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Introdução 

 

A alface (Lactuca sativa L.) é uma das hortaliças folhosas mais consumidas no 

Brasil (Sala e Costa 2012), na forma de salada, sendo cultivada em todo o território 
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nacional. Atualmente encontra-se entre as seis hortaliças de maior importância 

econômica e a oitava em termos de volume produzido (Silva et al., 2010). Dentre as 

cultivares de alface, a mais importante em área cultivada e produção no Brasil é a do 

tipo Crespa, que representa cerca de 70% do mercado, seguida pelo tipo americana, com 

15%, e pelas demais (lisa, mimosa e romana) que correspondem a 15% (Costa e Sala 

2005).  Porém, no Nordeste do Brasil, a preferência é por alface do tipo Lisa 

(Magalhães et al. 2010). Em Pernambuco, a produção concentra-se no município de 

Vitória de Santo Antão, na mesorregião da Mata Pernambucana, tendo sido 

comercializadas 127 toneladas dessa hortaliça em 2011 (CEASA-PE 2012).  

O cultivo de alface ocorre em diferentes épocas do ano. Em condições de 

elevadas temperatura e umidade, tem sido verificada a ocorrência de doenças (Sala e 

Costa 2012), como a podridão mole causada por Pectobacterium carotovorum subsp. 

carotovorum (Jones) Hauben et al.. 

 A podridão mole é considerada a principal doença bacteriana em diversas 

culturas de importância econômica no Brasil e no mundo (Charkowski 2006), incluindo 

a alface (Raid 1997). A bactéria tem extensa distribuição geográfica e ampla gama de 

hospedeiros, podendo ser um fator limitante para a produção, ocorrendo desde a fase de 

pré-colheita até a comercialização (Pérombelon e Kelman 1980). No estado de 

Pernambuco-Brasil, as áreas plantadas com alface são normalmente submetidas a 

cultivos sucessivos durante todo o ano, podendo ser grandes as perdas causadas pela 

podridão mole. Um levantamento sobre a podridão mole realizado no ano de 2004, nas 

mesorregiões da Mata e Agreste de Pernambuco, constatou a prevalência da doença em 

42,9% das áreas amostradas (Silva et al. 2007). 

O controle da doença é dificultado, principalmente, pela ampla gama de 

hospedeiros (Jung et al. 2008) e sobrevivência da bactéria em restos de cultura no solo 

(Ren et al. 2001a).  A alta variabilidade genética de P. carotovorum subsp. carotovorum 

em áreas agrícolas, demonstrada por  isolados provenientes de plantas de couve-chinesa 

de várias áreas de cultivo em Pernambuco (Alvarado et al.  2011), pode também impedir 

estratégias de controle e tem importantes implicações para o manejo da podridão mole. 

O uso de cultivares resistentes é considerado o método de controle mais 

econômico e tecnicamente mais prático, devido ao seu baixo custo e à ausência de risco 
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potencial de resíduos agroquímicos no produto final e a resistência do patógeno a esses 

produtos (Costa et al. 2002).  

Estudos anteriores têm confirmado a eficiência do uso de cultivares resistentes 

no controle da podridão mole para as culturas da batata (Benelli et al. 2004; Vitale et al. 

2004), couve-chinesa (Ren et al. 2001b), mandinhoquinha-salsa (Henz et al. 2005) e 

Zantedeschia spp. (Snijder e Tuyl 2002). No entanto, nenhum relato sobre genótipos de 

alface resistentes a podridão mole foi encontrado.  

Tendo em vista a importância socioeconômica dessa cultura para a mesorregião 

da Mata do estado de Pernambuco e a problemática da podridão mole como fator 

limitante para a produção em algumas áreas, este estudo teve como objetivo avaliar 

genótipos de alface quanto à reação à podridão mole, visando identificar fontes de 

resistência e analisar a estabilidade da resistência dos genótipos a diferentes isolados de 

P. carotovorum subsp. carotovorum. 

 

 

Material e métodos  

 

Obtenção dos isolados de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum  

 

Os isolados de P. carotovorum subsp. carotovorum utilizados pertencem à 

Coleção de Culturas do Laboratório de Fitobacteriologia da Universidade Federal Rural 

de Pernambuco (UFRPE) e foram obtidos de plantas de couve-chinesa e alface com 

sintomas típicos de podridão mole.  

Vinte isolados foram reativados da preservação em água pelo cultivo em meio 

CPG (1 g caseína hidrolisada, 10 g peptona, 10 g glicose, 18 g ágar, 1000 mL água 

destilada) por 48 h a temperatura de 28 °C. Colônias puras foram transferidas para tubos 

de ensaio contendo o mesmo meio e, após 48 horas, procedeu-se ao teste de 

patogenicidade em frutos de pimentão verde, como descrito por Hyman et al. (2002). Os 

frutos foram colocados em câmara úmida e incubados a 28 ºC, por 24-48 h, quando se 

procedeu a avaliação pela medição dos tamanhos das lesões. 

Para uso nos experimentos foram selecionados quatro isolados com diferentes 

níveis de virulência, em ordem crescente, Pcc-36 (couve-chinesa), Pcc-C (couve-
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chinesa), Pcc-A1.1 (alface crespa) e Pcc-23 (alface lisa). Esses isolados foram 

cultivados em meio CPG por 48 h, a temperatura de 28 °C. Após este período, água 

destilada esterilizada foi adicionada à placa de Petri contendo o crescimento bacteriano, 

e a concentração da suspensão foi ajustada em fotocolorímetro (Analyser
®
) a 570 nm 

onde A570 = 0,36 equivale a 1,0 x 10
9 
UFC/mL.  

 

 

Seleção de genótipos de alface resistentes à podridão mole 

  

  No presente estudo foram avaliados 41 genótipos de alface, sendo 40 cultivares 

comerciais e uma linhagem (Raider plus), que estão depositados no banco de 

germoplasma da Embrapa Hortaliças, Brasília, Brasil (Tabela 1).  Dentre os genótipos 

testados, Tainá foi utilizado como padrão de suscetibilidade à podridão mole (Silva et 

al. 2007). Esses genótipos foram testados quanto a sua resistência ao isolado Pcc-C de 

P. carotovorum subsp. carotovorum.  

Os genótipos de alface foram semeados em bandejas de poliestireno expandido 

com 200 células, contendo uma mistura de substrato (Basaplant
®
) e pó de coco 1:1 

(v/v). vinte dias após o semeio, as mudas foram transplantadas para vasos com 

capacidade de 5 L, contendo húmus e solo 1:2 (v/v).  

Plantas aos 35 dias de idade foram inoculadas na base do pecíolo da segunda e 

terceira folhas definitivas pelo método de picada, que consiste no ferimento do tecido 

vegetal com alfinete entomológico a uma profundidade de 1 mm. Em seguida, 50 µL da 

suspensão bacteriana
 

foram depositados no ferimento com o auxílio de um 

micropipetador (Mello et al. 2011). Após a inoculação, as plantas foram submetidas 

durante 12 h à câmara úmida, em casa de vegetação. O delineamento experimental foi 

inteiramente casualizado com cinco repetições, sendo cada repetição constituída por um 

vaso com quatro plantas, e o experimento foi conduzido duas vezes. As médias de 

temperatura e umidade relativa do ar foram de 27,5 °C e 70,5% para o experimento 1 e 

26,27 °C e 76,2 % para o experimento 2.  

As avaliações foram realizadas a intervalos de 12 horas até 96 h, observando-se 

a severidade da doença, estimada com o auxílio de escala descritiva de 1 a 9 (Ren et al. 

2001a), onde: 1 = sem lesão no ponto de inoculação, 2 = lesões menores que 5 mm, 3 = 

lesões entre 5 e 10 mm, 4 = lesões maiores que 10 mm, porém não atingindo as folhas, 5 
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= lesão alcançando o limbo foliar e o caule principal, 6 = caule infectado, porém sem 

atingir as folhas não inoculadas, 7 = caule e folhas não inoculadas infectadas, 8 = planta 

inteira próxima à morte e 9 = planta morta. Com as notas obtidas, os genótipos de alface 

foram agrupados em classes de reação da doença, adaptadas de Guerra et al. (2007), 

onde: 1,0 a 2,0 = resistente (R); 2,01 a 4,0 = moderadamente resistente (MR); 4,01 a 7,0 

= suscetível (S); 7,01 a 9,0 = altamente suscetível (AS). 

 

Análise da estabilidade da resistência de genótipos de alface à podridão mole  

   

Foram analisados 11 genótipos de alface, selecionados do experimento anterior, 

com base na classe de reação à podridão mole, sendo quatro considerados suscetíveis 

(Veneza Roxa, Roxa Hortec, Alface Roxa (1) e Lucy Brown) e sete moderadamente 

resistentes (Alface Grega, Mimosa Salad Bowl Roxa, Livia, Livinia, Salad Bowl, 

Vitória de Santo Antão 14 Bl 1 e Saia Veia). Esses genótipos foram testados quanto à 

estabilidade da resistência à podridão mole quando inoculados com três isolados de P. 

carotovorum subsp. carotovorum, com níveis crescentes de virulência, Pcc-36, Pcc-

A1.1 e Pcc-23. A produção das mudas de alface, a inoculação e a avaliação seguiram a 

metodologia descrita anteriormente. As médias de temperatura e umidade relativa do ar 

foram de 29,37 °C e 71,87 % durante o experimento 1 e 28,63 °C e 70,0 % durante o 

experimento 2. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo 

fatorial 11 (genótipos) x 3 (isolados do patógeno), com cinco repetições, sendo cada 

repetição constituída por um vaso com quatro plantas. O experimento foi conduzido 

duas vezes e os dados obtidos foram analisados quanto aos pressupostos da análise de 

variância (ANOVA) e submetidos ao teste de comparação de médias (LSD - Least 

Significant Difference), ao nível de 5% de probabilidade, com o auxílio do programa 

STATISTIX
®
 (versão 9.0, Analytical Software, Tallahassee, USA). 

 

 
Resultados  

 

Seleção de genótipos de alface resistentes à podridão mole  
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Os dois experimentos conduzidos para avaliar a resistência dos 41 genótipos de 

alface apresentaram resultados similares, sendo os dados analisados conjuntamente. Os 

resultados mostraram que houve variação na reação dos genótipos à podridão mole 

(Tabela 1). Dos 41 genótipos avaliados, 14 apresentaram reação de moderadamente 

resistentes, com severidade variando de 3,25 a 4,0, enquanto 27 genótipos foram 

suscetíveis, com severidade de 4,05 a 5,53, incluindo o controle Tainá (Figura 1).  

Genótipos da maioria dos tipos de alface analisados (lisa, mimosa, crespa, americana) 

foram encontrados nas duas classes de reação, moderadamente resistente e suscetível, 

ou seja, não houve associação entre classe de reação e tipo de alface. Nenhum dos 41 

genótipos testados apresentou reação do tipo imune (ausência de doença) ao isolado 

Pcc-C de P. carotorovum subsp. carotovorum.  

 

Análise da estabilidade da resistência de genótipos de alface à podridão mole  

 

No ensaio de estabilidade da resistência, não foram observadas diferenças 

significativas (P<0,05) entre os 11 genótipos de alface quando o isolado menos 

agressivo foi usado (Pcc-36), embora os genótipos tenham sido agrupados em duas 

classes de reação, com média de severidade variando de 3,51 a 4,08(Tabela 2). 

Verificou-se que Veneza Roxa permaneceu na classe suscetível, e sete genótipos 

(Alface Grega, Mimosa Salad Bowl Roxa, Livia, Livinia, Salad Bowl, Vitória de Santo 

Antão e Saia Veia) mantiveram-se na classe de moderadamente resistente, como 

observado no experimento de seleção inicial (Tabela 1). No entanto, três genótipos 

anteriormente classificadas como suscetíveis (Roxa Hortec, Alface Roxa (1) e Lucy 

Brown) tornaram-se moderadamente resistentes a Pcc-36. Quando inoculadas com o 

isolado Pcc-A1.1, somente a cultivar Vitória de Santo Antão manteve-se como 

moderadamente resistente, com severidade de 3,82. Os 10 genótipos restantes foram 

suscetíveis, com médias de severidade variando de 4,06-6,15 (Tabela 2). Quando o 

isolado mais agressivo (Pcc-23) foi utilizado, três classes de reação foram observadas. O 

genótipo Lucy Brown (Figuras 1C e 1D) foi altamente suscetível, com severidade de 

7,74;  nove outros genótipos foram suscetíveis, com médias que variaram de 4,84-6,71; 

e apenas o genótipo Vitória de Santo Antão (Figura 1A e 1B) apresentou reação do tipo 

moderadamente resistente, com média de 3,98. Considerando os três isolados dentro de 
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cada genótipo, apenas em Vitória de Santo Antão não foi verificada diferença 

significativamente (P<0,05) quanto as reações apresentadas (Tabela 2). Portanto, este 

genótipo manteve a estabilidade, comportando-se como moderadamente resistente 

quando desafiado com os quatro isolados de P. carotovorum subsp. carotovorum  com 

diferentes níveis de virulência (Tabelas 1 e 2).  

 

Discussão 

 

A podridão mole é considerada uma das mais destrutivas doenças da cultura da 

alface, sendo um fator limitante para a sua produção em muitas áreas de cultivo de 

hortaliças no Brasil (Silva et al. 2007). Muitos genótipos (cultivares e/ou variedades) de 

alface foram descritos como resistentes a outras  doenças, tais como míldio (Bremia 

lactucae Regel), mosaico (LMV,  patótipo II) (Sala e Costa 2005), murchadeira 

(Thielaviopsis basicola Berk & Brome) (Sala et al. 2008), murcha de fusário (Fusarium 

oxysporum f. sp. lactucae Matuo & Motohashi) (Scott et al. 2010). Com relação à 

podridão mole, um transgênico de couve-chinesa expressando N-acil-homoserina 

lactonase mostrou alta tolerância à doença, pelo mecanismo de “quorum-quenching” 

(Vanjildorj et al. 2009). Em batata, a cultivar Asterix (Benelli et al. 2004) e  os 

genótipos CS 90-164-13 e E 2121 (Vitale et al. 2004) foram identificados como menos 

suscetíveis e indicados como fontes de resistência. No entanto, inexistem genótipos de 

alface resistentes à podridão mole, o que justifica estudos em busca de fontes de 

resistência. 

Reação moderadamente resistente à podridão mole foi encontrada em 34% dos 

41 genótipos testados, dos quais fizeram parte cultivares da maioria dos tipos testados 

(lisa, mimosa, crespa, americana), embora genótipos destes mesmos tipos também 

tenham apresentado reação de suscetibilidade (Tabela 1). Esses resultados evidenciam 

que não existe uma associação consistente entre tipo de cultivar de alface e resistência 

ou suscetibilidade a podridão mole. No entanto, algumas pesquisas relacionam a reação 

de resistência a doenças ao tipo de alface (Sala et al. 2008; Sousa et al. 2002). 

Cultivares de alface do tipo crespa e batávia foram mais resistentes que os outros tipos  

à mancha bacteriana (Bull et al. 2007), enquanto os tipos crespa e lisa, foram resistentes 

e suscetíveis, respectivamente, a murchadeira  (Sala et al. 2008). No Brasil, cultivares 

do tipo crespa representam 70% do mercado dessa hortaliça folhosa (Costa e Sala 
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2005), porém a maioria dos genótipos testados apresentou reação de suscetibilidade à 

podridão mole.  

Henz et al. (2005), buscando genótipos de mandioquinha-salsa resistentes a 

podridão mole causada por P. chrysanthemi (Dickeya chrysanthemi), verificaram que os 

genótipos apresentaram apenas variação no grau de suscetibilidade. O mesmo foi 

observado neste estudo, onde nenhum genótipo de alface apresentou reação tipo imune, 

apenas variaram quanto à suscetibilidade ao patógeno (Tabela 1). Não há cultivares com 

resistência ou imunidade à Pectobacterium spp., apenas variação no grau de 

suscetibilidade considerando o hospedeiro (Pérombelon e Salmond 1995). Níveis de 

resistência em espécies selvagens de batata a podridão mole foram associados a fatores 

ambientais como temperatura e precipitação anual, podendo também estar relacionados 

à plasticidade fenotípica da espécie. Essa variação na resistência à doença, 

provavelmente, é resultado da interação complexa entre planta, patógeno e ambiente, o 

que permite a planta sobreviver na presença do patógeno (Chung et al. 2011). 

Alta variabilidade genética tem sido encontrada em populações de P. 

carotovorum subsp. carotovorum, como constatado em estudo realizado em áreas 

produtoras de couve-chinesa no estado de Pernambuco, Brasil. Em Pernambuco, a 

grande diversidade de outras hortaliças cultivadas nas áreas de produção de alface, 

assim como plantas daninhas que podem ser hospedeiras alternativas, contribuem para 

os mecanismos de variabilidade de P. carotovorum subsp. carotovorum (Alvarado et al. 

2011). Dessa forma, a combinação de resultados de experimentos, utilizando isolados 

do patógeno com diferentes níveis de virulência, torna a seleção de fontes de resistência 

à podridão mole mais viável sob condições de ocorrência natural da doença. 

A maioria dos 11 genótipos avaliados (77%) expressou a mesma reação 

observada no ensaio de seleção apenas em relação ao isolado Pcc-36, enquanto a 

cultivar Vitória de Santo Antão foi a única que manteve a estabilidade da resistência em 

relação aos três isolados testados (Pcc-36, Pcc-A1.1 e Pcc-23) (Tabela 2). Essa falta de 

estabilidade na reação dos genótipos à podridão mole, em relação aos diferentes 

isolados do patógeno, pode estar relacionada a dois fatores: condições ambientais e 

virulência do patógeno.  

Embora a temperatura média registrada no ensaio de estabilidade (29,0 °C) tenha 

sido mais elevada do que no de seleção (26,8 °C), a umidade relativa do ar durante a 
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seleção inicial foi mais alta (73,3 % versus 70,9%). Dessa forma, a combinação desses 

dois fatores não favoreceu a doença no ensaio de estabilidade, não sendo, portanto, 

responsável pelas diferenças na reação dos genótipos ao patógeno. Temperatura e 

umidade têm relação importante na densidade e dinâmica da população de P. 

carotovorum subsp. carotovorum e consequentemente no desenvolvimento da doença 

(Moh et al. 2012).  

A hipótese mais provável para explicar as divergências na suscetibilidade seria a 

variação nos níveis de virulência dos isolados, os quais foram selecionados com base na 

patogenicidade em frutos de pimentão verde, sendo em ordem crescente de virulência 

Pcc-36, Pcc-A1.1 e Pcc-23. Esta diferença na virulência ficou evidente na severidade da 

doença observada nas plantas de alface inoculados com os três isolados, sendo as 

maiores severidades obtidas com Pcc-23, inclusive com o genótipo Lucy Brown, 

classificado como altamente suscetível (Tabela 2). 

As classes de resistência estabelecidas para diferenciar os genótipos de alface 

não se ajustarem perfeitamente à separação feita com base no teste LSD a uma 

significância de 5% (Tabela 2), porque os genótipos moderadamente resistentes não 

diferiram estatisticamente de genótipos suscetíveis. No entanto, as classes de resistência 

foram consistentes com as reações dos genótipos aos isolados de P. carotovorum subsp. 

carotovorum com diferentes níveis de virulência. 

Dos 11 genótipos testados, apenas Vitória de Santo Antão mostrou amplo 

espectro de moderada resistência aos diferentes isolados do patógeno, apresentando-se 

como uma fonte promissora de resistência estável e durável à podridão mole. A cultivar 

de alface Vitória de Santo Antão foi desenvolvida pelo Instituto Agronômico de 

Pernambuco (IPA) para regiões tropicais. Apresenta características apreciadas pelos 

produtores, sendo uma planta vigorosa, com folhas grossas, tolerante ao calor e ao 

pendoamento precoce (Viggano 1990). Encontra-se entre as alfaces do tipo Lisa de 

maior preferência pelos consumidores da região Nordeste do Brasil (Magalhães et al. 

2010) por suas características de folhas lisas, soltas e cor verde claro. Essa cultivar 

também é mencionada como tolerante à septoriose (Sousa et al. 2002).  

Em levantamento realizado no ano de 2004, visando obter informações sobre a 

problemática da podridão mole em alface nas mesorregiões da Mata e Agreste do estado 

de Pernambuco, foi constatada incidência da doença variando de 0 a 22% nas 42 áreas 
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amostradas, sendo os menores valores obtidos em plantios de alface com a cultivares do 

tipo Lisa e Mimosa (Silva et al. 2007). Essa baixa incidência da doença mencionada 

acima pode estar relacionada à existência de resistência varietal, uma vez que a cultivar 

Vitória de Santo Antão (tipo lisa) é uma das mais plantadas no estado de Pernambuco e, 

de acordo com os resultados obtidos neste estudo foi moderadamente resistente à 

podridão mole.  

Desta forma, a cultivar Vitória de Santo Antão poderá ser empregada em futuros 

programas de melhoramento genético, além de ser utilizada em áreas produtoras dessa 

hortaliça como uma alternativa na redução das perdas causadas pela podridão mole. A 

identificação de resistência em cultivares comerciais apresenta a vantagem de estas 

possuírem muitas características de interesse e poucas características indesejáveis, as 

quais em acessos de espécies selvagens, as quais necessitariam ser eliminadas em 

longos processos de seleção. No entanto, como Vitória de Santo Antão não apresentou 

reação imune, a combinação da resistência genética com práticas culturais de controle é 

necessária. Essas práticas incluem a remoção de plantas doentes e restos culturais, 

rotação de culturas e drenagem do solo, evitar ferimentos e efetuar adubação 

equilibrada, rica em cálcio. 
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Tabela 1- Avaliação da resistência à podridão mole de genótipos de alface inoculados 

com Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum isolado Pcc-C, em casa de 

vegetação 

Genótipo Severidade Classe
1 

Tipo
2
 

Vitoria de Santo Antão 3,25
3
 MR Lisa 

Elisa 3,47 MR Lisa 

Regina 255 3,65 MR Lisa 

Lívia  3,69 MR Lisa 

Mimosa Salad Bowl Roxa 3,68  MR Mimosa  

Livinia  3,70  MR Mimosa 

Salad Bowl 3,74  MR Mimosa 

CNPH 54
3 

3,79  MR Americana 

Olinda 3,92  MR Crespa 

Alface Grega 3,93  MR Mimosa 

Saia Veia  3,93  MR Lisa 

Mônica  3,96  MR Crespa 

Red Salad Bowl 3,99  MR Crespa 

Solavis 4,00  MR Crespa 

Simpson 4,05  S Crespa 

Verônica 4,07  S Crespa  

Red Salad Bowl Ultra Rosso
 
 4,09  S Mimosa 

Imperial  4,11  S Romana 

Tainá  4,16  S Americana 

Mimosa Oak Leaf Green Pixie 4,16  S Mimosa 

Elba 4,16  S Crespa  

Vanda  4,19  S Crespa 

Amélia 4,25  S Americana 

Raider Plus  4,26  S Americana 

TPC 12047 4,30  S Mimosa  

18 Bl I 4,30 S Mimosa  

Grandes Lagos 4,31  S Americana 

Angelina 4,40  S Americana 

Rafaela  4,41  S Americana 

Mimosa Salad Bowl 4,41  S Mimosa 
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Tabela 1. Continuação... 

Genótipos SEV Classe
1 

Tipo 

Scarlet 4,51  S Crespa  

Lucy Brown 4,53  S Americana 

Vanessa 4,54  S Crespa 

Amanda 4,59  S Crespa  

Alface Roxa (1)  4,60  S Lisa  

Kaiser  4,61  S Americana 

Cubana 4,65  S Crespa 

Roxa 9 4,74  S Crespa  

Alface Roxa (2) 4,95  S Crespa  

Roxa Hortec 5,16  S Lisa 

Veneza Roxa 5,53  S Crespa 

CV (%) 16,65   
1
Classes de reação da doença: 1,0 a 2,0 = resistente (R); 2,1 a 4,0 = moderadamente resistente (MR); 4,1 a 

7,0 = suscetível (S); 7,1 a 9,0 = altamente suscetível (AS), adaptado de Guerra et al. (2007); 
2
Tipos Lisa e 

Crespa correspondem, respectivamente, a classificação solta lisa e solta crespa de Filgueira (2008); 

3
Média de 10 repetições.  
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Tabela 2. Estabilidade da resistência à podridão mole de genótipos de alface inoculados 

com três isolados de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum  (Pcc-36, Pcc-

A1.1 e Pcc-23), em casa de vegetação 

Genótipo Severidade
2 

 Pcc-36
 

Pcc-A1.1 Pcc-23 

Veneza Roxa 4,08
1
 aB

 
4,77 bB

 
6,71 abA 

Roxa Hortec 3,98 a B 5,26 abA 6,15 bcA 

Alface Roxa (1) 3,91 aB 6,15 aA 6,50 bA 

Lucy Brown 3,84 aC 5,94 abB 7,74 aA 

Alface Grega 3,84 aB 4,41 bcAB 5,23 cA 

Mimosa Salad Bowl Roxa 3,75 aA 4,35 bcAB 5,32 cA 

Lívia  3,71 aB 4,21 bcAB 4,94 cdA 

Livinia 3,64 aA 4,26 bcAB 4,96 cdA 

Salad Bowl 3,61 aB 4,18 bcAB 4,84 cdA 

Vitória de Santo Antão 3,54 aA 3,82 cA 3,98 dA 

Saia Veia 3,51 aB 4,06 bcB 5,23 cA 

1 
Média de 10 repetições. 

2
Severidade seguida pela mesma letra minúscula na coluna e maiscula na linha 

não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de LSD a 5% de probabilidade. 
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Figura 1. Sintomas da podridão mole no genótipo Vitoria de Santo Antão, 

moderadamente resistente (A e B), e no genótipo Lucy Brown, susceptível (C e D). 

Sintomas 12 h (A e C) e 96 h (B e D) após a inoculação. 
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Conclusões Gerais 

 

 



83 

 

 

 

 

CONCLUSÕES GERAIS 

 

 Nitrato de cálico [Ca(NO3)2] nas concentrações de 0,15 e 0,3 g L
-1

, aplicado via 

pulverização foliar e rega do solo, apresenta potencial para o controle da 

podridão mole em plantas de couve-chinesa;  

 

 As plantas de couve-chinesa são capazes de assimilar cálcio quando 

suplementadas com 0,3 e 5,0 g L
-1 

de Ca(NO3)2 e CaCl2, respectivamente; 

 

 Os tratamentos com cálcio propiciam aumento do número de cloroplastos, 

melhor estruturação do parênquima paliçádico e aumento de espessura da parede 

celular, principalmente no tratamento Ca(NO3)2 a 0,15 g L
-1

, tanto via 

pulverização foliar como pela rega do solo. 

 

 A maioria dos genótipos de alface avaliados apresenta reação de suscetibilidade 

à podridão mole; 

 

 O genótipo Vitória de Santo Antão foi o único que mostrou estabilidade na 

resistência a doença a diferentes isolados de Pectobacterium carotovorum subsp. 

carotovorum; 

 

 A cultivar Vitória de Santo Antão, pode vir a ser empregada em programas de 

melhoramento genético em pesquisas futuras, além de ser recomendada como 

uma alternativa na redução das perdas causadas pela podridão mole em áreas 

produtoras dessa hortaliça. 

 

 


