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RESUMO

A podridao mole em tubércul os de batata (Solanum tuberosum),
causada por Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum, por
Pectobacterium car otovorum subsp. carotovorume por P. chrysanthem,
€ uma preocupante doenca que causa danos expressivos a cultura em
todo 0 mundo. Como inexiste tratamento eficiente paraa podrid& mole,
0 desenvolvimento de cultivares resistentes é considerado 0 método mais
eficaz para a reducdo de perdas causadas pela doenca. Nesse sentido,
quatro cultivares de batata foram avaiados quanto a resisténcia natural
as pectobactérias, mediante redugdo de massa de tubérculos apds 20,

24, 48, 72 e 96 h de inoculagdo com suspensdes bacterianas. O
delineamento experimenta constou de um esquema fatorial com quatro
cultivares, trés bactérias e quatro repeticdes. Os resultados foram
transformados em propor¢go e integralizados como area abaixo da curva
de progresso da doenca (AACPD). Para as trés bactérias estudadas, a
cultivar Asterix mostrou-se 0 menos suscetivel apodridéo mole, diferindo
significativamente dos demais.
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ABSTRACT

Reaction of potato cultivarsto soft rot caused by Pectobacterium
carotovorum subsp. atrosepticum, P. carotovorum subsp.
carotovorum and P. chrysanthemi

Soft rot caused by Pectobacterium carotovorum subsp.
atrosepticum, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum and
P. chrysanthemi is a severe disease of potato (Solanum tuberosum)
worldwide. Since there is no efficient treatment for soft rot, the use
of resistant cultivarsis considered the most effective method to reduce
crop losses due to this disease. In this research, four potato cultivars

were evaluated regarding their resistance to pectobacteria. Tubers
inoculated with bacterial suspensions were assessed for mass
reduction at five periods (20, 24, 48, 72, and 96 h) after inoculation.
The experimental design consisted of a factoria scheme with four
cultivars, three bacteria, and four replications. The data on tuber mass
loss were transformed into proportion and integrated as the area under
the disease progress curve. For al three bacteria, the cultivar Asterix
was the less susceptible to soft rot and differed significantly from the
others.

INTRODUGCAO

Dentre os estados brasileiros maiores produtores de
batata (Solanum tuberosum L.)- S&o Paulo, Minas Gerais,
Parang, Santa Catarinae Rio Grandedo Sul -, este Ultimo ocupa
o primeiro lugar em areaplantada (39.377 ha), porém o quinto
em produtividade, em torno de 9,8t ha' (Sidra-IBGE, 2001).
Essabaixaprodutividade resulta, em grande parte, dacaréncia
de cultivares adaptadas as condi ¢des climéticas eresistentes as
doencastipicasdaregido (Bisognin, 1996). Nesse sentido, este
estudo propOs-seaavaiar areacdo dascultivaresAchat, Agterix,
Baronesae Monalisa, amplamente cultivadas no Estado do Rio
Grande do Sul, as bactérias incitantes de podridao mole.

*Parte da Dissertacdo de Mestrado do primeiro autor. Universidade de
Passo Fundo (2002).
** Bolsista da CAPES.
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Perdas significativas de até 100% durante a estocagem
de tubérculos de batata so atribuidas a podridGes causadas
por bactérias do género Pectobacterium (Elphistone, 1987;
Lapwood & Gans, 1984), especificamente Pectobacterium
carotovorum subsp. atrosepticum (van Hall, 1902) Hauben et
al., 1998, P. carotovorum subsp. carotovorum (Jones, 1901)
Hauben et al., 1998 e P. chrysanthemi (Bulkholder et al., 1953)
Hauben et al ., 1998.

Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum
(Pca) tem ocorrénciamaisrestritaaregifes de climatemperado,
onde acultura de batata tem se desenvolvida extensivamente
(Pérombelon & Kelman, 1987). A subspécie P. carotovorum
subsp. carotovorum (Pcc) possui ampladistribui¢do nas zonas
temperadaetropical e pode sobreviver em diversosambientes,
incluindo solos, rios e lagos (De Boer et al., 1987).
Pectobacterium chrysanthemi (Pch) estadistribuidaem regides
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tropicais e subtropicais e em zonas mais quentes das regifes
temperadas (Cappaert et al ., 1988).

O mangjo dadoencaé afetado pel a espécie ou subespécie
presente, que depende diretamente da temperatura étima de
desenvolvimento: 15a20°C, 27 a30°C e 34 a37°C paraPca,
Pcc e Pch, respectivamente (Oliveira, 2001).

Os melhores meios para controlar a doenca incluem
plantio de tubércul os-semente sadios, reducéo de injdrias nos
tubércul os durante a col heita e condi ¢des adequadas de estoca
gem. Essas técnicas de mangjo tém sido insuficientes para o
controle da doenca, uma vez que a bactéria pode penetrar por
aberturas naturais nos tubérculos. Outros meios podem ser
empregados para minimiza-la, como, por exemplo, 0 emprego
de cultivares resistentes.

Emboraas cultivares de batatavariem quanto asuscetibi-
lidade apodridao mole, poucas cultivares comumente cultivadas
na América do Norte e na Europa sdo consideradas altamente
resistentes (Lapwood et al., 1984; Pérombelon et al., 1988;
Westieet al., 1988; Tzengetal., 1990). No Brasi| ndo haregistro
de cultivares resistentes a podridao mole incitada por
pectobactérias.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos na Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Passo
Fundo, no periodo de marco de 2000 a novembro de 2001.

Estirpesdasbactérias Pca (424), Pcc (1131) e Pch (1383)
obtidasdaColegdo do I nstituto Biol 6gico de Sao Paulo, Estacéo
Experimental de Campinas, SP, depois de purificadas e
reidentificadas, foram preservadas em meioinclinado 523 de
Kado e Heskett (Kado & Heskett, 1970), em goma xantana
(GX) a1,0% e em GX (1,0%) + polivinilpirrolidona (PVP
1,5%) (Denardin & Freire, 2000; Tumelero & Denardin, 2001).
Nos dois Ultimos processos de conservacdo, obedeceu-se a
propor¢do de 2:1, ou sgja, duas partes do produto elaborado
paraumade suspensdo bacteriana. A conservacdo das estirpes,
independentemente do processo de preservacdo, ocorreu em
temperaturade 4 °C.

Tubérculos de batata das cultivares Achat, Mondisa e
Baronesa foram obtidos na Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria(EmbrapaTransferénciade Tecnologia-Escritorio
deNegociosde Canoinhas, SC) edacultivar Asterix daEmpresa
de Sementes Bésicas Bocche, Ibiraiaras, RS. ApGs o recebi-
mento, ostubércul osforam mantidos atemperaturade 4 a5°C.

A avaliacao do estado sanitario dos tubércul os detectou
aparéncia saudavel, pois as bactérias incitadoras da podriddo
mole podem estar presentes em estado de laténcianasuperficie
ou nas lenticelas dos tubércul os. Para detect& | as, amostras de
tecido foram suspensasem meio liquido 523 de Kado e Heskett
(Kado & Heskett, 1970) eincubadas durante 24 h atemperatura
de 28°C e, aseguir, essasuspensdo foi semeadaem meio solido
523 de Kado e Heskett (Kado & Heskett, 1970) e incubada a
28 °C durante 48 h. As colbnias que se desenvolveram
isoladamente foram examinadas quanto as caracteristicas
culturais. Aquelas de coloragdo branca, opacas e de bordos
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irregularesforam transferidas parapl acas contendo meio sdlido
523 de Kado e Heskett (Kado & Heskett, 1970) e incubadas
nas mesmas condi¢des descritas anteriormente. Testes
bi oquimi cos e fisiol égicos determinaram o género das bactérias
isoladas. | solados gram-negativos, de reagdo oxidase negativa
e anaerobicos facultativos, com capacidade de maceracdo de
frutos de piment&o verde, foram considerados pertencentes a0
género Pectonbacterium do grupo carotovorum (Robbs, 1981;
Schaad, 2001).

Para avaliar a reacdo das cultivares a podridéo mole,
primei ramente obteve-se o indculo a partir de culturas bacte-
rianas desenvolvidas em meio liquido 523 de Kado e Heskett
(Kado & Heskett, 1970) por 48 hatemperaturade 28°C, diluidas
em solugdo tampéo fosfato (K ,HPO,, 1,13gl *; KH,PO,, 0,48
gl; pH 7,2). Posteriormente, essas suspensbesforam gjustadas
paradensidade épticade 0,5 de absorbanciaem 550 nm (L elliot
& Stead, 1987) em espectrofotdbmetro (Spectronic? — 20
Genesys™), resultando numa concentracdo entre 108 e 10%°
unidadesformadorasde colénias (UFCs) por ml paraPca, para
Pcc e paraPch.

Procedeu-se a desinfestacéo dos tubérculos em acool
96 °GL durante 3 min, seguida de imersdo em solugdo de
hipoclorito de sadio (NaOCl) a 1% por 5 min e alavagem por
Sei's vezes sucessivas em agua destilada e esterilizada. Decor-
ridas 24 h da desinfestacdo, os tubérculos foram inoculados
com 100 ?1 de suspensao bacteriana, apésferimento com auxilio
de ponteiraestéril, em angulo de 45° e a profundidade de 2 cm.
Apbsainocul agdo das respectivas bactérias serem introduzidas
no orificio, os mesmos foram selados com vasdlina (Pomada—
Rioquimica) paramanutencdo daumidade. Ostubérculosforam
mantidos em estufa (Nova Técnica) por 20, 24, 48, 72e 96 h
em temperaturas 6timas de desenvolvimento bacteriano: para
Pca estabel eceu-se atemperaturade 22 °C, paraPcc de 28°C e
paraPch de 35°C.

A podriddo foi estimada por perda de massa apés a
remog&o do tecido macerado com auxilio de palitos de dente e
posterior limpezada drea afetadacom hastesflexiveis de pontas
revestidas com algod&o. Os dados obtidosforam transformados
em propor¢do. Em todos as cultivares/bactérias testadas foram
usados | otes com cinco tubércul os para cada periodo de tempo
indicado. O delineamento experimental constou de esquema
fatorial com quatro cultivares, trés bactérias e quatro repeticles,
arranjadas em blocosinteiramente casualizados. Osresultados
obtidos foram integralizados como érea abaixo da curva de
progresso da doenga (AACPD), por meio daférmula AACPD
=? qy, +Y,)/2?x (t,—t), onde y, ey, referem-se a duas
avaliagdes sucessivas da proporcdo de tecido macerado
redizadas nos tempos t, e t,, respectivamente. A andlise de
variancia foi realizada pelo pacote estatistico disponivel no
programa SAS, versdo 6.12 para ambiente Windows, com
posterior comparacdo de médias dos tratamentos, através do
teste de Tukey, a 0,05 de probabilidade.

RESUL TADOS E DISCUSSAO

Na avaliagdo do estado sanitario dos tubérculos, as
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caracteristicas culturais das col 6nias permitiram selecionar 13
isolados. Quando realizados os testes biogquimicos e fisiol6-
gicos paradeterminacdo do género dos 13 isolados, nove (1, 4,
5,6, 8,9, 10, 11 e 13) foram identificados como pertencentes
a0 género Pectobacterium (Tabela 1). Assim, pode-se afirmar
gue todas as cultivares testadas (Achat, Asterix, Baronesa e
Monalisa) possuiam bactérias incitantes de podriddo mole.
Ressalta-se que os tubércul os-semente sdo preocupante fonte
de contaminagdo durante o desenvolvimento da cultura e de
disseminacdo desses patdgenos para a progénie (De Boer et
al., 1978). Dessa forma, até mesmo tubérculos de origem
conhecida podem estar infestados. Nesse caso, sugere-se que,
nas areas de origem destes tubérculos, adote-se, no minimo,
trés anos de rotacdo com gramineas para conseqliente
diminuicdo do indculoinicial (Lopes & Buso, 1999).

Nas avaliacOes executadas para andlise da reacdo das
cultivares a podridéo mole (Figura 1), o aumento da AACPD
dos tubércul os infetados variou consideravel mente. Observa-
se menor suscetibilidade da cultivar Asterix a Pca, em relacéo
as demais cultivares (Figura 1), considerando a temperatura
Gtima de desenvolvimento bacteriano para essa subespécie (22
°C). Para a subespécie Pcc, a temperatura de 28 °C, o
comportamento dacultivar Asterix apenastendeu amenor susce-
tibilidade, poisa AACPD deferiu, estatisticamente, apenas da
cultivar Achat. E, paraasubespécie Pch, natemperaturade 35
oC, acultivar Asterix apresentou comportamento similar ao da
cultivar Baronesa, porém com menor suscetibilidade asdemais
cultivares Achat eMonalisa.

A 35 °C, temperaturausada para o desenvolvimento da
bactériaPch, aAACPD produzidapelas cultivaresimpressiona
pelo indice atingido. A cultivar Monalisa destaca-se como o
maissuscetivel, diferindo estati sticamente dasdemais cultivares.

As bactérias Pca e Pcc apresentaram amenor AACPD
em praticamente todas as cultivares, diferindo entre s somente

na cultivar Baronesa, em que a &rea de maceracdo provocada
por Pcc foi maior do que a por Pca. A subespécie Pch induziu
maior dano aos tubérculos, diferindo significativamente em
todas ascultivares avaliadas, quando comparada as subespécies
Pca e Pcc. Os dados, para esse caso, sugerem menor
suscetibilidaderelativadacultivar Asterix asbactériasestudadas.

Van der Plank (1975) sugeriu que genes de resisténcia
especifica e genes de resisténcia gera diferem mutuamente, e
ndo existeresisténciavertica conhecidadebatataparabactérias
elicitadoras de podriddo mole. Toda variagdo de resisténciade
cultivaresde batata origina-se de genes deresisténciahorizontal
(Van der Plank, 1978).

A variabilidade nasuscetibilidade de cultivares de batata
paraaincidénciade bactérias pectoliticasérelatadaem traba hos
de outros pesquisadores (Bainset al., 1999; Reeveset al., 1999).
Ibrahim et al. (1978) afirmam que a suscetibilidade a podridéo
causada por bactérias pectoliticas depende da concentracéo do
in6culo, da temperatura, da cultivar, da idade fisiolégica do
tubérculo edointerval o entrealesio eainoculagdo. A aplicacéo
de célcio em solos de baixa concentracdo desse elemento e a
consegiiente elevacdo deste nos tubérculos, aumentam a
resisténcia a podriddo em virtude da formacdo do complexo
calcio-pecting, tornando-os maisresi stentes aacdo das enzimas
pectaliticas (Tzeng et al., 1990; Conway et al., 1994; Walters
& Coallins, 1995). Outros estudos evidenciam o complexo de
polimeros cutina, lignina e suberina da parede celular como
limitadores fisicos, e os compostos fendlicos e, ainda, os
sdlicilatos e as fitoalexinas como limitadores a multiplicacéo
bacteriana nos tubérculos, substancias estas produzidas na
presencade oxigénio, asquais sfo toxicasabactériaedificultam
aacdo das enzimas secretadas pel as pectobactérias, costituindo-
seemfatoresenvolvidos naresisténciade tubércul osapodridéo
mole (Lyon, 1989). Convém sdientar que as pectobactérias
crescem melhor sob condigbes aerdbicas do que anaerobi-

TABELA 1 - Testes bioguimicos e fisiol égicos de isolados bacterianos para selecdo daqueles pertencentes ao género Pectobacterium
com cultivares de batata (Solanum tuberosum), de acordo com Robbs (1981) e Schaad (2001)

Cultivar

Teste bioquimico e fisiolégico

Isolado Patogenesidade’ Gram Oxidase Catalase O/F’
Achat 1) Al -+ - - + +/+
2)A3-1 - + + + /-
3)A3-2 - + - + +/-
Asterix 4) Ast 1 + - - + +/+
5) Ast 1-2 + - - + +/+
6) Ast 2-2 + - - + +/+
7) Ast 3 - + - + +/-
Baronesa 8)B2 + - - + +/+
9B4 + - - + +/+
Monalisa 10)M 1 + - - + +/+
1 1) M 3—1 + - - + +/+
12) M 3-2 - - + + +/-
]3) M 4 + - - + +/+
1 Patogenicidade em frutos de piment&o verde
2 Oxidagao/Fermentagéo
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FIG. 1 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD)
dos cultivares de batata (Solaum tuberosum) infetados com
Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum (Pca), com P.
carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) e com P. chrysanthemi (Pch),
causadoras de podriddo mole em tubérculos de batata. Médias
antecedidas por letras mailsculas comparam as bactérias e médias
seguidas por |etras minusculas comparam os cultivares. Letras iguais
ndo diferem entre s, pelo teste de Tukey, a P = 0,05.

camente (Wells, 1974; Mendey & Stanghdlini, 1975). Contudo,
segundo De Boer & Kelman (1978) o aumento de podridéo,
sob condigBes anaerdbicas, pode ser atribuido a reducéo da
resisténciado tubércul o adoenca, devido abaixaconcentracao
de oxigénio no ambiente, e ndo a variagdo do metabolismo
microbiano. Possivel mente, essaéajudtificativaparaasdevadas
perdas de tubérculos por podriddo mole quando as condicdes
de armazenamento ndo so control adas.

A estimativa de perda de massa dos tubérculos apés a
remocao do tecido macerado, nos periodos de 20, 24, 48, 72 e
96 h, transformadaem proporcéo eintegralizadaem AACPD,
paraaavaiacdo demaior ou menor suscetibilidade de cultivares
neste estudo, mostrou-se uma eficiente forma de medida,
podendo ser utilizada como indicador da suscetibilidade de
tubércul os a podridao mole causada por pectobactérias.
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