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RESUMO

Visando o controle da podridio-mole causada por
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) em tomate,
foram avaliadas trés fontes de calcio [CaCl,, Ca (CO,),e Ca(SO,),],
nas concentragdes de 1; 2; 4; 6; ¢ 8% (p/v), aplicadas pelo método
de infiltragdo a vacuo. A inoculagdo do patégeno foi realizada 24
horas apés o tratamento com calcio, pela deposi¢ao de 10 ml de uma
suspensdo bacteriana com concentragdo de 10® UFC/ml, sobre
ferimentos artificiais nos frutos tratados. A incubag¢do foi feita em
camara imida (umidade relativa de 92+4%) ¢ a avaliagdo realizada
48 h apos, medindo-se o diametro da lesdo em sentidos
diametralmente opostos, e calculando-se a porcentagem de redugao
da severidade da doenga (RSD) em relagdo a testemunha. A melhor
fonte e concentragdo de calcio foi CaCl,a 8% que reduziu a severi-
dade da doenga em 69,5%. Foram avaliados também os microrga-
nismos Rhodotorula sp. (LD-19) e Pseudomonas sp. fluorescente
(P-2) isoladamente e associados ao CaCl, a 8%. O tratamento dos
frutos com os microrganismos foi realizado depositando-se 10 ml
das suspensdes (DO, = 0,7) sobre os ferimentos 24 horas apds a apli-
cacdo do calcio e duas horas antes da inoculagdo de Pcc. Houve dife-
renca significativa entre os tratamentos, destacando-se a combinagdo
CaCl, a 8% + LD19, com RSD% de 93%. Os isolados P-2 e LD-19
aplicados isoladamente, apresentaram baixos percentuais de RSD.

Palavras-chave: Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
controle bioldgico, controle integrado, Rhodotorula sp.,
Pseudomonas sp. fluorescente, célcio.

ABSTRACT

Postharvest treatments with calcium and microorganisms to
control soft rot in tomato

The effect of three calcium sources [CaCl,, Ca (CO,), and Ca
(SO,),] at 1; 2; 4; 6 and 8% (w/v) were evaluated on control of soft
rot caused by Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc)
in tomato fruits. The calcium sources were applied using vacuum
infiltration. Fruits were inoculated with pathogen 24 h later by
deposition of 10 ml of a bacterial suspension containing 10® CFU/
ml, on artificial wounds. Fruits were incubated in a moist chamber
at 92+4% relative humidity during 48 h and evaluated by measuring
the lesion diameter in two opposite sides. The disease severity
reduction (DSR) was calculated in relation to the control with calcium
application. The best calcium source and concentration was CaCl,
8% which reduced the disease severity by 69.5%. The antagonists
Rhodotorula sp. (LD-19) and a fluorescent Pseudomonas sp. (P-2)
were tested separately and along with CaCl, 8%. The antagonist was
applied by pouring 10 ml of suspensions (DO,,=0.7) on the wounds
24 h after calcium treatment and 2 h before Pcc inoculation. The
difference was significant among treatments and, the combination
CaCl, 8% + LD19 showed 90% DSR. Isolates P-2 and LD-19 applied
separated showed lower percentage of DSR.

Keywords: Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
biological control, integrated control, Rhodotorula sp., fluorescent
Pseudomonas sp, calcium.

(Recebido para publicacdo em 26 de abril de 2004 e aceito em 4 de janeiro de 2005)

rutas e hortaligas sdo suscetiveis ao

ataque de varios patdgenos apds a
colheita. Mesmo quando o transporte ¢
armazenamento sdo realizados de ma-
neira adequada, verificam-se perdas de
5a 10% da produg@o. Entretanto os pre-
juizos podem ser totais quando decor-
rentes de infec¢des muito severas ou dos
danos provocados por armazenamento
inadequado (Eckert, 1991). Os fatores
hospedeiro, patégeno e ambiente,
influenciam largamente o desenvolvi-
mento de doengas pds-colheita.

No Brasil e em outros paises ¢ mui-
to comum, no campo ou no periodo pos-
colheita, a ocorréncia de podriddo-mole
em hortalicas, causada por
Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum (Jones) Hauben et al. (sin.
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Erwinia carotovora subsp. carotovora)
(Jabuonski et al., 1986; Kurozawa ¢
Pavan, 1997). O controle desta doenga
¢ dificultado, devido a capacidade de
adaptacao do patégeno a uma larga fai-
xa de temperatura que o mantém viavel
por longos periodos, bem como a habi-
lidade de sobreviver saprofiticamente
nos tecidos infectados (De Boer et al.,
1979; Xu e Gross, 1986). Métodos al-
ternativos de controle efetivo para essa
doenga vém sendo pesquisados, desta-
cando-se a utilizagdo do tratamento pos-
colheita com calcio, bem como o uso
de microrganismos antagonistas, tais
como leveduras e Pseudomonas spp.
fluorescentes (Melo et al., 1995).

A aplicagao de sais de calcio em fru-
tos tem papel importante na redugao de

desordens fisioldgicas, retardamento na
senescéncia e inibigdo de podriddes pos-
colheita (Conway et al., 1988, 1992;
Sharples e Johnson, 1977). A habilida-
de do calcio em reduzir o desenvolvi-
mento de doengas poés-colheita em fru-
tos tem sido atribuida, principalmente,
a ligacdo deste ion as pectinas presen-
tes na parede celular do fruto, resultan-
do no decréscimo da habilidade das
enzimas pectinoliticas produzidas pelo
patdégeno em degradar a parede celular
(Conway et al., 1988).

A utilizagdo de leveduras e bactérias
no controle de podriddes pos-colheita
tem sido estudada por varios pesquisa-
dores (Janisiewicz e¢ Roitman, 1988;
McLaughlin et al., 1990, 1992; Melo et
al., 1995; Sanhueza, 1998), existindo os
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produtos comerciais Aspire® e Bio-save
110%, a base de Candida oleophila 1-182
e Pseudomonas syringae, respectiva-
mente, para o controle de diversas doen-
cas fingicas em citros, cereja, batata ¢
frutas de carogo (APS, 2002).

O efeito benéfico da combinagéo de
calcio com agentes de biocontrole ja foi
confirmado (Janisiewicz et al., 1998), ¢
pode ser o resultado de diferentes
interagdes entre ions de calcio e o hospe-
deiro, o patdogeno ou o microrganismo.

Considerando a importancia econo-
mica da podriddo-mole e visando redu-
zir as perdas causadas durante o trans-
porte, armazenamento e comercia-
lizagdo de tomate, este trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito do cal-
cio, Rhodotorula sp. e Pseudomonas sp.
fluorescente no controle da infec¢ido
causada por P. carotovorum subsp.
carotovorum.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo do fitopatogeno e teste
de patogenicidade

O isolado de P. carotovorum subsp.
carotovorum (Pcc) foi obtido da cole-
¢do de microrganismos do Laboratorio
de Fitobacteriologia da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, sendo
proveniente de frutos de tomate com
infec¢do natural, estando preservado em
agua de torneira esterilizada.

O teste de patogenicidade foi reali-
zado introduzindo-se a ponta de um pa-
lito esterilizado, ap6s tocar em uma co-
lonia de Pcc, em tomates sadios (Takatsu
et al., 1981). Os frutos foram mantidos
em camara imida (umidade relativa de
92+4%) por 48 horas, até o aparecimen-
to dos sintomas tipicos da doenca, pro-
cedendo-se ao reisolamento do patdgeno.

Efeito do calcio no controle da po-
dridao-mole

Como fontes de calcio foram ava-
liadas cloreto de calcio (CaCl,), carbo-
nato de célcio [Ca (CO,),] e sulfato de
calcio [Ca(S0O,),], nas concentragdes de
1; 2; 4; 6 e 8% (p/v), aplicadas pelo
método de infiltragdo a vacuo. Os to-
mates foram lavados em agua corrente
com sabdo, imersos em solu¢do de
hipoclorito de s6dio 0,7% por 2 minu-
tos, lavados trés vezes com agua desti-
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lada esterilizada (ADE) e colocados em
camara de fluxo laminar (TROX®, mo-
delo FLH) para secagem por trés horas.
Em seguida, os frutos foram submetidos
a infiltracdo a vacuo que consistiu na
imersdo em suspensao contida em beaker,
o qual foi colocado em dessecador
acoplado a bomba de vacuo. Fez-se o
vacuo a 40 cm de Hg por dois minutos,
sendo os frutos postos para secar em con-
digdes de laboratorio (25+2°C). Apos 24
horas, foram marcados quatro circulos na
superficie dos frutos, dois em cada ex-
tremidade, e efetuados cinco ferimentos
(2 mm de profundidade) eqiiidistantes em
cada area, com o auxilio de um alfinete
entomologico. Sobre os ferimentos foi
depositada uma gota de 10 ml da suspen-
sdo de Pcc em ADE contendo espalhante
adesivo Tween 80 (0,05%). O patogeno
foi cultivado por 24 horas em meio agar
nutritivo-dextrose-extrato de levedura -
NYDA (Pusey e Wilson, 1984) e a sus-
pensdo teve concentrag@o ajustada para
108 UFC/ml em fotocolorimetro a 580
nm. Os frutos foram incubados em ca-
mara imida (umidade relativa de 92+4%)
conforme metodologia descrita por Melo
et al. (1995) ¢ mantidos em condi¢des
de laboratério (25+2°C). As testemunhas
foram tratadas apenas com ADE e ino-
culadas com o fitopatégeno. O delinea-
mento experimental foi inteiramente
casualizado em arranjo fatorial de 3 x 5
+ 1, representado por 3 fontes e 5 con-
centra¢des de calcio, e uma testemunha.
Foram utilizadas quatro repeti¢des, sen-
do a unidade experimental constituida
por um fruto com quatro areas de
inoculagdo.

A avaliagdo foi realizada 48 horas
apos a inoculagdo, medindo-se os dia-
metros das lesdes em sentidos
diametralmente opostos e, calculando-
se a reducdo da severidade da doenga
(RSD) em relagdo a testemunha, pela
formula adaptada de Edginton et al.
(1971): RSD% = [(DLT - DLTr)/DLT]
x 100, onde DLT = diametro da lesdo na
testemunha, DLTr = didmetro da lesdo
no tratamento.

Efeito da interacio calcio e mi-
crorganismos no controle da podri-
dio-mole

Um isolado de Rhodotorula sp. (LD-
19) e um de Pseudomonas sp. fluores-
cente (P-2), selecionados previamente

como potenciais agentes de biocontrole
a Pcc em frutos de pimentdo (Melo et
al.,1995), foram associados ao cloreto
de calcio a 8% aplicado em tomates pelo
método infiltragdo a vacuo. O tratamen-
to com os microrganismos foi realizado
24 horas apos a aplicacdo do calcio e
duas horas antes da inoculag¢do de Pcc,
depositando-se 10 ml das suspensdes
(DO,,= 0,7) sobre os ferimentos. A in-
filtragdo a vacuo com CaCl,, a
inoculagdo do fitopatdgeno ¢ a avalia-
¢do foram realizadas conforme
metodologia ja descrita. O delineamen-
to experimental foi inteiramente
casualizado com seis tratamentos
(CaCl,, P-2, LD-19, CaCl,+P-2,
CaCl+LD-19 e CaCl+P-2+LD-19) e
seis repetigdes, sendo a unidade experi-
mental constituida por um fruto com
quatro areas de inoculag@o.

Os dados obtidos foram submetidos
a analise de variancia e as médias com-
paradas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia estatistica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A infiltragdo a vacuo mostrou-se efi-
ciente na aplicacdo de diferentes fontes
de calcio em diferentes concentra¢des
na redugdo da severidade da podridao-
mole em tomate. Este método também
ja foi empregado com sucesso no trata-
mento pos-colheita de frutos visando o
controle de podriddes causadas por
Penicillium expansum e Botrytis cinerea
em magd (Conway ef al., 1992), de P.
carotovorum subsp. atrosepticum em
batata (McGuire ¢ Kelman, 1984;
Conway et al., 1992) e de P
carotovorum subsp. carotovorum em
pimentdo (Melo et al., 1995).

Todas as fontes e concentragdes de
calcio avaliadas foram eficientes na
RSD de Pcc, destacando-se a aplicacdo
de CaCl, a 8% com redugdo da doenga
de 69,5%, embora sem diferir signifi-
cativamente (P=0,05) das concentra¢des
1 ¢4% (Tabela 1). Conway et al. (1992)
relataram a eficiéncia da infiltragdo a
vacuo de CaCl, a 8%, que reduziu em
25% o apodrecimento pos-colheita de
magca ¢ batata. Este método de aplica-
¢ao de calcio, segundo McGuire ¢
Kelman (1984), ¢ o mais eficiente no
controle da podridao de Pectobacterium
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Tabela 1. Efeito de fontes ¢ concentragdes de calcio, aplicados por infiltragdo a vacuo, no
controle de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum em tomate, avaliado pela por-

centagem de reducdo da severidade da doenga (RSD). Recife, UFRPE, 2002.

Concentragao de calcio (%)

Fonte de

P 1 2 4 6 8
calcio
RSD (%)
CaCl, 43,56 aAB* 40,00 aB 42,20 aAB 30,10 aB 69,46 aA
CaSo, 47,45 aA 4,01 bB 28,22 abAB 5,22 aB 27,87 bAB
CaCo, 10,20 bA 16,40 abA 11,16 bA 15,80 aA 5,32 bA

"Médias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P=0,05). C.V. = 15,4%.

100 -
90 4
80 -
70 4
60 4
50 -
40 -
30 -
20 4
10 4

RSD (%)

TRATAMENTOS

|EILD19+CaCI2 HCaCl2 BP2+CaCl2 BLD19+P2+CaCl2 §LD19 IP2|

Figura 1. Efeito da interagdo de cilcio (CaCl, a 8%) com Rhodotorula sp. (LD-19) e
Pseudomonas sp. fluorescente (P-2) no controle de Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum em tomate, avaliado pela porcentagem de redugdo da severidade da doenga

(RSD). Recife, UFRPE, 2002.

em batata. Esses autores verificaram que
Ca(NO,),, nas concentragdes de0,1;0,6
e 1,2%, reduziu a severidade da podri-
ddo-mole em batata causada por P.
carotovorum subsp. atrosepticum, em
58,3; 83,9 e 100%, respectivamente.
Houve ainda aumento significativo no
conteudo de calcio na casca e no tecido
medular dos tubérculos. Também Melo
et al. (1995) obtiveram controle da po-
dridao-mole pela infiltragdo a vacuo de
CaCl, em frutos de pimentdo, com 39,8
¢ 39,7% de RSD, para as concentragdes
de 1,0 e 0,5%, respectivamente. O me-
canismo pelo qual o calcio retarda o
desenvolvimento das podriddes pos-co-
lheita pode ser similar ao efeito desse
elemento no processo que retarda o
amadurecimento e o amolecimento do
fruto. Este nutriente auxilia na regulari-
zagdo do metabolismo dos frutos ¢ em
concentragdes adequadas mantém a con-
sisténcia destes, diminuindo a incidén-
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cia das doengas pela inibi¢ao da ativi-
dade da poligalacturonase (Conway ¢
Sams, 1983; Conway et al., 1991;
Conway et al., 1992). Chardonnet et al.
(2000), trabalhando com B. cinerea em
magca, relatam o efeito direto do calcio
sobre o desenvolvimento do fungo como
mecanismo de agdo no controle da po-
driddo pos-colheita, além da inibigdo da
atividade da poligalacturonase e da di-
minuicdo da susceptibilidade do tecido
do hospedeiro.

Os isolados de Rhodotorula sp. (LD-
19) e Pseudomonas sp. fluorescente (P-
2), aplicados em tomate associados com
CaCl, a 8%, foram eficientes no contro-
le da podriddo-mole em tomate, atingin-
do RSD acima de 47% (Figura 1). Con-
tudo, quando aplicados sem o prévio tra-
tamento com CacCl, os isolados LD-19
e P-2 apenas reduziram a doenga em
21,2 ¢ 4,8%, respectivamente. A aplica-
¢do de bactérias no controle de podri-

does pos-colheita ¢ destacada por
Smilanick et al. (1996) que utilizaram um
isolado avirulento de Pseudomonas
syringae no controle bioldgico do mofo
verde causado por Penicillium digitatum,
reduzindo significativamente a doenca
em limdo. Da mesma forma, um isolado
de Pseudomonas cepacia foi capaz de
reduzir o tamanho das lesdes do mofo
cinza (B. cinerea) ¢ azul (P. digitatum),
respectivamente em macad e péra
(Janisiewicz e Roitman, 1988).

A associagdo de Rhodotorula sp.
(LD-19) e Pseudomonas sp. fluorescen-
te (P-2) com CaCl, a 8% aumentou a
RSD para 93,0 ¢ 68,1%, respectivamen-
te (Figura 1). Este fato sugere a existén-
cia de uma possivel interagdo
sinergistica entre os isolados utilizados
no presente estudo com as solugdes de
CaCl,. Embora néo tenham sido inves-
tigados quais os processos envolvidos,
Wisniewski et al. (1995) citam no caso
de controle do mofo cinza, que o célcio
aumentou a eficiéncia da levedura C.
oleophila pelo efeito direto na germi-
nacdo e metabolismo de B. cinerea e
indiretamente por ndo alterar o metabo-
lismo normal do organismo
biocontrolador quando presente em al-
tas concentragdes. Em alguns estudos
verifica-se que a eficiéncia
biocontroladora de antagonistas ¢ au-
mentada com a adigdo de CaCl,, como
nos casos de Candida sp. e P. syringae
(BioSave 110®) controlando podriddes
causadas por B. cinerea e P. expansum
em mac¢ad (McLaughlin et al., 1990;
Janisiewicz et al., 1998), bem como
Kloeckera apiculata no controle de B.
cinerea em maga e Rhizopus stolonifer
em péssego (McLaughlin ef al., 1992).
No entanto, ndo foi observada interagdo
de K. apiculata com CaCl, na redugdo
da incidéncia de Monilinia fructicola em
péssego (McLaughlin et al., 1992). De
acordo com McLaughlin et al. (1990),
a habilidade do calcio em controlar as
podriddes é dependente do isolado da
levedura e da concentragdo do CaCl,
utilizados. Melo et al. (1995) verifica-
ram que isolado P-5 de Pseudomonas
sp. fluorescente e LD-19 de Rhodotorula
sp., 0 mesmo avaliado neste trabalho,
proporcionaram 100% de controle da
podriddo-mole em pimentdo, quando
aplicados isoladamente. Contudo, nao
diferiram significativamente do trata-
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mento conjunto com CaCl, a 0,5% que
induziu RSDs de 73,3 e de 72,5% para
os tratamentos bactéria + calcio ¢ leve-
dura + calcio, respectivamente. Estes
fatos indicam que a atuagdo do célcio
no controle de podriddes pode também
depender do patdégeno envolvido
(Chardannet et al., 2000) e das diferen-
cas existentes entre hospedeiro,
patdégeno ¢ antagonistas utilizados no
controle (Melo et al., 1995).

De modo geral, a aplicagdo de anta-
gonistas associados com solugdes de
calcio proporcionou uma redugdo con-
sideravel da podriddo-mole em tomate,
com destaque para a associagdo levedu-
ra/calcio. De acordo com Sanhueza
(1998), é preferivel utilizar leveduras na
protecdo de frutos que serdo consumi-
dos in natura, pois esses microrganis-
mos ndo sdo, geralmente, produtores de
antibiodticos, elementos considerados
contaminantes quimicos. Entre os prin-
cipais mecanismos de agdo das levedu-
ras encontra-se a competicdo por nu-
trientes, a indugdo de resisténcia e o
parasitismo (Mariano et al., 2000). A
atividade biocontroladora de leveduras
antagonistas depende da presenga de um
grande numero de células antagonistas
no sitio de ferimento, sendo este reque-
rimento considerado um possivel fator
limitante para a formulagdo de um pro-
duto bioldgico (Droby et al., 1989). Por
conseguinte, fatores que aumentem a
atividade de biocontrole, tais como cal-
cio, podem ter um grande valor na
implementagdo desta técnica, principal-
mente no manejo integrado de podriddes
pés-colheita.
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