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RESUMO

A alface (Lactuca sativa L.) é uma das hortalicas mais consumidas no mundo.
Apesar da importancia desta cultura em Pernambuco, inexistem estudos sobre o uso de
bactérias promotoras de crescimento de plantas para a produgdo de mudas organicas
bem como de uma escala diagramatica para a avaliacdo da severidade da cercosporiose
(Cercospora longissima) em levantamentos epidemiolégicos. Isolados bacterianos
epifiticos e endofiticos, aplicados por bacterizacdo simultdnea nas sementes e substrato,
foram testados em estufa utilizando a cultivar Verénica. Em campo, foram testados os
isolados C25 (Bacillus thuringiensis subvar. kenyae) e C116 (Bacillus pumilus),
separadamente e em mistura, nas cultivares Verdinha e VerOnica. As mudas
apresentaram aumento significativo para matéria fresca da raiz, da parte aérea e total
utilizando o isolado C116 e para matéria fresca da raiz e total utilizando-se o C25. O
isolado C25 elevou significativamente o teor foliar de N. Para padronizar métodos de
quantificacdo da severidade da cercosporiose, foi desenvolvida uma escala diagramatica
com os niveis 1, 3, 6, 11, 20, 34, 51 e 68% de area foliar lesionada. A escala
diagramética foi validada por 10 avaliadores que utilizaram 50 folhas com sintomas da
doenca em diferentes niveis de severidade, mensuradas pelo programa AutoCAD® R14
for Windows. Realizou-se duas avaliagdes com intervalo de sete dias, onde seqiiéncias
diferentes das mesmas folhas foram estimadas visualmente pelos mesmos avaliadores.
A acurdcia e a precisdo de cada avaliador foram determinadas por regressao linear
simples, entre a severidade real e a estimada. A escala proporcionou bons niveis de
acuracia e precisdo e, apesar de evidenciar tendéncia a subestimativa, os erros absolutos

concentraram-se na faixa de 10%. Em geral, os avaliadores demonstraram boa



repetibilidade nas estimativas. Foram efetuados levantamentos da severidade da doenca
em éareas de cultivo convencional e organico da Zona da Mata e Agreste de
Pernambuco, em dois periodos de plantio. Foi registrada prevaléncia da doenca em
cultivo convencional variando de 92 a 100% e em organico, de 88 a 100%. No cultivo
convencional, a severidade variou significativamente entre 0,84 a 16,86 no periodo
janeiro-abril e 0,00 a 2,44 no periodo junho-setembro. Nesse cultivo, foram constatadas
diferencgas significativas entre os municipios Cha Grande (4,99) e Vitéria de Santo
Antdo (9,14), apenas no periodo de janeiro-abril. Ainda no cultivo convencional, ndo
foram constatadas diferencas significativas da severidade da cercosporiose entre grupos
e cultivares de alface e, entre nimero de aplicacfes de fungicidas, dentro de cada
periodo. No cultivo orgénico, verificou-se diferenga significativa na severidade da
doenca em janeiro-abril variando de 0,07 a 22,53 e em junho-setembro variando de 0,00
a 15,18. Nesse cultivo ndo foram constadas diferencas significativas para médias de
severidade nos plantios de Bom Jardim, Chd Grande, Gloria de Goita e Gravata, dentro
de cada periodo. No periodo janeiro-abril, mas ndo em junho-setembro, as médias de
severidade da cercosporiose diferiram significativamente entre grupos e cultivares de
alface. O grupo Lisa, cv. Verdinha (0,68), diferiu, significativamente dos grupos Crespa
cv. Veronica (10,61) e Americana cv. Lucy Brown (7,71). Ndo foram constatadas
correlagBes significativas para a severidade entre os periodos estudados, tanto no cultivo
convencional quanto no organico. Pelo teste de Kruskall-Wallis, ndo houve diferenga
significativa para a severidade entre os cultivos convencional e organico, nos dois
periodos. Por outro lado, houve diferenca significativa para a severidade entre os dois

periodos nos dois tipos de cultivo.
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ABSTRACT

Lettuce (Lactuca sativa L.) is one of the most consumed vegetables in the world.
In spite of the importance of this crop in Pernambuco Brazil, there are no studies on the
use of plant growth-promoting rhizobacteria for production of organic transplants, as
well as a diagrammatic scale for evaluating the severity of Cercospora leaf spot
(Cercospora longissima) in epidemiological surveys. Epiphytic and endophytic
bacterial strains applied through simultaneous bacterization on seedlings and plants
were tested in greenhouse using cv. VeroOnica. In field the strains C25 (Bacillus
thuringiensis subvar. kenyae) and C116 (Bacillus pumilus) were tested separately and in
mixture using cvs. Verdinha and VeroOnica. Seedlings treated with C116 showed
significant increase in relation to controls for root fresh weight, shoot fresh weight and
total fresh weight as well as those treated with C25 for root fresh weight and total fresh
weight. The strain C25 also significantly increased the level of foliar N. Aiming to
standardize methods to quantify the severity of Cercospora leaf spot of lettuce, a
diagrammatic scale was developed with 1, 3, 6, 11, 20, 34, 51 and 68% diseased leaf
areas. The diagrammatic scale was validated by 10 raters using 50 leaves with different
levels of severity, previously measured by the software AutoCAD® R14 for Windows.
There were performed two evaluations with a 7-day interval in which different
sequences of the same leaves were visually estimated by the same raters. The accuracy
and precision of each rater was determined through simple linear regression between
actual and estimated severity. The scale proportioned good levels of accuracy and
precision, and despite severity tended to be underestimated, the absolute errors were

around 10%. Generally the raters showed good repeatability of estimative. Surveys of
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Cercospora leaf spot severity were performed in commercial plantations, including
conventional and organic systems, in Mata and Agreste of Pernambuco, in two planting
seasons. Disease prevalence in conventional systems ranged from 92 to 100% and in
organic systems from 88 to 100%. In conventional plantings the severity significantly
varied from 0.84 to 16.86 in January-April and 0.00 to 2.44 in June-September. In this
system significant differences were observed among the counties Chd Grande (4.99) and
Vitdria de Santo Antdo (9.14), only in January-April. Still in the conventional farming,
there were no significant differences of disease severity among groups, cultivars of
lettuce and number of fungicide applications within each season. In the organic system
disease severity varied significantly from 0.07 to 22.53 in January-April and from 0.00
to 15.18 in June-September. In this system there were no significant differences for
disease severity averages in Bom Jardim, Cha Grande, Gloria de Goita and Gravata,
within each season. In January-April, but not in June-September, the average of
Cercospora leaf spot severity significantly differed among groups and cultivars of
lettuce. The group Lisa cv. Verdinha (0,68), showed significantly less severity than the
groups Crespa cv. Verbnica (10.61) and Americana cv. Lucy Brown (7.71). The
Pearson test did not find significant correlations for severity between the studied
seasons in both conventional and organic systems. The Kruskall-Wallis test did not
detected significant differences for severity among the conventional and organic
systems in each period. However there was significant difference for severity between

the two seasons in each system.
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Aspectos gerais sobre a cultura da alface

A alface (Lactuca sativa L.) pertencente a familia Asteracea (Compositae), é
nativa da bacia do Mediterraneo e uma das espécies botanicas mais antigas. E utilizada
mundialmente como medicinal e hortali¢a, sendo bastante consumida em saladas (Goto,
1998).

E uma planta herbacea, com caule curto, ndo ramificado, ao qual se prendem as
folhas que s&o relativamente grandes. A coloragdo das folhas varia de verde a verde-
amarelada, sendo algumas cultivares de cor arroxeada. E colhida através de arranquio da
planta inteira, antes do inicio do alongamento do caule. Apds esse periodo, termina o
interesse comercial da planta como hortaliga para consumo fresco, porque diminuem
muito as propriedades organolépticas. As raizes sdo do tipo pivotante, podendo atingir
até cerca de 60 cm de profundidade, sendo que 80% do sistema radicular exploram
apenas os primeiros 25 cm de solo (Filgueira, 2000). Ao entrar no ciclo reprodutivo, a
planta emite uma haste floral cuja extremidade apresenta inflorescéncia com grande
namero de flores completas. A estrutura floral favorece a autopolinizacéo (Blanco et al.,
1997)

Existe um grande nimero de cultivares que se adaptam a varios climas mas,
geralmente, a alface se desenvolve bem em climas temperados e imidos. Dias curtos e
temperaturas amenas ou baixas favorecem o desenvolvimento do ciclo vegetativo, ao

passo que a etapa reprodutiva é favorecida por dias longos e temperaturas elevadas.
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Estudos de melhoramento tém possibilitado o plantio e colheita de alface de boa
qualidade ao longo de todo o ano (Filgueira, 2000). Embora cresca bem em solos
diversos, desenvolve-se melhor em solos franco arenosos sem umidade excessiva, mas
com boa disponibilidade de nutrientes (Maroto, 1995). E fonte de vitaminas e sais
minerais indispensaveis a dieta alimentar, destacando-se as vitaminas A, B;, B, e C

(Goto, 1998).

A cultura ¢é altamente exigente em 4agua, devido a ampla area foliar, a
evapotranspiracdo intensa, sistema radicular delicado e superficial, bem como a elevada
capacidade de producdo. A irrigacdo deve ser freqliente e abundante, destacando-se a
aspersdo, pelo notavel efeito de arrefecimento da planta e do solo e tambem pela
reducdo da perda de &gua pelas folhas. Assim o teor de agua Util no solo deve ser
mantido acima de 80% durante todo o ciclo da cultura, inclusive na colheita (Filgueira,

2000).

As cultivares de alface se classificam pelo aspecto das folhas e pela formacéo ou
ndo da cabeca, destacando-se os tipos: a) Repolhuda-Manteiga, com folhas lisas de
coloracdo verde-amarelada, formando uma tipica cabeca compacta; b) Repolhuda-
Crespa (americana), com folhas crespas e bem consistentes, formando cabe¢a compacta;
c) Solta-Lisa, com folhas lisas e soltas, ndo havendo formacdo de cabeca; d) Solta-
Crespa, com folhas crespas, consistentes e soltas, ndo havendo formacdo de cabeca; e)
Mimosa, com folhas delicadas, ndo formando cabeca e; f) Romana, com folhas

alongadas e com aspecto arrepiado (Filgueira, 2000).

No Brasil, a alface é cultivada em todas as regifes. No entanto, o Sudeste e o Sul
se destacam em termos de area plantada, consumo e qualidade do produto. Nessas

regibes predomina o tipo Repolhuda-Manteiga, embora a Solta-Lisa e a Solta-Crespa
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sejam cultivadas em menor escala, principalmente durante o verdo (Sonnenberg, 1985;
Filgueira, 2000). Merece também destaque a alface Repolhuda-Crespa que atende a
demanda recente do mercado alimenticio, pela resisténcia ao transporte e ao contato
com outros ingredientes que compdem sanduiches (Filgueira, 2000). Na Regido Norte
predomina a alface Solta-Crespa e no Nordeste a Solta-Lisa (Sonnenberg, 1985). Em
Pernambuco, a cultivar Verdinha (Solta-Lisa) foi relatada ocupando mais de 90% da
area de producdo de alface (Duarte et al.,1992).

A alface situa-se entre as hortalicas mais produzidas em todo o mundo,
ocupando em 2001 uma &rea de 796.426 ha com produtividade de 21,9 t/ha. Neste ano,
a China se destacou como o principal pais produtor em &rea colhida, com producdo e
produtividade, respectivamente, 290.000 ha, 6,35 milhdes de toneladas e 21,8 t/ha,
seguida dos Estados Unidos e Espanha (FAO, 2001). No Brasil, em 2001, o Estado de
S&o Paulo produziu 72.800 toneladas em 7.851 ha, com produtividade de 9,2 t/ha
(CATI, 2001). Em Pernambuco, no ano de 2001, a CEAGEPE comercializou 933,7 t,
sendo Vitdria de Santo Antéo o principal municipio fornecedor (CEAGEPE, 2002).

Além do cultivo convencional, a alface vem sendo produzida em sistema
hidropdnico e organico. Em todos os cultivos, utiliza-se a técnica do transplante de
mudas, as quais devem ser vigorosas e sadias, visando o bom desenvolvimento da
planta. A producdo de hortalicas orgénicas € o segmento que mais tem crescido,
podendo em curto periodo, atingir cifras bastante expressivas. No Brasil, a venda a
varejo dessas hortalicas correspondeu a 10 milhdes de dolares em 1999, enquanto que as
previsdes em escala mundial para o ano 2000, eram de 23,5 bilhdes de dblares

(Saminéz, 1999).
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Cercosporiose da alface

A cultura da alface esté sujeita ao ataque de varias doencas e pragas e, ja foram
relatadas cerca de 75 doencas, destacando-se tombamento, queima, podriddo, mildio,
manchas causadas por fungos, bactérias e as viroses (Davis et al., 1997). Entre as pragas
estdo a mosca branca, pulgdo, mosca minadora, lagartas e tripes (Imenes et al., 2000).
Por afetarem diretamente o 6rgdo comercializavel, as doencas da parte aérea ndo sdo

toleradas e devem ser cuidadosamente controladas.

A cercosporiose, causada pelo fungo Cercospora longissima (Cugini) Saccardo,
é encontrada em diversas partes do mundo, tendo sido relatada pela primeira vez em
1929 nos Andes, sendo muito comum em regibes tropicais e subtropicais. Quanto a
importancia relativa no campo, a doenca é classificada como de ocorréncia muito
provavel, provocando grandes prejuizos (Lopes e Quezado-Duval, 1998), porém a sua
significancia varia de acordo com o pais e/ou local de ocorréncia. Enquanto na China
ndo é considerada importante, em diversos locais dos Estados Unidos constitui um sério
problema (Raid, 1997) e na Costa do Marfim causa perdas de 50 a 60% (Savary, 1983).
Em Pernambuco, onde foi citada em 1992 (Mariano et al.,1992), é uma doenga comum,
encontrando-se disseminada na maioria dos locais de cultivo, inexistindo avaliagdes

sobre 0s prejuizos causados (Gomes et al., 2002).

Os sintomas da doenga ocorrem nas folhas mais velhas. As lesGes apresentam
tamanhos variados, tornando-se irregulares ou angulares com coloragdo que varia de
marrom-claro a marrom-escuro, circundadas por tecido clorético e com ponto central de

coloracdo acinzentada. As lesdes coalescem e extensas areas de tecido foliar necrosam
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quando a doenca apresenta alta severidade (Agrios, 1997; Pavan e Kurozawa, 1997
Raid, 1997;).

Cercospora longissima pertence a classe Deuteromycetes, ordem Moniliales,
familia Dematiaceae (Menezes e Oliveira, 1993). Possui hifa septada, delgada e hialina,
que posteriormente adquire pigmentacdo. Em cultura, o micélio maduro geralmente
varia de verde-escuro a marrom-escuro. Os conidiéforos sdo anfigenos ou fasciculados,
marrom-olivaceos, ndo ramificados e multiseptados, suportando conidios sobre seu
apice. Os conidios sdo grandes e conspicuos, hialinos, com formato cilindrico a
obclavado, com base mais alargada e apice mais fino. Eles variam de 11 a 170 um de

comprimento e 3,8 a 7,5 um de largura. N&o ha relatos sobre a existéncia de fase sexual
(Hsieh e Goh, 1990; Raid, 1997).

Para a cercosporiose da alface, o solo e plantios com alto indice de doenca sédo
reservatorios do inoculo primario, enquanto as lesdes sobre as folhas sdo fonte de
indculo secundario, que € produzido abundantemente a temperaturas entre 20 e 30° C
com 100 % de umidade relativa (Savary, 1983). Ventos e respingos de agua da chuva ou
irrigacdo disseminam os conidios de C. longissima entre plantas do mesmo campo e de
cultivos vizinhos (Savary, 1983; Raid, 1997; Lopes e Quezado-Duval; 1998). Néo
existem relatos sobre a disseminacao através de sementes, apesar de varias espécies de
Cercospora serem transmitidas dessa forma (Richardson, 1979). O patdgeno sobrevive
em restos de cultura ndo totalmente decompostos no campo ou em hospedeiros
silvestres nao identificados (Messiaen et al., 1995). A germinacdo de esporos de C.
longissima s6 ocorre em presenca de agua a temperatura de até 35°C. (Savary, 1983). O
molhamento das folhas por mais de 24 horas propicia o desenvolvimento do tubo

germinativo e a penetracdo através dos estdbmatos, ndo necessitando de apressorios.
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Apbs a germinacdo, o micélio ramifica-se muitas vezes facilitando a colonizacéo
intercelular no tecido do hospedeiro. Em temperatura 6tima de 25° C, os tecidos
suscetiveis sdo rapidamente colonizados pelo avanco das hifas e os sintomas poderao
aparecer dentro de trés dias ap6s a inoculagdo. Em temperaturas sub-6timas de 15, 20 e
30° C, sdo relatados periodos de incubagdo de sete, cinco e cinco dias, respectivamente.
Os conidios originados dos conidiéforos fasciculados sdo produzidos livremente sobre
as lesdes (Raid, 1997).

No cultivo convencional, diversos métodos de controle tém sido preconizados
visando minimizar as perdas causadas pela cercosporiose, tais como: a) plantar
sementes ou mudas sadias; b) plantar somente em terrenos bem drenados,
principalmente quando o plantio € feito no periodo chuvoso; ) plantar em espagamento
que permita boa aeracdo entre plantas, no verdo; d) pulverizar preventivamente com
mancozeb, maneb e oxicloreto de cobre, em diferentes concentracdes e frequéncias de
aplicacBes no campo; e) irrigar somente 0 necessario, evitando encharcamento do solo;
f) adubar corretamente, evitando o excesso de nitrogénio; g) plantar cultivares
adaptadas, menos sujeitas a estresses ambientais; h) fazer rotacdo por pelo menos um
ano com espécies de familias botanicas diferentes e; i) eliminar os restos de cultura
(Savary, 1983; Zambolim et al., 1997; Kimati et al., 1997; Lopes e Quezado-Duval,
1998).

Em contraste com as técnicas de manejo do sistema de cultivo convencional, as
técnicas para a producdo organica envolvem préaticas que favorecem o equilibrio entre o

solo, condicdes climaticas e planta (Penteado, 2000).
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Utilizacao de bactérias promotoras de crescimento de plantas

A prética de uma agricultura sustentivel associada ao aumento crescente da
demanda por produtos organicos e a maior renda obtida com a comercializacdo desses
produtos (prego em media 20% maior que o dos produtos convencionais), coloca a
producgdo organica de alimentos como alternativa vidvel para aumentar a rentabilidade
do setor agropecuario (Saminéz, 1999). Neste contexto, o0 uso de bactérias promotoras
de crescimento de plantas (BPCP) pode ser uma op¢éo para o aumento de rendimento.

As BPCP podem ser tanto epifiticas quanto endofiticas e fazem parte da
populagdo microbiana residente da planta. As primeiras sdo encontradas na superficie de
0rgdos vegetais, onde sobrevivem em locais protegidos utilizando exsudatos e nutrientes
de fontes externas, sem causar doenca. As endofiticas sdo aquelas que podem ser
isoladas de tecidos vegetais desinfestados ou extraidas de dentro da planta e ndo causam
prejuizo visivel a mesma (Hallmann et al., 1997).

As BPCP atuam indiretamente pela supressdo de doengas e diretamente pela
producdo de acido cianidrico (HCN), producdo ou alteracdo da concentracdo de
fitohorménios, fixagdo de N, pela solubilizacdo de fosfatos minerais ou outros
nutrientes do solo; oxidacdo do S; aumento de permeabilidade das raizes e; producéo de
sideroforos (Cattelan, 1999; Mariano e Kloepper, 2000).

Os principais efeitos observados na promocéo de crescimento das plantas séo
aumento da taxa de germinacdo, crescimento das raizes, crescimento de colmos ou
caules, aumento do numero de folhas e area foliar, crescimento de tubérculos, aumento

do numero de flores e aumento de rendimento (Silveira, 2001).
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O isolamento de BPCP epifiticas e endofiticas deve ser realizado a partir de
diversas estruturas da planta, tais como, raizes, caules, folhas, flores, frutos e sementes,
preferencialmente do hospedeiro e no ambiente em que védo ser utilizadas para
promogdo de crescimento, embora diversos autores tenham relatado que bactérias
isoladas de hospedeiros diferentes séo capazes de exercer promogao de crescimento em
outros (Kloepper, 1996; Quadt-Hallmann e Kloepper, 1996; Mello et al., 2002).
Diversas metodologias foram descritas por Hallmann et al. (1997) com o objetivo de
isolar bactérias endofiticas. Mais recentemente, Souza et al. (2000) descreveram uma
metodologia para isolamento de bactérias endofiticas, a partir de fragmentos de érgéos
vegetais submetidos ao processo de desinfestagcdo superficial, seguido por imersédo em
alcool etilico absoluto e flambagem em chama direta por trés vezes consecutivas. Apos
esta etapa, os fragmentos sdo macerados em tubos de ensaio contendo 10 mL de agua de
torneira esterilizada (ATE), realizando-se dilui¢bes na base 10 e plagueando-se 0,3 mL
(0,1 mL/placa) em meio Tryptic Soy Agar (TSA). Antes da macerac¢ao dos fragmentos
de partes vegetais, uma amostra deve ser plaqueada em TSA com objetivo de realizar
teste de esterilidade para confirmar a auséncia de organismos epifiticos na superficie
dos mesmos. J& no processo de isolamento de bactérias epifiticas ndo séo incluidas as

etapas de desinfestacdo, maceracao e teste de esterilidade (Mariano, 2000).

Bactérias promotoras de crescimento de plantas tém sido estudadas e aplicadas
com muito sucesso. Na China, onde sdo conhecidas como bactérias que aumentam o
rendimento (YIB - yield increasing bacteria) ja eram aplicadas desde 1987 em 48
diferentes culturas, atingindo 3,35 milhdes de hectares (Wenhua e Hetong, 1997). Nesse
pais, aumentos significativos de rendimento foram obtidos para diversas culturas entre

as quais, tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) e piment&o (Capsicum annuum L.)
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(10%), batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.) (23%), hortalicas folhosas (15%),
hortalicas de raizes (20%), melancia (Citrulus lanatus L.) (15,5%) e beterraba (Beta
vulgaris L.) (16,9%) (Zhang et al.,1996). Embora existam diversos trabalhos utilizando
BPCP nas mais diferentes culturas, poucos relatam a eficiéncia dessas bactérias em
alface (Chabot et al., 1993; Germida e Freitas, 1994; Chabot et al., 1996; Rodriguez e
Fraga, 1999). Nessa cultura, Chabot et al. (1993) demonstraram estimulacdo de
crescimento em alface por varios organismos solubilizadores de fosfatos, entre os quais
Rhizobium leguminosarum Frank bv. phaseoli R1 e Serratia sp. Bizio 22, induziram
aumentos de matéria seca da parte aérea de plantas comercializaveis de 6 e 7%,
respectivamente. Germida e Freitas (1994) verificaram aumentos acima de 70% no peso
da matéria fresca de plantas de alface, utilizando Pseudomonas aeruginosa Migula R75.
Rodrigues e Fraga (1999) em extensa revisdo sobre BPCP que solubilizam fosfato,
citaram, além dos trabalhos de Chabot, que isolados de P. putida Migula e P.
fluorescens Migula induziram crescimento de raizes e parte aérea de alface e ainda

elevaram a produtividade da cultura em campo.

Bacillus Cohn destaca-se como um dos principais géneros de BPCP utilizados na
promocdo de crescimento de plantas. Constitui um grupo heterogéneo de bactérias
quimiotréficas, Gram positivas, aerobias ou anaerdbias facultativas. A capacidade de
produzir endosporos resistentes ao calor € uma das principais caracteristicas de Bacillus,

adequando-o para formulagéo e comercializagéo (Melo, 1998).

Espécies de Bacillus podem ser aplicadas no tratamento de sementes, 6rgaos de
propagacao vegetativa e mudas (Melo, 1998; Mello et al., 2002). Silveira et al. (2001)
obtiveram em mudas de pepino (Cucumis sativus L.) bacterizadas com os isolados

PEP81 (Bacillus amyloliquefaciens Priest) e PEP91 (Enterobacter cloacae Hormaeche
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and Edwards) aumentos de, respectivamente, 33,3 e 27,5% para matéria seca total. Bio
Yield™, produto contendo B. amyloliquefaciens GB99 e Paenibacillus macerans
(Schardinger) Ash et al. GB122, induziu aumentos de matéria fresca total em mudas de
tomate (69,4%) e pimentdo (106%) (Bio Yield™, 2000). Mello et al. (2002)
demonstraram que misturas de Bacillus spp. promoveram o aumento da biomassa de
mudas de abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merr.) micropropagadas, reduzindo a fase
de aclimatacdo. A promocéo de crescimento das mudas pode prolongar-se até o campo
com reflexos significativos na producéo, efeito observado pelo uso do Bio Yield™ em

tomateiro e pimentdo (Bio Yield™, 2000).

Aspectos epidemioldgicos

Poucos estudos epidemioldgicos sobre a cercosporiose da alface encontram-se
disponiveis na literatura mundial (Savary, 1983) e nenhum no Brasil. Uma melhor
compreensdo desse patossistema servird como base para adocéo de estratégias visando o
manejo integrado da doenca. Neste contexto, levantamentos fitopatolégicos tém como
objetivo fornecer dados sobre a importancia relativa das doengas, monitorar mudancas
na intensidade das mesmas de ano a ano e verificar a aceitacdo de praticas

recomendadas de controle (King, 1980).

Uma doenca pode ser quantificada através da incidéncia e severidade. A
incidéncia € avaliada pela porcentagem de plantas, frutos e ramos infectados. J& a
severidade, é avaliada pela porcentagem de area de tecido doente. A primeira, deve ser
utilizada para patdgenos causadores de murchas, podriddes e viroses, sendo de facil

utilizacdo, pratica e rapida, contudo ndo é precisa quando se avaliam doengas foliares.
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Ja a segunda, é mais utilizada para a quantificacdo de doencas foliares, expressando
com mais precisdo o dano real causado pelos patégenos podendo, entretanto, ser
bastante subjetiva (Azevedo, 1998). A avaliacdo da intensidade de uma doenca
(incidéncia ou severidade), é um requisito indispensavel nos estudos epidemiol6gicos
basicos, como a caracterizacdo quantitativa de epidemias, nos estudos aplicados de
progndsticos, na comparacdo de diversas praticas de manejo de doencas, assim como
para determinar a importancia econdmica das mesmas por meio de modelos de

estimacéo de perdas (Kranz, 1988; Campbell e Madden, 1990).

A avaliacdo de uma doenca com base na severidade, também pode se constituir
em um problema complexo induzindo a erros graves de precisdo, acuracia e
reprodutibilidade, assim como uma menor eficiéncia com relacdo a uma avaliagdo com
base na incidéncia. Uma forma de diminuir as inconveniéncias causadas por esses tipos
de erros, € selecionar um sistema de quantificagdo que permita aproximar
satisfatoriamente o valor de uma avaliacdo estimada com o valor real da intensidade da

doencga (Tovar-Soto et al., 2002).

A utilizacdo de escalas diagramaticas pode reduzir a subjetividade das
estimativas de severidade entre os avaliadores, melhorando os niveis de exatidao e
precisdo das mesmas. Entretanto, as escalas diagramaticas devem ser de facil uso,
aplicaveis em diferentes condi¢Ges com resultados reproduziveis, além de apresentarem
niveis suficientes que representem todos os estadios de desenvolvimento da doenca

(Berger, 1980).

Escalas diagramaticas representam ilustracdes de uma serie de plantas, folhas ou
partes de plantas, com diferentes niveis de severidade, sendo atualmente, a principal

ferramenta de avaliacdo de severidade para diversas doengas (Bergamin Filho e
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Amorim, 1996). A primeira escala diagramatica descrita na literatura foi proposta por
Cobb, em 1892 (Horsfall e Cowling, 1978), para avaliacdo da ferrugem do trigo
(Triticum aestivum L.) na Australia. Esta escala apresenta um diagrama de cinco se¢des
de folhas de trigo com 1, 5, 10, 20 e 50% de &rea foliar infectada, que possibilitou
comparar as folhas desenhadas com as reais e estimar a severidade da doenga (Campbell

e Madden, 1990).

Na elaboracdo de escalas diagramaticas devem ser considerados alguns aspectos,
como: limites inferior e superior da escala devem corresponder, respectivamente, a
intensidade minima e maxima de doenca encontradas no campo; a representacdo da
quantidade real de doenga em condigdes de campo e na escala devem ter alta preciséo; e
as subdivisdes da escala devem respeitar as limitacbes da acuidade visual humana
definidas pela lei de estimulo-resposta logaritmo/linear de Weber-Fechner (Horsfall e
Cowling, 1978). Horsfall e Cowling (1978) expandiram a lei de Weber-Fechner,
sugerindo que o olho humano I€ tecido doente para niveis de severidade abaixo de 50%
e de tecido sadio para niveis de severidade superiores a 50%. Os olhos tendem a avaliar
erradamente certos niveis de cores e de intensidade da doenca, assim como, avaliar
naturalmente niveis de severidade de doenca em categorias que aparentemente exibam

uma escala logaritmica (Zadoks e Schein, 1979; Sherwood et al., 1983).

A lei de Weber-Fechner que utiliza um modelo de estimulo-resposta
logaritmo/linear na elaboracdo de escalas diagraméticas, j& foi contestada sob
argumentacdo de que outros modelos de estimulo-resposta, como linear/linear ou
logaritmo/logaritmo, haviam sido constatados para varios sentidos humanos (Hebert,
1982). No entanto, nenhum deles foi devidamente testado especificamente no contexto

de avaliacdo de doencgas (Bergamin Filho e Amorim, 1996). Embora ndo exista um
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consenso sobre o fato de que o sistema de avaliagdo baseado em intervalos de classe
logaritmicos supere aqueles baseados em intervalos ndo logaritmicos (lineares ou
arbitrarios), diversos trabalhos sobre elaboracéo de escalas diagramaticas, tém utilizado
distribuicdo logaritmica de classes de severidade para a quantificacdo de doencas
(Michereff et al. 2000; Diaz et al. 2001; Leite e Amorim, 2002; Tovar-Soto et al.,
2002).

Apos a elaboragdo, 0s graus de acuracia e precisdo das estimativas propiciados
pela utilizacdo da escala diagraméatica devem ser analisados, pois determinam a

qualidade das estimativas (Kranz, 1988).

Objetivos

Apesar da importancia da cultura da alface e da cercosporiose em Pernambuco e
Nordeste do Brasil, inexistem estudos sobre a utilizagdo de BPCP na producgédo de
mudas organicas, bem como uma escala diagramatica para utilizacdo em levantamentos
epidemioldgicos sobre essa doenca.

Portanto, os objetivos deste trabalho foram: i) testar a utilizacdo de BPCP na
producgdo de alface em sistema organico em Cha Grande, Pernambuco (Capitulo 2); ii)
elaborar uma escala diagramatica para avaliagdo da cercosporiose da alface (Capitulo
3); iii) efetuar levantamento da severidade da cercosporiose da alface na Zona da Mata e

Agreste de Pernambuco (Capitulo 4).
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Capitulo 11

Producao de mudas organicas de alface utilizando

Bacillus spp.
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RESUMO

Isolados bacterianos epifiticos e endofiticos, obtidos de plantas sadias de alface
(Lactuca saltiva L.), foram testados para promocao de crescimento de mudas e plantas,
respectivamente em estufa e campo de cultivo organico (Cha Grande - PE). Em estufa
foi utilizada a cultivar Verbnica e em campo, as cultivares Verdinha e Verbnica. Os
isolados foram aplicados por bacterizacdo simultdnea nas sementes e substrato. Em
campo, foram testados os isolados mais eficientes, C25 (Bacillus thuringiensis subvar.
kenyae) e C116 (Bacillus pumilus), separadamente e em mistura, ap0s teste de
compatibilidade. Em estufa, foram avaliadas a matéria fresca de raizes (MFR), da parte
aérea (MFPA) e total (MFT), 21 dias apés a bacterizacdo. Em campo, foi analisado o
peso da matéria fresca de plantas comercializaveis 21 e 28 dias ap0s o transplante,

respectivamente para as cultivares Verdinha e Verdnica. Os mecanismos de acao de
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bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) analisados foram producéo de
acido indol acético, acido cianidrico, solubilizacdo de fosfatos e alteracées dos teores
foliares dos macronutrientes, N, P, K, Ca e Mg. Em estufa, as mudas apresentaram
aumento significativo em relacdo a testemunha para MFR, MFPA e MFT quando foi
utilizado o isolado C116 e para MFR e MFT utilizando-se o C25. No campo, ndo houve
promocao significativa no crescimento de plantas de alface das cultivares Verdinha e
Veronica, tratadas com C25 e C116 separadamente ou em mistura. Dos mecanismos
de acdo analisados verificou-se apenas elevacao significativa do teor foliar de N pelo
isolado C25.

Palavras chaves: Lactuca sativa, Bacillus pumilus, Bacillus thuringiensis subvar.
kenyae, bactérias promotoras de crescimento de plantas, mecanismos de acao.
ABSTRACT

Epiphytic and endophytic bacterial strains isolated from healthy lettuce (Lactuca sativa
L.) plants were tested for growth promotion of seedlings and plants respectively in
greenhouse and field of lettuce organic farm (Cha Grande - PE). The cultivar Veronica
was utilized in greenhouse tests and cvs. Veronica and Verdinha were tested in field.
The strains were applied by simultaneous bacterization of seed and substrate. In field
the most efficient strains C25 (Bacillus thuringiensis subvar. kenyae) and C116 (Bacillus
pumilus) were tested separated and in mixture after the compatibility assay. In
greenhouse root fresh weight (RFW), shoot fresh weight (SFW) and total fresh weight
(TFW) were evaluated 21 days after bacterization. In field the fresh weight of

commercial plants was analyzed 21 and 28 days after transplant, respectively for
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Verdinha and Verbnica. The mechanisms of BPCP studied were production of
indolacetic acid, cyanidric acid, phosphate solubilization and alterations of N, P, K, Ca
and Mg foliar levels. In the greenhouse, seedlings treated with C116 showed significant
increase in relation to controls for RFW, SFW and TFW as well as those treated with
C25 for MFR and MFT. In the field cultivars Verdinha and Veronica treated with C25,
C116 or mixture did not significantly differ from control. None of the analyzed
mechanisms was positive but strain C25 significantly increased the level of foliar N.

Key Words: Lactuca sativa, Bacillus pumilus, Bacillus thuringiensis subvar. kenyae,
plant growth-promoting bacteria, mechanisms.

(Recebido para publicacioem / / e aceito parapublicacgoem [/ [/ )

A agricultura organica é uma das atividades agricolas que mais se cresce em todo o
mundo (Harkaly, 1998). Neste setor, a producao de hortalicas é atualmente a atividade
mais praticada no Brasil, onde o mercado para produtos organicos vem crescendo 10%
ao ano, desde 1990 (Penteado, 2000).

Nos ultimos anos, o cultivo organico de alface (Lactuca sativa L.) tem se destacado em
Pernambuco, principalmente, na Zona da Mata e Agreste, sendo a comercializacao
realizada em feiras de produtos organicos e supermercados do Recife.

O uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) pode causar um
impacto positivo a producdo agricola, por proporcionar o aumento de rendimento. As
BPCP atuam indiretamente pela supressao de doencas e diretamente pela producao
ou alteracdo da concentracdo de fitohormdnios, fixacdo de N, pela solubilizacdo de
fosfatos minerais ou outros nutrientes do solo; oxidacdo do S; aumento de

permeabilidade das raizes e; producdo de siderdforos (Cattelan, 1999; Mariano &
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Kloepper, 2000). Dentre as BPCP, destacam-se os géneros Pseudomonas (Germida &
Freitas, 1994) e Bacillus (Turner & Backman, 1991; Lazarovits & Nowak, 1997), sendo
este ultimo produtor de endosporos que sobrevivem por longos periodos no solo e em
armazenamento (Lazarovits & Nowak, 1997).

Apesar do namero significativo de pesquisas sobre a utilizacdo de BPCP na agricultura,
poucas relatam a eficiéncia dessas bactérias em alface (Chabot et al., 1996; Rodriguez
& Fraga, 1999). No presente trabalho, bactérias foram isoladas e testadas na producéo
organica de mudas e plantas de alface em estufa e campo, respectivamente. Foram
ainda analisados os mecanismos de acdo dessas bactérias.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Fitobacteriologia da UFRPE, e
em estufa e campo de cultivo organico, localizados no municipio de Cha Grande, regiédo
Agreste de Pernambuco, de maio de 2000 a julho de 2001.

Isolamento de bactérias endofiticas e epifiticas de plantas de alface

A partir de sementes, raizes, caules e folhas de alfaces sadias, coletadas em plantios
comerciais de Cha Grande, foi realizado isolamento de bactérias epifiticas (Mariano et
al., 2000) e endofiticas (Souza et al., 2000).

Selecdo de bactérias promotoras de crescimento de mudas de alface

Dois experimentos foram realizados para selecdo de bactérias promotoras de
crescimento de mudas de alface em estufa. No primeiro experimento, foram preparadas
suspensdes bacterianas a partir de 50 isolados epifiticos e 30 endofiticos com 36 horas
de cultivo, em solucdo de MgSO, 0,1 M e ajustadas em fotocolorimetro (Asgo=0,7).

Utilizou-se o método da bacterizacdo simultanea de sementes e substrato, que
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consistiu na deposicdo de 5 mL da suspensdo sobre cada semente (cv. Verbnica)
contida na superficie do substrato (organo-vegetal Plantmax® + himus de minhoca
(1:1)) em cada célula de bandeja de poliestireno. A testemunha foi tratada apenas com
a solugcéo de MgSO4 0,1 M. As bandejas foram mantidas durante 21 dias em estufa de
producdo de mudas organicas. Apos esse periodo, foram mensuradas as variaveis,
matéria fresca de raizes (MFR), da parte aérea (MFPA) e total (MFT). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeticbes, sendo a unidade
experimental representada por duas plantas.

O segundo experimento foi realizado com os isolados bacterianos epifiticos (AL-12, AL-
28 e AL-76) e endofiticos (AL-65 e AL-106) que apresentaram os melhores resultados
na primeira selecdo e mais 10 isolados epifiticos, previamente comprovados como
BPCP em outras culturas, provenientes da colecdo do Laboratorio de Fitobacteriologia
(C11, C21, C22, C25, C116, C210, C240, RAB7, RAB9 e R14). O método de
bacterizagdo e as variaveis mensuradas foram os mesmos descritos anteriormente. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cdes, sendo
a unidade experimental representada por 10 plantas.

Efeito de Bacillus thuringiensis subvar. kenyae e Bacillus pumilus,
separadamente ou em mistura, na producao de alface em cultivo organico

Em laboratério, a compatibilidade entre os isolados C25 e C116 foi previamente testada
pelo método de antibiose bactéria x bactéria (Mariano et al., 2000). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeticbes, sendo a unidade

experimental representada por uma placa de Petri.
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Para o experimento de campo, foram preparadas suspensdes dos isolados C25 e
C116, separadamente e em mistura, na propor¢cao de 1:1 (v:v). Sementes das cultivares
Verdinha (grupo lisa) e Verdnica (grupo crespa) foram bacterizadas conforme ja
descrito e as mudas permaneceram em estufa por 21 dias, quando foram levadas para
campo, utilizando-se a mesma tecnologia empregada pelos agricultores de cultivo
organico da regiao. A avaliacdo foi realizada 21 e 28 dias ap0s o transplante, época de
colheita das cultivares Verdinha e Verdnica, respectivamente, pela mensuracdo do peso
da matéria fresca das plantas comercializaveis. A partir dos dados obtidos, calculou-se
o indice de aumento (IA), utilizando-se a formula 1A (%) = [(Tr — Test) / Test] x 100,
onde: Tr = Tratamento e Test = Testemunha. O delineamento experimental foi em
blocos casualizados, com quatro repeticées, sendo que cada parcela (4,00 m x 1,00 m)
constou de quatro fileiras com 12 plantas, totalizando 48 plantas por parcela para cada
cultivar. O espacamento usado foi 0,25 m entre plantas e fileiras.

Mecanismos de acado de Bacillus thuringiensis subvar. kenyae e Bacillus pumilus
como promotores de crescimento de mudas de alface

Os isolados bacterianos C25 e C116 foram estudados quanto a producdo de acido
cianidrico (HCN) (Mariano et al., 2000), acido indol acétilco (AIA) e solubilizacdo de
fosfato, ambos adaptados por Cattelan (1999). Como padrfes positivos foram
utilizados, respectivamente, Burkholderia cepacia GN1201, Chryseobacterium
(Flavobacterium) indologenes GW2103 e Pseudomonas chlororaphis GN1212, cedidos
pelo Dr. Catellan da EMBRAPA - Centro Nacional de Pesquisa de Soja. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeticbes, sendo a unidade

experimental representada por uma placa de Petri.
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Os isolados C25 e C116 também foram avaliados quanto a inducéo de alteracdes nos
teores foliares de N, P, K, Ca e Mg em g.kg™. Sementes da cultivar Verdnica foram
bacterizadas conforme ja descrito e analisadas 21 dias ap6s o semeio. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeticbes, sendo a unidade
experimental representada por 10 mudas. Foram utilizados os métodos de Kjeldahl para
N, colorimétrico do molibdo-vanadato de aménio para P, fotometria de chamas para K e
espectrofotometria de absorcdo atdbmica para Ca e Mg (Sarruge & Haag, 1974; Bezerra
Neto et al., 1994).

Anélises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias comparadas pelo
teste de agrupamento Scott-Knott (P=0,05) no primeiro experimento e, pelo teste de
Duncan (P=0,05) nos demais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De plantas sadias de alface foram obtidos 114 isolados bacterianos, sendo 60 epifiticos
(56,13%) e 54 endofiticos (43,87%). Sementes, raizes, caule e folhas originaram,
respectivamente, 13,16; 17,54; 1,75 e 23,68% isolados epifiticos, além de 0,88; 16,67;
10,53 e 15,79% isolados endofiticos. Os isolados estdo depositados na Colecdo de
Culturas do Laboratério de Fitobacteriologia da UFRPE. A populacédo epifitica foi
ligeiramente dominante em relacdo a endofifica, ambas encontradas em maior
porcentagem em raizes e folhas.

Dos isolados obtidos, 80 foram testados para promocao de crescimento de mudas de
alface em estufa. De acordo com Mclnroy & Kloepper (1995), isolados bacterianos

provenientes da comunidade endofitica e epifitica, podem ser potenciais agentes de



45

controle biolégico e de promocgéo de crescimento de plantas. Desses 80, apenas trés
isolados epifiticos (AL-12, AL-28 e AL-76) e dois endofiticos (AL-65 e AL-106)
diferiram (P=0,05) da testemunha (dados nédo apresentados). Segundo Chen et al.
(1996), selecdes preliminares para BPCP utilizam grande numero de isolados,
principalmente porque menos de 1% s&o capazes de promover crescimento em
plantas.

No segundo experimento (Tabela 1), a maioria dos 15 isolados bacterianos epifiticos
promoveu o desenvolvimento de mudas de alface cultivar Verbnica, em relacdo as
variaveis avaliadas. Contudo, apenas C116 (B. pumilus) e C25 (B. thuringiensis subvar.
kenyae) diferiram (P=0,05) da testemunha para MFR, MFPA e MFT (C116) e para MFR
e MFT (C25), sem diferirem entre si.

Os isolados C116 e C25 sao provenientes de couve, evidenciando que isolados de um
hospedeiro podem facilmente colonizar outros hospedeiros de espécies diferentes, até
mesmo com maior intensidade (Quadt-Halmann & Kloepper, 1996) e promovendo o
crescimento (Mello et al., 2002). Estes ultimos autores observaram auséncia de
especificidade dos isolados C210, ENF10, ENF16 e RAB9, obtidos de couve, feijao e
rabanete, respectivamente, com relacdo a promocao de crescimento em mudas de
abacaxizeiro micropropagadas.

O aumento de MFT em mudas de alface foi de 50,21% e 42,70%, induzido
respectivamente por C116 e C25. Estes resultados concordam com Silveira et al.
(2001) que obtiveram em mudas de pepino bacterizadas com os isolados PEP81 (B.
amyloliquefaciens) e PEP91 (Enterobacter cloacae) aumentos de, respectivamente,

33,3 e 27,5% para matéria seca total. Bio Yield™, produto contendo Bacillus
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amyloliquefaciens GB99 e Paenibacillus macerans GB122, induziu aumentos de MFT
em mudas de tomateiro (69,4%) e pimentdo (106%) (Bio Yield™, 2000.) Portanto, os
isolados C25 e C116 podem ser considerados promotores de crescimento, viabilizando
a producdo de mudas de alface mais vigorosas que possivelmente serdo menos
afetadas pelo estresse do transplante.

No teste de compatibilidade entre os isolados, C116 inibiu C25 mas né&o foi inibido por
este. Essa incompatibilidade “in vitro” ndo significa, necessariamente, incompatibilidade
“in vivo”, podendo inclusive, aumentar a supresséo de doencas (De Boer, 1999). Apesar
da inibicdo “in vitro” do C25 pelo C116, ndo houve interacdo entre os dois isolados “in
vivo”, com relacdo a promocdo de crescimento das plantas no campo. Isolados
coinoculados podem néo influenciar um ao outro devido a separacao espacial entre
eles nas raizes, ou ainda porque a producdo de compostos secundarios inibitorios
ocorre na fase estacionaria e ndo atua nos estadios iniciais de colonizacao (Duffy et al.,
1996).

No campo, C25 e C116, separadamente ou em mistura, ndo promoveram
significativamente o crescimento de plantas de alface (dados ndo apresentados),
embora tenham elevado o peso da matéria fresca de plantas comercializaveis das
cultivares Verdinha (19,49 a 27,31%) e Veronica (15,39 a 21,91%). Chabot et al. (1996)
utiizando Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli R1 e Serratia sp. 22 como
solubilizadoras de fosfatos, obtiveram aumentos (P<0,10) de matéria seca da parte
aérea de plantas comercializaveis de apenas 6 e 7%, respectivamente. Apesar de

Germida & Freitas (1994) relatarem aumentos acima de 70% no peso da matéria fresca
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de plantas de alface com P. aeruginosa R75. Na China, onde as BPCP séao utilizadas
rotineiramente na agricultura, aumentos de rendimento de 15% sao obtidos em
hortalicas folhosas (Zhang et al., 1996).

No presente trabalho, observou-se que a promocdo de crescimento das mudas
prolongou-se até o campo com valores elevados, apesar de nao significativos. Efeito
similar porém significativo, foi observado pelo uso do Bio Yield™ em tomateiro e
pimentdo (Bio Yield™, 2000) salientando-se que houve grande variacéo (5,2 a 56,0%)
no aumento de produtividade em tomateiro, dependendo do local de realizacdo dos
experimentos.

Nas condicfes dos ensaios realizados “in vitro”, nenhum dos isolados produziu AlA,
HCN ou solubilizou fosfato, como evidenciado nos padrdes utilizados, sugerindo que
esses mecanismos nao foram responsaveis pela promocao de crescimento.

A bacterizacdo de mudas de alface com o isolado C25 elevou (P= 0,05) o teor foliar de
N em relacdo a testemunha (Tabela 2). O N favorece o crescimento vegetativo de
hortalicas, e eleva a produtividade (Filgueira, 2000). A deficiéncia de N em alface
retarda o crescimento da planta e induz auséncia ou ma formacédo da cabeca, entre
outros sintomas (Katayama, 1993). Assim, a elevacao dos teores de N pelo isolado
C25 pode estimular o crescimento vegetativo de mudas de alface além de prevenir a
deficiéncia. Esta elevacédo pode ser explicada pelo aumento de vigor das plantas que
absorveram maior quantidade deste nutriente (Dashti et al., 1997; Mello et al., 2002).
Turner & Backman (1991) relataram aumento dos niveis de N em plantas de amendoim
tratadas com B. subtilis como um dos mecanismos de acdo deste isolado. Ainda,

segundo Pal et al. (2000), P. fluorescens e Pseudomonas spp. aumentaram
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significativamente a biomassa de amendoim, elevando o N em 5-9% e 6-12%,
respectivamente em plantas e améndoas.

Os isolados C25 e C116, reduziram (P=0,05) o teor de K em relacdo a testemunha.
Dentre os mecanismos de acdo das BPCP séao citados fixacdo de N, solubilizacdo de P,
oxidacdo de S e disponibilizacdo de Fe (Mariano & Kloepper, 2000), sem contudo haver
referéncias ao K. Uma possivel explicacdo para a reducdo de K seria a inibicao
competitiva com outros nutrientes.

Neste estudo, demonstrou-se a potencialidade do uso dos isolados C116 de B. pumilus
e C25 de B. thuringiensis subvar. kenyae, separadamente, na producdo de mudas de
alface no cultivo orgéanico, com possivel prolongamento de efeito sobre a producéo.
Novos testes devem ser realizados em estufa e campo, visando elevar a eficiéncia
destes isolados no aumento da produtividade, antes dos estudos de formulagdo de um
produto comercial.
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Tabela 1. Crescimento de mudas de alface cultivar Verbnica bacterizadas com isolados

bacterianos epifiticos e endofiticos, avaliadas aos 21 dias, em estufa. Cha Grande, PE, 2001.

Tratamento Identificacdo MFR (mg)Y MFPA (mg) MFT (mg)
c1167 Bacillus pumilus 138,53 a* 240,39 a 378,92 a
C25 Bacillus thuringiensis subvar. kenyae 135,25 a 224,73 ab 359,98 a
Cc22 Bacillus sp. 122,68 ab 223,46 ab 346,14 ab
Cl1 Bacillus sp. 111,61 ab 217,28 ab 328,87 ab
R14 Bacillus subtilis 124,15 ab 216,73 ab 340,88 ab
C240 Bacillus cereus 113,75 ab 214,47 ab 328,24 ab
AL-76 nao identificado 118,91 ab 208,54 ab 327,63 ab
RAB7 Bacillus megaterium 108,80 ab 206,87 ab 315,68 ab
C210 Bacillus cereus 109,61 ab 204,88 ab 314,49 ab
AL-106 nao identificado 123,72 ab 204,37 ab 328,10 ab
c21 Bacillus sp. 109,28 ab 199,66 ab 308,94 ab
AL-28 nao identificado 109,61 ab 188,37 ab 297,98 abc
RAB9 Bacillus sp. 97,00 ab 186,73 ab 283,73 abc
AL-65 né&o identificado 108,37 ab 186,04 ab 294,43 abc
AL-12 nao identificado 88,46 b 182,05 ab 206,56 c¢
Testemunha 87,48 b 164,78 b 252,26 bc
C.V. (%) 27,30 25,39 24,57

Y MFR= matéria fresca raiz; MFPA= material fresca parte aérea; MFT= matéria fresca total;

?'Isolados epifiticos (C11, C21, C22, C25, C116, C210, C240, RAB7, RAB9, R14, AL-12, AL-28

e AL-76) e endofiticos (AL-65 e AL-106).

¥ Médias seguidas da mesma letra nas colunas néo diferem significativamente entre si a 5% de

probabilidade pelo teste de Duncan.
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Tabela 2. Quantidades de macronutrientes em mudas de alface cultivar Verbnica bacterizadas
com Bacillus thuringiensis subvar. kenyae C25 e Bacillus pumilus C116, avaliadas apds 21 dias

em estufa. Cha Grande, PE, 2001.

Macronutrientes (g/kg) ¥

Tratamento N P K Ca Mg
C25 26,117 a 6,99 a 33,28 b 0,17 a 0,28 a
C1l1e 18,37 b 6,88 a 29,50 b 0,30 a 0,24 a
Testemunha 20,25 b 7,05 a 41,69 a 0,10 a 0,21 a
C.V. (%) 12,78 8,72 12,99 65,13 77,51

Y'N = nitrogénio; P = fésforo; K = potassio; Ca = célcio e Mg = magnésio
' Médias seguidas da mesma letra na coluna n&o diferem significativamente entre si a 5% de

probabilidade pelo teste de Duncan.
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RESUMO

Gomes, A.M.A.; Michereff, S.J.; Mariano, R.L.R. Elaboracdo e validacdo de escala
diagramatica para cercosporiose da alface. Summa Phytopathologica

A cercosporiose causada por Cercospora longissima, é a doenca foliar da alface
(Lactuca sativa L.) mais comumente encontrada no Estado de Pernambuco. No entanto, no
Brasil, ndo existem estudos epidemioldgicos dessa doenca, para 0S quais SA0 Necessarios
métodos padronizados de quantificacdo de severidade no campo. Com esta finalidade, uma
escala diagramatica logaritmica foi desenvolvida com os niveis 1, 3, 6, 11, 20, 34, 51 e 68%
de area foliar lesionada, testando-se sua acurdcia e precisdo. A escala diagramatica foi
validada por 10 avaliadores que utilizaram 50 folhas com sintomas da doenca em diferentes
niveis de severidade, mensurados previamente pelo programa AutoCAD® R14 for Windows.

Foram realizadas duas avaliacBes com intervalo de sete dias, onde seqiiéncias diferentes das
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mesmas folhas foram estimadas visualmente pelos mesmos avaliadores. A acurécia e a
precisdo de cada avaliador foi determinada por regressdo linear simples, entre a severidade
real e a estimada. A escala proporcionou bons niveis de acuracia e precisdo e, apesar de
evidenciar tendéncia a subestimativa, os erros absolutos concentraram-se na faixa de 10%.
Em geral os avaliadores demonstraram boa repetibilidade nas estimativas. A escala proposta
mostrou-se adequada para avaliagdo da severidade da cercosporiose da alface.

Palavras-chaves adicionais: Lactuca sativa, Cercospora longissima, quantificacao,

severidade.

ABSTRACT

Gomes, A.M.A.; Michereff, S.J.; Mariano, R.L.R. Development and validation of a
diagramatic key for Cercospora leaf spot of lettuce. Summa Phytopathologica

The Cercospora leaf spot caused by Cercospora longissima is the most common foliar
disease of lettuce(Lactuca sativa L.) in the State of Pernambuco. However in Brazil there are
no epidemiological studies of this disease, which requires reliable methods to quantify
disease in field. Aiming this a diagrammatic scale was developed with 1, 3, 6, 11, 20, 34, 51
and 68% diseased leaf areas, and its accuracy and precision were tested. The diagrammatic
scale was validated by 10 raters using 50 leaves with different levels of severity previously
measured by the software AutoCAD® R14 for Windows. There were performed two
evaluations with a 7-day interval where different sequences of the same leaves were visually
estimated by the same raters. The accuracy and precision of each rater was determined by
simple linear regression between actual and estimated severity. The scale proportioned good
levels of accuracy and precision and despite severity tended to be underestimated, the

absolute errors were around 10%. Generally the raters showed good repeatability of
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estimative. The proposed scale proved to be adequate for severity assessments of Cercospora
leaf spot of lettuce.

Aditional keywords: Cercospora longissima, Lactuca sativa, assessment, severity.

A cercosporiose, causada por Cercospora longissima (Sacc.) Cuccini, € uma doenca
comum em alface (Lactuca sativa L.) e encontra-se disseminada em todos os locais de cultivo
no Estado de Pernambuco. A infeccdo ocorre nas folhas mais velhas e as lesdes apresentam
tamanhos variados, tornando-se irregulares ou angulares, com coloragdo que varia de marrom
claro até marrom escuro, circundadas por tecido clordtico. As lesdes podem coalescer e
extensas areas do tecido foliar morrem quando a doenca apresenta alta severidade (17).

A cercosporiose da alface causa grandes danos em campo, bem como em cultivo
protegido e hidropbnico (10). Apesar da importancia desta doenca, inexistem estudos
epidemioldgicos no Brasil e, para que esses estudos sejam realizados, € necessario 0
desenvolvimento de métodos padronizados de quantificacdo da severidade da doenga no
campo.

Considerando que a cercosporiose da alface € uma mancha foliar, sua intensidade é
melhor expressa pela determinacdo da severidade, ou seja, porcentagem ou proporc¢éo de area
foliar lesionada. Dois termos freqlientemente utilizados na quantificacdo da severidade de
doencgas séo acuracia e precisdo. Acuracia refere-se a proximidade de uma estimativa a um
valor real de quantidade de doenca avaliada, enquanto precisdo refere-se a variagdo ou
repetibilidade associadas com uma estimativa (3).

A quantificacdo da severidade estd sujeita a grande subjetividade, pois é estimada
visualmente e pode variar entre os avaliadores. A utilizacdo de escalas diagramaticas pode
reduzir a subjetividade das estimativas de severidade entre os avaliadores, melhorando os

niveis de acuracia e precisdo das mesmas. Entretanto, as escalas diagramaticas devem ser de
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facil uso, aplicaveis em diferentes condicfes e proporcionar resultados reproduziveis, além de
apresentarem niveis suficientes que representem todos os estadios de desenvolvimento da
doencga (2).

Na elaboracdo de escalas diagramaticas devem ser considerados importantes aspectos
como: o limite superior da escala deve corresponder a intensidade maxima de doenca
observada no campo; a determinagdo da intensidade real de doenga no campo e sua
representacdo na escala devem ter alta precisdo; as subdivisoes da escala devem respeitar as
limitagdes da acuidade visual humana definidas pela lei de estimulo-resposta de Weber-
Fechner, na qual a acuidade visual é proporcional ao logaritmo da intensidade do estimulo (7).
Apos a elaboracdo, os niveis de precisdo e acuracia das estimativas propiciados pela utilizagdo
da escala diagramética devem ser analisados, pois determinam a qualidade das estimativas
(8).

Considerando a inexisténcia de métodos padronizados para quantificagdo da
cercosporiose da alface, este trabalho teve como objetivos desenvolver uma escala
diagramética para avaliagdo da severidade da doenca e analisar os niveis de acuracia e

preciséo das estimativas com sua utilizagéo.

MATERIAL E METODOS

Elaboracéo da escala diagramatica

Para elaboracdo da escala diagramética foram coletadas 100 folhas de alface (cv.
Ver6nica) em areas de producdo comercial no municipio de Cha Grande — PE, com grande
amplitude de variagcdo de severidade da cercosporiose. As folhas foram reproduzidas por
fotocdpias coloridas e as lesbes analisadas quanto a forma, distribuicdo e freqléncia.

Posteriormente, essas folhas foram escaneadas e com auxilio do programa Microsoft
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AutoCAD® (Microsoft Corporation, 1998), foram determinadas a érea foliar total e a area
lesionada de cada folha, obtendo-se a severidade da doenca (porcentagem de &rea foliar
lesionada). Baseando-se na lei de Weber-Fechner de acuidade visual, bem como na forma,
distribuicdo e freqiiéncia das lesdes, foi confeccionada uma escala diagramética logaritmica

com oito niveis de severidade.

Validacao da escala diagramatica

No teste de validacdo da escala diagramatica foram empregadas 50 folhas com
sintomas de cercosporiose em diferentes niveis de intensidade. Efetuaram-se fotocopias
coloridas das folhas e, com o auxilio da escala diagramatica, a severidade foi avaliada por 10
pessoas, a maioria sem experiéncia na quantificacio de doencas. Visando avaliar a
repetibilidade das estimativas, sete dias ap0s a primeira avaliacdo, nova sequéncia das
mesmas folhas foi organizada e uma segunda estimativa visual com auxilio da escala
diagramatica foi efetuada pelos mesmos avaliadores.

A acuracia e a precisdo de cada avaliador foi determinada por meio de regressao linear
simples, com a severidade real obtida eletronicamente como variavel independente e a
severidade estimada pelo avaliador como variavel dependente. A acuracia das estimativas foi
determinada pelo teste t aplicada ao intercepto da regressdo linear (a), para verificar se foi
significativamente diferente de 0, e ao coeficiente angular da reta (b), para testar se foi
significativamente diferente de 1, ao nivel de 1% de probabilidade. Valores de intercepto
significativamente diferentes de 0 indicam a presenca de desvios constantes, enquanto valores
de coeficiente angular da reta que desviam significativamente de 1 indicam a presenca de
desvios sistematicos. A precisao das estimativas foi obtida pelo coeficiente de determinacéo
da regressdo (R?), pela variancia dos erros absolutos (severidade estimada menos real) e pela

repetibilidade das estimativas, determinada pela regressdo da segunda avaliacdo em relacdo a
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primeira de uma mesma unidade amostral (8, 14). As anélises de regressdo foram efetuadas

com o auxilio do programa Microsoft Excel 2000° (Microsoft Corporation, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O valor maximo de severidade da cercosporiose nas folhas de alface coletadas em
plantios comerciais foi de 68%. Valores acima de 60% sdo raramente encontrados no campo,
pois causam senescéncia e seca prematura da folha. A escala diagramatica elaborada para
cercosporiose da alface representou valores de 1, 3, 6, 11, 20, 34, 51 e 68% de area foliar
lesionada (Figura 1). Nos niveis de severidade a partir de 11%, a representacao dos sintomas
incluiu tecidos necrosados e lesBes coalescidas, como adotado por LEITE & AMORIM (9) na
elaboracdo da escala diagramatica para mancha de Alternaria em girassol. A coalescéncia de
lesbGes é caracteristica da cercosporiose da alface, que pode formar extensas areas de tecido
necrosado na folha (10).

Na validacdo da escala diagramatica, os valores do intercepto relacionados a 90% dos
avaliadores na primeira avaliacdo e 80% na segunda nédo diferiram significativamente de zero
(P<0,01), indicando a auséncia de desvios constantes. Os valores do coeficiente angular da
reta relacionados a 60% dos avaliadores (01, 04, 05, 07, 08 e 09) foram significativamente
diferentes de 1 (P<0,01) na primeira avaliagdo (Quadro 1), indicando a presenca de desvios
sistematicos. Para cada 1% de incremento na severidade da cercosporiose da alface
guantificada eletronicamente, a severidade aumentou em média 0,89% quando estimada pelos
avaliadores, indicando tendéncia a subestimativa. Somente um avaliador (07) superestimou
consistentemente (P<0,01) a severidade na primeira avaliacdo. Na segunda avaliacdo das
mesmas unidades amostrais, realizada sete dias apds a primeira, somente 20% dos avaliadores

(02 e 05) ndo apresentou valor do coeficiente angular da reta significativamente diferente de 1
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(P<0,01) (Quadro 1). Nessa avaliagdo, para cada 1% de incremento na severidade
guantificada eletronicamente, a severidade aumentou em média 0,92% quando estimada pelos
avaliadores, confirmando a tendéncia a subestimativa, embora dois avaliadores (05 e 09)
tenham superestimado significativamente (P<0,01) a severidade da doenca.

A tendéncia dos avaliadores em subestimar os niveis de severidade da cercosporiose
da alface assemelha-se ao constatado na validacdo das escalas diagramaticas para queima das
folhas do inhame (11) e mancha parda da mandioca (12). No entanto, os resultados
contrastam com a maioria dos estudos envolvendo validacdo de escalas diagramaticas (4, 6, 9,
13, 16, 20, 21), nos quais ficou evidente a tendéncia dos avaliadores em superestimar 0s
niveis de severidade das doencas.

Na anélise da precisdo, estimativas visuais da severidade na primeira avaliacdo
explicaram 78 a 92% da variacdo (R®) na mensuracdo eletrdnica da doenca, com média de
87%. Na segunda avaliacdo, as estimativas visuais explicaram 82 a 94% da variacdo na
mensuracao eletrdnica, com média de 89% (Quadro 1), sendo que 80% dos avaliadores
melhorou a precisdo das estimativas nessa avaliacdo em relacdo a primeira. Os niveis de
precisdo das estimativas visuais da cercosporiose da alface com auxilio da escala diagramatica
foram semelhantes aos verificados em outros estudos de validacdo de escalas (4, 6, 14, 16,
18), embora ndo tenham atingido 95%, considerado o desejavel (8).

A presenca de desvios sistematicos nas mensuracfes da cercosporiose da alface,
mesmo entre aqueles avaliadores com bons niveis de precisdo, indica a divergéncia entre
estimativas acuradas e precisas, como constatado por NUTTER et al. (14) na mensuragdo da
mancha foliar de Agrostis palustris, causada por Sclerotinia homoeocarpa. AvaliacOes
realizadas com baixa acuracia ndo representam sérios problemas, uma vez que 0s desvios
normalmente seguem o mesmo padrdo. Neste caso, 0s possiveis desvios, caso ndo possam ser

corrigidos pelo treinamento, poderiam ser compensados por equacdes de calibragcdo para cada
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avaliador envolvido no estudo, como realizado por SHAW & ROYLE (19) na avaliacdo da
septoriose do trigo. A correcao desses desvios pode ser importante nos patossistemas em que
decisGes de manejo sejam baseadas em limiares de doenca (17).

Em geral, os avaliadores evidenciaram boa repetibilidade nas estimativas, pois a
quantidade média de variacdo na primeira avaliacdo explicada pela segunda avaliacéo foi de
85%. Para 40% dos avaliadores (01, 05, 07 e 08) os valores do coeficiente angular da reta
entre as duas avaliagdes ndo foram significativamente diferentes de 1 (P<0,01).

Pelas equac@es, ndo se pode inferir como os avaliadores perceberam diferentes niveis
de severidade da cercosporiose da alface. As diferencas (residuos) entre os valores estimados
visualmente e os reais obtidos eletronicamente, nas duas avaliagdes, concentraram-se na faixa
de 10% e poucas vezes ultrapassaram o valor de 15% (Figura 2). Esses residuos
concentraram-se em niveis considerados aceitaveis segundo os critérios em outros estudos de
avaliacdo de escalas diagramaticas (1, 4, 5, 11, 12, 9, 18). Na maioria dos casos, 0s desvios
foram mais evidentes para niveis de severidade acima de 10%, ndo havendo um padrdo
indesejavel definido. Estes desvios coincidem com a representacdo dos sintomas incluindo
tecidos necrosados e lesdes coalescidas.

A maior acuracia (pontos regularmente distribuidos ao redor do eixo zero) e precisdo
(proximos do eixo zero) das estimativas a baixos niveis de severidade assemelham-se ao
constatado na avaliacdo de escalas diagramaticas em outros patossistemas (1, 5, 6, 11, 12, 14,
22).

Conforme destacado por STONEHOUSE (22), a presenca de algum nivel de erro
absoluto nas mensuracdes pode ser compensado pela rapidez e padronizacdo que resultam do
uso de escalas diagramaticas. Além disso, como a maioria dos métodos de quantificacdo de
severidade de doencas, 0 uso de escalas diagramaticas estd sujeito a um certo grau de

subjetividade, o que pode ser minimizado com o treinamento dos avaliadores (15).
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A diferenca entre os avaliadores na mensuracdo da cercosporiose da alface confirma as
observacdes de NUTTER & SCHULTZ (15) quanto a variacao na habilidade entre individuos
para discriminar niveis de doenca. A qualidade da estimativa da doenca, além de ser
influenciada por estimulos e respostas psicologicas, pode ser afetada por fatores como
complexidade da unidade amostral, tamanho e forma das lesbes, cor e nimero de lesbes na
unidade amostral (8), fadiga e dificuldade de concentracgdo na tarefa (21).

A proposta de estabelecer um sistema padronizado para orientar a avaliacdo da
severidade de determinada doenca é de grande responsabilidade, pois, caso o sistema seja
deficiente, o custo de sua utilizagdo pode ser maior do que os beneficios alcancados com seu
uso (9, 15). No entanto, a padronizacdo € altamente desejavel, pois a uniformizacdo da
metodologia de avaliacdo de doencas permite comparacdes entre os resultados obtidos em
diferentes institui¢Ges e localidades (2).

A escala diagramatica proposta para avaliacdo da cercosporiose da alface mostrou ser
de facil utilizacdo, capaz de fornecer uma rapida estimativa da doenca, aplicavel a uma ampla

gama de situacBes e proporcionar boa acuracia e precisao das estimativas.
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Figura 1. Escala diagramatica da cercosporiose da alface indicando os niveis de 1, 3, 6, 11,

20, 34, 51 e 68 % de severidade.
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Figura 2. Residuos (severidade estimada - severidade real) das estimativas da cercosporiose
da alface realizadas com auxilio da escala diagramatica, na primeira (A) e segunda

(B) avaliagdo.
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Quadro 1. Acurécia e precisdo das avaliacdes visuais da severidade da cercosporiose da
alface com auxilio de escala diagraméatica, mensurada pelo intercepto (a),
coeficiente angular da reta (b) e coeficiente de determinacdo (R?) de equacdes de
regressdo linear simples relacionando estimativas visuais efetuadas por

avaliadores a severidade real determinada eletronicamente com o auxilio do

programa AutoCAD®.
1%, Avaliacédo 2% Avaliacdo

Avaliador a b R” (%) a b R* (%)
01 1,89 0,84 0,87 -0,67 0,88 0,88
02 1,51 0,91 0,90 1,24 1,02 0,92
03 -0,59 0,94 0,89 -1,52 0,73 0,84
04 -0,47 0,69" 0,86 -0,68 0,64 0,82
05 0,46 0,83" 0,85 -2,02* 0,98 0,91
06 1,46 0,86 0,78 -0,40 117" 0,88
07 3,00* 0,81 0,85 1,35 0,87 0,85
08 0,45 0,79 0,90 0,26 0,86 0,94
09 2,23 1,32" 0,86 2,32* 1,28" 0,93
10 -1,07 0,92 0,92 -0,17 0,81" 0,93
Média 0,89 0,89 0,87 -0,23 0,92 0,89

*Asterisco representa situagdes onde a hipétese de nulidade (a=0 ou b=1) foi rejeitada pelo teste t (P<0,01).
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Quadro 2. Repetibilidade das avaliacdes visuais da severidade da cercosporiose da alface

com auxilio de escala diagramatica, mensurada pelo intercepto (a), coeficiente

angular da reta (b) e coeficiente de determinacéo (R?) de equagdes de regressio

linear simples relacionando a segunda a primeira estimativa da doenca por um

mesmo avaliador.

Avaliador a b R®
01 -1,88 0,98 0,89
02 2,13 0,82" 0,67
03 -0,71 0,74" 0,86
04 -0,22 0,93 0,95
05 -1,10 1,05 0,84
06 0,57 1,10 0,75
07 0,29 0,95 0,87
08 0,71 0,99 0,87
09 1,60 0,89" 0,90
10 1,25 0,83 0,90

Média 0,26 0,93 0,85

*Asterisco representa situagdes onde a hipétese de nulidade (a=0 ou b=1) foi rejeitada pelo teste t (P<0,01).
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GOMES, AM.A.; MICHEREFF, S.J.; MARIANO, R.L.R. RODRIGUES, V.J.L.B. Levantamento da
severidade da cercosporiose da alface em cultivos convencional e organico em Pernambuco. Fitopatologia

Brasileira

RESUMO

A cercosporiose da alface (Lactuca sativa L.), causada por Cercospora longissima é
uma doenca foliar que se encontra disseminada na maioria dos locais de cultivo em
Pernambuco. O objetivo desse estudo, foi realizar levantamento da severidade da doenca
em cultivos comerciais, convencional e organico, das Zonas da Mata e Agreste de
Pernambuco, em dois periodos de plantio. Foi registrada a prevaléncia da doenca em
cultivo convencional variando de 92 a 100% e em organico, de 88 a 100%. No cultivo
convencional, a severidade variou significativamente entre 0,84 a 16,86 no periodo janeiro-
abril e 0,00 a 2,44 no periodo junho-setembro. Nesse cultivo, foram constatadas diferencas
significativas entre os municipios Cha Grande (4,99) e Vitoria de Santo Antdo (9,14),
apenas no periodo de janeiro-abril. Ainda no cultivo convencional, ndo foram constatadas

diferencas significativas da severidade da cercosporiose entre grupos e cultivares de alface
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e, entre nimero de aplicacbes de fungicidas, dentro de cada periodo. No cultivo organico,
verificou-se diferenca (P<0,05) na severidade da doenga em janeiro-abril variando de 0,07
a 22,53 e em junho-setembro variando de 0,00 a 15,18. Nesse cultivo, ndo foram constadas
diferencas (P>0,05) para médias de severidade nos plantios de Bom Jardim, Chd Grande,
Gldria de Goita e Gravata, dentro de cada periodo. No periodo janeiro-abril, mas ndo em
junho-setembro, as médias de severidade da cercosporiose diferiram (P<0,05) entre grupos
e cultivares de alface. O grupo lisa, cv. Verdinha (0,68) diferiu significativamente dos
grupos crespa cv. Veronica (10,61) e americana cv. Lucy Brown (7,71). O teste de
Correlacdo de Pearson ndo constatou correlacdes significativas para a severidade entre 0s
periodos estudados, tanto no cultivo convencional quanto no orgéanico. Pelo teste de
Kruskall-Wallis, ndo houve diferenca (P>0,05) para a severidade entre os cultivos
convencional e organico, nos dois periodos. Por outro lado, houve diferenca (P<0,05) para
a severidade entre os dois periodos nos dois tipos de cultivo.

Palavras-chaves adicionais: Cercospora longissima, Lactuca sativa, quantificacao

ABSTRACT
Survey of the leaf spot of lettuce severity in conventional and organic systems in
Pernambuco’s “Zona da Mata” and “Agreste”

Cercospora leaf spot of lettuce (Lactuca sativa L.) caused by Cercospora longissima
is a foliage disease disseminated in most planting areas in Pernambuco. This study aimed
to survey the severity of this disease in commercial plantations including conventional
and organic systems, in Mata and Agreste of Pernambuco, in two planting seasons. Disease
prevalence in conventional systems ranged from 92 to 100% and in organic systems from
88 to 100%. In conventional plantings the severity varied (P<0,05) from 0.84 to 16.86 in
jan-apr and 0.00 to 2.44 in jun-sep. In this system significant differences were observed

among the counties Cha Grande (4.99) and Vitoria de Santo Antdo (9.14), only in jan-apr.
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Still in the conventional farming, there were no significant differences of disease severity
among groups, cultivars of lettuce and number of fungicide applications within each
season. In the organic system disease severity varied (P<0.05) from 0.07 to 22.53 in jan-
apr and from 0.00 to 15.18 in jun-sep. In this system there were no differences (P>0.05) for
severity averages in Bom Jardim, Cha Grande, Gldria de Goita and Gravata, within each
season. In jan-apr, but not in jun-sep, the average of Cercosporiose severity differed
(P<0.05) among groups and cultivars of lettuce. The group Lisa, cv. Verdinha (0,68),
showed significantly less severity than the groups Crespa cv. Verdnica (10.61) and
Americana cv. Lucy Brown (7.71). The Pearson test did not find significant correlations
for severity among the studied seasons in both conventional and organic systems. The
Kruskall-Wallis test did not detected significant differences for severity among the
conventional and organic systems in each period. However there was difference (P<0.05)

for severity between the two seasons in each system.

A alface (Lactuca sativa L.) € uma das hortalicas mais consumidas em saladas
pelos brasileiros, sendo cultivada em todo o territério nacional. Em Pernambuco, no ano de
2001, a CEAGEPE comercializou 933,7 t, sendo Vitoria de Santo Antdo o principal
municipio fornecedor (CEAGEPE, 2002).

Além de ser cultivada em sistema convencional, nos ultimos anos, a producéo
organica de alface tem se destacado em Pernambuco, principalmente na Zona da Mata e
Agreste. No Brasil, em 1999 a venda a varejo de hortali¢as organicas ja correspondia a 10
milhGes de dolares (Saminéz, 1999).

Os principais atributos de qualidade desejaveis na alface sdo plantas bem formadas
e com folhagem de boa aparéncia. Por afetarem diretamente o 6rgdo comercializavel, as

doencas da parte aérea ndo sdo tolerdveis, sendo a cercosporiose causada por Cercospora
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longissima (Cugini) Saccardo classificada como doenca de ocorréncia comum em campo,
provocando grandes prejuizos (Lopes & Quezado-Duval, 1998). Em Pernambuco, onde foi
relatada por Mariano et al. (1992) no biénio 1988 e 1989, ¢ uma doenca comum e se
encontra disseminada na maioria dos locais de cultivo, embora , até o momento, nédo
existam avaliacGes sobre 0s prejuizos que causa.

Os sintomas da doenca ocorrem inicialmente nas folhas mais baixas. As lesGes tém
tamanhos variados, tornando-se irregulares ou angulares com coloracdo marrom claro a
marrom escuro e circundadas por tecido clorético com ponto central de coloracao
acinzentada. As lesdes coalescem e extensas areas do tecido foliar morrem, quando a
doencga apresenta alta severidade (Raid, 1997; Pavan & Kurozawa, 1997).

Os aspectos epidemioldgicos da cercosporiose da alface tém sido pouco estudados
(Savary, 1983). Uma melhor compreensdo do patossistema servird como base para adocao
de estratégias visando o manejo integrado da doenca. Neste contexto, levantamentos
fitopatoldgicos tém como objetivos fornecer informag6es sobre a importancia relativa das
doengas, monitorar flutuagdes na sua intensidade ao longo dos anos e verificar a eficiéncia
e aceitacdo de praticas recomendadas de controle (King, 1980), constituindo-se, desta
forma, num importante instrumento para o desenvolvimento de programas de manejo
integrado de doencas (Campbell & Madden, 1990).

Considerando a escassez de informacgdes sobre a cercosporiose da alface e a
importancia de levantamentos de doengas, o presente trabalho teve como objetivo verificar
a severidade dessa doenca em &reas de plantio convencional e organico da Zona da Mata e
Agreste de Pernambuco durante os periodos janeiro-abril e junho-setembro de 2002.

Durante os periodos janeiro-abril e junho-setembro de 2002, foram realizados
levantamentos da severidade da cercosporiose da alface em plantios comerciais da Zona

da Mata e Agreste de Pernambuco. Em cada periodo foram amostradas 25 éreas de cultivo
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organico e 25 do sistema convencional, utilizando-se a técnica de caminhamento em “W”,
em canteiros com espacamento de 0,25 m entre plantas e fileiras, perfazendo um total de
50 plantas por area. As plantas se encontravam no estadio fenoldgico préximo a colheita
quando os sintomas da doenca sdo mais evidentes (Raid, 1997). Os canteiros foram
selecionados ao acaso e efetuada a estimativa da severidade da doenca. A severidade foi
determinada em cinco folhas basais, pela porcentagem de area foliar lesionada, com auxilio
de escala diagramatica da cercosporiose da alface apresentando niveis de 0 a 68% (Gomes
et al., 2002). A prevaléncia da doenca foi determinada pela porcentagem de areas com a
doenca em relacdo ao total de areas amostradas (Campbell & Madden, 1990).

Informacgbes adicionais sobre localizacdo geogréfica, grupo, cultivar de alface e
nimero de plantas foram obtidas em cada area. No cultivo convencional foi ainda
registrado o numero de aplica¢Ges de fungicidas.

Os dados de severidade da doenca obtidos foram submetidos a anélise de variancia e
a comparacao das médias efetuada pelo teste de agrupamento Scott-Knott, ao nivel de 5%
de probabilidade. A comparacgdo da severidade da doenca dentro das areas, considerando o
local de cultivo, grupo e cultivar de alface, nimero de plantas e nimero de aplicacBes de
fungicidas, foi efetuada pelo teste de Kruskall-Wallis, ao nivel de 5% de probabilidade,
exceto para locais de cultivo no sistema convencional, que foi comparado pelo teste t para
amostras independentes, ao nivel de 5% de probabilidade. O teste de correlagdo de
Pearson, ao nivel de 5% de probabilidade, comparou a severidade entre os periodos
janeiro-abril e junho-setembro nos cultivos convencional e organico. Para comparar
severidades entre os cultivos convencional e organico, nos dois periodos, bem como entre
os dois periodos nos dois tipos de cultivo, utilizou-se o teste de Kruskall-Wallis ao nivel de

5% de probabilidade.
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Todas as analises estatisticas foram efetuadas com o auxilio dos programas SAEG
(Sistema de andlises estatisticas e geneticas, Vicosa, UFV, 1997) e STATISTICA for
Windows (StatSoft Inc., Tulsa - OK, USA, 2000).

Os sintomas da cercosporiose da alface foram constatados na maioria das areas de
plantio analisadas, evidenciando a elevada prevaléncia dessa doenca em plantios
convencionais e organicos das Zonas da Mata e Agreste do Estado de Pernambuco, nos
periodos janeiro-abril e junho-setembro (Tabelas 1 e 2). No cultivo convencional, nesses
periodos, foram observados sintomas da doenca em 25 e 23 é&reas de plantio,
respectivamente, correspondendo a 100 e 92% de prevaléncia da doenca (Tabela 1). No
cultivo orgénico, no primeiro e segundo periodos foram observados 100 e 88% de
prevaléncia da cercosporiose, respectivamente (Tabela 2).

As elevadas prevaléncias da cercosporiose verificadas nos dois periodos de avaliagdo
e nos dois tipos de cultivo, indicam ampla distribuicdo da doenca nos locais de cultivo de
alface em Pernambuco e destacam a adaptabilidade do patdégeno as condi¢Ges de ambiente
e do hospedeiro.

Dentre os grupos de alface cultivados no plantio convencional houve predominancia
da Crespa (40 e 44%) seguida por Lisa (36 e 32%), respectivamente nos dois periodos. Ja
no plantio organico, houve predominancia da Americana (44 e 36%) seguida pela Crespa
(32%) no primeiro periodo e Lisa (36%) no segundo. No plantio convencional,
principalmente no segundo periodo, foi observada maior diversidade de cultivares dos
grupos Americana (Taind e Lucy Brown) e Crespa (Verbnica, Cacheada e Elba). No
plantio orgéanico, observou-se uma uniformidade de cultivo sendo Lucy Brown, Veronica e
Verdinha as Unicas representantes dos grupos Americana, Crespa e Lisa, respectivamente.

No cultivo convencional, a severidade da cercosporiose da alface variou (P<0,05) de

0,84 a 16,86 no periodo janeiro-abril e de 0,00 a 2,44 no periodo junho-setembro. No
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primeiro e segundo periodos essa variagdo foi comprovada pela separagdo das areas em
quatro e trés grupos de similaridades, respectivamente, conforme a severidade da doenca
(Tabela 1). Foram constatadas diferencas significativas para severidade entre as médias
gerais no periodo janeiro-abril (8,31) e em junho-setembro (0,77). No cultivo organico, a
severidade da cercosporiose da alface variou (P<0,05) de 0,07 a 22,53 no periodo janeiro-
abril e de 0,00 a 15,18 no periodo junho-setembro. A presenca de cinco grupos de
similaridade para ambos os periodos de avaliacdo comprovou essa variacdo (Tabela 2).
Foram constatadas diferencas significativas para severidade entre as médias gerais nos
periodos janeiro-abril (6,95) e junho-setembro (2,04).

Considerando o local de cultivo, em plantios convencionais as médias de severidade
no periodo janeiro-abril, diferiram (P <0,05) entre os municipios Cha Grande (4,99) e
Vitéria de Santo Antdo (9,14). No periodo junho-setembro, ndo houve diferenca
significativa entre os locais de cultivo. J& em plantios organicos, as médias de severidade
ndo diferiram significativamente entre os municipios Bom Jardim, Cha Grande, Gléria de
Goita e Gravata, nos dois periodos.

No cultivo convencional ndo foram detectadas diferencas significativas para
severidade da cercosporiose entre grupos e cultivares de alface e, entre nimero de
aplicacBes de fungicidas, nos periodos janeiro-abril e junho-setembro. Desta forma, ndo
foram detectadas diferencas de susceptibilidade entre os grupos Lisa, Crespa e Americana,
bem como entre as cultivares de cada grupo, nas condi¢Ges das Zonas da Mata e Agreste
de Pernambuco. Informac@es sobre resisténcia de variedades de alface a cercosporiose ndo
foram encontradas na literatura consultada. Observou-se que ndo houve diferenga entre a
ndo aplicacdo de fungicidas e a realizacdo de até quatro aplicagdes com mancozeb. Isto
sugere que o mesmo ndo estd reduzindo significativamente a severidade da doenca, nas

condigdes em que foi realizado o estudo. Além desse fungicida, oxicloreto de cobre,
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mancozeb + oxicloreto de cobre e maneb sdo recomendados para o controle da doenga
(Kimati et al., 1997; Lopes & Quezado-Duval, 1998).

No cultivo organico, no periodo janeiro-abril, as médias de severidade da
cercosporiose entre grupos e cultivares de alface diferiram significativamente. O grupo
Lisa, cv. Verdinha (0,68) apresentou severidade menor que os grupos Crespa, cv. Verodnica
(10,61) e Americana, cv. Lucy Brown (7,71). J& no periodo junho-setembro, ndo foram
verificadas diferencas significativas para as médias de severidade entre grupo e cultivares.
As diferencas observadas quanto a severidade da doenga em grupos e cultivares de alface
no periodo de maior intensidade da doenca (janeiro-abril), no cultivo orgéanico, ndo foram
observadas no cultivo convencional. No cultivo organico, a auséncia de fungicidas pode ter
propiciado o equilibrio ecoldgico da microbiota residente, tanto epifitica quanto endofitica.
As populagdes desses microrganismos podem apresentar diferengas qualitativas em grupos
ou variedades diferentes de alface e, desta forma, agir diferencialmente contra o patégeno,
por competicdo ou antagonismo.

Tanto no cultivo convencional quanto no organico, ndao houve correlacéo
significativa para a severidade da cercosporiose entre o primeiro e o segundo periodos.
Também ndo houve diferenca significativa para as médias de severidade entre os cultivos
convencional e organico, em cada periodo.

A diferenca de severidade observada entre os dois periodos de avalia¢do, nos cultivos
convencional e organico, pode estar relacionada a presenca de indculo primario,
disseminacdo deste indculo, condicbes favoraveis a formacdo de indculo secundéario e de
sua disseminacdo. De acordo com Savary (1983), a possibilidade de C. longissima causar
epidemia depende de todos esses fatores e a producdo de inéculo secundario de C.
longissima e dependente de temperaturas entre 20 e 30° C, com 100 % de umidade relativa.

Na maioria dos plantios de alface em Pernambuco, as folhas infectadas séo retiradas
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durante a toalete e deixadas dentro das areas de cultivo. Estes restos de cultura constituem
importantes fontes de inoculo primario. Além disto, o cultivo de alface é continuo nessas
areas sendo freqiientemente encontrados canteiros com plantas jovens ao lado de canteiros
com plantas bastante infectadas no final do ciclo. Assim, tanto o indculo primario quanto o
secundario estdo presentes durante todo o ciclo da cultura. Azévedo et al. (2000) também
evidenciaram a importancia da fonte de in6culo priméario em levantamento da severidade
da alternariose do repolho em Pernambuco.

Foi constatado no presente estudo, que na maioria das areas amostradas ndo existem
medidas relacionadas a redugdo do indculo inicial de C. longissima para o controle da
cercosporiose em Pernambuco. O controle do indculo secundario é também importante,
sendo realizado apenas no plantio convencional, pela aplicagdo de fungicidas,
principalmente mancozeb. No entanto, conforme ja discutido, mesmo com a aplicacdo de
fungicidas os niveis de severidade da doenga ndo diferiram entre os cultivos convencional
e organico. Similarmente, Azévedo et al. (2000) também constataram a pouca eficiéncia da
aplicacdo de fungicidas na reducdo do inéculo secundério de Alternaria brassicicola em
plantios convencionais de repolho em Pernambuco.

Como alternativas para o0 manejo integrado da cercosporiose da alface em
Pernambuco recomendam-se algumas praticas culturais tais como: aquisicdo de sementes
ou mudas de alta sanidade; plantio em terrenos bem drenados, principalmente no periodo
chuvoso; no verdo, plantar em espacamento que permita boa aeragdo entre plantas;
adubacdo correta; plantio de cultivares adaptadas aos locais de cultivo e portanto menos
sujeitas a estresses ambientais; rotacdo por pelo menos um ano com espécies de familias
botanicas diferentes e eliminacdo dos restos de cultura (Savary, 1983; Zambolim et al.,

1997; Kimati et al., 1997; Lopes e Quezado-Duval, 1998). Para o cultivo organico,
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enfatiza-se o0 uso de algumas destas praticas, capazes de favorecer o equilibrio entre o solo,

as condicdes climaticas e a planta (Penteado, 2000).
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Tabela 1 - Severidade da cercosporiose da alface em areas de plantio convencional da Zona da Mata e Agreste de Pernambuco de
Janeiro-Abril e Junho-Setembro de 2002

98

Area Local Janeiro / abril Junho / setembro
NUmero de Grupo Cultivar Ndmero de Severidade® Nlmero de Grupo Cultivar NUmero de Severidade
Plantas® aplicacéo de Plantas aplicacéo de
fungicidas® fungicidas
C-1 Cha Grande 4000 Americana Taina 3 6,34°¢c 4000 Americana Taina 3 057¢c
C-2 Cha Grande 2000 Americana Taina 2 8,06 ¢ 2000 Americana Taina 2 0,00 ¢
C-3 Cha Grande 2000 Crespa Ver6nica 2 5,48 ¢ 2000 Crespa Veronica 2 242a
C-4 Chéa Grande 2000 Americana Lucy Brown 2 0,84d 2000 Americana Lucy Brown 2 0,60c
C-5 Ché Grande 1000 Crespa Verdnica - 4,21d 1000 Crespa Verdnica - 0,08c
C-6 Vitdria de Santo Antdo 1000 Crespa Verdnica 3 6,47 ¢ 1000 Americana Lucy Brown 3 2,38a
C-7 Vitéria de Santo Antdo 4000 Crespa Verdnica 3 7,96 ¢ 4000 Crespa Verdnica 3 212a
C-8 Vitéria de Santo Antéo 3000 Crespa Verdnica 4 15,17 a 3000 Crespa Verdnica 4 1,10b
C-9 Vitéria de Santo Antéo 1000 Crespa Ver6nica 4 744 c 1000 Crespa Verbnica 4 1,25b
C-10 Vitéria de Santo Antdo 2000 Americana Lucy Brown 4 6,53 ¢ 2000 Americana Lucy Brown 4 2,44 a
C-11 Vitéria de Santo Antéo 1000 Americana Lucy Brown 2 15,22 a 1000 Crespa Cacheada 2 171a
C-12 Vitéria de Santo Antéo 6000 Crespa Elba 2 5,26 ¢ 6000 Crespa Elba 2 0,11c
C-13 Vitéria de Santo Antéo 100 Americana Taina 2 16,86 a 100 Americana Taina 2 1,10b
C-14 Vitéria de Santo Antéo 2000 Crespa Cacheada 2 6,42 c 2000 Crespa Cacheada 2 0,05¢
C-15 Vitéria de Santo Antéo 1500 Crespa Cacheada 2 1,47d 1500 Crespa Cacheada 2 0,20 ¢
C-16 Vitoria de Santo Antéo 1500 Lisa Verdinha 2 10,05 b 1500 Lisa Verdinha 2 0,94 b
C-17 Vitéria de Santo Antéo 2000 Lisa Verdinha 1 8,16 ¢ 2000 Crespa Elba 1 02lc
C-18 Vitéria de Santo Antéo 2500 Lisa Verdinha 4 82lc 2500 Lisa Verdinha 4 1,07b
C-19 Vitéria de Santo Antéo 1300 Lisa Verdinha 1 11,26 b 1300 Lisa Verdinha 1 0,03 ¢c
C-20 Vitéria de Santo Antéo 1200 Lisa Verdinha 3 9,83b 1200 Crespa Elba 3 0,23¢
c-21 Vitéria de Santo Antéo 1500 Lisa Verdinha 3 6,02 c 1500 Lisa Verdinha 3 0,02¢c
C-22 Vitéria de Santo Antéo 1000 Lisa Verdinha 3 6,05¢c 1000 Lisa Verdinha 3 0,32¢c
C-23 Vitéria de Santo Antéo 1100 Lisa Verdinha 3 1199b 1100 Lisa Verdinha 3 0,24c
C-24 Vitéria de Santo Antéo 1000 Lisa Verdinha 3 11,66 b 1000 Lisa Verdinha 3 0,14c
C-25 Vitéria de Santo Antdo 1200 Crespa Verdnica 3 10,82 b 1200 Lisa Verdinha 3 0,00 ¢

*Producéo semanal.
2Fungicidas: mancozeb.
®Severidade: estimada em cinco folhas basais por planta, pela porcentagem de érea foliar lesionada, com o auxilio de escala diagramatica.

*Média 50 plantas. Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 2 - Severidade da cercosporiose da alface em areas de plantio organico da Zona da Mata e Agreste de Pernambuco de Janeiro-

Abril e Junho-Setembro de 2002

Area Local Janeiro / Abril Junho / Setembro
NUmero de  Grupo Cultivar Severidade? NUmero de Grupo Cultivar Severidade
plantas* plantas

O-1 Bom Jardim 60 Crespa Ver6nica 0,28%¢ 50 Lisa Verdinha 3,73¢c
0-2 Bom Jardim 100 Lisa Verdinha 0,59e 50 Americana Lucy Brown 0,00e
0-3 Bom Jardim 100 Crespa Verdnica 9,03d 20 Americana Lucy Brown 0,07e
0-4 Bom Jardim 50 Crespa Verdnica 6,59d 60 Crespa Verdnica 1,45d
0-5 Bom Jardim 50 Americana Lucy Brown 0,14 ¢ 100 Americana Lucy Brown 1,87d
0-6 Bom Jardim 20 Americana Lucy Brown 30le 100 Americana Lucy Brown 2,24d
O-7 Chéd Grande 1000 Americana Lucy Brown 1,38¢ 1000 Americana Lucy Brown 1,45d
0-8 Chéa Grande 1000 Americana Lucy Brown 2,62¢ 1000 Americana Lucy Brown 0,28¢
0-9 Chéa Grande 30 Americana Lucy Brown 16,88 b 20 Americana Lucy Brown 0,03e
0-10 Cha Grande 30 Americana Lucy Brown 17,18 b 20 Americana Lucy Brown 0,06 e
0-11 Gléria do Goita 250 Americana Lucy Brown 7,50d 150 Crespa Verdnica 15,18 a
0-12 Gloéria do Goita 70 Crespa Veronica 7,24d 65 Lisa Verdinha 0,07 e
0-13 Gravata 100 Crespa Verdnica 15,68 b 100 Crespa Verdnica 1,04¢e
0-14 Gravata 50 Crespa Verdnica 16,00 b 40 Lisa Verdinha 324c
0-15 Gravaté 100 Americana Lucy Brown 10,39 ¢ 50 Lisa Verdinha 1,60d
0-16 Gravata 60 Americana Lucy Brown 4,66 d 60 Americana Lucy Brown 1,60d
0-17 Gravata 80 Americana Lucy Brown 1455b 70 Crespa Verdnica 0,24 ¢
0-18 Gravata 100 Crespa Veronica 7,53d 150 Crespa Vero6nica 9,80b
0-19 Gravata 100 Crespa Verdnica 22,53a 100 Crespa Verdnica 4,04c
0-20 Gravata 100 Americana Lucy Brown 6,46 d 80 Lisa Verdinha 1,63d
0-21 Gravaté 50 Lisa Verdinha 0,20 e 50 Lisa Verdinha 0,58¢e
0-22 Gravaté 50 Lisa Verdinha 0,39e 50 Lisa Verdinha 0,70 e
0-23 Gravata 55 Lisa Verdinha 0,07 e 30 Lisa Verdinha 0,07 e
0-24 Gravaté 50 Lisa Verdinha 0,53e 50 Lisa Verdinha 0,00e
0-25 Gravata 200 Lisa Verdinha 2,29¢ 100 Crespa Verdnica 00,0e

*Producfio semanal.
%Severidade: estimada em cinco folhas basais por planta, pela porcentagem de 4rea foliar lesionada, com o auxilio de escala diagramatica.

*Média 50 plantas. Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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CONCLUSOES GERAIS

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir:

Os isolados C116 de Bacillus pumilus e C25 de B. thuringiensis subvar. kenyae,
podem ser utilizados separadamente, para incrementar o desenvolvimento de
mudas de alface no cultivo organico, com possivel prolongamento de efeito

sobre a producéo.

O isolado C25 de B. thuringiensis subvar. kenyae foi elevou os teores foliares de

N em mudas organicas de alface.

A escala diagramatica para avaliacdo da cercosporiose da alface proporcionou
boa acuracia e precisao das estimativas, mostrando-se de facil utilizacdo, capaz

de fornecer uma rapida estimativa da doenca e aplicavel a varias situagoes.

A cercosporiose é uma doenca com alta prevaléncia no Estado de Pernambuco,

tanto em cultivo convencional quanto em organico.

Nos cultivos convencional e organico de alface, a severidade da cercosporiose foi

maior no periodo janeiro-abril do que no periodo junho-setembro.

No cultivo convencional de alface, houve diferencas na severidade entre os

municipios de Cha Grande e Vitdria de Santo Antéo, no periodo janeiro-abril.
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No cultivo orgénico de alface, a severidade da cercosporiose para o grupo lisa cv.
Verdinha foi significativamente menor do que nos grupos crespa cv. Veronica e

americana cv. Lucy Brown, no periodo janeiro-abril.
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