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RESUMO

A producdo de couve-chinesa (Brassica pekinensis) pode ser limitada pela ocorréncia de doengas,
dentre as quais se destaca a podriddo-mole causada por Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum (Pcc). O efeito de indutores e antibiticos no controle desta doenga foi estudado em
laboratdrio, casa de vegetacdo e campo. No primeiro trabalho, foram testados acibenzolar-S-metil
(ASM) (0,025 g/L), Ecolife® (2 mL/L), Agro-Mos® (2 mL/L) e 6xido de célcio (0,22 g/L). Foram
avaliados, a inibicdo do crescimento bacteriano “in vitro”; os componentes epidemiol 6gicos,
incidéncia (INC), periodo de incubagdo (Pl), severidade final da doenca (SEVF), indice de doenca
(IDO) e é&rea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD); a atividade das enzimas peroxidase e
polifenoloxidase e o custo fisioldgico daindugdo. Em casa de vegetacdo e campo os indutores foram
pulverizados sete dias ap0s o transplante e sete dias apds a inducéo, o isolado Pcc120 foi inoculado
por picada, exceto nos experimentos de atividade enzimética e custo fisioldgico. Pcc120 n&o foi
inibido “in vitro” por nenhum dos produtos testados. N& houve redugdo da INC em nenhum dos
experimentos. Em casa de vegetagdo, a SEVF da doenga foi reduzida em 47,5% pelos tratamentos
Agro-Mos® e ASM, os quais também, respectivamente, reduziram o IDO em 35,1% e 45,3% e
propiciaram as menores AACPD. A resisténcia induzida foi evidenciada pela auséncia de antibiose
dos dois produtos contra Pcc e pelo aumento das atividades da peroxidase e polifenoloxidase. Em
campo, apenas 0 ASM confirmou os resultados de casa de vegetagdo reduzindo a intensidade da
doenca. N&o houve custo fisiolégico para as plantas com aplicagdo do ASM ou Agro-Mos®. No
segundo trabalho avaliou-se a sensibilidade “in vitro” de Pcc a bactericidas, o efeito de Mycoshield®
(oxitetraciclina 20%) nas dosagensde 3,0 e 1,5 g/L, e das leveduras (Rh1 e Rh2 - Rhodotorula spp. e
Scl - Saccharomyces cerevisae a 10° cel/mL) no controle da doenca em casa de vegetacdo e em
campo. As plantas foram pulverizadas com Mycoshield® e leveduras sete dias ap6s o transplante, e

inoculadas sete dias e 12 h apds o tratamento, respectivamente. Foram avaliados INC, PI, SEVF,



IDO e AACPD. In vitro, 40 isolados de Pcc testados apresentaram resisténcia ao sulfato de cobre e
sensibilidade a oxitetraciclina, estreptomicina, oxitetraciclinatestreptomicina e
oxitetraciclinatsulfato de cobre, todos na concentracéo de 0,2 g/L. Seis isolados de Pcc foram
significativamente mais inibidos por Mycoshieldo do que por Agri-Micina® (oxitetraciclina 1,5% +
estreptomicina 15%), ndo sendo inibidos por Kasumin® (casugamicina 2%). Em casa de vegetagao, o
Mycoshieldo na dosagem 3,0 g/L reduziu a SEVF e 0 IDO em até 47,4 e 19%; ja a levedura Scl
reduziu a SEVF ea AACPD em até 27,6 e 39,3%, respectivamente, enquanto Rhl reduziu a AACPD
em até 33,5. Em campo, o Mycoshieldo reduziu o IDO, a SEVF e a AACPD em respectivamente
14.,4; 15,5 e 28,9%; enquanto que Rh1 reduziu o IDO em 8,8% e Scl reduziu aAACPD em 15,7%. A
reducéo da intensidade da doenca e o baixo custo fisiolégico daindugdo indicam a potencialidade do
uso do ASM em um programa de manejo integrado da podrid&o-mole em couve-chinesa. No entanto,

0 Mycoshiel d° e asleveduras apresentaram baixa eficiéncia para o controle da doengca em campo.

Palavras-chave: Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Brassica pekinensis, indugéo de
resisténcia, peroxidase, polifenoloxidase, Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula sp., oxitetraciclina,

estreptomicina.
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ABSTRACT

The production of Chinese cabbage (Brassica pekinensis) may be limited by occurrence of
diseases, among which the soft rot caused by Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc).
The effect of inducers and antibiotics on the disease control was studied in laboratory, greenhouse
and field. In the first paper acibenzolar-S-metil (ASM) (0.025 g L™), Ecolife® (2 mL L™), Agro-Mos”®
(2 mL L™ and calcium oxide (0.22 g L™) were evaluated for in vitro bacteria growth inhibition;
epidemiological components, incidence (INC), incubation period (PI), disease final severity (SEVF),
diasease index (IDO) and area under disease curve progress (AUPDC); enzymatic activity of
peroxidase and polyphenoloxidase and physiological cost of induction. Under greenhouse and field
conditions inducers were sprayed seven days after transplant, and seven days after induction strain
Pcc120 was inoculated by pricking, except for enzymatic activity and physiological cost experiments.
In vitro Pcc120 was not inhibited by any tested product. The INC was not reduced in any experiment.
In greenhouse SEVF was reduced by 47.5% by Agro-Mos® and ASM which also reduced 1DO by
35.1 and 45.3% respectively and AUDCP. Induced resistance was confirmed by negative antibiosis
against pathogen and increase of peroxidase and polyphenoloxidase activities in treated plants. In
field only ASM confirmed greenhouse results by reducing disease intensity. There was no
physiological cost for plants sprayed with ASM or Agro-Mos”. In the second paper it was evaluated
the in vitro sensibility of Pcc to bactericides, and the effect of Mycoshield® (oxitetracycline 20%) at
3.0and 1.5g L™, and yeasts (Rh1 and Rh2 - Rhodotorula spp. and Scl - Saccharomyces cerevisae at
108 cel mL™) to control the disease in greenhouse and field. Plants were sprayed with Mycoshield®
and yeasts seven days after transplant and inoculated seven days and 12 h after treatment,
respectively. In all experiments INC, PI, SEVF, IDO and AUDPC were evaluated. In vitro 40 Pcc

isolates were resistant to copper sulfate and sensitive to oxitetracycline, streptomycin, oxitetracycline



Xii
+ streptomycin and oxitetracycline + copper sulfate al at 0.2 g L™, Six Pcc isolates were significantly
more inhibited by Mycoshieldo than by Agri-Micina® (oxitetracycline 1.5% + streptomycin 15%),
but there was no inhibition by Kasumin® (kasugamicin 2%). In greenhouse Mycoshieldo a30gL™
reduced SEVF and IDO until 47.4 and 19.0%. The yeast Sc1 reduced SEVF and AUDCP till 27.6 and
39.3% respectively, while Rhl reduced AUDCP until 33.5%. In field Mycoshieldo reduced DO,
SEVF and AUDCP by 14.4; 15.5 and 28.9% respectively; while Rh1 reduced IDO by 8.8% and Scl
diminished the AUDCP by 15.7%. The reduction of disease intensity and low physiological cost of
induction indicate the potentiality of ASM in an integrate management program of Chinese cabbage
soft rot. On the other hand Mycoshieldo and yeasts showed low efficiency for controlling disease in

field.

Keywords: Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Brassica pekinensis, induction of
resistence, peroxidase, polyphenoloxidase, Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula p.,

oxitetracycline, streptomycin.
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Eficiéncia de indutores e antibiéticos no controle da podriddo-mole em couve-

chinesa

INTRODUCAO

1- A couve-chinesa

O segmento familiar da agropecuéria brasileira respondeu em 2003 por 10,1% do
PIB bradleiro, comparado a0 agronegdcio nacional que foi responsavel, nesse ano, por
30,6% (GUILHOTO et al., 2006). Ja a producdo de hortali¢cas no Brasl em 2007 foi de
17,24 toneladas, cultivadas em 800 mil hectares, representando cerca de 3,5% do PIB
agricola (CAMARGO, 2008) e gerando de trés a seis empregos diretos e indiretos. O
estado de Pernambuco é responsdvel por 27% da producéo nordestina de olericolas,
perdendo apenas para a Bahia e Ceara, com 38% e 28%, respectivamente. As folhosas
ocupam lugar de destaque na olericultura pernambucana, chegando a responder por 37%
do valor total gerado pelas olericolas no estado (IBGE, 2006). Esses dados evidenciam a
importancia da agricultura familiar e da producéo de hortalicas na geracéo de emprego e
renda (AGRIANUAL, 2004).

O cultivo de bréssicas tem destacada importéncia na olericultura brasileira, devido
ao grande volume de producdo, retorno econdémico e valor nutricional. As espécies
pertencentes a familia Brassicaceae (Cruciferae) apresentam diversas variedades botanicas
utilizadas na alimentacdo humana. No Brasil, entre as mais cultivadas, destacam-se a
Brassca oleraceae var. italica L. (brécolis), Brassica pekinensis L. (couve-chinesa),
Brassca oleraceae var. botrytis L. (couve-flor), B. oleracea var. acephala L. (couve-
manteiga) e Brassica oleraceae var. capitata L. (repolho) (FILGUEIRA, 2000).

Cultivada na China h4 mais de 1.500 anos, a couve-chinesa foi introduzida no

Jap&o no final do século XIX, sendo tradicionalmente apreciada pela culinéria nipdnica
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(MAROTO-BORREGO, 1995). E erroneamente chamada de “acelga’, folhosa que
pertencente a familia das Chenopodiéceas, denominada Beta wulgaris L. var. cycla, a qua
também gpresenta uma nervura central destacada e de coloragé@o branca. A couve-chinesa
€ uma planta anual, de folhas oblongas, quase inteiras, crispadas e onduladas nas margens,
pilosas e com comprimento de 30 a 40 cm. Apresenta limbo de coloragdo verde pdlido,
com nervura central branca, carnosa e grossa. As folhas se fecham formando uma cabega
compacta, globular-alongada (FILGUEIRA, 2000).

A maioria das cultivares de couve-chinesa produz melhor sob temperaturas amenas,
ou sgja, quando semeadas no outono-inverno. Entretanto, hibridos a exemplo de * Shonan’
e ‘Komachi’ estdo sendo introduzidos no Brasil, por apresentarem maior toleréncia ao
caor (FILGUEIRA, 2000). De acordo com Maroto-Borrego (1995), a couve-chinesa
também € sensivel a fotoperiodos longos e a temperaturas inferiores a 12 °C, que induzem
a floragio prematura. E semeada em bandegja ou em sementeira e as mudas s30
posteriormente transplantadas para o local definitivo, com espagamento de 70 x 30 cm. As
cabegas sdo colhidas 60-70 dias apds a semeadura e embaladas em sacos de mahas
plégticas para o transporte até os centros de comercializagdo (FILGUEIRA, 2000).

Existe um déficit de informagfes atualizadas sobre a producdo de brassicas no
Brasil, segundo a FAO, mundiamente, a érea colhida em 2007 foi de 2.292.097 ha, com
producéo total de 49.205.018 t (FAO, 2007). No Brasil, a produgdo de couve-chinesa em
1996 atingiu 4.509.258 t, sendo a regido Nordeste responsavel por 149.772 t e
Pernambuco 111.838 t, com destaque especial para a mesoregido agreste com 56.388 t
(IBGE, 1996). Segundo a Central de Abastecimento de Pernambuco (CEAGEPE), os
principais Municipios produtores de couve-chinesa no estado séo Camocim de S&o Félix
(45%) e Vitéria de Santo Antdo (43%), seguidos em menor escala por Cha Grande,

Garanhuns, Bonito, S&o Joaguim do Monte e Gravata (12%). A safra da couve-chinesa em
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Pernambuco ocorre de janeiro a maio, onde existe uma oferta de produtos de melhor
qualidade e, por conseguinte pregos mais baixos (CEASA-PE, 2008). A busca por pregos
melhores faz com que parte dos agricultores cultive a couve-chinesa no inverno, época
favoravel a ocorréncia de doengas.

Assim como outras culturas olericolas, a couve-chinesa pode ser afetada por
diferentes pragas e doengas dentre as quais se destacam a lagarta-rosca (Agrotis ipisilon
Hufnagel), a traga-das-cruciferas (Plutela xylostella L.), a manchade-Alternaria
(Alternaria brassicicola (Schw.) Wiltsh., a hémnia das cruciferas (Plasmodiophora
brassicae Woronin) e a podridéo-mole (Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
(Jones) Hauben et al. e Pectobacterium atrosepticum (Van Hall) Gardan et a). Esta Ultima
€ mencionada como a mais destrutiva e importante doenca em muitas areas produtoras no
Brasil e no mundo (MEW et d., 1976; MESSIAEN et a., 1995; MALAVOLTA JR et d.,
1998; KIKUMOTO, 2000; KYEREMEH et al., 2000; REN et d., 2001; TOGASHI et al.,
2001; SEO; TAKANAMI, 2002).

No Nordeste, a couve-chinesa € cultivada predominantemente em areas medindo
menos que cinco hectares, exploragdo tipica de pequenos agricultores (IBGE, 1996). Em
2004, na mesorregido Agreste do Estado de Pernambuco, foi constatada prevaléncia de
100% da podrid&o-mole em todas as areas produtoras amostradas, com incidéncia variando
de1a67% (SILVA, 2005).

A podrid&do-mole em couve-chinesa pode reduzir significativamente a produgdo no
campo, ocorrendo também nas fases de pés-colheita, armazenamento e transporte
(PEROMBELON; KELMAN, 1980). As perdas econdmicas causadas por esta doenca 30
grandes, variando com o valor da cultura, severidade do ataque, condigdes ambientais,

subespécies  envolvidas, condigdes de cultivo, armazenamento, transporte e
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comercidizacio dos produtos (JABUONSKY et al., 1988; PEROMBELON; KELMAN,

1980).

2- A podridéo-mole

Em couve-chinesa, os sintomas da podridéo-mole se iniciam na base e nervura das
folhas que ficam em contato com o solo quando a planta esté no final do ciclo, formando a
cabega e préximo a colheita (KIKUMOTO, 2000). A maceracdo dos tecidos progride
rapidamente para o caule principal, resultando no colapso e morte de toda a planta (REN et
al., 2001).

As bactérias que produzem enzimas pectinoliticas responsaveis pelo sintoma de
podriddo mole, comumente denominadas pectobactérias, penetram nos tecidos da planta
através de ferimentos e causam inicialmente encharcamento ou anasarca (MARINGONI,
1997). Essas bactérias dependem em grande parte da temperatura e concentragdo de
oxigénio, para iniciar a infecgdo, bem como para a produgéo e intensidade dos sintomas
(HAYWARD; MARIANO, 1997; PEROMBELON; KELMAN, 1980). Em condicdes
ambientais favordveis para o desenvolvimento da doenga, incluindo &gua livre, baixa
concentracdo de oxigénio e temperatura elevada, elas colonizam o tecido vascular e os
espacos intercelulares. (PEROM BELON; KELMAN, 1980; TOTH et a., 2003).

As duas espécies de Pectobacterium economicamente mais importantes, P.
carotovorum subsp. carotovorum e P. atrosepticum, causam podriddo-mole em vérios
hospedeiros, entre os quais, alface (Lactuca sativa L.), batata (Solanum tuberosum L.),
beterraba (Beta wulgaris L.), cenoura (Daucus carota L.), couve-chinesa, pimentdo
(Capsicum annuum L.), rabanete (Brassica rapa L.), repolho e tomate (Solanum
lycopersicum L.) (PEROMBELON, 2002; SEO; TAKANAMI, 2002; TOTH et al., 2003)

em diferentes regides (PEROMBELON; KELMAN, 1980; PEROMBELON, 2002; TOTH
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et al., 2003). As bactérias que causam podriddo-mole em couve-chinesa pertencem a
espécie P. carotovorum (Jones) Hauben et al. com predominéncia da subespécie P.
carotovorum subsp. carotovorum (MEW et al., 1976; REN et a., 2001), apesar de P.
carotovorum subsp. odoriferum (Gallois et al.) Hauben et al. (SEO et al., 2004) e P.
atrosepticum (DE BOER et al., 1987) jaterem sido relatadas nesta hospedeira.

Isolados de Pectobacterium sdo anaerdbicos facultativos, quimiorganotroficos,
Gram negativos e moveis por flagelos peritriquios. Tém crescimento 6timo entre 28-30 C°,
todas as espécies so oxidase negetivas e catalase positivas, embora muitas epécies ndo
reduzam nitratos. Fermentam glucose, produzem (3-galactosdase e H,S, utilizam L-
arabinose, D-galactose, D-glucose, glicerol, D-manose, D-ribose e sucrose, mas néo
produzem urease ou &cido a partir de adonitol. O cultivo desses isolados em meio caseina
&cida-peptona-glicose (CPG) com incubagéo a 24 °C por 48 h, permite a visuaizagdo em
lupa, sob iluminagdo obliqua, de colbnias jovens de pectobactérias com aspecto de “vidro
quebrado”. Esta caracterigica também distingue as colbnias de Pectobacterium de
Pseudomonas spp. e de outras bactérias presentes no solo (KELMAN; DICKEY, 1995).
Outros testes como crescimento a 37 °C, reducdp de sacarose, utilizagdo de ceto-
metilglucosideo, producéo de &cido a partir de sorbitol, melibiose, citrato, arabitol, rafinose
e lactose, sensibilidade a eritromicina e producdo de indol permitem a separacéo das
principais pectobactérias (DE BOER; KELMAN, 2001). Além destes, a determinacdo da
atividade pectinolitica em meio CVP (cristal violeta pectato) é um critério auxiliar. Neste
meio, apds incubacdo por 48 horas, isolados de P. carotovorum subsp. carotovorum
formam depressdes a 27 e 33,5 °C mas ndo a 37 °C; P. atrosepticum forma depressbes
apenas a 27 °C e D. chrysanthemi (Burkholder et al.) Samson et al. (sin. P. chrysanthemi

(Burkholder et a.) Brenner et al.) formam depressdes a 27, 33,5 e 37 °C (HYMAN et al.,
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2002). A biologia molecular, biotecnologia e identificacdo por &cidos graxos surgem
também como estratégias importantes na detecgdo de P. carotovorum.

As bactérias causadoras de podriddes moles produzem grandes quantidades de
enzimas pectinoliticas ou pectinases que degradam tecidos parenquimatosos em varios
hospedeiros, principamente dicotileddneas de ciclos curtos ou anuais, com tecidos pouco
lignificados. Os quatro principais tipos de enzimas pectinoliticas produzidas por
Pectobacterium sdo: pectato liase (Pel), pectina liase (Pnl), pectina metil esterase (Pme) e
poligalacturonase (Peh). As trés primeiras tém pH 6timo em torno de 8,0 e a Ultima em
torno de 6,0. Além das enzimas pectinoliticas, proteases, celulases e xilases também estéo
envolvidas na patogenicidade destas bactérias (HAYWARD; MARIANO, 1997).

Pectobacterium carotovorum € capaz de obreviver como epifitica na filosfera de
plantas hospedeiras, como saprofita no solo, em restos culturais infectados, em material de
plantio, em associagdo com ervas daninhas ou na rizosfera de plantas cultivadas, sendo
essas as principais fontes de indculo priméario desta bactéria. Dissemina-se facilmente pela
&gua, raizes e tubérculos infectados, insetos, tratos culturais, homem e implementos
agricolas (PEROMBELON; KELMAN, 1980; GOTO, 1992).

Para controle da doenga recomenda-se 0 uso de variedades resistentes (REN et al.,
2001) ou plantas transgénicas (FRAY et al., 1999; MAE et al., 2001), controle biol6gico
(DONG et al., 2004; MANEFIELD et a., 2001), uso de cécio (FLEGO et a., 1997),
indutores de resisténcia (BENELLI et d., 2004) e emprego de antibidticos ou fungicidas
cupricos (ZAMBOLIM et al., 1997).

No entanto, Ren et al. (2001) consideram que o controle da podridéo-mole é
dificultado pela ampla gama de plantas hospedeiras e pela sobrevivéncia de
Pectobacterium em restos de cultura no solo. O controle quimico ndo é eficiente, mas as

préticas culturais permitem reduzir a incidéncia da doenca. Maringoni (1997) sdlienta que
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para as Brassicaceae € importante evitar ferimentos durante os tratos culturais, utilizar
adubacdo equilibrada com nitrogénio e boro, controlar insetos e fazer programas de rotagéo

de culturas, especialmente com gramineas.

3- Inducéo de Resisténcia

A inducdo de resisténcia € uma proposta promissora no controle de vérias doengas,
podendo ser efetiva contra diversos patdgenos, incluindo virus, bactérias, nematoides e
fungos (BONALDO et al., 2005). Representa um método de controle dternativo, que
juntamente com outros, dentro de um programa de manejo, pode evitar ou atrasar a entrada
ou a subsequente atividade do patdgeno nos tecidos das plantas. (RESENDE et al., 2007;
CAVALCANTI et al., 2006). Consiste no tratamento com agentes bidticos ou abidticos,
ativando mecanismos de defesa da planta ou parte desta contra o ataque de patdgenos
(AGRIOS, 2005; BONALDO et a., 2005). Tratase de uma interagdo extremamente
especifica, regulada entre os genes de aviruléncia do patbgeno e o gene guarda da planta,
ativando sinais responsdveis pela transcricdo de proteinas envolvidas na resisténcia
(DANGL; JONES, 2001).

Dentre os principais mecanismos de indugdo destacam-se a morte programada de
células, fitoalexinas (metabdlitos antimicrobianos), PR-proteinas (proteinas relacionadas a
patogénese) tais como f-1,3-glucanases e quitinases, proteinas inibidoras de proteases,
defensinas e lignificagdo da parede celular. As proteinas PR sdo acumuladas no loca
especifico apds a indugdo, atuando direta ou indiretamente contra o fitopatdgeno (VAN
LOON, 1997; OLIVEIRA et a., 2004).

As substéncias capazes de ativar respostas de defesa nas plantas, conhecidas como
elicitores, atuam como indutores ou ativadores de resisténcia em plantas (STICHER et al.,

1997). Os indutores podem ser usados na exploracdo de mecanismos de defesa por agirem
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diretamente como moléculas sinais ou induzirem a ativagdo de genes que codificam a
sintese de fatores de resisténcia (METRAUX, 2001). Os genes de resisténcia estfio
associados com o incremento do é&cido sdicilico, &cido jasménico e etileno (FEYS;
PARKER, 2000; JALALI et al., 2006). A ressténcia sistémica induzida e a resisténcia
sistémica adquirida séo descritas em alguns trabalhos de forma distinta. A resisténcia
sistémica adquirida desenvolve-se de forma sistémica em resposta a um patdégeno que
causa uma lesdo necrética (reagcdo de hipersensibilidade) ou por aplicagdo de indutores
abidticos. Confere uma protegdo efetiva contra um amplo espectro de patdgenos, €
dependente do &cido sdlicilico e esta associada a producéo de proteinas PR (VAN LOON
et a., 1998; DURRANT; DONG, 2004). A resisténcia sistémica induzida geramente é
causada por rizobactérias, néo envolve o acimulo de proteinas relacionadas a patogénese e
€ independente do &cido sdlicilico. Em substituicdo ao &cido sdlicilico, é ativada pelo
aumento dos niveis de &cido jasmonico e etileno (VAN LOON et al., 1998; FEYS;
PARKER, 2000; GRUNER et al., 2003; GLAZEBROOK, 2005; BONALDO et al., 2005).

Até hoje se postula que a resisténcia sistémica adquirida necessita de um sinal
movel para ser aivada nos tecidos infectados. Entretanto, Sang-Wook et al.
(2007) observaram que mesmo em plantas deficientes na produg@o do &cido sdlicilico a
resisténcia sistémica adquirida pode ser ativada, ndo sendo, portanto, 0 AS o snal movel
dessa ressténcia Nesse mesmo estudo, foi observado que a atividade esterase da proteina
AS-binding 2 (SABP2) converte o Metil salicilato (MeSA) em AS, sendo portanto o metil
salicilato o sinal movel destaressténcia

No ambito molecular, a resisténcia sistémica adquirida & caracterizada pelo
expressivo incremento de um amplo nimero de genes relacionados a patogenicidade. A
presenca de um receptor é primordial nesse processo, sendo geramente de natureza

protéica, encontrando-se na membrana plasmatica e no interior da célula Os receptores
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mediam a percepcdo de sinais derivados do patdégeno ou dlicitor, ativando proteinas,
aumentando o fluxo de ions através da membrana plasmatica, atividade de quinases e
fosfatases e a produgéo de mensageiros secundarios (CAVALCANTI et al., 2005).

O reconhecimento da molécula elicitora pelas proteinas receptoras induz
inicialmente uma explosdo oxidativa, caracterizada pela geracdo rapida e acimulo de

espécies ativas de oxigénio, como o perdxido de hidrogénio e oxigénio (HZO2 e Oz) , sendo

consideradas “ativas’ porque ndo necessitam da entrada de energia para reagir com outras
moléculas. Essas espécies ativas de oxigénio disparam a peroxidacdo dos lipideos na
membrana e ainducgdo de outras respostas de defesa das células. A peroxidagdo de lipideos
ativa a cascata de sindizac&o do &cido jasmbnico, levando a sintese de certas proteinas de
defesa e fitodexinas (VIJAYAN et al., 1998). O peréxido de hidrogénio pode ser
diretamente toxico ao patdgeno e esté envolvido no fortalecimento da parede celular e no

processo de biossintese da lignina (RESENDE et d., 2003).

4- Indutoresderesisténcia

O composto sintético éster-S-metil do &cido benzo-(1,2,3)-tiadiazol-7-carbotidico,
também conhecido como: acibenzolar-S-metil, (ASM, BTH, CGA 245704, Bion® e
Actigard®), derivado do benzotiadiazol, é um andlogo do &cido sdicilico e tem sido
amplamente estudado como agente indutor da resisténcia sistémica adquirida (TERRY;
JOYCE, 2004). Este composto conferiu protegdo em morango (Fragaria $p.) contra
Botrytis cinerea PersFr. (TERRY; JOYCE, 2004), em fumo (Nicotiana tabacum L.)
contra o virus TMV e os fungos Cercospora nicotianae Tehon & Daniels, Peronospora
tabacina D.B. Adam, Phytophthora paradtica J. F. Dastur e as bactérias P. carotovorum e
Pseudomonas syringae pv. tabaci Wolf & Foster (FRIEDRICH et a., 1996), em tomate

contra a bactéria Clavibacter michiganensis subsp. michiganenss (Smith) Davis
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(BAYSAL et al., 2003), em feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) contra Uromyces
appendiculatus (Pers.) Unger (IRITI; FAORO, 2003), em meldo (Cucumis melo L.) contra
Alternaria spp., Fusarium spp. e Rhizopus sp. (HUANG et al., 2000) e em cacaueiro
(Theobroma cacao L.) contra Verticillium dahliae (Kleb) e Crinipellis perniciosa (Stahel)
Singer (RESENDE et d., 2007).

Indutores de resisténcia & base de acibenzolar-S-metil tém sido exaustivamente
estudados nos ultimos anos contra fungos, virus e bactérias de plantas (RESENDE et al.,
2003; BONALDO et a., 2005). Em tomateiro, o processo de indugdo de resisténcia
sistémica adquirida pelo uso do acibenzolar-S-metil, resultou na formagdo de caloses e
depésito de compostos fendlicos junto as paredes das células do fungo Fusarium
oxysporum Schlecht. (BENHAMOU; BELANGER, 1998). Em plantulas de mel&o tratadas
com este indutor foi observado o aumento da atividade das proteinas PR quitinases e
peroxidases (BUZI et a., 2004). Em feijoeiro o uso do acibenzolar-S-metil alterou o
metabolismo da planta, sendo a indugdo associada a aumentos na atividade da peroxidase,
quitinase, B-1,3-glucanase, proteases, aumento da sintese de ligninas e aumento no teor de
proteinas solUveis e aglicares redutores (KUHN, 2007).

O Ecolife® é um produto comercial originado de biomassa citrica, ou de acordo
com o fabricante Quinabra® uma formulagd aguosa heterogénea contendo polifendis,
flavonoides, fitoalexinas e &cidos organicos diluidos. Tem se mostrado eficaz na protecéo
contra doengas nas culturas do pepino (Cucumis sativus L.), cafeeiro (Coffea arabicaL.) e
cacaueiro (CAVALCANTI et al., 2006). Em manga (Mangifera indica L.), mostrou-se
eficiente contra Lasiodiplodia theobromae Pat. reduzindo a severidade da doenca
(DANTAS et al., 2004). Esse produto contém substancias antioxidantes que promovem

alteragdes no metabolismo das plantas auxiliando a prevencdo de doencgas, regulando o



24

crescimento vegetal, processos reprodutivos e a melhora de produtos pés-colheita
(MOTOYAMA et d., 2003).

Acibenzolar-S-metil e Ecolife® pulverizados em plantas de tomate contra
Xanthomonas vesicatoria (Doidge) Vauterin et al. conferiram 47,7% e 39,2% de protegéo
respectivamente, evidenciada pelo aumento da atividade de peroxidases e oxidases de
polifendis e discreto aumento no acimulo de lignina (CAVALCANTI et a., 2006).
Extratos aquosos dos cogumel os Lentinula edodes (Berk.) Pegler e Agaricus blazei Murrill
e acibenzolar-S-metil reduziram significativamente a ocorréncia da murcha-bacteriana em
tomateiro causada por Ralstonia solanacearum (Smith) Y abuuchi et al., observando-se um
aumento na atividade da quitinase e peroxidase nas plantas tratadas com o indutor quimico
(SILVA et al., 2007). Em pimentdo, o acibenzolar-S-metil mostrou-se €ficiente para
induzir resisténcia a diversas bactérias, como P. carotovorum subsp. carotovorum e X.
vesicatoria (VENANCIO et al., 2000).

Os elicitores bidticos sdo complexos de carboidratos, lipideos e proteinas, oriundos
de leveduras, bactérias antagonistas ou fungos ndo patogénicos, que podem também
induzir resisténcia em plantas contra fitopatdgenos. Oligossacarideos, proteinas e
glicoproteinas, originados de fungos e bactérias, podem funcionar como diciadores néo
especificos, para induzir respostas de defesa em plantas que carreguem genes R néo
especificos (BENATO, 2002; NURNBERGER; BRUNNER, 2002). Diferentes produtos

utilizando microorgani smos antagonistas em sua composi¢do encontram-se disponivels, a

®
exemplo o Agro-Mos (mananoligossacarideo fosforilado) derivado da parede da levedura
Saccharomyces cerevisae Meyer ex Hansen, que visa impedir afixagdo do patégeno sobre
os tecidos das plantas reduzindo as infecgdes e o desenvolvimento da doenga (DANTAS,

2003).
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5- Mecanismos bioquimicos deresisténcia

Diferentes alteragbes sdo observadas nas plantas por ocasido do atague de
patdgenos. Com o objetivo de evitar a penetracdo, colonizacdo e retirada de nutrientes do
hospedeiro, as plantas utilizam estratégias para se defender, dentre as quais se destacam
mecanismos estruturais e bioquimicos. Durante esses eventos ocorrem a sintese de
metabolitos secundarios antimicrobianos, espécies reativas de oxigénio e ativacéo de
genes que codificam proteinas PR como: glucanases, quitinases e fenilalanina, entre outras
(GLAZERBROOK et al., 1997)

As PR-proteinas foram descritas pela primeira vez em 1970 por Van Loon, que
observou 0 aciimulo de proteinas incomuns apos infecgdo de plantas de fumo com o virus
do mosaico do fumo (DURRANT; DONG, 2004). Essas proteinas podem estar presentes
na forma de fluidos intercelulares atuando diretamente em contato com o patégeno no
processo de penetragdo do tecido ou acumuladas intracelularmente, nos vactolos, onde
geramente exercem um efeito de defesa apds a descompartimenta-lizacdo das células
(STICHER et al., 1997, CAVALCANTI et al., 2005). Existem 17 familias distintas de
proteinas PR, baseando-se na similaridade das seqiiéncias de aminoé&cidos, relacdo
soroldgica e atividade enzimética ou biolégica (GUZZO, 2003).

A peroxidase (PR-9), enzima comumente envolvida em respostas de defesa de
plantas, € uma glicoproteina capaz de catalizar a produgéo de H,O,, a formacdo de lignina,
incorporagdo de glicoproteinas & parede celular, oxidagdo do é&cido indol-3-acético,
cicatrizagdo de ferimentos, oxidagdo de fendis, defesa contra patdgenos e aumento de
reguladores de crescimento. AlteragBes nos seus padrfes enziméticos estdo relacionadas
com a defesa local e sistémica da planta. Como outras enzimas, a peroxidase atua sobre as

espécies ativas de oxigénio livrando a célula de seu efeito deletério. A alteracdo de sua
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atividade é um indicio de dteracdo do metabolismo da planta, como na formagdo da
lignina pela polimerizagdo de fendis (LABANCA, 2002; CAVALCANTI et a., 2005).

As polifenoloxidases oxidam um amplo grupo de fendis sem a necessidade de
H,O,, também estdo envolvidas na rota biossintética dos fenilpropandides. Possuem a
capacidade de produzir quinonas, por meio da oxidagdo de fendis. A atividade da
polifenoloxidase pode ser acrescida ou inibida em algumas plantas por estresses como
injdria, toxicidade de nitrogénio e atagque de patdgenos. No local onde ocorre a
descompartimentacdo, provocada pelo patdgeno, bem como nas células proximas a regido
de infecgdo, as peroxidases e polifenoloxidases atuam na degradacdo oxidativa de
compostos fendlicos, geralmente com o aparecimento de substancias escuras proveniente
da polimerizagdo oxidativa das quinonas (CAMPOS et a., 2004). Normamente a
polifenoloxidase é elevada em tecidos infectados e apresenta grande importancia para as
plantas, pois esta envolvida nos mecanismos de defesa e na senescéncia, onde 0 aumento
na atividade dessas enzimas resulta em altas concentragfes de produtos téxicos e, portanto,
em niveis maiores de resisténcia a infecges (AGRIOS, 2005).

As B-1,3-glucanases (PR-2) e as quitinases (PR-3), possuem atividade hidrolitica
quebrando polimeros estruturais presentes nas paredes dos patdgenos, com atividade
aumentada quando as plantas sdo tratadas com indutores de ressténcia (LABANCA,
2002). A PR2 s&o proteinas localizadas nos vacuolos e incluem principalmente as proteinas
acidas extracelulares. A PR-3 é condtituida por endoquitinases que sdo agrupadas em seis
classes distintas (1,1, 1V, V, VI e VII), atuando diretamente nas paredes celulares de
fungos, hidrolisando os polimeros de quitina, enfraguecendo-a e tornando as células
osmoticamente sensiveis (GUZZO, 2003). Além das B-1,3-glucanases (PR-2) e quitinases

(PR3) mostraram atividades antimicrobianas (STICHER et d., 1997).



27

Aumento da atividade de B-1,3-glucanases foi congtatado em vérias plantas,
principdmente em feijoeiro comum e caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], apds indugéo,
com quimicos ou organismos ndo patogénicos, reduzindo a severidade das doencas
causadas por vérios fitopatdgenos (OLIVEIRA et a., 2001).

A lignificac8o da parede celular € um importante mecanismo de defesa, formado
pela polimerizacdo de precursores produzidos na rota dos fenilpropandides, sendo iniciada
pela deaminacdo da fenilalanina para écido cindmico e catalizada pela enzima fenilalanina
ambnia-liase. Vesiculas armazenadoras de fendis migram em direcdo a parede celular,
onde ocorre a descompartimentalizacdo dos fendis das porgdes glicosidicas. Os fendis
livres sofrem oxidac&o, ligagdo & parede celular ou sdo polimerizados, sendo que aagdo do
H,O, catalisada por uma peroxidase sobre os alcoois 4-coumail, coniferil e sinapil leva a
geracdo de radicais livres e a formacéo de lignina. Diferentes mecanismos, como barreiras
mecanicas, podem conter 0 avanco e o crescimento do patdgeno, através da modificagdo da
parede celular, tornando-a mais resistente a0 ataque de enzimas hidroliticas e acéo de
toxinas produzidas por patdgenos, impedindo que nutrientes do tecido hospedeiro sejam
utilizados pelo invasor (PASCHOLATI; LEITE, 1994).

Os compostos fendlicos vegetais constituem um grupo quimicamente heterogéneo,
com aproximadamente 10.000 compostos auando em diferentes fungdes. Entre os
compostos fendlicos com agdo antimicrobiana destacam-se a lignina e os flavonbides.
Dentre os flavondides, os isoflavondides tornaram-se conhecidos pela acdo como
fitodexinas (TAlZ; ZEIGER, 2004). As fitoaexinas sd0 metabdlitos secundérios,
antimicrobianos, produzidos pela planta em resposta a estresses fisicos, quimicos ou
bioldgicos. Congtituem um grupo heterogéneo de substéncias pos-formadas que sdo
sintetizadas, primeiramente, nos sitios de infec¢do dos patégenos. Entre esses compostos,

os isoflavondides, os furanoacetilenos ou os terpendides parecem ser 0s mais importantes
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(ROMEIRO, 2001). O modo de acdo dos compostos fendlicos sobre os fungos inclui
granulagdo citoplasmética, desorganizacdo dos contelidos celulares, ruptura da membrana
plasmética e inibicio de enzimas flngicas, refletindo na inibicdo da germinacdo e
elongacdo do tubo germinativo e, ainda, redugdo ou inibicdo do crescimento micelial

(CAVALCANTI et al., 2005).

6. Custo fisiolégico daresisténcia

A utilizagdo de substancias e/ou microorganismos com objetivo de induzir
resisténcia requer muitas vezes um custo fisiolégico de adequacdo das plantas, podendo
apresentar efeito negativo no seu desenvolvimento e na produgdo quando as plantas ndo
estdo infectadas (HEIL et al., 2000). Na natureza, as plantas sGo expostas a variaces
bidticas e abidticas que as forcam a se adgptarem através das alteragdes na atividade
transcricional de diversos genes. Correlagdes negativas entre as taxa de crescimento
ma&ximo e a concentracdo de compostos secundérios relacionados a defesa como celulose,
hemicelulose, terpendides e compostos fendlicos levaram a se propor a teoria do custo
fisiolégico dadefesa (SUZUKI et a., 2006).

Em plantas de piment&o tratadas com acibenzolar-S-metil na auséncia de doenca,
foi observada uma reducgéo na producgéo e na maturagéo de frutos, reforcando aidéia de um
custo energético para a planta cuja resigéncia é ativada (ROMERO et d., 2001). Fato
contrério foi observado em plantas de trigo (Triticum aestivum L.) que apresentaram
crescimento rgpido e maior biomassa do que as plantas tratadas com o indutor. 1sso se deve
provavelmente & competicdo entre a producéo de compostos para a resisténcia contra o
patdgeno e para o crescimento daplanta (HEIL et al., 2000).

Sementes de meldo tratadas com acibenzolar-S-metil e &cido metil jasmonico

apresentaram resisténcia a Didymella bryoniae (Fuckel) Rehm e apenas o primeiro
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proporcionou protegdo contra Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary. Foi observado
porém que as sementes tratadas com os indutores quimicos tiveram a germinacéo afetada,
assim como houve diminuicdo no crescimento das plantulas. Este efeito foi atribuido ao
custo da transferéncia de processos metabdlicos envolvidos no crescimento para a sintese
de compostos relacionados a defesa da planta (BUZI et al., 2004).

Boudet (1998) observou que plantas de tomate tratadas com Ecolife® mostraram
reducdo significativa nos indices de severidade da mancha-bacteriana, porém,
apresentaram um atraso no desenvolvimento vegetativo comparadas as testemunhas sadias.
A inibic&o no crescimento é freqlientemente associada a influéncia da deposicéo de lignina
sobre aextensibilidade da parede celular primaria, afetando a elongacéo celular.

Em condicdes limitantes como a deficiéncia de nutrientes, em especial o nitrogénio,
0 cugo fisiologico da inducéo pode ter seus efeitos potencializados, uma vez que este
elemento € um dos principais fatores limitantes do crescimento da planta, sendo
fortemente afetado na expressdo da resisténcia tanto constitutiva quanto induzida
(DIETRICH, 2004). Horménios vegetais como o &cido sdlicilico e o é&cido jasmbnico
estdo envolvidos em importantes processos de desenvolvimento das plantas, portanto,
alteragbes em seus niveis podem interferir no crescimento e afetar a producéo (HEIL et al.,

2000).

7. Célcio x doengas de plantas

A nutricdo mineral pode reduzir a intensidede de doengas de plantas,
proporcionando paredes celulares e cuticulas mais espessas, manutengdo dentro da célula
de compostos soluveis, tais como agcares simples e aminoécidos, maior suberizag&o,
silicificago e lignificagdo dos tecidos, maior sintese e acimulo de compostos fendlicos e

menor abertura de estématos (HUBER, 2002). No entanto, a nutrigdo mineral pode
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também ter um efeito secundério sobre a resisténcia de plantas ao ataque de herbivoros e
microrganismos patogénicos. Dentre os nutrientes utilizados pela planta, o célcio tem um
papel critico na divisdo e desenvolvimento celular, na estrutura da parede celular e na
formacao da lamela média, sendo relativamente imovel nos tecidos. A presenca de cétions
Ca®* no tecido foliar, respeitando a quantidade ideal de potéssio no contetido celular, inibe
drasticamente a agdo de enzimas pectoliticas produzidas por muitos fungos e bactérias
fitopatogénicos, cujafuncdo € dissolver alamela média da parede celular. O acimulo desse
cétion pode facilitar a ligagdo entre os polimeros de pectina, particularmente na lamela
média, evitando uma despolimerizacdo da parede, aumentando assim sua resisténcia. O
célcio também reduz o desenvolvimento de doengas pos-colheita em frutos, ligando-se as
pectinas presentes na parede celular, reduzindo a acdo de enzimas pectinoliticas
(MARSCHNER, 1995).

Chardonnet et al. (2000), trabalhando com B. cinerea em maca, relataram além da
inibicdo da atividade da poligal acturonase e da diminuigdo da susceptibilidade do tecido do
hospedeiro, o efeito direto do célcio sobre o desenvolvimento do fungo como mecanismo
de ag¢d no controle da podridéo pos-colheita. Gomes et al. (2005) observaram que o Ca
usado na forma de CaCl, reduziu a severidade da podridé-mole em frutos de tomate

causada por P. carotovorum subsp. carotovorum em 69,5%.

8. Antibi6ticos eleveduras no controle de doencas

O éxito ou fracasso do controle quimico de fitobacterioses pode ser atribuido a
maior ou menor eficacia dos principios ativos aplicados, época de tratamento, dosagens e
principalmente a sensibilidade ou resisténcia das populacdes do patdégeno a bactericidas

comumente empregados.
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Antibidticos, sdo substancias produzidas por microrganismos que atuando em
baixas concentragbes inibem o crescimento e, ou, a multiplicagdo de outros
microrganismos (WAKSMAN, 1945). No emprego de antibidticos, € importante ter claro
seus objetivos, aplicabilidade, custo, uso adequado, e principamente sua interferéncia no
ecossistema envolvido. O surgimento de resisténcia e a efetividade dos produtos
envolvidos também devem ser considerados, uma vez que, antibidticos antes efetivos
podem tornar-se ineficazes pelo uso continuado dos mesmos grupos quimicos e/ou com
modo de acdo semelhante. O baixo nimero de agrotoxicos registrados para as diferentes
culturas também contribui nesse processo (ROMEIRO, 2005).

Existem registros de quatro formulados comerciais contendo antibidticos de uso
agricola, sendo eles a Agri-Micina® (oxitetraciclina 1,5% + estreptomicina 15%); o
Agrimaicin 500 (oxitetraciclina 3% + sulfato de cobre 40%); o Kasumin® (kasugamicina
2%) e 0 Mycoshield® (oxitetraciclina 20%). Além do nimero reduzido de produtos, poucos
deles sfo registrados para doengas bacterianas em hortalicas, implicando muitas vezes no
uso incorreto dos produtos existentes. N&o existem produtos registrados para podridéo-
mole em couve-chinesa causada por P. carotovorum subsp. carotovorum. O Kasumim® é
registrado para podridao-mole em cenoura eo Mycoshield® para canela-preta e podridéo-
mole em batata e cenoura, respectivamente (LOPES; QUEZADO-SOARES, 1997). No
entanto, alguns relatos demonstram a baixa eficacia da estreptomicina e de alguns produtos
cUpricos em lavouras de tomate e pimentdo (MARCO; STALL, 1983; MARINGONI et al.,
1986).

O modo de acdo das oxitetraciclinas e tetraciclinas é a inibicdo da sintese de
proteinas em bactérias, por interferirem na incorporacdo de aminoéacidos ativados
(aminoacil t-RNA) a cadeia protéica em formagdo no ribossoma.  As estreptomicinas

podem atuar no inicio da sintese protéica, por bloguear a formagdo do complexo iniciante
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(associagdo do aminoacil t-RNA aos ribossomas), ou interferindo na leitura correta do
cédigo genético, causando a incorporagéo de aminoacidos diferentes, o que resulta em
enzimas inativas ou ndo funcionais (KURILOWICZ, 1981).

Preventivamente, os antibiéticos podem ser mais eficientes, mas quando a doenca
j& esta instalada no campo e as condigdes ambientais sdo favoraveis, essa eficiéncia
diminui (BERIAM; MALAVOLTA JR, 2006).

No passado, assumiase que os antibidticos eram facilmente absorvidos e
translocaveis nos tecidos vegetais, possuindo efeito curativo e protetor. Bioensaios com
folhas de maracuja (Passiflora edulis Sims) demonstraram que o sulfato de estreptomicina
ndo era absorvido nem se translocava nos tecidos da planta, embora permanecesse
biologicamente ativo na superficie das folhas por aé 16 dias (ROMEIRO, 1984).
Trabahos com plantas de pimentdo mostraram os mesmos resultados. Normalmente, os
produtos quimicos sstémicos como cloridrato de kasugamicina e oxitetraciclina, quando
pulverizados na parte aérea das plantas sdo absorvidos e redigtribuidos no limbo foliar. A
translocacdo do produto de uma folha a outra ou da folha para o xilema do caule é
praticamente nula (FRIGO, 2004).

Produtos cupricos tém sido utilizados no controle de doencas bacterianas, tais como
oxicloreto de cobre, sulfato de cobre, hidroxido de cobre e Oxido cuproso (LEITE
JUNIOR, 2000). A resisténcia a produtos clpricos em bactérias fitopatogénicas foi
observada pela primeira vez em Xanthomonas spp. associadas com doengas em piment&o
(MARCO; STALL, 1983). Desde entdo, varios autores relataram a ocorréncia de
resisténcia ao cobre em Xanthomonas spp. e Pseudomonas spp. (AGUIAR et al., 2000;
NAKAJMA et d., 2002).

Diferencas na sensibilidade a estreptomicina ja foram observadas entre isolados de

Xanthomonas spp. causando mancha-bacteriana do tomateiro na Flérida - EUA no inicio
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dos anos 60 (STALL; THAYER, 1962) e isolados resistentes a estreptomicina também
foram encontrados no Caribe e na América Central (BOUZAR et al., 1999). Por outro lado,
na Itélia, onde 0 uso desse antibidtico ndo é permitido, nenhum isolado resistente dentre os
obtidos de pimentdo foi detectado (BUONAURIO et d., 1994). Resisténcia de isolados de
X. campestris pv. viticola (Nayudu) Dye ao cobre e estreptomicina também j& foi citada
por Araljo et a. (2003).

Ao contrario da edtreptomicing, ainda ha poucos relatos de resisténcia a
oxitetraciclina. No Brasil, foram detectados isolados de Xanthomonas spp. resistentes ao
cobre associados a mancha-bacteriana do tomate e pimentdo originados principalmente dos
Estados do Rio de Janeiro e de S&o Paulo, embora nenhum isolado tenha sido resistente a
oxitetraciclina (AGUIAR et al., 2000). Apenas dois relatos sobre a resisténcia de bactérias
fitopatogéncias & oxitetraciclina foram encontrados, P. syringae pv. syringae van Hall,
procedente de pomares de pera (Pyrus communis L.) nos Estados Unidos (SPOTTS;
CERVANTES, 1995) e P. syringae pv. tomato (Okabe) Young et al., em lavouras de
tomate paraindustria no Brasil (SILVA; LOPES, 1995).

Quezado-Duva et a. (2003) avaliaram a sensibilidade ao cobre em isolados de
Xanthomonas spp. associados a mancha-bacteriana do tomateiro, inclusive X. vesicatoria.
Nenhum dos isolados estudados foi resistente a oxitetraciclina, no entanto houve diferenca
quanto aos isolados estudados em relagdo ao sulfato de cobre e sulfato de estreptomicina
No cancro-bacteriano do tomateiro causado por C. michiganenss subsp. michiganensis,
apenas oxitetraciclina propiciou menor incidéncia de foliolos doentes em plantas
inoculadas (THEODORO; MARINGONI, 2000).

O controle biol6gico também congtitui uma alternativa viavel dentro de um
programa de manejo. Os microrgani smos do filoplano consistem basicamente de bactérias,

fungos filamentosos e leveduras, que através de mecanismos tais como competicéo por
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nutrientes, antibiose, inducéo de resisténcia e parasitismo dentre outros, podem exercer um
controle biologico natural (LUZ, 1991).

O biocontrole utilizando leveduras vem sendo bastante utilizado, uma vez que esses
microorganismos sdo integrantes da microbiota epifitica, endofitica e do solo onde se
desenvolvem as plantas, ndo produzem antibiéticos, competem por nutrientes, colonizam
ferimentos e podem induzir resisténcia (VALDEBENITO-SANHUEZA, 2000).

As leveduras sd0 representadas, principamente por: Aureobasidium spp.,
Cryptococcus spp., Rhodotorula spp., Saccharomyces spp. e Sporobolomyces spp., (LUZ,
1991). O fator “killer”, um peptideo toxico liberado no meio de cultivo, capaz de inibir o
crescimento de outros microrganismos € produzido por determinadas cepas de
Saccharomyces spp., Candida spp., Cryptococcus spp., Debaryomyces spp., Hansenula
spp., Kluyveromyces spp., Pichia spp., Torulopsis spp. (YOUNG, 1981), Rhodotorula spp.
e Trichosporon spp. (MORACE et al., 1984). As leveduras podem ser utilizadas no
controle de doencas como alternativa de protecdo contra fitopatdgenos, sendo observada
mediante o emprego de S. cerevisiae em plantas de milho (Zea mays L), sorgo (Sorghum
spp.), café, eucdipto (Eucaliptus spp.) e maracuja contra diferentes patdégenos
(STANGARLIN; PASCHOLATI, 1994). Gomes et al., (2005), avaliando os
microrganismos Rhodotorula sp. (LD-19) e Pseudomonas sp. fluorescente (P-2) no
controle da podriddo-mole em frutos de tomateiro causada por P. carotovorum subsp.
carotovorum obtiveram uma redugédo da severidade da doenga de 93% utilizando a
levedura em combinagdo com CaCl,a8%.

Por mais que a acdo de indutores, leveduras e antibidticos seja conhecida no meio
cientifico, sua utilizagc@ pelos agricultores em brassicas ainda é pouco frequente, sgja pela
caréncia de informagdes cientificas que justifiquem seu emprego ou pelo desconhecimento

de sua agdo protetora.
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Considerando a importéncia da podriddo-mole como fator limitante para a
producdo de couve-chinesa em dgumas éreas do estado de Pernambuco e a dificuldade
para encontrar medidas efetivas de controle da doenga, os objetivos deste trabaho foram:
(i) avaliar o efeito de indutores de resisténcia no controle da podriddo-mole causada por P.
carotovorum subsp. carotovorum em couve-chinesa e 0 custo fisiolégico na indugéo
(Capitulo 1) e (ii) testar antibioticos comerciais e leveduras para o controle da doenca

(Capitulo 111).
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RESUMO
A producdo de couve-chinesa (Brassica pekinensis) pode ser limitada pela

ocorréncia da podriddo-mole causada por Pectobacterium carotovorum  subsp.
carotovorum (Pcc). Os produtos acibenzolar-S-metil (ASM) (0,025 g¢/L), Ecolife® (2
mL/L), Agro-Mos® (2 mL/L) e 6xido de cécio (0,22 g/L) foram testados para controle
dessa doenca avaliando-se a inibicGo do crescimento bacteriano “in vitro”, o0s
componentes epidemioldgicos, a atividade das enzimas peroxidase e polifenoloxidase e o
custo fisiologico dainducdo. Em casa de vegetacdo e campo as plantas foram tratadas sete
dias apés o transplante pela pulverizagcd com os indutores em dosagem Unica acima
mencionada. Sete dias apbs aindugéo, as plantas foram inoculadas com o isolado Pcc120
do patdgeno, exceto nos experimentos de atividade enzimética e custo fisiologico. Em
campo, ho experimento de custo fisioldgico, parcelas tratadas ou ndo com os indutores
foram avaliadas quanto & biomassa fresca da cabeca de couve-chinesa e biomassa seca das
raizes. O isolado bacteriano n&o foi inibido in vitro por nenhum dos produtos testados. A
incidéncia ndo foi reduzida em nenhum experimento. Em casa de vegetagdo, a severidade
final da doenca foi reduzida em 47,5% pelos tratamentos Agro-Mos”® (3,2) e ASM (3,2) em
comparagdo com a testemunha (6,1). Ambos também, respectivamente, reduziram o indice

de doencaem 35,1% e 45,3% e propiciaram as menores areas abaixo da curva de progresso

'Parte da tese de doutorado do primeiro autor apresentada ao Curso de Pés-graduaciio em Fitopatologia
(PPGF-UFRPE)
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da doenca (49,8 e 35,5) que diferiram da testemunha (102,7). A ressténcia induzida foi
evidenciada pela auséncia de antibiose dos dois produtos contra o patdgeno e pelo aumento
das atividades da peroxidase e polifeniloxidase. Em campo, apenas o ASM confirmou os
resultados de casa de vegetagdo reduzindo a intensidade da doengca. N&o houve custo

fisiolégico para as plantas com aplicacio do ASM e Agro-Mos®.

Palavras-chave: Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Brassica pekinensis,

inducgéo de resisténcia, peroxidase, polifenoloxidase.

ABSTRACT
Effect of resistance inducersfor controlling Chinese cabbage soft rot

The production of Chinese cabbage (Brassica pekinensis) may be limited by
occurrence of soft rot caused by Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc).
The products acibenzolar-S-metil (ASM) (0.025 g L™), Ecolife® (2 mL L™), Agro-Mos® (2
mL L™ and calcium oxide (0.22 g L™) were tested for disease control through evaluation
of in vitro bacterial growth inhibition, epidemiological components, enzymatic activity of
peroxidase and polyphenoloxidase and physiological cost of induction. Under greenhouse
and field conditions seven days after transplant plants were sprayed once with inducers at
concentrations already cited. Seven days after induction, plants were inoculated with strain
Pcc120, except for enzymatic activity and physiological cost experiments. In field the
physiological cost experiment compared treated and no treated plots evaluating shoot fresh
biomass and root dry biomass. In vitro the bacterial isolate was not inhibited by any tested
products. The disease incidence was not reduced in any experiment. In greenhouse final
disease severity was reduced by 47.5% by Agro-Mos® (3.2) and ASM (3.2) compared with

control (6.1). Both products, respectively, also reduced disease index by 35.1 and 45.3%
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and area under disease curve progress (49.8 and 35.5), which differed from control (102.7).
Induced resistance was confirmed by negative antibioss against pathogen and increase of
peroxidase and polyphenoloxidase activities in treated plants. In field only ASM confirmed
greenhouse results by reducing disease intensity. There was no physiological cost for

plants sprayed with ASM or Agro-Mos®.

Keywords: Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Brassica pekinensis,

induction of resistance, peroxidase, polyphenol oxidase.

(Recebido para publicacdo em... de... de2009; aceitoem... de... de 2009)
(Received in ..., 2009; accepted in ..., 2009)

A podriddo-mole causada por Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
(Jones) Hauben et al. é uma doenca de importéncia econdmica em diversas culturas,
incluindo couve-chinesa (Brassica pekinensis L.) (Kikumoto, 1980), aface, beterraba,
couve, pimentdo, repolho e tomate (Pérombelon, 2002). Levantamento readizado na
mesoregido Agreste do estado de Pernambuco em 2004 mostrou que a podridéo-mole em
cultivos de couve-chinesa teve prevaléncia de 100% e incidéncia variando de 1 a 67%,
evidenciando aimporténcia da doenga para essa hortalica (Silva et al., 2005).

O controle da podridao-mole € muito dificil, uma vez que P. carotovorum subsp.
carotovorum apresenta grande variabilidade (Alvarado, 2006) e véias formas de
sobrevivéncia, inclusive no solo (Kikumoto, 1980; Pérombelon & Kelman, 1980), cujas
caracteristicas, juntamente com os fatores ambientais, podem influenciar a populagéo do
patdgeno, acelerando ou retardando o desenvolvimento da doenca (Pérombelon & Kelman,
1980).

A induc&o de resisténcia consiste no tratamento com agentes bidticos ou abidticos,

ativando mecanismos de defesa da planta ou parte desta contra o ataque de patdgenos. E
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uma proposta promissora no controle destas doencas (Bonaldo et al., 2005) e, juntamente
com outros métodos dentro de um programa de manejo, pode evitar ou atrasar a entrada ou
a subsequente atividade do patdgeno nos tecidos das plantas. (Resende et al., 2007;
Cavalcanti et al., 2006).

O acibenzolar-S-metil (ASM) possibilita protecdo em campo contra um amplo
espectro de doengas em diversas espécies cultivadas, sendo exaustivamente estudado nos
Gltimos anos como indutor quimico de ressténcia contra fungos, virus e bactérias (Gorlach
et al.,, 1996; Bonddo et al., 2005). O Ecolife®, um produto comercial originado de
biomassa citrica, contendo em sua formulagdo polifendis, flavondides, fitoalexinas e écidos
organicos diluidos, tem se mostrado eficaz na protecdo de doencas nas culturas do pepino,
cafeeiro e cacaueiro. O Agro-Mos® (mananoligossacarideo fosforilado) derivado da parede
da levedura Saccharomyces cerevisae 1026 Meyer ex Hansen, pode também induzir
resisténcia em plantas (Dantas, 2003). Dentre os macronutrientes, o calcio tem um pape
critico na divisdo, desenvolvimento celular, estrutura da parede celular e formacéo da
lamela média, podendo reduzir a agdo de enzimas pectinoliticas produzidas por patdgenos
que degradam a parede celular vegetal (Huber, 2002).

Dentre os principais mecanismos de indugdo de resisténcia destacam-se as PR-
proteinas (proteinas relacionadas a patogénese), como a peroxidase, B-1,3-glucanases,
quitinases e polifenoloxidases. As PR-proteinas sdo acumuladas em local especifico apds a
inducdo, atuando direta ou indiretamente contra o fitopatdgeno (Van Loon, 1997;
Cavalcanti et al., 2006). Apesar das vantagens, a utilizagdo de indutores de resisténcia
pode requerer um custo fisioldgico de adegquacdo das plantas e influenciar negativamente o
desenvolvimento e producéo, na auséncia da infec¢éo (Heil et al., 2000).

Considerando a importancia da podridéo-mole como fator limitante para a producéo

de couve-chinesa em algumas &reas do estado de Pernambuco e a dificuldade de medidas
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efetivas de controle para esta doenga, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de
diferentes indutores no controle da podridéo-mole causada por P. carotovorum subsp.
carotovorum em couve-chinesa, bem como, a atividade enzimética e o custo fisioldgico da

inducéo para aplanta.

MATERIAL E METODOS

Avaliacdo dos indutores de resisténcia em laboratorio e casa de vegetacdo -No
Laboratorio de Fitobacteriologia da Universidade Federal Rura de Pernambuco (UFRPE)
foi realizado um ensaio de inibicdo in vitro do crescimento de P. carotovorum subsp.
carotovorum (Pcc) com os indutores ASM (0,025 g/L), Ecolife® (2 mL/L), Agro-Mos® (2
mL/L) e Oxido de cécio (0,22 g/L). Okxitetraciclina a 2,0% (3 g/L) e agua destilada
esterilizada foram utilizados como testemunhas. Discos de papel de filtro de 6 mm de
didmetro foram embebidos em 10 pL de cada produto e, apds secagem, foram transferidos
para 0 meio agar nutritivo-dextrose-extrato de levedura NYDA (20 agar, 10 glicose, 5
extrato de levedura, 3 extrato de carne, 5 peptona bacterioldgica g/L de agua destilada) em
placa de Petri, ao qual fora previamente incorporado 0,1 mL da suspensdo bacteriana do
isolado Pcc120 com concentragdo de 10° UFC/mL. Os halos de inibiggo foram avaliados
48 h ap6s a incubagéo.

Em casa de vegetagdo da Area de Fitossanidade, do Departamento de Agronomia,
da UFRPE foram realizados dois experimentos. No primeiro, os produtos foram testados
para o controle da doenca e no segundo foi estudada a atividade enzimética induzida pelos
produtos selecionados.

Plantas de couve-chinesa cultivar AF-75 foram semeadas em bandejas com substrato

Mecplant® e aos 20 dias apos plantio, transplantadas para vasos de plésticos de 3L
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contendo solo:substrato (1:3, viv). Sete dias apds o transplante, ASM, Ecolife®, Agro-
Mos® e oxido de célcio foram aplicados por pulverizagdo nas dosagens citadas
anteriormente. Sete dias ap0s a aplicacéo dos indutores, as plantas foram inoculadas pelo
método de picada com palito de dente esterilizado na base do peciolo da segunda folha
definitiva. No ferimento, com o auxilio de um micropipetador, foram depositados 5 pL da
suspensio bacteriana com concentragdo de 10° UFC/mL. Ap6s a inoculagdo, as plantas
foram submetidas a cdmara imidapor 6 h, utilizando sacos plésticos umedecidos com &gua
destilada. Durante o periodo dos experimentos a temperatura em casa de vegetagdo variou
de 25 a 35 °C. As avdiagOes foram redlizadas inicialmente a cada hora durante as
primeiras seis horas apds a inoculacdo e, posteriormente, a intervalos de seis horas até 48
h, considerando-se os seguintes componentes epidemioldgicos: (a) incidéncia (INC)
nimero de plantas doentes em relacdo ao total de plantas inoculadas, (b) periodo de
incubacdo (PI), determinado pelo nimero de horas entre a inoculagdo e o surgimento dos
sintomas da doenga; (c) severidade inicia da doenca (SEVI), as seis horas apds a
inoculacdo, estimada com o auxilio de escala descritivade 1 a9 (Ren et al., 2001), onde: 1
= sem lesdo no ponto de inoculagdo; 2 = lesdes menores que 5 mm; 3 = lesdes entre 5 e 10
mm; 4 = |lesBes maiores que 10 mm, porém ndo atingindo as folhas; 5 = lesdo alcangando o
limbo foliar e o caule principd; 6 = caule infectado, porém sem atingir as folhas ndo
inoculadas;, 7 = caule e folhas ndo inoculadas infectadas, 8 = planta inteira préxima a
morte; 9 = planta morta; (d) severidade final da doenga (SEVF), as 48 h apos a inoculagéo,
estimada com o auxilio da escala descritiva; (€) area abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD), calculada conforme Shaner & Finney (1977) pela expressao: AACPD =
[Z (yi + vi+1)/2. ds]/n, onde y; e yi+1 S80 0s valores de severidade observados em duas

avaliacOes consecutivas, d; 0 intervalo entre as avaliagdes e n a duragdo do periodo de
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avaliacao; (f) indice de doenca (IDO), calculado pela formula IDO = X (grau da escaa x
frequéncia) x 100/(n° total de unidades x grau méximo da esca@).

No segundo experimento em casa de vegetacdo, foi avaliado o efeito dos produtos
selecionados ASM e Agro-Mos® na atividade das enzimas peroxidase e polifenoloxidase.
O plantio e condugdo do experimento foram similares ao de selegdo de produtos. A
avaliacdo foi realizada sete e quatorze dias ap0s a aplicacdo dos indutores nas dosagens ja
mencionadas, coletando-se uma folha de cada uma das quatro plantas de cada tratamento,
as quais foram fragmentadas e homogeneizadas, retirando-se 2 g para preparo do extrato
bruto enzimético.

Nestes dois experimentos, os delineamentos experimentais foram inteiramente
casualizados com, respectivamente, cinco e trés tratamentos, com quatro repeticoes, sendo
a unidade experimental congituida por um vaso com uma planta. As determinactes

analiticas foram repetidas trés vezes.

Deter minacgéo da atividade enzimética - No preparo do extrato bruto enzimético, 2
g de folhas foram maceradas com o auxilio de nitrogénio liquido adicionando-se 0,3 g de
polivinilpirrolidona (PVP) e 4,0 mL de tampd& acetato de sddio (0,1 M e pH 5,0),
contendo 1nM de EDTA. Asamostras foram congeladas em freezer -20°C durante 12 h g,
apbs este periodo, centrifugadas a 14.000 rpm por 25 minutos (4°C), transferindo-se o
sobrenadante para novos tubos de eppendorfs, armazenado-os a -20°C para determinagdo
do teor de proteinas totais e atividade enzimatica O teor de proteinas totais foi
determinado de acordo com o método colorimétrico descrito por Bradford (1976). A
andlise da atividade da peroxidase (EC1.11.1.7) foi realizada conforme protocolo descrito
por Dann & Deverall (2000), enquanto que a da polifenoloxidase (EC 1.14.18.1) foi obtida

de acordo com Campos et al. (2004).
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Avaliagdo dos indutores de resisténcia em campo - Em campo comercial,
locdizado no Municipio de Camocim de S& Féix-PE, foram realizados dois
experimentos, sendo o primeiro com os indutores que apresentaram melhores resultados
em casa de vegetagdo e 0 segundo para avaliar o custo fisioldgico desses mesmos
indutores. A metodologia utilizada para aplicagéo dos indutores foi a mesma descrita para
0s experimentos em casa de vegetacdo, exceto pelo plantio, realizado em solo natural com
textura areno-argilosa, sendo as mudas com 20 dias transplantadas com espagamento de 70
x 30 cm e irrigagdo por gotgjo com rega didria. O patdgeno foi inoculado apenas no
primeiro experimento, conforme metodologia j& descrita.

No experimento de indugdo de resisténcia foram avaliados: incidéncia da doenga,
periodo de incubagdo, severidade inicial, severidade final, érea abaixo da curva de
progresso da doenca e indice de doenga, conforme descrito anteriormente. No experimento
de custo fisiologico, a avaliagéo foi realizada ao término do ciclo da cultura com 70 dias,
observando-se a massa fresca da cabega de couve-chinesa e a massa seca das raizes.

Em ambos os experimentos foi utilizado o delineamento em blocos inteiramente
casualizados, com quatro blocos e trés tratamentos por bloco, incluindo a testemunha,

sendo a unidade experimental constituida por dez plantas.

Andlises estatisticas - Todos os dados foram submetidos & andlise de variancia e as

médias comparadas pelo teste de Duncan (P<0,05). Todas as andlises edatigticas foram

®
realizadas com o auxilio do programa SAEG 9.0 (Sistema de Andlises Estatisticas e

Genéticas, Universidade Federal de Vigosa, 2005).
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RESULTADOSE DISCUSSAO

N&o foi observado nenhum efeito inibitério dos indutores testados em relagdo ao
crescimento de P. carotovorum subsp. carotovorum in vitro. Tal fato refuta a hipétese de
protecdo das plantas pela acdo direta dos indutores sobre o patégeno, ou seja, antibiose. A
auséncia de atividade antibidtica in vitro € um dos critérios utilizados para se distinguir
resisténcia induzida de outros mecanismos de controle de doencas. Também Silva et al.
(2007), n&o observaram inibigdo significativa do crescimento de R. solanacearum in vitro
pelo ASM, porém Cavalcanti et al. (2006), demonstrou o efeito inibitério do Ecolife®
sobre o crescimento in vitro de X. vescatoria. Estas dessemelhangas de sensibilidade
podem ser atribuidas a diferengas entre patdgenos, isolados e regides.

Em casa de vegetacdo a incidéncia da doenca foi de 100% em todos os tratamentos
(Tabela1). Apenas o tratamento com Agro-Mos® aumentou significativamente (P< 0,05) o
periodo de incubagdo, sendo os primeiros sintomas detectados na base das folhas das
plantas inoculadas cerca de 24 h ap6s a inoculacdo, retardando, portanto o aparecimento da
doenca, que na testemunha ocorreu aproximadamente 16 horas apds a inoculagdo Os
tratamentos Agro-Mos® e ASM reduziram o indice de doenca, a severidade final da doenca
e a érea abaixo da curva de progresso da doenca. O indice de doenga foi reduzido em 45,3
e 35,1%, respectivamente pelo ASM (35,5) e 0 Agro-Mos”® (42,1) em relacio a testemunha
(64,9). A severidade final foi reduzida em 47,5% por ambos indutores (3,2) em relagdo a
testemunha (6,1) enquanto as éreas abaixo da curva de progresso da doenga observadas
para 0 Agro-Mos® (49,8) e ASM (35,5) evidenciaram diferencas de 51,5 e 65,4% em
relagdo atestemunha (102,7).

N&o houve efeito do 6xido de cécio e Ecolife® nas varidveis epidemiol6gicas

estudadas. O cécio pode reduzir a agdo de enzimas pectinoliticas produzidas por
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patdégenos que degradam a parede celular (Huber, 2002). A ndo eficiéncia do cécio,
isoladamente, pode estar relacionada com a fonte deste macronutriente, 6xido de célcio
e/ou com teor inadequado de boro na planta. O boro desempenha papel significante para as
bréssicas, atuando na incorporacéo do célcio na parede celular e na expansdo celular, com
efeito direto no crescimento e desenvolvimento dessas hortaligas (Alvareset al., 1985).

N&o existem muitos estudos testando o Ecolife® contra doencas bacterianas. Este
produto protegeu plantas de tomate contra a mancha-bacteriana e induziu o aumento da
atividade de peroxidases, polifenoloxidase e acimulo de lignina, além do efeito inibitério
in vitro contra X. vesicatoria (Cavalcanti et al., 2006), discordando dos resultados aqui
apresentados.

Aos sete dias ap6s a aplicagdo dos produtos ASM e Agro-Mos®, apenas as plantas
tratadas com ASM apresentaram diferengas significativas das atividades das enzimas
peroxidase e polifenoloxidase (P < 0,05) em relacdo a testemunha (Tabela 2). Ja aos 14
dias, plantas tratadas com os dois produtos evidenciaram maiores atividades (P < 0,05)
apenas para peroxidase.

O aumento na atividade de enzimas pela aplicacdo de indutores de resisténcia em
plantas tem sido amplamente demonstrado. A deteccéo de um incremento na atividade da
peroxidase aos sete dias apds tratamento com ASM e 14 dias apds tratamento com ASM e
Agro-Mos® sugere que esta enzima esteja relacionada com a reducéo da severidade final da
doenca. O estudo da atividade de peroxidase aos sete e 14 dias apds a aplicagdo dos
produtos teve como objetivo confirmar o prolongamento desta atividade por 14 dias, tempo
necess&rio para o inicio da formagdo da cabega no campo. Esta protegdo ampliada seré
importante no manejo da podriddo-mole. O aumento da atividade da peroxidase em alguns
tratamentos reforga a possibilidade de que a expressdo dessa enzima tenha ocorrido de

forma induzida e ndo constitutiva. A inducdo de resiséncia ocorre por meio do
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reconhecimento da molécula dicitora pelas proteinas receptoras, induzindo inicialmente
uma explosdo oxidativa, caracterizada pela geragdo rdpida e acimulo de espécies ativas de
oxigénio, resultando nabiossintese de lignina (Cavalcanti et al., 2005).

Plantas tratadas com os dois produtos e a testemunha ndo apresentaram diferencas
significativas quanto a atividade de polifenoloxidase 14 dias ap0s a gplicagdo dos produtos.
Dai infere-se que nas condi¢des do experimento, a polifenoloxidase foi mais ativa sete dias
apbs o tratamento enquanto a peroxidase teve agdo mais prolongada. As maiores atividades
da peroxidase associadas a0 ASM e Agro-Mos® e da polifenoloxidase associada a0 ASM
observadas neste trabalho resultam em reforgo da parede celular e podem estar associadas
com indugdo de ressténcia local e sistémica (Anterola & Lewis, 2002). Em plantas, a
polifenoloxidase tem sido associada também a lignificaco, dém de ser um fator na
protecdo de plantas injuriadas contra outros organismos invasores, pela agdo toxica de
quinonas reativas produzidas a partir da catélise de compostos fendlicos (Mayer & Staples,
2002).

Em campo também ndo foi observada diferenca significativa (P< 0,05) entre os
tratamentos com relagcdo a incidéncia da doenca que foi de 100% (Tabela 3). O tratamento
com ASM aumentou o periodo de incubacéo (20,3 h) em relagdo a testemunha (19,2 h),
embora em menor escala que o Agro-Mos em casa de vegetagdo (Tabela 1). O ASM
também reduziu o indice de doenca (38,8) e severidade fina (3,4) em 13% e 19,0%
respectivamente, em relacdo a testemunha (44,6 e 4,2). Os tratamentos ASM e Agro-Mos”
apresentaram AACPD de (70,5) e (74,5) respectivamente, correspondendo a redugdes de
11,8 e 6,8% em relacdo a testemunha (80,0). Desta forma, observou-se que os resultados
do ASM no campo mantiveram-se, embora em menor escala, 0 gue ndo aconteceu com o

Agro-Mos” que apenas reduziu aAACPD.
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Os produtos ASM e Agro-Mos® em casa de vegetacdo e ASM em campo, aplicados
sete dias antes da inoculagdo com P. carotovorum subsp. carotovorum, reduziram a
intensidade da podriddo-mole em plantas de couve-chinesa Por se tratar de uma doenca
extremamente destrutiva, a podrid&o-mole pode acarretar perdas relevantes na mesorregiao
do Agreste de Pernambuco onde, segundo Silva et al. (2005) a doenga ocorre em 100% das
areas de cultivo com incidéncia variando de 1 a 67%. Considerando que a couve-chinesa
tem ciclo curto, de 60 a 70 dias, afase critica de infeccdo ocorre proximo aos 20 dias apos
o transplante, periodo em que as folhas e, principdmente as nervuras, tocam o solo e
inicia-se a formag&o da cabega. Neste periodo, os tecidos da planta estdo mais susceptiveis
a acdo de enzimas pectinoliticas, embora as perdas continuem nas fases de colheita,
estocagem e transporte (Ren et al., 2001). Ponderando ainda que o patbgeno é
extremamente agressivo, o retardamento da doenca pelos produtos ASM e Agro-Mos®
representado pelo aumento do periodo de incubagdo; e a reducdo da intensidade da doenca
representada pela diminuicéo da severidade final, do indice de doenca e da érea abaixo da
curva de progresso da doenca aos 20 dias de implantagdo da cultura é importante. Isto
deverarestringir a doenca as folhas mais velhas e evitar ou minimizar a infecgdo no caule
da planta, desta forma possibilitando a colheita e comercializagdo do produto pelo
agricultor, o que muito contribuira para o manejo da doenca.

Apesar de ndo terem sido encontrados na literatura consultada, exemplos de
controle da podriddo-mole em qualquer crucifera pelos indutores estudados, existem
relatos de controle de doencas bacterianas em outras hortalicas. O ASM € um indutor de
resisténcia amplamente reconhecido com efetividade de controle em tomateiro contra
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria e Ralstonia solanacearum (Silva et al., 2003;

Silva et al., 2007; Araljo et al., 2005), Clavibacter michiganens's subsp. michiganens's
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(Soylu et al., 2003); e em batata cvs. Asterix e Baronesa contra Pectobacterium
atrosepticum (Benelli et al., 2004).

Em campo n&o foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos
ASM, Agro-Mos® e testemunha com relacio as varidveis biomassa fresca da cabeca e
biomassa seca das raizes de couve-chinesa. Isto significa que ndo houve custo fisiologico
da indugdo com a aplicagdo dos dois produtos que apresentaram maiores redugoes de
intensidade da doenca. Esta € uma das principais preocupagdes no uso de indutores de
crescimento, levando até a exclusdo do uso de produtos em espécies ou interacOes
indutor/espécie que apresentam alto custo fisiologico. Portanto, este resultado significa que
mesmo ocorrendo a inducdo da resigéncia, a couve-chinesa ndo apresenta reducéo de
crescimento.

Aplicagbes de ASM em tomateiros inoculados com X. vesicatoria ndo causaram
custo fisiolégico (Cavalcanti et al., 2006). Da mesma forma, cacaueiros pulverizados com
ASM n&o diferiram na biomassa fresca da parte aérea das plantas apenas inoculadas com
Verticillium dahliae (Cavalcanti et al., 2004). Esses relatos demonstram que esse indutor
ndo causou perdas metabdlicas, ou sga, compostos destinados ao crescimento da planta
ndo foram utilizados para sintese de compostos de defesa (Heil & Bostock, 2002). Em
contraposi¢do, o uso do ASM em feijoeiro alterou 0 metabolismo da planta, gerando custo
metabdlico traduzido por reducéo da produtividade (Kuhn, 2007) e, em condi¢bes de
deficiéncia de nitrogénio, este indutor prejudicou a cultura do trigo pelo alto custo
fisiolégico envolvido (Heil & Bostock, 2002).

Os resultados em campo S80 promissores, primeiro por se tratar de uma doenga
extremamente destrutiva e de dificil controle, e, segundo, pelo fato dos indutores ndo
interferirem no desenvolvimento das plantas. No entanto, devido ao baixo nivel de reducéo

da intensidade da doenca, estes produtos apenas deveréo ser recomendados se aplicados



329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

69

em conjunto com outras medidas de controle, dentro de um programa de manejo para a

podriddo-mole da couve-chinesa
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TABELAS

Tabela 1. Efeito de ASM, Ecolife®, Agro-Mos® e éxido de cécio no controle da
podriddo-mole da couve-chinesa, avaliado pelas variaveis, periodo de incubacdo (PI),
indice de doenca (IDO), severidade final (SEVF) e &rea abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD) em condigOes de casa de vegetacdo, Departamento de Agronomia,
UFRPE, Recife, PE, 2008.

PI* IDO* SEVF®*  AACPD?
TRATAMENTO! (horas)
Acibenzolar-S-metil (0,025 g/L) 195°b 355b 32b  355b
Ecolife® (2,00/L) 17,7b 644a 58a 105,0 a
Oxido de calcio(0,22 g/L) 16,8 b 66,6a 6,0a 934 ab
Agro-M os? (2,00/L) 23,7a 421b 3,2b 498c
Testemunha 15,6 b 649a 6,1la 102,7 a
CV. (%) 9,9 8,5 5,7 19,9

Indutores aplicados em plantas com 27 dias e inoculagio com Pectobacteri um car otovorum subsp. car otovorum sete
dias ap6s indugéo; *Pl= nimero de horas entre ainoculagio e o surgimento dos sintomas da doenga; IDO= calculado
de acordo com McKinney (1923); SEV F= determinada as 48 h apds a inoculagdo, com o auxilio da escala descritiva
de Ren et al. (2001); AACPD= calculada segundo Shaner & Finney (1977); *Média de quatro repeticdes; médias
seguidas por letrasiguais ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).

Tabela 2. Efeito de ASM e Agro-Mos® na aividade enzimética da peroxidase e
polifenoloxidase aos 7 e 14 dias apos a aplicagdo em couve-chinesa, em condigdes de casa

de vegetacdo, Departamento de Agronomia, UFRPE, Recife, PE, 2008.

7 dias 14 dias
TRATAMENTO! Per oxidase Polifenoloxidase Per oxidase Palifenoloxidase
(U/mg proteina)
Acibenzolar-S-metil (0,025 g/L) 7,1% 23,4a 4,1a 3,7a
Agro-Mos® (2,0g/L) 5,0b 9,90 3,9a 3,0a
Testemunha 4,3b 6,3b 2,8b 3,2a
CV. (%) 16,5 28,1 425 15,7

Indutores aplicados em plantas com 27 dias; “Média de quatro repeticbes; médias seguidas por letras iguais néo diferem
entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).
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Tabela 3. Efeito de ASM e Agro-Mos® no controle da podriddo-mole em couve-chinesa,
avaliado pelas variaveis, periodo de incubagdo (Pl), indice de doenga (IDO), severidade
final (SEVF) e &rea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), em campo
comercid localizado no municipio de Camocim de S&o Félix, PE, 2008.

TRATAMENTO! P12 IDO SEVF AACPD
(horas)

Acibenzolar-S-metil (0,025 g/L) 20,3%a 38,8b 3,4b 70,5a

Agro-M os® (2,0g/L) 18,8b 44 6a 4,0a 74,5a

Testemunha 19,2b 44 6a 4.2a 80,0b

CV. (%) 54 9,4 7.9 139

"Indutores aplicados em plantas com 27 dias e inoculagdo com  Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum sete dias ap6s indugéo; 2Pl= nimero de horas entre ainoculagio e o surgimento dos sintomas da
doenca; IDO= calculado de acordo com McKinney (1923); SEV F= determinada as 48 h apds ainoculagdo, com
0 auxilio da escala descritiva de Ren et al. (2001); AACPD= calculada segundo Shaner & Finney (1977);
3Média de quatro repeticdes; médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Duncan
(P<0,05).

Tabela 4. Avdiagdo do custo fisiologico da indugdo pelo acibenzolar-S-metil e Agro-
Mos® em couve-chinesa, utilizando as variaveis, biomassa fresca da cabeca de couve-
chinesa (BFC) e biomassa seca das raizes (BSR), em campo comercial locaizado no
Municipio de Camocim de Séo Fdlix, PE, 2008.

TRATAMENTO'! BFC(Kg) BSR(g)
Acibenzol ar-S-metil (0,025 g/L) 1,87 a 2.8a
Agro-Mos® (2,0 g/L) 1,84a 29a
Testemunha 1,81la 2,3a
C.V. (%) 16,2 5,8

Hndutores aplicados em plantas com 27 dias; “Média de quatro repeticbes; médias seguidas por
letras iguais ndo diferem entre si pel o teste de Duncan (P<0,05).
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RESUMO
A podridéo-mole causada por Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) é
um fator limitante a produgddo de couve-chinesa (Brassica pekinensis). Avaliou-se a
sensibilidade “in vitro” de Pcc a bactericidas, o efeito de Mycoshield® (oxitetraciclina
20%) nas dosagens de 3,0 e 1,5 g/L, e das leveduras (Rh1 e Rh2 - Rhodotorula spp. e Scl -
Saccharomyces cerevisae a 10° cel/mL) no controle da doenca em casa de vegetagéo e em
campo. As plantas foram pulverizadas com Mycoshield® e leveduras sete dias apds o
transplante, e inoculadas por picada com o isolado Pccl20, sete dias e 12 h apoés o
tratamento, respectivamente. Em ambos os casos foram avaliados os componentes
epidemioldgicos da doenga. In vitro, 40 isolados de Pcc testados apresentaram resisténcia
a0 gwulfato de cobre e sensibilidade a oxitetracicling, edtreptomicina,
oxitetraciclinatestreptomicina e oxitetraciclinat+sulfato de cobre, todos na concentracéo de
0,2 g/L. Seis isolados de Pcc foram significativamente mais inibidos por Mycoshieldo do
que por Agri-Micina® (oxitetraciclina 1,5% + estreptomicina 15%), ndo sendo inibidos
por Kasumin® (casugamicina 2%). Em casa de vegetagéo, o Mycoshieldo na dosagem 3,0
g/L reduziu a severidade e o indice de doenca em até 47,4 e 19%; ja alevedura Scl reduziu
a severidade da doenca e a érea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) em até
27,6 e 39,3%, respectivamente, enquanto Rhl reduziu a AACPD em até 33,5. Em campo,
o] Mycoshieldo reduziu o indice de doenca, a severidade final e a AACPD em
respectivamente 14,4; 15,5 e 28,9%; enquanto que Rhl reduziu o indice de doenca em
8,8% e 1 reduziu a AACPD em 15,7%. Conclui-se que tanto o Mycoshieldo guanto as
leveduras apresentaram baixa eficiéncia para o controle da podridéo-mole da couve-

chinesa em campo.

3Parte da Tese de Doutorado apresentada pelo primeiro autor & Universidade Federal Rural de Pernambuco
(2009).
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Palavr as-chave: Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Brassica pekinensis,

Saccharomyces cerevis ae, Rhodotorula sp., oxitetracicling, estreptomicina

ABSTRACT
Effect of antibioticsand yeasts on the control of Chinese cabbage soft rot

The soft rot caused by Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) isalimiting
factor of Chinese cabbage (Brassica pekinensis) production under favorable conditions. It
was evaluated the in vitro sensibility to bactericides, and the effect of Mycoshield®
(oxitetracycline 20%) at 3.0 and 1.5g L™, and yeasts (Rh1 and Rh2 - Rhodotorula spp. and
Scl - Saccharomyces cerevisae at 10° cel mL™) to control the disease in greenhouse and
field. Plants were sprayed with Mycoshield® and yeasts seven days after transplant and
inoculated by pricking with isolate Pccl20 seven days and 12 h after treatment,
respectively. In all experiments disease epidemiological components were evaluated. In
vitro 40 Pcc isolates were resistant to copper sulfate and sensitive to oxitetracycline,
streptomycin, oxitetracycline + streptomycin and oxitetracycline + copper sulfate all at 0.2
g L™ Six Pcc isolates were significantly more inhibited by Mycoshieldo than by Agri-
Micina® (oxitetracycline 1.5% + streptomycin 15%), but there was no inhibition by
Kasumin® (Kasugamicin 2%). In greenhouse Mycoshieldo at 3.0 g L™ reduced disease
severity and disease index until 47.4 and 19.0%. The yeast Scl reduced disease severity
and area under disease curve progress (AUDCP) till 27.6 and 39.3% respectively, while
Rh1 reduced AUDCP until 33.5%. In field Mycoshieldo reduced disease index, final
severity and AUDCP by 14.4; 15.5 and 28.9% respectively; while Rhl reduced disease
index by 8.8% and Scl diminished the AUDCP by 15.7%. In conclusion Mycoshieldo and
yeasts showed low efficiency for controlling soft-rot of Chinese cabbage in field.

Keywords: Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Brassica pekinens's,
Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula sp., oxitetracycline, streptomycin.

(Recebido para publicacdo em... de... de2009; aceitoem... de... de 2009)
(Received in ..., 2009; accepted in ..., 2009)
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O estado de Pernambuco é um dos principais produtores de cruciferas no Nordeste
brasileiro, sendo os municipios de Camocim de S0 Felix e Cha Grande os maiores
produtores de couve-chinesa (Brassica pekinnenss L.). Em 2004, no Agreste de
Pernambuco, foi constatada prevaléncia de 100% da podridé-mole da couve-chinesa em
todas as areas produtoras amostradas, com incidéncia variando de 1 a 67% (Silva et al.,

2005).

A podriddo-mole causada por Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
(Pcc) (Jones) Hauben et al. é uma doenca de importancia econdmica em diversas culturas,
incluindo couve-chinesa (Kikumoto, 1980), alface, beterraba, couve, pimentdo, repolho e
tomate (Pérombelon, 2002). O controle desta doengca € muito dificil, uma vez que Pcc
sobrevive na agua, no solo, em restos culturais infectados, na rizosfera de plantas
cultivadas ou invasoras e epifiticamente na filosfera de plantas hospedeiras ou invasoras
(Kikumoto, 1980; Pérombelon & Kelman, 1980).

Para controle da podrid&o-mole em diferentes hospedeiros recomenda-se o uso de
variedades resistentes (Ren et al., 2001), plantas transgénicas (Fray et al., 1999; M&e et al.,
2001), controle biolégico (Dong et al., 2004; Manefield et al., 2001), uso de célcio (Flego
et al., 1997), indutores de resisténcia (Benelli et al., 2004) e emprego de antibidticos ou
fungicidas clpricos (Zambolim et al., 1997).

Na utilizacdo de antibidticos para controle de bacterioses deve-se considerar o
custo, registro para a cultura, periodo de caréncia e, principalmente, a interferéncia no
ecossistema envolvido. O reduzido nimero de agrogquimicos registrados para doencas
bacterianas em hortalicas favorece a utilizag@o de produtos indevidos e ineficazes. Existem
registros de quatro formulados comerciais contendo antibi6ticos de uso agricola, sendo eles
a Agri-Micina® (oxitetraciclina 1,5% + estreptomicina 15%); o Agrimaicin® 500

(oxitetraciclina 3% + sulfato de cobre 40%); o Kasumin® (casugamicina 2,0%) e o
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M ycoshield® (oxitetraciclina 2,0%). N&b existem produtos registrados para podriddo-mole
em couve-chinesa. O Kasumim® é registrado para podridd-mole em cenoura e o
Mycoshield® para canela-preta e podridd-mole em batata e cenoura, respectivamente
(Lopes; Quezado-Soares, 1997).

O controle bioldgico juntamente com outras préticas de controle constitui uma
alternativa viavel dentro de um programa de manejo de doengas de plantas. Segundo
Valdebenito-Sanhueza (2000), o biocontrole utilizando leveduras vem sendo bastante
utilizado, uma vez que esses microrganismos sd0 integrantes da microbiota epifitica,
endofitica e do solo onde se desenvolvem as plantas, competem por nutrientes, colonizam
ferimentos e podem induzir resisténcia As principais leveduras biocontroladoras sio
Aureobasidium spp., Cryptococcus spp., Rhodotorula spp., Saccharomyces spp. e
Sporobolomyces spp. (Vadebenito-Sanhueza, 2000).

Considerando aimportancia da podridéo-mole como fator limitante para a producéo
de couve-chinesa em algumas &reas do estado de Pernambuco e a dificuldade na aplicacéo
de medidas efetivas de controle para esta doenga, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o

efeito de antibidticos e leveduras no controle da doenca.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo deisoladose preparo desuspensdes- Os 40 isolados de P.
carotovorum subsp. carotovorum foram obtidos da Colecéo de Culturas do Laboratério de
Fitobacteriologia da Universidade Federal Rura de Pernambuco (UFRPE), provenientes de
plantas de couve-chinesa e alface com infec¢do natural, coletadas nos municipios de
Camocim de S8o Félix, Cha Grande e Vitoria de Santo Antdo (Tabela 1). Estes isolados

estavam preservados em agua destilada esterilizada (ADE) e foram reativados através de
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repicagem para meio &gar nutritivo-extrato de levedura-dextrose - NYDA (20 &gar, 10
glicose, 5 extrato de levedura, 3 extrato de carne, 5 peptona bacteriolégica g/L de agua
destilada). Os isolados foram cultivados em tubos contendo NYDA e incubados a
temperatura de 282 °C durante 36-48 h. As suspensdes bacterianas foram preparadas em
ADE e a concentracdo ajustada em fotocolorimetro (Analyser 500M) Aszx = 0,36, que
corresponde a aproximadamente 1 x 10° UFC/mL.

As leveduras foram obtidas da colecdo de culturas do Laboratério de
Fitobacteriologia do Departamento de Agronomia da UFRPE [Rhodotorula sp. 4l111A
(Rhl) e Rhodotorula sp. 4I1IB (Rh2); Saccharomyces cerevisae Hansen (Scl) e
Saccharomyces spp. (Sc sp.)] e da Micoteca do Departamento de Micologia da
Universidade Federal de Pernambuco [S cerevisae (2658 e 5107); Pichia
membranaefaciens Hansen (2611); Aureobasidium pullulans (De Bary) Arnaud (2571 e
2837) e Rhodotorula minuta (Saito) Harrison (5368)]. Os isolados de leveduras foram
cultivados em tubos contendo NY DA e incubados a temperatura de 28+2 °C durante 36-48
h. As suspensdes foram preparadas em ADE e a concentragéo ajustada em camara de

Neubauer para 10° cel/mL.

Sensibilidade “in vitro” de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum a
bactericidas - Foram utilizados 40 isolados de Pcc de origem j& mencionada no item
anterior. Aliquotas de 5 pL das suspensdes bacterianas, preparadas conforme metodologia
j& detahada, foram depositadas em triplicata sobre meio NYDA suplementado com
oxitetraciclina, estreptomicina e sulfato de cobre (200 ppm) e misturas de oxitetraciclina +
estreptomicing; oxitetraciclina + sulfato de cobre e estreptomicina + sulfato de cobre. As
placas foram mantidas em incubadora B.O.D. (Biochemistry Oxigen Demand) a 28+2 °C
durante 48 horas e a avaliago foi realizada considerando-se como resistentes os isolados

que apresentaram crescimento confluente nas trés repeticoes.
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Seis isolados de Pcc sdlecionados com base na reagdo aos bactericidas, ao
hospedeiro e municipio de origem foram testados para sensibilidade a Agri—MicinaO
(PfizerO— oxitetraciclina, 1,5%; sulfato de estreptomicina, 15%), K asumin® (Arysta
Lifescience®- casugamicina 2,0%) e Mycoshieldo (PfizerO - oxitetracicling, 20%),
utilizando dosagens recomendadas para hortaligas, respectivamente 3,0 g/L, 2,0 g/L e 3,0
g/L. A partir de colbnias crescidas por 36-48 h em NYDA, foi feita uma suspensio
bacteriana concentrada em ADE. Aliquotas de 3 mL da suspensdo bacteriana foram
adicionadas a Erlenmeyer contendo 100 mL de meio NY DA fundente, homogeneizando-se
manuamente e vertendo-se em placas de Petri. Apos a solidificacdo do meio, discos de
papel de filtro contendo os antibidticos nas dosagens citadas foram colocados em quatro
pontos equidigtantes da placa de Petri. As testemunhas foram constituidas por discos de
papel de filtro contendo apenas ADE. As placas foram mantidas em incubadora B.O.D. a
28+2 °C durante 24 h e a avaliagdo redizada pela medicdo do halo de inibi¢gdo do
crescimento bacteriano em dois sentidos diametralmente opostos, com auxilio de uma
régua milimetrada.

O primeiro experimento foi qualitativo, com delineamento inteiramente casualizado
e trés repeticdes, sendo a unidade experimental uma placa com trés pontos de deposicéo.
No segundo experimento, o delineamento experimental foi inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 3 x 6 (trés antibidticos x 6 isolados de Pcc), com quatro repeticdes, sendo

cada repeticdo constituida por uma placa com quatro discos do antibiético.

Efeito de MycoshieIdO no controle da podridado-mole da couve-chinesa em casa
de vegetacio - Em casa de vegetagdo, sementes de couve-chinesa AF-75 (Sakata® Seed
Sudamerica Ltda) foram semeadas em bandejas com substrato Mecplant®. Aos 20 dias
apos plantio, foram transplantadas para vasos plésticos contendo 3 L da mistura

solo:substrato (1:3). Sete dias apos o transplante, o MycoshieIdO, previamente selecionado
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“in vitro”, foi aplicado nas dosagens 3,0 gL e 1,5 g/L, pulverizando-se as plantas até o
escorrimento. Sete dias ap0s aplicacdo do MycoshieIdO, as plantas foram inoculadas pelo
método de picada (com palito de dente esterilizado) na base do peciolo da segunda folha
definitiva. No ferimento, com auxilio de micropipetador foram depositados 5 pL da
suspensdo bacteriana de Pcc120. A testemunha foi tratada com &gua destilada e inoculada
com Pcc120. Apds a inoculagdo, as plantas foram submetidas & cAmara Umida por 6 h,
utilizando sacos pléasticos umedecidos. Durante o periodo dos experimentos, a temperatura
em casa de vegetagdo variou de 25 a 35°C.
As avaliagOes foram realizadas inicialmente a cada hora durante as primeiras seis
horas apds a inoculacdo e, posteriormente, a intervalos de seis horas até 48 h,
considerando-se 0s seguintes componentes epidemioldgicos. (a) incidéncia (INC) nimero
de plantas doentes em relagéo ao total de plantas inoculadas; (b) periodo deincubagéo (PI),
determinado pelo nimero de horas entre a inoculagdo e o surgimento dos sintomas da
doenca; (c) severidade inicial da doenga (SEVI), as seis horas apds a inoculagdo, estimada
com o auxilio de escala descritiva de 1 a 9 (Ren et al., 2001); (d) severidade final da
doenca (SEVF), as 48 h ap6s a inoculagdo, estimada com o auxilio da escala descritiva; (€)
&rea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), calculada conforme Shaner &
Finney (1977) pela expresséo: AACPD = [Z (Y; + Vi+1)/2. di]/n, ondey; e yi+1 S80 os valores
de severidade observados em duas avaliagdes consecutivas, dijo intervalo entre as
avaliacOes e n a duragdo do periodo de avaliacdo; (f) indice de doenga (IDO), calculado
pela féormula IDO = X (grau da escala x frequéncia) x 100/(n° totd de unidades x grau
maximo da escala).
O ddineamento foi inteiramente casualizado, com trés tratamentos (M ycoshi eld® em
duas dosagens + testemunha), cada tratamento com quatro repeticbes e a unidade

experimental congtituida por cinco plantas.
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Efeito de leveduras no controle da podriddo-mole em couve-chinesa —
Inicialmente, foram realizados dois experimentos, sendo o primeiro em nervuras de folhas
destacadas com dez isolados Rhodotorula p. 4111A (Rhl), Rhodotorula sp. 4111B (Rh2), S
cerevisae (Scl, 2658 e 5107), Saccharomyces sp. (Sc sp.), P. membranaefaciens (2611); A.
pullulans (2571 e 2837) e R. minuta (5368). O segundo experimento foi de antibiose “in
vitro” contra Pcc120, utilizando as trés leveduras selecionadas no primeiro experimento.

Folhas de couve-chinesa, cultivar AF-75 (Sakata® Seed Sudamerica Ltda.) foram
lavadas com &gua e sabdo, sendo as nervuras principais separadas e desinfestadas com
hipoclorito de sodio (1:2 v:v), enxaguadas duas vezes com agua destilada e secas a0 ar
sobre papel toalha. As nervuras foram acomodadas em bandejas plasticas e no sentido do
seu comprimento foram realizadas cinco perfuragbes com intervalos de 2,5 cm e
profundidade de 2 mm. Sobre cada perfuragdo foram depositados 5 uL da suspensdo de
leveduras preparada conforme ja descrito, e apés 12 h, a bactéria foi inoculada pela
deposicéo de 5 pL da suspensdo bacteriana sobre as perfuragbes. Nervuras tratadas com
dgua dedtilada e inoculadas com Pcc120 congtituiram a testemunha. As bandegjas foram
colocadas em cémara Umida por 24 h e as avaliagBes foram realizadas medindo-se o
comprimento (mm) da lesdo produzida pela bactéria nos pontos de inoculagdo, nas
primeiras seis horas a intervalos de uma hora e posteriormente em interval os de seis horas
até as 48 h apos a inoculagdo.

O experimento teve delineamento inteiramente casualizado com onze tratamentos
(10 leveduras + testemunha), cada tratamento teve cinco repeticbes e a unidade
experimental foi congtituida por uma nervura com cinco pontos de inoculagéo.

O efeito inibitorio de trés leveduras selecionadas no experimento em nervuras
destacadas contra Pcc120 foi analisado utilizando-se 0 méodo de antibiose. Aliquotas de 3

mL da suspensdo bacteriana foram colocadas em 100 mL de meio NYDA fundente,
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homogeneizando-se manualmente e vertendo-se em placas de Petri. Apds a solidificagéo,
aliquotas de 5 nL das suspensdes de leveduras foram depositadas em quatro pontos

equidistantes sobre 0 meio de cultura. Na testemunha foram depositadas aliquotas de 5 ni.
de ADE. Asplacas foram mantidas em incubadora B.O.D. a 28+2 °C durante 24-48 horas e
aavaliacéo foi realizada observando-se 0 hao de inibigdo do crescimento bacteriano.

O dedineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos
(trés leveduras + testemunha) e quatro repeticbes, sendo a unidade experimental

constituida por uma placa com quatro pontos de deposi¢éo.

Em casa de vegetacdo, sementes de couve-chinesa cultivar AF-75 foram semeadas
em bandejas com substrato Mecplant® e ap6s 20 dias foram transplantadas para vasos de
plégticos de 3 L (solo:substrato, 1:3). Sete dias ap0s o transplante, 10 mL das suspensdes
das trés melhores leveduras selecionadas “in vitro” foram aplicadas por pulverizagéo na
segunda folha definitiva. Ap6s 12 h foi realizada a inoculagdo pelo método de picada com
palito de dente esterilizado na base do peciolo dessa folha. No ferimento, com o auxilio de
um micropipetador, foram depositados 5 pL da suspensdo bacteriana de Pccl120. A
testemunha foi composta de plantas tratadas com agua degtilada e inoculadas com Pcc120.
ApoGs a inoculagdo, as plantas foram submetidas a cdmara Umida por 6 h, utilizando sacos
plasticos umedecidos. Durante o periodo dos experimentos, a temperatura em casa de
vegetacdo variou de 25 a 35°C. Foram avaliados, conforme j& descrito, os componentes
epidemiologicos PI, IDO, SEVF e AACPD.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por quatro
tratamentos (trés leveduras + testemunha), cada tratamento com quatro repetices sendo a

unidade experimental constituida por cinco plantas.

Efeito de MycoshieIdO e leveduras no controle da podrid&o-mole em campo -Em

campo comercial de couve-chinesa foram testados o Mycoshieldo na dosagem mais



241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

86

eficiente (3,0 g/L) e as leveduras Scl e Rhl, previamente selecionados em casa de
vegetacdo. A metodologia utilizada para aplicagdo do antibidtico, da levedura e para
inoculacdo de Pcc120 foi semelhante a descrita nos experimentos de casa de vegetagdo. O
plantio foi realizado em solo natural com textura areno-argilosa, sendo as mudas
preparadas em bandejas com substrato, transplantadas aos 20 dias com espagamento de 70

x 30 cm eirrigadas diariamente por gotejamento.

O dedlineamento experimental foi em blocos inteiramente casualizados, composto por
quatro blocos, cada bloco com quatro tratamentos (Mycoshieldo, duas leveduras e

testemunha), sendo a unidade experimental constituida por 10 plantas.

Andlises estatisticas — No primeiro experimento foi realizado o teste de correlacéo
de Pierson entre hospedeiro, municipio e reacdo a sulfato de cobre + estreptomicina. Todos
os outros dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste
de Duncan (P<0,05). Todas as analises estatisticas foram redizadas com o auxilio do
programa SAEG® 9.0 (Sistema de Andlises Estatisticas e Genéticas, Universidade Federal

de Vigosa, 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os 40 isolados de Pcc apresentaram sensibilidade “in vitro” aos bactericidas
oxitetraciclina e estreptomicina na concentragdo de 200 ppm, bem como as misturas
oxitetraciclina + sulfato de cobre e oxitetraciclina + estreptomicina. Por outro lado, foi
observada resisténcia de todos os isolados a0 sulfato de cobre a200 ppm e variagdo quanto
a sensibilidade a mistura de sulfato de cobre + estreptomicina, sendo 62,5% dos isolados
resistentes (Dados ndo apresentados). N&o houve correlacéo entre hospedeiro, municipio e

reacao a sulfato de cobre + estreptomicina (Pierson, P<0,05).
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Seis isolados Pcc46, Pec78, Pcc84, Peccll2, Pecll8 e Pec 120, representativos de
couve-chinesa, alface e dos municipios Camocim de S&o Félix, Cha Grande e Vitoria de
Santo Ant&o, todos sensiveis a oxitetracicling, estreptomicina, oxitetraciclina + sulfato de
cobre e oxitetraciclina + estreptomicina e resistentes ao sulfato de cobre e ao sulfato de
cobre + estreptomicina foram selecionados para o teste de antibiose. Nesse teste, houve
interacdo significativa entre antibi6ticos comerciais e isolados (Tabela 2). Todos isolados
foram resistentes a0 Kasumin® e sensiveis a Agri-Mici na e MycoshieIdO, com halos de
inibicdo significativamente maiores para este Gltimo antibidtico. Mycoshieldo inibiu ainda
com maior intensidade os isolados Pcc78 (2,3), Pcc84 (2,2) e Pcc118 (2,0).

Nos municipios estudados ndo é comum a aplicagdo de Kasumi n° em cultivos de
couve-chinesa ou aface, fato que justificaria a resisténcia a casugamicina. No entanto,
sabe-se que a resisténcia a antibidticos é governada por mecanismos genéticos e 0s genes
para ressténcia podem estar presentes, tanto no cromossomo principal como em
plasmideos. Em aguns casos, toda a populacdo bacteriana j& € naturamente resistente a
um ou vérios antibidticos e existem varios exemplos em bacteriologia de plantas,
denominando-se resisténcia multipla constitutiva (Romeiro, 2005). A sensibilidade
encontrada a Agri-Mici ne e Mycoshieldo confirmou a reag&o dos quarenta isolados de
Pcc aos principios ativos destes produtos. Isto pode indicar que a sua utilizagdo em dface e
couve-chinesa nos municipios anadisados anda € incipiente; fato importante,
principalmente pela falta de registro dos mesmos para estas hortaligas.

Os bactericidas mais utilizados comerciad mente sdo os antibiéticos oxitetraciclina e
sulfato de estreptomicina e os cupricos (Romeiro, 1995) oxicloreto de cobre, sulfato de
cobre, hidroxido de cobre e 6xido cuproso (Leite Janior, 2000). A resisténcia a produtos
cUpricos em bactérias fitopatogénicas foi observada pela primeira vez em Xanthomonas

Spp. associadas com doengas em pimentdo (Marco & Stall, 1983) e tem sido relatada
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também em Pseudomonas spp. (Aguiar et al., 2000). Com redagdo aos antibidticos,
diferencas na sensibilidade & estreptomicina foram observadas em Xanthomonas spp.
causando mancha-bacteriana do tomateiro na Florida (Stall & Thayer, 1962), no Caribe e
na América Central (Bouzar et al., 1999) enquanto que na Itdlia, onde o uso da
estreptomicina ndo € permitido, nenhum isolado resistente de Xanthomonas spp. do
piment&o foi detectado por Buonaurio et al. (1994).

N&o existem produtos registrados para podriddo-mole em couve-chinesa. Apenas
Kasumim® e Mycoshield® sfo registrados para essa doenca em cenoura e batata,
respectivamente, sendo também indicados para fitobacterioses em outras culturas (Lopes &
Quezado-Soares, 1997). Considerando os resultados e a classificagdo toxicoldgica da Agri-
Micina® (classe | — extremamente toxica), o Mycoshieldo (classe Il — altamente tdxica) foi
selecionado para os experimentos posteriores.

Em casa de vegetagdo, nos dois experimentos realizados, o tratamento com
Mycoshieldo al,5 gL (50% da dosagem comercial, ou sgja, 300 mg/L de oxitetraciclina)
ndo diferiu da testemunha em relacdo a nenhuma das varidveis andisadas, demonstrando
ineficacia no controle da doenca (Tabela 3). JA 0 Mycoshieldo na dosagem comercial,
apesar de ndo influenciar o Pl em ambos os experimentos, promoveu redugdes de 40,3 e
47,4% na SEVF dadoenca e de 19,0 e 11,4% no IDO em relagéo a testemunha ndo tratada.
Diferengas na AACPD foram observadas apenas no segundo experimento onde o
tratamento Mycoshieldo 3,0 gL reduziu esta varidvel em 55,0%. Esses resultados
confirmaram aguel es obtidos nos experimentos “in vitro”, onde a eficicia da oxitetraciclina
foi observada na inibicdo de Pcc (Tabela 2). De acordo com Theodoro & Maringoni,
(2000) apenas a oxitetraciclina foi capaz de reduzir a incidéncia do cancro-bacteriano do

tomateiro causado por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.
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No experimento em nervuras destacadas, os 10 isolados de leveduras testados néo
influenciaram o PI. No entanto, os isolados Rh1, Rh2 (Rhodotorula $.) e Scl, 2658, 5107
(S cerevisae) reduziram a SEVF em até 84% (dados néo apresentados), sendo os isolados
Rh1, Rh2 e Scl selecionados para o teste em casa de vegetag&o. “In vitro” as leveduras ndo
inibiram Pcc, indicando que n&o agem pelo mecanismo de antibiose.

Em casa de vegetac&o de modo geral néo foi observada diferenca significativa entre
tratamentos e testemunha para Pl ou IDO nos dois experimentos (Tabela 4). No entanto, o
isolado Scl diferiu datestemunha em ambos os experimentos reduzindo a SEVF da doenga
em até 27,6% e a AACPD em até 39,3%. O isolado Rhl apenas reduziu a AACPD, nos
dois experimentos, em até 33,5%.

Em campo o Mycoshieldo reduziu significativamente o IDO, a SEVF e a AACPD
em respectivamente 14,4; 15,5 e 28,9% comparado a testemunha, mas o nivel de eficiéncia
foi considerado baixo. Os isolados de levedura também ndo apresentaram a eficiéncia
desgjada. Apenas diferiram da testemunha, Rh1 que reduziu o IDO em 8,8% e Scl que
reduziu aAACPD em 15,7% (Tabela5).

Dentre as diferentes medidas de controle da podriddo-mole estd 0 uso de
antibi6ticos ou fungicidas clpricos (Zambolim et al., 1997). No emprego de antibidticos, é
importante entre outros fatores considerar a eficiéncia do produto e o surgimento de
resisténcia, uma vez que, antibidticos podem tornar-se ineficazes pelo uso continuado dos
Mesmos grupos quimicos, com modos de acdo semel hantes (Romeiro, 2005). Por se tratar
de umafolhosa, a couve-chinesa é consumida na maioria das vezes “in natura’. Portanto, a
utilizagdo do controle quimico deve ser inserida dentro de um programa de manejo
juntamente com outras medidas, levando-se em conta, sobretudo, o registro paraaculturae

0 periodo de caréncia do produto utilizado.
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Considerando que a couve-chinesa tem ciclo curto, de 60 a 70 dias, a fase critica de
infeccdo ocorre proximo aos 20 dias apos o transplante, ou segja 45 DAP, periodo em que as
folhas e, principamente, as nervuras, tocam o solo e inicia-se a formagdo da cabega. Neste
periodo, os tecidos da planta estdo mais susceptiveis a agdo das enzimas pectinoliticas
produzidas por Pcc, embora as perdas continuem nas fases de colheita, estocagem e
transporte (Ren et al., 2001).

A baixa eficiéncia dos isolados de leveduras em campo podem ter resultado da
dificuldade de colonizag&o do filoplano nas condicdes climéticas prevalentes neste habitat.
Apesar de excelentes competidoras por nutrientes, o que resulta em maior velocidade de
crescimento e cepacidade de utilizagdo dos substratos disponiveis (Gava,1998), a
colonizagdo de determinado loca pelas leveduras depende ndo sO da disponibilidade
desses nutrientes e espago, mas da microbiota e dos fatores ambientais existentes naquele
local. Assim sendo, os isolados de leveduras testados apresentam pouco potencial para o
controle da podriddo-mole da couve-chinesa. Apesar de ndo agirem por antibiose e de
terem como possiveis mecanismos de acdo a competicdo e/ou indugdo de resisténcia, 0s
indices de controle estdo abaixo daqueles recomendados para um efetivo controle
bioldgico, mesmo inserido em um contexto de manejo. Também Gomes et d. (2005)
relataram que o controle da podridéo-mole em tomate com o isolado de levedura LD-19
apresentou baixa eficiéncia, em torno de 20%. Por outro lado, redugdes de incidéncia de
100% da podridéo-mole foram obtidas em frutos de pimentdo com os isolados P-5 de
Pseudomonas sp. fluorescente e LD-19 de Rhodotorula sp. (Melo et al., 1995).

Considerando que a couve-chinesa € uma hortalica folhosa, de ciclo curto, a
probabilidade do surgimento de resisténcia na populagdo do patégeno e principamente os

baixos niveis de reducédo da intensidade da doenca obtidos pelo Mycoshieldo e leveduras



362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

383

384

91

em campo, conclui-se que ambos apresentaram baixa eficiéncia para o controle da

podriddo-mole da couve-chinesa nestas condi goes.
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453

454

455 Tabela 1. Reagdo de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum a oxitetraciclina

456 (O), estreptomicina (E) e sulfato de cobre (SC) e migturas de oxitetraciclina +

457  estreptomicina (O+E), oxitetraciclina + sulfato de cobre (O+SC) e estreptomicina +

458  sulfato de cobre (E+SC) em meio de cultura NYDA contendo 0,2 g/L dos bactericidas.

459  UFRPE, Recife, PE, 2008.

Hospedeira Hospedeira E+S
Isolado* o E SC O+E O+SC E+SC Isolado o E SC O+E O+SC
Nlocal® Nlocal® c

Pcc64 Cc/CSF st S R S S R Pcc26 AIVSA S S R S S R
Pccl130 AIVSA S S R S S S Pcc51 Cc/CSF S S R S S S
Pcc93 AIVSA S S R S S R Pccl19 Cc/CSF S S R S S R
Pcc78 Cc/CSF S S R S S R Pccl12 AIVSA S S R S S R
Pcca3 Cc/CSF S S R S S S Pcc2 Cc/CSF S S R S S R
Pcc38 Cc/CSF S S R S S R Pcc? AIVSA S S R S S R
Pcc5 Cc/CSF S S R S S S Pcc27 AIVSA S S R S S R
Pcco6 AIVSA S S R S S S Pcc21 Cc/CSF S S R S S R
Pcc33 Cc/CSF S S R S S R Pccl27 Cc/CSF S S R S S R
Pcc49 AICG S S R S S R Pcc6l AIVSA S S R S S R
Pcc74 Cc/CSF S S R S S R Pcc59 AIVSA S S R S S R
Pcc84 Cc/CSF S S R S S R Pcc37 AIVSA S S R S S R
Pccl120 AIVSA S S R S S R Pcc8 AIVSA S S R S S R
Pcc67 Cc/CSF S S R S S S Pcc42 Cc/CSF S S R S S S
Pcc89 AIVSA S S R S S R Pcc23 AICG S S R S S R
Pccl06 AIVSA S S R S S R Pcc32 AIVSA S S R S S S
Pccl3 AICG S S R S S S Pcc80 Cc/CSF S S R S S R
Pcc34 Cc/CSF S S R S S S Pcc46 Cc/CSF S S R S S R
Pccl AICG S S R S S R Pcc20 Cc/CSF S S R S S S
Pccl100 AIVSA S S R S S S Pcc118 AICG S S R S S R

460  TIsolados de P. carotovorum subsp. carotovorum considerados sensiveis (S) ou resistentes (R) aos bactericidas avaliados

461 com base na presenca de crescimento confluente; “Hospedeiras: A = alface; Cc = couve-chinesa; Municipios: CG = Cha

462  Grande; CSF = Camocim de S30 Félix; VSA = Vitdriade Sarto Ant&o.

463

464

465
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Tabela 2. Efeito “in vitro” de antibidticos sobre Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum (Pcc) utilizando-se 0 método de antibiose em discos e avaliando-se pelo

didmetro médio dos halos de inibicdo. UFRPE, Recife, PE, 2008.

Diametr o médio dos hal os de inibicéio (cm)?

TRATAMENTO?! Isolado
Pcc1123 Pcc84 Pcc78 Pcc120 Pcc46 Pccl118
Kasumin® (2,0 g L™ 0,0cA” 0,0cA 00CcA 0,0cA 0,0cA 00cA

Agri-Micin®® 3,0gL?) 14bABC  11bBC 12bBC  12bBC  15bAB 1,1bC

Mycoshidd®@0gL™) 20aB 22aA  23a8A 19aB 20aB  208A

'Kasumin® (Arysta Lifescience®- casugamicina 2,006), Agri-Micina® (Ffizer®- oxitetracicling, 1,5%; sulfato de
estreptomicina, 15%) e Mycoshield® (Pfizer® - oxitetraciclina, 20%); “Didmeiro aferido 24 h apos instalacdo do
experimento. *Aliquota de 3 mL da suspensio bacteriana 10°UFC/mL foi adicionada a 100 mL de meio NYDA
fundente, o qual apds homogeneizagdo foi vertido em placas de Petri. Ap6s solidificacdo discos de papel de filtro
contendo as dosagens dos bactericidas foram colocados em quatro pontos eqiiidistantes da placa. *Média de quatro
repeticoes; médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05).

Tabela 3. Efeito de oxitetraciclina no controle da podridé-mole em couve-chinesa,
avaliado pelos componentes epidemioldgicos em casa de vegetacdo, Departamento de

Agronomia, UFRPE, Recife, PE, 2008.

1° experimento 2° experimento
TRATAMENTO! PI? IDO SEVF  AACPD PI? IDO  SEVF AACPD
(horas) (horas)
Mycoshield® (30gLY) 19,0°a 150b 34b 75a 205a 39b 31b 49b
Mycoshield® (1,5 gL™) 185a 17,9a 54a 70a 200a 45a 62a 96a
Testemunha 18,0a 185a 57a 8,0a 195a 44a 59a 11,0a
CV.(%) 140 10,5 13,8 9,5 9,5 6,4 11,6 22,3

"Mycoshield® (Pfizer® - oxitetracicling, 20%); *Pl- determinado pelo ndmero de horas entre ainoculagio e o surgimento
dos sintomas da doenca. i ndice de doenca; IDO- calculado de acordo com McKinney (1923); SEV F-determinada as 48h
apods a inoculagdo, estimada com o auxilio de escala descritiva (Ren et al., 2001); AACPD- calculada segundo (Shaner &
Finney, 1977); *Média de quatro repeticdes; médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Duncan
(P<0,05).
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Tabela 4. Efeito de leveduras no controle da podriddo-mole em couve-chinesa, avaliado

pelos componentes epidemiol gicos em casa de vegetacdo, Departamento de Agronomia,

UFRPE, Recife, PE, 2008.

1° experimento

2° experimento

TRATAMENTO! PI? IDO SEV  AACPD PI IDO SEVF  AACPD
(horas) (horas)

Rh1- Rhodotorulaspp. 2122’ 50,3ah 4,3ab 11,5hc 20,0a 51,0a 43a 125b

Rh2 - Rhodotorulaspp.  16,9b 544a 39bc 14,6ab 195a 4950  3,7bc  14,6ab

Scl - Saccharomyces 21,0a 466b 34c 99c 210a 525ah 33c 11,7b

Testemunha 225a 521ah 4,7a 16,3a 215a 550ab 45a 18,8a

CV.(%) 78 6,8 8,3 8,1 10,0 8,5 10,9 8,4

'Em todos os tratamentos a concentragdo foi gjustada em cAmara de Neubauer para 10° cel/mL e aplicados 5mL por
pulverizaggo na segunda folha definitiva;?Pl- determinado pelo niimero de horas erttre a inoculagio e o surgimento dos
sintomas da doenga. Indice de doenca; IDO- calculado de acordo com McKinney (1923); SEVF-determinada as 48h
apds ainoculagdo, estimada com o auxilio de escala descritiva (Ren et al., 2001); AACPD- cd culada segundo (Shaner &
Finney, 1977); *Média de quatro repeticdes; médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Duncan

(P<0,05).

Tabela 5. Efeito de oxitetraciclina e leveduras no controle da podridéo-mole em couve-

chinesa, avaliado pelos componentes epidemioldgicos em campo comercial, Camocim de

Séo Félix, PE, 2008.

TRATAMENTO? PI? IDO SEVF AACPD
(horas)

Mycoshield® (3,0 g L™ 19,4c 39,8b 3.8b 5,9c

Scl - Saccharomyces cerevisae 19,8°0c 43,2ab 4.1ab 7,0b

Rh1 - Rhodotorula spp. 21,2a 42.4b 4.3ab 8,0a

Testemunha 20,8ab 46,5a 4. 5a 8,3a

CV. (%) 4,0 55 7.4 8,6

"Mycoshield® (Pfizer® - oxitetracicling, 20%); a concentracio das suspensdes de Scl e Rh1 foi gjustada em
camara de Neubauer para 10® cel/mL e aplicados 5mL por pulverizacdo na segunda folha definitiva; 2Pl-
determinado pelo nimero de horas entre a inoculagio e o surgimento dos sintomas da doenca. indice de
doenga; IDO- calculado de acordo com McKinney (1923); SEVF determinada as 48h ap6s a inoculagéo,
estimada com o auxilio de escala descritiva (Ren et al., 2001); AACPD- calculada segundo (Shaner & Finney,
1977); *Média de quatro repetices, médias seguidas por letras iguais néo diferem entre si pelo teste de

Duncan (P<0,05).
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CONCLUSOES

u O crescimento “in vitro” de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc)

n&o foi inibido por acibenzolar-S-metil, Ecolife®, Agro-Mos® e éxido de célcio;

u A resisténcia induzida foi evidenciada pela auséncia antibiose do ASM e Agro-Mos®
contra o patdégeno e pelo aumento de atividade das enzimas peroxidase e polifeniloxidase aos
sete dias apos ainducéo;

u Em campo, apenas 0 ASM confirmou os resultados de casa de vegetacdo reduzindo a
intensidade da doenca;

u Neste trabalho ndo houve custo fisiolégico em condi¢des de campo para as plantas com

aplicagéo do ASM ou Agro-Mos”;

u Quarenta isolados de Pcc apresentaram sensibilidade aos antibiGticos oxitetraciclina e
estreptomicina, bem como resisténcia ao sulfato de cobre;

u Seis isolados de Pcc foram significativamente mais inibidos por Mycoshieldo do que

por Agri-Micina®, ndo sendo inibidos por Kasumin®

u Em casa de vegetacéo, o Mycoshieldo reduziu a severidade da podriddo-mole em

47,4%, mas em campo 0 produto apresentou apenas 15,5% de reducéo da doenca;

u Em casa de vegetacdo, a levedura Scl reduziu a severidade final da doenca e a area
abaixo da curva de progresso da doenga em até 27,6 e 39,3%, mas em campo reduziu a area
abaixo da curva de progresso da doenga em apenas 15,7%.

u Ficou comprovada a agressividade de Pcc pois ndo houve reducdo da incidéncia da
podrid&o-mole da couve-chinesa em nenhum dos experimentos.
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u A reducdo da intensidade da doenca e o0 baixo custo fisiolégico da induc&o indicam a

potencialidade do uso do ASM em um programa de manejo integrado da doenca;

u O Mycoshieldo e as leveduras testadas apresentaram baixa eficiéncia para o controle da

doenga em campo.



