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RESUMO

A podriddao negra, causada pela bactéria Xanthomonas campestris pv.
campestris (Xcc), € a principal doenca da couve no Brasil e seu manejo, ainda, é
um desafio na agricultura urbana, fomentando novas pesquisas para seu controle.
Com o objetivo de avaliar a eficacia de produtos alternativos no controle
preventivo da podriddo negra da couve, foram avaliados soro de leite (10%v/v),
calda sulfocalcica (100%), biofertilizante (20%v/v), calda bordalesa (100%),
leite cru (10%vV/v) e a testemunha agua. As aplicacfes dos tratamentos foram
realizadas, a cada 15 dias, a partir dos 35 apds o transplante, totalizando 3
aplicacBes. A inoculacdo da bacteria foi feita 8 dias, depois da primeira
aplicacdo dos tratamentos e o ensaio foi conduzido em época de alta precipitacao
pluviométrica. A severidade da doenca foi avaliada aos 5, 10 e 15 dias ap6s a
inoculacdo. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Scott knott (P<0,05). Os efeitos dos tratamentos na
ativacdo de respostas de defesa e propriedades nutricionais da couve foram
avaliados pela analise de composicdo centesimal (umidade, fibra bruta, proteina
bruta, lipidios e cinzas), analise de fendis totais e atividade antioxidante. Apos
0s resultados obtidos no experimento de campo, objetivou-se estudar o efeito
dos dois produtos mais promissores no controle da doenca, na ativacdo de
respostas de defesa, analise de atividade da peroxidase de guaicol (POX),
catalase (CAT) e fenilalanina aménialiase (PAL), como também o contetdo de
ligninas e fendis totais, observando-se que a aplicacdo foliar do biofertilizante e
a leite cru poporcionaram incremento. No experimento de campo, houve uma
reducdo da AACPD apenas para los tratamentos leite cru (39%) e biofertilizante
(51%) comparado a testemunha. Na composicdo centesimal os resultados
obtidos foram semelhantes comprarados com dados nutricionais de diferentes
autores. Na quantificacdo de fendis totais e DPPH os melhores ou mais eficazes
em sequestrar o radical livre sem a inoculacdo do patégeno foram o
biofertilizante cujo percentual de inibicdo, foi superior a 84%, seguida pelo leite
cru e soro de leite, 80% e 77% respectivamente. O potencial de sequestro
diminuiu consideravelmente em plantas de couve inoculadas com X.campestris
pv. campestris. Por estes resultados, sugere-se que o biofertilizante, a base de
esterco de gado e melaco, é uma alternativa promissora para integrar 0 manejo
agroecologico da podridao negra da couve.

Palavras-chave: Controle alternativo. Podriddo negra. Brassica oleracea var.
acephala. Xanthomonas campestris pv. campestris. Horticultura urbana.



ABSTRACT

Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) which causes black rot
in cabbage, is a serious disease in Brazil. Its management is a challenge for
urban agriculture. In order elaborate an alternative solution for managing this
disease, we evaluated five different products: whey (10% v / v), lime sulfur
(100%), bio fertilizer (20% v / v), bordeaux mixture (100%), raw milk (10% v
/v) and water as control. The products were applied every 15 days, starting from
35 days after transplantanting. The bacterium was inoculated eight days after the
first application. The experiment was conducted in the summer, wet and warm
period. The severity of of black rot was evaluated (5, 10 and 15 days after the
appearance of the first symptom in the control. The data obtained was used to
calculate the area under the disease progress curve (AUDPC). In order to
determine the benefits of all five treatments, we evaluated nutraceutical-related
variables (DPPH radical, crude fiber, crude protein, lipids and total phenolic
compounds). For the two treatments resulting in highest disease control, the
induced resistance potential of the products was determined by the activities of
phenylalanine ammonia lyase (PAL), catalase (CAT), peroxidase of guaiacol
(POX), lignin and total phenolic compounds. In field evaluation, the treatments
of raw milk and bio fertilizer presented the lowest AUDPC, reducing the disease
by 39 and 51%, when compared to the control. In the treatment with raw milk,
we verified increased crude protein and fiber in leaves compared to the control
when plants where inoculated with Xcc, increase in DPPH radical and total
phenolic compounds, and, in the treatment with bio fertilizer, increased lipids in
the experiment without bacteria. With the application of bio fertilizer, we
verified higher activity of POX and CAT, when compared to the control and
plants treated with Xcc. In guantification of total phenols and DPPH the best or
most efficient in free radical scavenging without pathogen inoculation were
biofertilizer which the percentage inhibition was higher than 84%, then the raw
milk and whey, 80% and 77% respectively. Therefore, the application of bio
fertilizer is a promising alternative for the control of black rot in cabbage, and is
also beneficial for human food quality.

Key words: Alternative control. Black rot. Brassica oleracea var. acephala.
Xanthomonas campestris pv. campestres. Urban agriculture.
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1 INTRODUCAO

Quando se trata especificamente das hortas urbanas, percebem-se 0s
riscos relativos ao uso de agrotdxicos ja que, na maioria das vezes, as hortalicas
e demais produtos da horta sdo consumidos in natura, constituindo risco a
salde, inclusive, pelo comum ndo cumprimento do periodo de caréncia apds as
aplicagdes (COUTINHO, 2009; MARTIN; OUDWATER; GUNDEL, 2001). O
convivio facilitado pela agricultura em ambientes urbanos de
produtores/producdo e consumidores também tem aumentado a pressao pelo uso
de tecnologias de producdo com menor impacto ao meio ambiente, as pessoas e
a saude (SANTRANDEU; LOVO, 2007). Diante de todas estas consideracdes, €
evidente que os métodos de producdo agroecoldgicos apresentam potencial de
resposta a tais demandas.

Outra caracteristica marcante do modo de producdo agricola em
ambientes urbanos é a sensibilidade destes sistemas a utilizagdo de defensivos
quimicos, dentre eles, os fungicidas. Esta caracteristica tem suscitado discussdes
acerca da seguranca do uso de agrotdxicos em ambientes urbanos, como, por
exemplo, a nota técnica publicada pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), que proibe o uso de agrotoxicos em areas urbanas. A proibicdo se
justifica, por se tratar de areas com circulacdo frequente de pessoas, proximidade
as residéncias e risco de contaminagdo dos recursos hidricos, devido ao
escoamento em areas impermedveis (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2010), além do desequilibrio biolégico com a
eliminacdo de organismos benéficos e a redugdo da biodiversidade (WIT et al.,
2009).

As bréssicas, em geral, destacam-se na producéo olericola do Brasil,
devido ao seu alto valor nutritivo e rapido retorno econémico (STEINER et al.,

2009), dentre elas, a couve manteiga (Brassica oleracea var. acephala), uma das
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hortalicas mais conhecidas e consumidas no centro-sul brasileiro, sendo
produzida em pequenas propriedades e hortas urbanas, pelo seu valor nutricional
e antioxidante.

Em levantamento realizado, as cultivares hoje produzidas em agricultura
urbana séo produtivas, mas susceptiveis ao oidio (Oidium sp) e podriddo negra
(Xanthomonas campestris pv. campestris), principal doenca bacteriana das
cruciferas (MARCOLINI; CECILIO FILHO; BARBOSA, 2005).

Dentre as alternativas de controle para estas doengas em outros cultivos
em producdo agroecoldgica, sdo relatados biofertilizantes, caldas e produtos a
base de derivados lacteos. Apesar da eficiéncia comprovada destes produtos para
0 manejo de doencas, pouco ainda se sabe sobre seu efeito no controle da
podriddo negra, dessa forma, esse trabalho foi conduzido visando avaliar a
eficiéncia destes produtos para o controle alternativo da podridao negra e avaliar
varidveis relacionadas ao valor nutricional da couve (proteinas, lipidios e
antioxidantes) e ativacdo de respostas de defesa contra patégenos, medida pela

atividade de enzimas de defesa e acumulo de lignina.



14

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Agricultura urbana

A agricultura urbana, como um método de producdo particular,
apresenta potenciais e limitagcdes ainda pouco explorados no nosso pais. Como
potencial, pode-se citar a relacdo direta que possui com o favorecimento da
Seguranga Alimentar, em qualidade e quantidade do alimento; complementacédo
a renda dos agricultores urbanos, seja diretamente, com reducdo dos custos com
alimentacgdo, assim como indiretamente, permitindo o investimento em outros
tipos de bens de consumo, responsaveis pela movimentacdo da economia local.
Ha, também, a vertente dos aspectos psicologicos e socioculturais
movimentados pela lida com as hortas domésticas, onde a distracdo e possiveis
resgates de valores e vivéncias primitivas do individuo podem ser suscitados
(SANTRANDEU; LOVO, 2007).

Sdo diversos o0s beneficios possibilitados pela agricultura urbana,
contudo, um conjunto de fatores se coloca como fortes entraves ao Seu
desenvolvimento. Dentre as limitacfes, citam-se a necessidade da consideracao
desse setor como uma préatica com potencial para melhor gerir o ambiente
urbano e periurbano, através de novas politicas publicas da federacdo, estado e
municipio, que reconhecam suas particularidades e busquem estratégias de apoio
(SANTRANDEU; LOVO, 2007). Contudo, a falta de conhecimentos técnicos e
particulares desse tipo de produgdo e a falta de capacitacdo dos proprios
técnicos/extensionistas, para esse tipo de atividade, ainda tém limitado seu
fortalecimento e prejudicado os ajustes nas regulamentagdes e politicas publicas
para o setor (GUIMARAES, 2009).
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2.2 Seguranga alimentar urbana

A horticultura intensiva nas periferias urbanas faz sentido. Mas, a
medida que as cidades crescem, perdem-se valiosas terras agricolas para a
construgdo de casas, industria e infraestrutura (a expansdo absorve cerca de
2.600 hectares de terras agricolas a cada ano). Como resultado, a producdo de
alimentos frescos estd sendo limitada as areas rurais. O custo do transporte,
empacotamento e refrigeracdo, 0 mau estado das estradas rurais e as vultosas
perdas em transito aumentam a escassez e o custo de frutas e hortalicas nos
mercados urbanos (FAO, 2012).

Por isso, a China integra a producdo de alimentos ao desenvolvimento
urbano desde 1960. Hoje, mais de metade das hortali¢cas consumidas em Pequim
vem das préprias hortas da cidade e custam menos que os produtos
transportados de areas mais distantes. A horticultura em Handi e seus arredores
produzem mais de 150.000 toneladas de frutas e hortali¢as por ano. A prética da
HUP intensiva, estabelecida em Cuba desde o inicio dos anos 1990, é
responsavel por 60% da producdo horticola e o consumo per capita de frutas e
hortalicas dos cubanos excede 0 minimo recomendado pela FAO/OMS.

A medida que a urbanizacio se acelera na Africa Subsaariana, muitos
paises estdo procurando desenvolver sua prépria horticultura comercial para
assegurar a seguranca alimentar urbana. Muitas vezes, 0 primeiro passo consiste
em legalizar e proteger pequenas hortas que surgiram sem planejamento ou
licenca (FAO, 2012).

Na Republica Democrética do Congo, por exemplo, a FAO prestou
assessoria sobre medidas para regularizar titulos de 1.600 ha de hortas cuidadas
por cerca de 20.000 produtores em cinco cidades. O projeto introduziu

variedades melhoradas de hortali¢as e instalou ou melhorou 40 estruturas de
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irrigacdo, que estenderam a disponibilidade de agua e a produgdo, durante todo o

ano.

2.3 Doenga das Cruciferas (brocolis, couve, couve-chinesa, couve-flor,

rabanete, repolho e rucula)

A familia Cruciferae/Brassicaceae inclui uma grande variedade de
culturas de importancia econémica, cultivadas para alimentagdo, preparo de
condimentos e plantas ornamentais. A podriddo negra ocorre em todas as regides
produtoras de cruciferas em todo o mundo causando perdas na producdo e
qualidade das culturas (CENARGEN, 2011).

2.3.1 Podridao Negra (Xanthomonas campestris pv. campestris)

A agricultura brasileira e mundial é bastante afetada por varias doengas
causadas por espécies do género Xanthomonas, ocasionando, assim, perdas
substanciais em varias culturas de grande importancia econémica. A podridao
negra, causada por Xanthomonas campestris pv. campestris, é considerada uma
das doencas mais destrutivas de cruciferas.

Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) € um género da familia
da Pseudomonaceae patogénica para brassicas. Seu modo de infecgdo
preferencial é pelos hidatddios, poros localizados as margens das folhas. No
processo de degustagdo, goticulas de &gua sdo liberadas pelos hidatédios
permitindo a entrada da bactéria na planta e possibilitando sua disseminacgdo
pelo sistema vascular (HUGOUVIEUX; BARBER; DANIELS, 1998). As
bactérias se multiplicam, formando microcol6nias e, em seguida, ocorre
producdo do polissacarideo extracelular goma de xantana, formando-se um

biofilme (LEITE et al., 2001). Esse biofilme garante que as col6nias de Xcc se
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estabilizem e que ocorra uma melhor proliferacdo bacteriana. Além disso,
estudos tém sugerido um possivel papel para a goma de xantana na
sobrevivéncia de Xcc em situagbes de estresses causados pela planta, como a
sintese de compostos antimicrobianos (DOW et al., 2003).

Além dessa doenca, as culturas podem apresentar distarbios fisiol6gicos
ndo transmissiveis, geralmente, associados a nutricdo da planta. Plantas mal
nutridas, por sua vez, tornam-se mais vulneraveis ao ataque de patdgenos
(LEITE et al., 2001). E importante considerar que os sintomas de doencas
podem variar de acordo com o cultivo e com as condicdes climaticas locais,
muitas vezes necessitando de exames laboratoriais para complementar a
diagnose visual (QUEZADO-DUVAL; CAMARGO, 2004).

2.4 Controle alternativo

Apesar de passar despercebida ou negligenciada pelo pequeno produtor,
as doencas de plantas representam um grande entrave a producdo de hortalicas,
em alguns casos comprometendo completamente a producdo (DAL SOGLIO,
2004). Portanto, a correta diagnose e a implementacdo de estratégias de manejo
agroecologico de doencas de plantas sdo de fundamental importancia para a
sustentabilidade da agricultura urbana.

Os primeiros sintomas das doencas sdo vistos no campo pelo agricultor,
0 qual pode ou ndo saber exatamente do que se trata podendo comprometer a
correta diagnose. Desse modo, a identificacdo correta do agente causal,
associado aos sintomas observados no campo, constitui-se no primeiro ponto
importante no estabelecimento de estratégias de controle. Cada doenca necessita
de medidas de controle especificas que devem ser adotadas na hora certa e em
intervalos bem definidos (DAL SOGLIO, 2004).
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Sistemas alternativos de producao de alimentos sao divididos em varios
seguimentos como agricultura organica, biodindmica e manejo racional. O que
essas linhas de pensamento tém em comum é que todas elas buscam a
diminuicdo da utilizacdo de agrotoxicos para o controle de doencas (STADNIK;
TALAMINI, 2004).

Para trabalhar com agroecologia, a agrobiodiversidade é um conceito
que se deve saber, o qual leva em consideracdo as dimensdes da diversidade nos
métodos de manejo respeitando a diversidade de espécies e sua diversidade
genética. Ao demonstrar a importancia da agrobiodiversidade, demonstra-se,
também, a importancia da sustentabilidade da diversidade genética e de espécies
presentes nos agroecossistemas, sejam plantas, agentes de biocontrole ou
patégenos, mas também aspectos culturais das comunidades locais (DAL
SOGLIO, 2004).

No manejo de doencas em agroecossistemas, deve-se levar em
consideracdo a maior reducdo possivel de praticas que possam causar disturbios
e reducdo da biodiversidade, como por exemplo, o uso de venenos (DAL
SOGLIO, 2004).

Portanto, cultivos mais sustentaveis e menos dependentes do uso de
agrotoxicos podem aumentar e sustentar as interacdes bioldgicas, em vez de
simplificar e reduzir essas intera¢fes (BETTIOL; GHINI, 2004).

Quando comparados aos agrotdxicos, métodos alternativos conseguem
eliminar os riscos de contaminagdo ambiental & saide humana e animal e
causam menos impacto a biodiversidade, porque geram menores desequilibrios
biologicos por praticamente ndo interferirem nas populagdes nédo-alvo
(BETTIOL, 2013).

Produtos alternativos como o leite de vaca cru pode ter mais de um
modo de agdo para controlar doencas fungicas. Leite cru pode ter efeito direto,

em razdo das suas propriedades germicidas, por conter diversos sais e
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aminoacidos, pode, também, induzir a resisténcia das plantas e/ou controlar
diretamente 0 patégeno; pode, ainda, estimular o controle biol6gico natural,
formando um filme microbiano na superficie da folha ou alterar as
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas da superficie foliar (BETTIOL;
ASTIARRAGA,; LUIZ, 1999). O leite cru é um complexo de nutrientes e
microrganismos, comunidade composta por, aproximadamente, 300.000
bactérias (RIBEIRO; CARVALHO, 2002). Portanto, 0 aumento da comunidade
epifitica de bactérias na superficie foliar pode advir da contribuicdo direta da
populacdo enddgena do leite, do estimulo de bactérias nativas saprofitas pela
contribuicdo de nutrientes do leite ou uma combinagdo de ambos (MEDEIROS,
2005). Crisp, Scott e Wicks (2004) comprovaram que a aplicacdo de leite a 10%
favorece o desenvolvimento de antagonistas bacterianos (Bacillus subtilis) e
fangicos (Trichoderma harzianum) bem como de saprofitas (Aureobasidium
pullulans).

A protecdo de plantas pode ainda ser feita pelo uso de caldas
sulfocélcica e bordalesa e extratos de plantas ou subprodutos da industria como
0 soro de leite (BETTIOL, 2013).

O uso de biofertilizantes aprensenta potencial para o controle de doencas
de plantas e pode agir por meio de: antibiose (pela presenca de antibiéticos em
sua composicao); competicdo (presenca da comunidade microbiana); inducdo de
resistencia (tanto microbiana como pelos compostos quimicos presentes) e acéo
direta ou indireta do fornecimento de nutrientes a plantas, constituindo-se uma
alternativa para os produtores organicos. (BETTIOL; TRATCH; GALVAO,
1997).

Portanto, o manejo agroecologico de doencas de plantas envolve,
inicialmente, a diagnose correta das doencas, seguida por iniciativas preventivas

de controle, tendo em vista que estratégias de controle bioldgico e alternativo,
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em geral, ndo sdo capazes de controlar epidemias de doencas de plantas em

curso.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Experimento | - Avaliagdo da severidade de podriddo negra
(Xanthomonas campestris pv. campestris) em couve apés pulverizacéo

com diferentes controles alternativos

Os dados de severidade da doenca foram utilizados para célculo da area

abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD).

3.1.1 Area de estudo, montagem dos experimentos e tratamentos

O experimento em campo foi realizado na estagcdo experimental do
Campus de Desenvolvimento Tecnolégico da UFLA, ljaci-MG, em area de,
aproximadamente, 0.05 hectare (21°14'16"S,45°08'00"W, altitude média de 918
m), realizando irrigagbes (gotejamento), pulverizacbes, capinas e desbrotas
quando necessario. Foram realizados dois experimentos com suas respectivas
repeticdes biologicas, divididos em parcelas de 20m x 25m, sendo as mudas
necessarias da couve-manteiga (Brassica oleracea L, var. acephala), obtidas de
uma casa comercial da regido. As mudas foram plantadas numa area de 500 m2,
sendo o primero experimento conduzido sem a inoculagdo da bactéria
Xanthomonas campestris pv. campestris e 0 outro com a bactéria utilizando

irrigacdo por aspersdo durante 24 horas logo apés da inoculagédo (Figura 1).
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T1: Testemunha (agua)
T2: Soro de leite

T3: Calda sulfocalcica
T4: Biofertilizante

TS: Calda bordalesa
T6: Leite cru

Total drea: 500m*
Total parcelas: 24
Total plantas: 384

Figural Delimeamento experimental. T1-testemunha (agua), T2-Soro de leite
(10%v/v), T3-Calda sulfocélcica (100%), T4-biofertilizante
(20%v/v), T5- Calda bordalesa (100%), T6-leite cru (10%v/v)

Figura 2 Delineamento experimental (estacdo experimental do Campus de
Desenvolvimento Tecnoldgico da UFLA)
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3.1.2 Obtencéo e multiplicacdo do isolado de Xanthomonas campestris pv.

campestris

O isolamento foi realizado, considerando folhas de couve, as quais
apresentavam sintomas caracteristicos, provocados pela bactéria Xanthomonas
campestris pv. campestris, provenientes de hortas urbanas do municipio de
Lavras/MG, de acordo com metodologia proposta por Mariano e Silveira (2000).
No Laboratdrio de Bacteriologia do Departamento de Fitopatologia, fragmentos
das folhas, na area de transicdo tecido sadio e area lesionada, foram cortados,
imergidos em alcool 50% por 30 seg e em agua+hipoclorito de sodio (3:1) por 1
min, sendo enxaguados em &gua destilada. Ap6s a desinfestacdo superficial,
procedeu-se a maceracdo em solucdo salina (0,85% de NaCl) esterilizada e,
depois, com alca de platina, uma aliquota do macerado foi transferida para
placas de Petri, contendo meio agar-nutriente, distribuindo-se na forma de estrias
compostas.

As placas foram etiquetadas, invertidas e incubadas a 25 °C em camara
de crescimento (tipo BOD) durante 72 horas. Em seguida desse periodo, foram
feitas suspensfes com duas concentracdes, 5 X 10° UFC/ml e 5 x 108 UFC/ml, a
absorbancia a 600 nm foi ajustada para 0,3 que corresponde a uma concentracao
de, aproximadamente, 5 X 108 UFC/ml (QUEZADA-DUVAL; CAMARGO,
2004). Diluigbes seriadas foram feitas até atingir a concentracdo de 5 x 10°
UFC/ml; Posteriormente, as suspesfes foram pulverizadas com os produtos
alternativos até o ponto de escorrimento, utilizando-se uma bomba costal, sendo
inoculadas em diferentes plantas sadias de couve em casa de vegetacédo, obtendo
sintomas da doenca, apds 72 horas, na concentragdo de 5 x 10° UFC/ml. As
inoculagdes no campo foram feitas na superficie abaxial, mediante atomizacédo
com bomba costal e com 24h de molhamento continuo para garantir a

penetracdo da bacteéria.



24

3.1.3 Obtencéo e preparacéo dos produtos alternativos

Os derivados lacteos foram obtidos em um fornecedor de laticinios da
cidade e congelados imediatamente a -20°C até uso. A concetragdo utilizada foi
de 10% v/v.

O biofertilizante foi obtido, conforme Santos (1992) e consiste em
fermentar por trinta dias, no sistema fechado com auséncia de oxigénio, uma
mistura de esterco fresco de bovino, preferencialmente leitero, agua na
proporcéo de 50% (v/v) e um quilograma de melago. Para se obter um sistema
anaerébio, deixa-se um espaco vazio de 15 a 20 cm no seu interior, fecha-se
hermeticamente e adapta-se uma mangueira a tampa, mergulhando-se a outra
extremidade num recipiente com agua para a saida de gases. A concetracdo
utilizada foi de 20% (v/v).

Para a preparacdo da calda bordalesa, utilizaram -se 20 gramas de
sulfato de cobre, 20 gramas de cal virgem em 2 litros de agua para cada uma das
aplicacGes feitas. A cal virgem, inicialmente, foi apagada (hidratada) lentamente,
adicionando-se pequenas guantidades de agua até completar o volume para 1
litro de &gua no recipiente A. Dissolveu-se o sulfato de cobre no recipiente B e
completou-se o volume para 1 litro de &gua, as duas suspensdes foram
misturadas em um terceiro recipiente (C), sobre constante agitacao,
completando-se o volume com agua até 2 litros finais, obtendo uma calda 1:1.

O PH final da calda deve ser neutro ou ligeramente alcalino.
Determinou-se 0 PH com um phmetro digital. A coloracdo final de uma boa
preparacdo deve ser azul celeste.

Para a preparacdo da calda sulfocélcica, utilizaram -se 400 gramas de
enxofre, 200 gramas de cal virgem em 2 litros de agua para cada uma das
aplicacdes feitas. Inicialmente, foi preparada uma pasta com as 400 gramas de

enxofre em um pouco de agua; a pasta de enxofre foi colocada em um recipiente
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(panela) e adicionando-se 1 litro de agua, levou-se ao fogo. Posteriormente,
acresentou-se a cal virgem e deixou-se em ebuli¢do durante 1 hora com agitagéo.
Durante a ebulicdo, adicionou-se agua para obtencdo de um volume final de 2
litros. Apds atingir uma cor vermelha, finalmente, apagou-se o fogo e esperou
esfriar; coou-se com um de um pano.

A densidade final foi medida por meio de um densimetro até a diluicdo
desejada. A calda apresentou densidade de 27 a 33 °Bé (Graus Beaumé). A

concentracdo recomendada para hortalicas é de 0,3 °Bé.
3.1.4 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido via sistema organico, em delineamento de
blocos casualizados (DBC), com 6 tratamentos e 4 repeti¢fes. Para conducdo do
experimento, uma area de, aproximadamente, 500 m? foi preparada para receber
as mudas da referida cultura. A parcela consistiu de quatro fileiras simples com
4,0 metros (m) de comprimento, distanciadas 1,0 m entre si e 1,0 m entre
plantas (Figura. 1). Deste modo a parcela compreendeu uma area de 16 m* com
16 plantas, sendo definidas, como &rea Util, quatro plantas centrais, mantidas
sem vegetacdo espontanea uma faixa de 1,0 m entre as parcelas, a fim de
minimizar o “efeito corredor ecologico”. As plantas foram adubadas com 20
gramas/planta de NPK em proporcao 8%, 24%, 4%, respectivamente.

No estagio inicial de desenvolvimento da cultura, aproximadamente, 0s
15 primeiros dias, apds o transplantio, (DAT), foram realizadas em todos 0s
tratamentos capina manual da vegetacdo espontanea com enxada, tendo em vista
que a competicdo pode impedir o estabelecimento das plantas, podendo tornar
inviavel a realizacdo do trabalho. A partir de entdo, foi iniciada a aplicagdo dos

tratamentos, como tratamentos preventivos.
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As aplicacdes dos tratamentos foram realizadas, a cada 15 dias, a partir
dos 35 dias ap6s o transplante, totalizando 3 aplicagdes.

A inoculacdo artificial do patégeno foi feita 8 dias apds a primeira
aplicacdo dos tratamentos.

A severidade da doenga foi monitorada a cada 5 dias, com base no
surgimento dos primeiros sintomas/sinais da doenga, totalizando 3 avaliacGes
nas quatro plantas centrais ou area Util, estimada com o auxilio de escala
diagramatica de acordo com Vigo-Schultz et al. (2006), cujos niveis de doenca
eram 3, 6, 10, 19, 36 e 69% de area foliar lesionada. Os dados de severidade
foram usados para célculo da area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD), pela equacdo de Shaner e Finney (1977), e os dados de producéo,
ambos foram submetidos a analise de variancia pelo teste de F. Foi avaliada a
correlacdo entre a AACPD/porcentagem de controle da doenca e a producéo. As
diferencas entre as médias foram comparadas pelo teste de Skott Knott a 5% de
probabilidade.

Finalmente, foram coletadas amostras da area util de cada uma das
parcelas, as amostras passaram pelo processo de pesagem, para medir a
produtividade de folha umida e foram armazenadas em refrigeracdo, para
posterior analise da atividade antioxidante, fendis totais, composicdo centesimal

e analise microbioldgica.

3.1.5 Dados meteoroldgicos

Obtiveram-se os valores de precipitacdo, umidade relativa, temperatura
maxima, média e minima, durante a conducdo dos experimentos, da estacdo
meteoroldgica principal de Hortiagro, distante, aproximadamente, 200 m do

local dos experimentos.
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3.1.6 Determinagdo da atividade antioxidante

A metodologia foi baseada na extin¢do da absor¢do do radical 2,2 —
difenil-1-picril hidrazil (DPPH 60uM). A anélise foi realizada, segundo Rufino
et al. (2007), com algumas adaptacBes em relacdo ao calculo, em que se
calculou a quantidade em gramas de DPPH/grama da amostra de couve, de
acordo com a equacao da reta obtida da curva padrdo, com as concentracdes de
DPPH, que variaram de 0 a 60(uM), calculando-se o percentual de sequestro do

radical DPPH conforme o controle.

3.1.7 Determinacdo de compostos fendlicos

Para a quantificacdo estimada de compostos com capacidade redutora,
dentre os quais os compostos fendlicos, presentes nas fracGes da amostra de
couve, foi empregado o método espectrofotométrico (760 nm), utilizando o
método colorimétrico de Folin-Dennis que tem como principio a reducdo de
fosfotungstato-fosfomolibdato em solucdo alcalina pelos compostos benzénicos
polihidroxilados, formando o azul de molibidénio que serd mais intenso quanto

maior o nimero de hidroxilas presentes.

3.2 Composicao centesimal

A avaliacdo de composicdo centesimal da couve (umidade, extrato
etéreo, proteina bruta, fibra bruta e fragao cinza) foi feita mediante metodologias
da Aoac (ASSOCIATION OF OFFICIAL AGRICULTURAL CHEMISTS,
1998).
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3.2.1 Determinacgdo de umidade

A umidade foi determinada, segundo a técnica gravimétrica, em que foi
empregado o calor em estufa ventilada a temperatura de 105°C, até a obtencéo
de peso constante da couve, segundo método da Aoac (ASSOCIATION OF
OFFICIAL AGRICULTURAL CHEMISTS, 1998).

3.2.2 Determinacdo de extrato etéreo

A determinacdo do extrato etéreo ocorreu por extracdo com solvente
organico (éter etilico), com o auxilio de um aparelho extrator do tipo Soxhlet,
segundo método da Aoac (ASSOCIATION OF OFFICIAL AGRICULTURAL
CHEMISTS, 1998).

3.2.3 Determinacao de proteina bruta

Foi feita por meio do teor de nitrogénio por destilacdo, em aparelho de
Microkjedahl (semimicro), usando o fator 6, 25, procedido do célculo do teor de
proteina bruta, conforme procedimento da Aoac (ASSOCIATION OF
OFFICIAL AGRICULTURAL CHEMISTS, 1998).

3.2.4 Determinacdo de fibra bruta
A determinacdo de fibra bruta foi realizada por hidrolise acida, pelo

método gravimétrico, segundo o método descrito por (VON KAMER; VAN
GINKEL, 1952).
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3.2.5 Determinagéo da fragdo cinza

Determinou-se a fracdo cinza, gravimetricamente, avaliando a perda de
peso do material submetido ao aquecimento em mufla a 550°-660°C Aoac
(ASSOCIATION OF OFFICIAL AGRICULTURAL CHEMISTS, 1998).

3.3 Experimento Il - Atividade de enzimas ligadas a protecéo de plantas de

couve apos pulverizacdo com diferentes controladores alternativos

Foram avaliadas diferentes enzimas associadas aos mecanismos de
defesa da planta (POX, CAT e PAL), como também a quantificacdo de

compostos fendlicos totais e lignina.

3.3.1 Delineamento experimental

O Experiemento foi conduzido em casa de vegetacdo, as plantas de
couve-manteiga (Brassica oleracea L, var. acephala), com 35 dias de
transplante e adubadas com 20 gramas/planta de fertilizante NPK em proporcao
8%, 24% e 4%. Foram pulverizadas com T1-soro de leite (10%v/v), T2-
biofertilizante (20%v/v) T3- testemunha (agua) e, T4-Bactéria Xcc. A
inoculagdo com Xanthomonas campestris pv. campestris ocorreu 5 dias (120h),
depois da aplicagdo dos produtos; foram utilizadas sacolas de 40x80cm, para
fazer camara Umida, em cada uma das plantas, garantindo o desenvolvimento da
bactéria. O material vegetal, para as analises enzimaticas, foi coletado nos
tempos 0, 24, 48, 96, 120, 144, 168 e 210 horas ap0s aplicacdo dos tratamentos.
Foram coletados o primeiro e o segundo par de folhas, as quais foram

armazenadas em papel aluminio, rapidamente congeladas em nitrogénio (N,)
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liquido e, em seguida, armazenadas em ultrafreezer a -80°C para anélise

posterior.

3.3.2 Obtencéo e multiplicacdo do isolado de Xanthomonas campestris pv.

campestris

O isolamento foi feito como o experimento I.

3.3.3 Andlise da atividade enziméatica

Para a obtengdo dos extratos utilizados na determinacdo da atividade
das enzimas POX, CAT, e PAL, amostras de 200 mg de tecido foliar foram
maceradas com N, liquido em almofariz, com adicdo de polivinilpirrolidona
(PVP) 1% (p/p) até a obtencdo de um pé fino. O pd obtido foi homogeneizado
em tampdo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8; EDTA 0,1 mM e &cido
ascorbico 10 mM. Os homogeneizados foram centrifugados a 13.000 g, por 25
minutos, a 4°C, sendo os sobrenadantes utilizados para as analises enziméticas
(BIEMELT; KEETMAN; ALBRECHT, 1998).

3.3.3.1 Peroxidase de guaiacol

A atividade POX foi determinada pela oxidacdo do guaiacol, de acordo
com a metodologia de Urbanek, Kuzniakgebarowska e Herka (1991).
Adicionaram - se 40uL do extrato enzimatico, ajustado para 200 pL de solugéo,
contendo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0, guaiacol 7,5 mM e perédxido de
hidrogénio 18,75mM. Apds a incubagdo a 30 °C, por 2 minutos, a absorbancia

foi medida a 480 nm. O coeficiente de extingdo molar de 1,235 mM™ cm™ foi
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usado para calcular a atividade enzimatica da POX (CHANCE; MAEHLEY,
1995a).

3.3.3.2 Catalase

A CAT foi avaliada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, durante 3
minutos, a 25°C. Adicionarem-se 10 uL do extrato enzimatico em tampdo de
incubacdo, contendo fostato de potassio 100 mM pH 7,0, per6xido de hidrogénio
12,5 mM e agua, ajustado para 200uL de solucdo final. O coeficiente de
extingdo molar de 18M™ cm™ foi usado para calcular a atividade da CAT
(HAVIR; MCHALE, 1987).

3.3.3.3 Fenilalanina amonia-liase

Para a determinacdo da PAL, o tecido foliar foi macerado conforme
efetuado para as demais enzimas. Para cada grama de p6 macerado,
adicionaram-se 3mL do tampdo de extracdo fosfato de sdédio 50mM, pH 6,5,
acrescido 1mM PMSF e 1% PVP. A solucdo foi centrifugada a 13000 g, por 25
minutos, a 4°C e o sobrenadante foi usado como fonte enzimatica. A atividade
da PAL foi determinada conforme metodologia descrita por Zucker (1965).
Adicionaram-se 10pL do extrato enzimatico ajustado para 200uL de solugéo,
contendo Tris-HCL 140 mM, pH 8,8, fenilalanina 50mM. Depois da incubacao
a 37°C, por 20 minutos, a absorbancia foi medida a 280 nm. O coeficiente de

extingdo molar 5000 mM™ cm™ foi usado para calcular a atividade da PAL.
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3.3.4 Preparo de tecidos foliares para a avaliagdo de lignina soltvel e de

fenois sollveis totais

Os tecidos vegetais foliares foram coletados nos tempos 0, 24, 48, 96,
120, 144, 168 e 192 horas ap6s aplicacdo dos tratamentos. Os triturados em
nitrogénio liquido, com almofariz e pistilo até a obtencdo de um pé fino.
Posteriormente, as amostras foram liofilizadas por 24 horas. Uma aliquota de 30
mg do material liofilizado foi transferida para microtubo de 2mL,
homogeneizada com 1,5 mL de metanol a 80% e mantida sob agitacdo, por 15
horas, em agitador rotativo, protegido da luz a temperatura ambiente. A
suspensdo foi centrifugada a 12.000 g por 5 minutos. O sobrenadante (extrato
metandlico) foi transferido para novo microtubo, com o qual se realizou a
determinacdo de fendis sollveis totais, enquanto o residuo sélido foi utilizado

para determinacdo de lignina solivel como descrito a seguir.

3.3.4.1 Determinacao de lignina soltvel

Foram adicionados ao residuo solido, 1,5 mL de metanol a 80%,
homogeneizado e centrifugado, a 12.000 g, por 5 minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o residuo foi seco, a 65°C, por 15 horas.
Posteriormente, acrescentaram-se 1,5mL de solugdo de &cido tioglicolico: HCI
2M (1:10). Em seguida, agitaram-se suavemente os microtubos, para hidratar o
residuo e esses foram colocados em banho-maria em fervura por 4 horas.

Depois, os microtubos foram centrifugados a 12.000 g por 10 minutos a
4°C, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1,5mL de agua
ultrapura e novamente centrifugado a 12.000 g por 10 minutos a 4°C. A seguir, 0
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em 1,5 mL de NaOH

0,5 M e mantido em agitador rotativo por 15 horas a temperatura ambiente. A
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mistura foi centrifugada a 12.000 g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante
transferido para novo microtubo, ao qual foram adicionados 200 pul. de HCI
concentrado (37%). A suspenséo obtida foi mantida em camara fria (4°C), por 4
horas, para permitir a precipitacdo da lignina ligada ao acido tioglicélico.

A seguir, a mistura foi centrifugada a 12.000 g por 10 minutos a 4°C, 0
sobrenadante descartado e o precipitado ressuspenso em 2,0 mL de NaOH 0,5
M. Uma aliquota de 20 pL da suspenssédo foi transferida para microplacas, onde
se completou o volume para 200pL de NaOH 0,5M.

A absorbéancia dessa solucao foi determinada em espectrofotémetro EIA
compativel, a 280 nm e os valores calculados, com base na curva de lignina e
expressos em pg de lignina solGvel por miligrama de massa seca (DOSTER;
BOSTOCK, 1988).

3.3.4.2 Determinacéo de fendis solGveis totais

Em microplacas, aliquotas de 15 pl do extrato metanolico foram
misturadas a 15 pul. de metanol 80% e a 30 pL do reagente de Folin-Ciocalteau
0,25 N, por 5 minutos, homogeneizadas com 30 pL de Na,CO; 1 M, por 10
minutos e diluidas com 110 pL de agua destilada, a temperatura ambiente, por
uma hora.

Os valores de absorbéancia dessa reagdo foram determinados, a 725 nm,
em espectrofotdmetro EIA compativel e calculados com base em curva de 4cido
clorogénico. Os compostos fendlicos totais foram expressos em equivalente ug
de acido clorogénico por miligrama de massa seca (SPANOS; WROLSTAD,
1990).

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados,

com 4 tratamentos, 3 repeticGes e 2 plantas por repeticdo para cada tempo de
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coleta. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Avaliacdo da severidade de podridao negra (Xanthomonas campestris
pv. campestris) em couve apos pulverizagdo com diferentes controles

alternativos

Os dados de severidade da doenca foram utilizados para célculo da area

abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD)

Tabela 1 Severidade da podriddo negra aos 5, 10 e 15 dias ap6s inoculacao

Dias apos inoculacio

TRATAMENTOS 5 dias 10 dias 15 dias
Testemunha (dgua) 3.75a 18.03a 30.06a
Soro de leite 1.69d 5.60d 18.31c
Calda sulfocalcica b 8.56¢ 2291k
Biofertilizante 0.56e 3.59e 13.19d
Calda bordalesa 2.34c 8.75¢c 19.38¢
Leite cru 328 9.97b 19.13c
GL 3 5 3
F 10,5849 43,9902 4.5992
P 0.0002 0.0000002 0.0096

As médias sezuidas pela mesma lztra nio diferem sstatisticamente pelo teste de Scott-Enott (P 20.03).

Na avaliacdo da severidade da doenca, os efeitos dos experimentos foi
significativo (P <0.05) e foram tratados de forma separada (tabela 1 e 2).
Também foi significativo (P <0.05) o efeito dos periodos avaliados e o fator
tratamento foi desdobrado para cada periodo avaliado.

Para ambos os experimentos, foi observado que para todos os periodos o
tratamento com biofertilizante foi aquele que proporcionou a maior redugdo na
severidade da doenca. Um padrdo semelhante de reducdo de doenca foi

observado para o soro de leite que foi inferior ao biofertilizante mas superior ou
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semelhante ao tratamento calda bordalesa, considerada a testemunha positiva.
Por sua vez, o leite cru teve eficiéncia semelhante & calda bordalesa, com
excecdo do primeiro experimento aos 5 e 10 dias em que foi inferior a
testemunha positiva mas a severidade da doenca para este tratamento foi inferior
a testemunha agua.

Em relacdo a testemunha positiva, a calda bordalesa proporcinou
protecdo de couve contra a podridao negra, mas a calda sulfocélcica proporcinou
a menor reducdo no primeiro experimento (tabela 1) ou até aumentou a doenca,
comparado a testemunha no experimento 2 (tabela 2).

O controle de doengas com os biofertilizantes pode ser tanto em razéo da
presenca de metabolitos, produzidos pelos microorganismos presentes no
biofertilizante, como pela sua acédo direta sobre o patdégeno e sobre o hospedeiro
ativando mecanismos de resisténcia (REUVENI; AGAPOV; REUVENI, 1995).
Bettiol, Tratch e Galvao (1997) verificaram a presenca de diferentes espécies de
fungos filamentosos, leveduriformes e bactérias, entre elas Bacillus spp. Santos
(1992) identificou bactérias que apresentavam inibicdo na germinagdo de
conidios de C. gloeosporioides, no crescimento de células de Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria e de Ralstonia solanacearum.

Como a comunidade de microorganismos no biofertilizante € rica e
diversa, todos 0s mecanismos de acdo de um microrganismo sobre outro
(antibiose, competicdo e parasitismo), ocorrem simultaneamente. Entretanto, €
dificil quantificar a acdo de cada mecanismo e, 0 mais importante é, justamente,
a agdo conjunta desses mecanismos. Soma-se a isso a capacidade dos
microrganismos ativarem mecanismos de resisténcia quando aplicados nas

plantas.
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Tabela 2 Severidade da podriddo negra aos 5, 10 e 15 dias ap6s inoculagao

Dias apds inoculacio

TRATAMENTOS 5 dias 10 dias 15 dias
Testemunha (dgua) 2.34b 12.74b 28,02b
Soro de leite 1.96¢c 11.62¢ 23.84¢
Calda sulfocalcica 2 80a 17 46a 31.87a
Biofertilizante 0.74d 3.74e 15.46d
Calda bordalesa 2.34b 10.65¢ 22 40c
Leite cru 225b g.54d 2137¢c
GL 5 5 5
F 90469 63145 27847
P 0.0004 00024 00500

As medias segridas pela mesma letra nio diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (P = 0.03).

No caso dos produtos lacteos, leite cru e soro de leite, ambos também
reduziram o progresso da doenga, essa eficiéncia ja havia sido comprovada para
0 controle de oidio, os produtos lacteos possuim na sua composi¢do importantes
nutrientes que promovem o acumulo potencial de populacdo microbiana na
superficie foliar, sugerindo que a lactose provavelmente desempenha um papel
relevante na estimulacdo da microbiota do filoplano. (CRISP et al., 2004), outras
proteinas de importancia presentes no soro de leite como lactoferrina e
lactoperoxidase podem controlar o oidio. (CRISP et al., 2006.; RAVENSBERG
et al., 2006). Bettiol e Astiarraga, (1998) pela primeira comprovaram sua

eficiéncia para o controle de uma doenca bacteriana.
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As caldas bordalesa e sulfocalcica, proporcionaram as menores
protecdes das plantas, ou, como no caso da calda sulfocélcica, até aumentaram a
doencga. A hip6tese de que as pressGes ambientais podem interferir na eficacia
dos produtos, lavando o produto, exercendo pressdes mais seletivas sobre a
microflora epifita (OTESSEN et al., 2014).

O aumento da doenca proporcionado pela calda sulfocélcica pode ser
atribuida a menor eficiéncia ao patégeno alvo, mas reducdo significativa da
microbiota do filoplano, criando um vacuo biolégico que favoreceu o
desenvolvimento do patdégeno que resultaram na maior severidade da doenca
quando as condi¢des ambientais Ihe foram mais favoraveis (MEDEIROS, 2012),

como observado para o0 segundo experimento (Figura 4).
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Figura4 Precipitacdo, umidade relativa e temperatura durante o periodo de
conducdo dos experimentos, com letras mostrando os periodos de
aplicacdo dos tratamentos (a: 1° aplicacdo, exp. 1*, b: 2° aplicacao,
exp.1l * e 1° aplicacdo, exp.2*, c: 3° aplicacdo, exp. 1*, 2° aplicacéo,
exp. 2*, d: 3° aplicacdo exp. 2*, e: 1° aplicacdo, exp)

4.1.1 Analise centesimal

Os resultados da composicéo centesimal dos experiementos 1 e 2 (sem a
bactéria), em base Umida das amostras em estudo (tabela 3).

No experimento 1, em relagdo ao teor de umidade, os tratamentos com o
soro de leite, calda sulfocéalcica e biofertilizante apresentaram variacéo
significativa comparados com a testemunha. Enquanto a fibra bruta, nutriente

que exerce varias funcbes benéficas ao organismo humano e aos vegetais, o teor
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com o biofertilizante e calda bordalesa apresentaram diferengas significativas
em relacdo aos demais tratamentos. Os valores encontrados foram proximos aos
teores de fibra descritos em tabelas para alimentos (FRANCO, 2005), sugerindo
a utilizacdo desses vegetais como fonte de fibra na dieta alimentar para o auxilio
na regularizacdo das funcGes intestinais.

O teor de proteina dos tratamentos com o biofertilizante e leite cru em
relacdo a testemunha evideciaram diferengas significativas. Vilas-Boas (1999)
relatou que o teor médio de proteinas dos frutos e hortalicas esta em torno de 1%
e 2%, respectivamente. No presente trabalho, os resultados ndo condizem com
estes valores, conforme foi verificado na Tabela 3 (experimentos 1 e 2),
apresentando teores maiores de proteina do que 29/100 g de vegetal fresco.
Costa et al. (2003) encontraram teores de proteinas que variaram em torno de
3,9% nas folhas de couve , valor préximo aos encontrados neste trabalho (Tabela
3).
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Tabela 3 Composicdo centesimal, fenois totais e DPPH dos experiementos 1 e
2 sem o patégeno Xanthomonas campestris pv. Campestris

Experimento 1

Tratamento - -
Fenois DPPH  Extrato etéreo  Umidade Fibra bruta Proteina bruta

Agua 6570 69d 3.2% 20.2a 12.8b 5.0a
Soro de leite 741a Tic 32 16.0bc 13.2b 4 8ab
Calda sulfocalcica 638b G6e 3.7 14 8bc 14 4ab 5.0a
Biofertilizante 696ab 87a 3.8 13.0c 16.6a 43¢
Calda bordalesa 707ab 50f 4.2 17.8ab 16.1a 5.0a
Leite cru T23a 80b 3.0 16.4ab 15 3ab 4.5h
GL 3 5 3 3 3 3

P 0.0018 <0.00001 0.1408 0.0001 0,001 <0.00001
cv 3.9 1.3 15.6 4.8 8.1 2.4

Tratamento - [IpEI'I.‘IIIE{ltD 2
Fendois DPPH  Extrato etéreo  Umidade Fibra bruta Proteina bruta

Agua 533¢c 6G8c 2.5d 19.2a 14 2ab 4 &b
Soro de leite 331c 64d 2.6cd 15.5bc 13.4b 4.6c
Calda sulfocalcica 622b 87a 2 8bed 14 8bc 14.7ab 4 8b
Biofertilizante 346¢ 65d 3. 4ab 13.6¢ 14 4ab 42d
Calda bordalesa 358c 62e 37a 19.3a 15.2ab 5.0a
Leite cru T34a 84b 3 3abc 16.9b 15.8a 4. 5¢c
GL 3 3 3 3 3 3

P <0.00001  =0.00001 0.0003 =0.00001 0.0333 =0.00001
cv 0.3 02 102 6.1 6.6 1.5

Asmédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukev (P = 0.03).

No experimento 2, o teor de umidade com a calda bordalesa ndo difere,
estatisticamente, com a testemunha, os demais tratamentos apresetaram varia¢ao
significatica em relacdo a testemunha. O teor de lipideos nos vegetais analisados
(Extrato etéreo) apresentou diferencias significativas nos tatamentos com o
biofertilizante, calda bordalesa e o soro de leite. Segundo Vilas-Boas (1999), os
lipidios compreendem menos de 3% da composi¢do da maioria dos frutos e
hortalicas.

Como foi verificado na tabela 3, o teor de fibras na couve apresentou
diferenca significativa entre os tratamentos soro de leite e leite cru, mas ndo com
a testemunha. A importancia da utilizacdo de fibras na dieta alimentar decorre

do crescente nimero de enfermidades ocasionadas por sua deficiéncia. No
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presente trabalho, encontrou-se teor elevado de fibra bruta em todos os
tratamentos estudados, atingindo até 16,63% da DRI (DIETARY REFERENCE
INTAKES, 2004).

4.1.2 Fendbis totais e DPPH

Com base nos dados da tabela 3 do experimento 1, evidencia-se que o(s)
composto(s) ativo(s) dos extratos atua(m) como doador de hidrogénio ao radical,
entretanto esta acdo é diferenciada entre todos os tratamentos. Os melhores ou
mais eficazes em sequestrar o radical livre foram o tratamento com o
biofertilizante cujo percentual de inibi¢do, foi superior a 84%, seguida pelo leite
cru e o soro de leite, 80.37% e 77.43% respectivamente.

Melo et al. (2006) permitiram evidenciar que a maior capacidade de
sequestrar o radical DPPH foi exibida pelo extrato metanolico da couve, seguida
em ordem decrescente por o tomate, batata, couve-flor, repolho verde, espinafre
e alface crespa todos com percentual de inibicdo superior a 70%.

Na relacdo entre o teor de fendlicos totais e a atividade antioxidante,
apresentada na Figura 5 e 6, evidencia-se uma positiva correlacdo entre estas
varidveis. Comportamento semelhante foi evidenciado por Kaur e Kapoor
(2002), usando o reagente Folin Ciocalteau, para determinacdo de teor de
fenolicos e o sistema modelo B-caroteno/acido linoleico para avaliar a atividade

antioxidante de extrato etanolico de vegetais.
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Figura5 Correlagdo de Pearson (P<0.05) das variaveis dos 2 experimentos
sem o0 patdégeno Xanthomonas campestris pv. campestris

Vaérios autores tém demonstrado de forma conclusiva que existe uma
forte relacdo positiva entre o teor de fendlicos totais e a atividade antioxidante
de frutas e hortalicas. (ABIDILE et al., 2005; KAUR; KAPOOR, 2002;
VELIOGLU et al., 1998; VISON et al., 1998), enquanto outros autores ndo tém
evidenciado esta correlagio (ISMAIL; MARJAN; FOONG, 2004;
KAHKONEM et al., 1999). A composi¢do quimica e a estrutura quimica do
componente ativo do extrato sdo fatores importantes que influenciam a eficacia
do antioxidante natural. A posicdo e o nimero de hidroxilas, presentes na
molécula dos polifendis, é um fator relevante para esta atividade. Acredita-se
que a orto-dihidroxilacdo contribui marcadamente para a atividade antioxidante
do composto (SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA, 1992). Assim, a
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atividade antioxidante de um extrato ndo pode ser explicada apenas com base em
seu teor de fendlicos totais, a caracterizagdo da estrutura do composto ativo,
também, € necessaria (HEINOMEN; LEHTONEN; HOPIA, 1998).

Evidencia-se, portanto, que a intensidade da atividade antioxidante das
hortalicas deste estudo é diferente da relatada por outros autores. Varios fatores
relacionados ao cultivo do vegetal, a exemplo das condi¢Bes climaticas e
edaficas, além das caracteristicas genéticas da planta, influenciam o perfil de
compostos fendlicos das hortalicas e, consequentemente, a sua a¢do antioxidante
(MELO et al., 2006).

Os resultados da composicdo centesimal dos experimentos 3 e 4
(presenca da bactéria), em base Umida das amostras em estudo, estdo
apresentados na tabela 4.

O teor de proteina do tratamento com o leite cru em relacdo a
testemunha e entre si evidenciaram diferencas significativas nos dois
experiementos (3 e 4).

Na literatura sdo encontrados diversos trabalhos ressaltando o papel de
proteinas e glicoproteinas nos mecanismos de resisténcia das plantas
(PASCHOLATI; LEITE, 1995). Os resultados do presente trabalho, por terem
mostrado diferenca significativa no nivel de proteinas totais sollveis entre
tratamentos e entre experimentos com e sem inoculacdo da bactéria, sugerem

haver influéncia dos tratamentos como indutores de resisténcia.
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Tabela 4 Composicdo centesimal, fenois totais e DPPH dos experiementos 3 e
4 em presenca do patdgeno Xanthomonas campestris pv. campestris

Experimento 3

Tratamento - -
Fenois DPPH Extrato etéreo  Umidade Fibra bruta Proteina bruta

Agua 329b 65d 4 1bc 10.9b 18.7ab 8. 8cd
Soro de leite 328bc Tic 4 Tabc 12.0ab 15.4c 8.8d
Calda sulfocalcica 293cd 80b 3 8c 12.8ab 18.1ab 8. 8cd
Biofertilizante 4993 79 5.2a 12.1ab 16.9bc 89c
Calda bordalesa 2894 T6¢c 4 8ab 13.0a 20.5a 9.1b
Leite cru 368b §8a 4 Gabc 12.1ab 19 4ab 92a
GL 5 5 5 5 5 5
P <=0.00001  =0.00001 0.001 0.0459 0.0001 =0.00001
cv 0.8 1,6 8.7 7.2 6.3 0.2

Tratamento - [IpEl’lmE{ltl} u

Fenois DPPH  Extrato etéreo Umidade Fibra bruta Proteina bruta

Agua 5943 25a 4.0b 12.0™ 16.9b 8.8b
Soro de leite 553b 33b 4 3ab 12,5 15.5b 8.8b
Calda sulfocalcica 484c 23b 4 Jab 13.8 18.3b 92b
Biofertilizante 473¢ ilb 5.2a 11,0 17.4b 9.3b
Calda bordalesa 3500 20a 4 _Gab 11,5 22 1a 0.4b
Leite cru 581a 30b 4 Jab 14 4 22.0a 07a
GL 5 5 5 5 5 5
P <0.00001  <0.00001 0.0012 0.4371 <0.00001 <0.00001
cv 0.60 1,2 6,87 1,78 6,71 2.1

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P < 0.03).
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Figura6 Correlagdo de Pearson (P<0.05) das variaveis dos 2 experimentos
sem o patégeno Xanthomonas campestris pv. campestris

4.2 Experimento Il - Atividade de enzimas ligadas a protecéo de plantas de

couve apos pulverizacéo com diferentes controladores alternativos

Foram avaliadas diferentes enzimas associadas aos mecanismos de
defesa da planta, como também a quantificacdo de compostos fenolicos totais e

lignina.
4.2.1 Atividade das enzimas POX, PAL e CAT

Na avaliacdo da atividade da POX em plantas de couve, as 120 e 144

horas ap6s aplica¢do (haa), houve um aumento na atividade desta enzima em



48

plantas pulverizadas com o biofertilizante que se diferiram de plantas
pulverizadas com &gua e as inoculadas com X. Campestris pv. campestris. As
168 horas, plantas pulverizadas com soro de leite apresentaram aumento da
atividade da enzima, diferindo dos demais tratamentos (Tabela 5).

Tabela 5 Atividade das enzimas peroxidase (POX) nos diferentes periodos de
tempo ao longo do experimento

Peroxidase (POX)

Tratamentos T0 124 T48 T96 T120 T144 T168 T216
AE pmol/min/mg prot

Soro de leite 438™ 760™ 11517 12042 10607ab  1078b 577%a 1831%
Biofertilizante 471 865 9579 5164 14597a 17695a 196b 826
Testemunha (digua) 400 764 1640 146 2557b 353b 1780 1391
Xece - - - - 4186ab 204b 152b 230
GL 2 2 2 2 3 3 3 3
F 4.8 0.0 0.2 27 52 20,6 258.7 0.7
P 0.1 L0 0.8 0.2 0.0 0.0 0.0 0.6
CV 1.1 7.6 20,6 27.8 8.0 9.3 2.8 18.8

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P< 0.03).

Na andlise da atividade da fenilalanina amoniliase (PAL), nenhum dos
tratamentos proporcionou diferencas significativas na atividade desta enzima
(Tabela 6).
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Tabela 6 Atividade das enzimas fenilalanina aménia-liase (PAL) nos diferentes
periodos de tempo ao longo do experimento

Fenilalanina amonialiase (PAL)

Tratamentos T0 124 T48 T96 T120 T144 T168 T216
AE pmol/min/mg prot

Soro de leite 9.6™ 133% g4™ 11,5% 41™ 6.0% 33" 335"
Biofertilizante 104 12.5 1.5 8.1 74 6.4 3.0 44
Testemunha (digua) 112 12,5 8.1 8.0 3.2 43 2.7 28
Xce - - - - 5.0 6.0 3.8 3.1
GL 2 2 2 2 3 3 3 3
F 0.0 0.1 0.3 0.4 14 0.3 12 1.1
P 1.0 0.8 0.7 0.7 0.3 0.8 0.4 0.4
CV 119 6.5 129 14.8 54.8 55,0 22.6 34.8

Az médias seguidas pela mesma letra nfo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P= 0.03).

Para a atividade da CAT, as 24 horas, plantas pulverizadas com o
biofertilizante, sem inoculacdo do patégeno, apresentaram maior atividade desta
enzima, diferindo dos demais tratamentos. As 48 horas, plantas pulverizadas
com o soro de leite apresentaram, também, um incremento na atividade da
enzima em plantas sem o patogeno. As 96 horas, tanto o soro de leite como o
biofertilizante promoveu a atividade da enzima em relacdo a testemunha. Nos
periodos de 120 e 144 horas, com a presenca do patégeno, houve maior
atividade enzimética nos tratamentos com o biofertilizante e soro de leite
diferindo dos outros tratamentos. Finalmente, as 168 e 216 horas, os niveis da

atividade decresceram e ndo foram significativos (Tabela 7).
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Tabela 7 Atividade da enzima Catalase (CAT) nos diferentes periodos de

tempo ao longo do experimento

Catalase (CAT)

Tratamentos T0 T24 T48 T96 T120 T144 T168 T216
AF pmol/min/mg prot

Soro de leite 5576™  4104b 20772 2952a  2073ab 817b 1672% 897
Biofertilizante 4821 7004a  446ab 1631a 2012a 3006a 392 334
Testemunha (dgua) 5214 57836 1260b 678b 863ab T36bc 936 1476
Xcc - - - - 1404b 2422¢ 992 866
GL 2 2 2 2 3 3 3 3
F 0.0 203 92 36.8 54 1162 29 3.6
P 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 0,1
CV 5.6 1.7 72 2.7 6.5 2.0 4.0 3.7

As médias seguidas pela mesma letra nio diferem estafisticamente pelo teste de Tukey (P 0.03).

4.2.2 Determinacdo de lignina

Na determinacdo de ligina em plantas de couve, as 120 horas, com a

presenca da batéria Xanthomonas campestris pv. campestris, houve acimulo de

lignina nas plantas pulverizadas com o biofertilizante (Tabela 8).

Tabela 8 Determinacdo da lignina nos diferentes periodos de tempo ao longo

do experimento

Lignina
Tratamentos TO T24 T48 T96 T120 T144 T168 T16
AE pmol/min/mg prot

Soro de leite 12.8% 134 121 120% 139  162® 109%™ 126%™
Biofertilizante 14.1 128 11.7 1.7 17.3a 13.7 13.0 17.1
Testemunha (digua) 136 13.4 12.3 11.2 12.9b 104 13.6 153
Xce - - - - 14.1b 12.1 93 13.9
GL 2 2 2 2 3 3 3 3
F 0.3 0.2 0.2 0.1 s 39 34 34
P 0.8 0.9 0.8 0.9 0.0 0.1 0.1 0.1
CV 15.7 11.6 8.7 16.2 6.4 16.8 158 12.4

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P 0.03).
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4.2.3 Determinacdo de fenois totais

Ao analisar os fenois totais, ndo se observou diferenca estatistica entre
tratamentos (Tabela 9).

Tabela 9 Determinacdo de fendis totais nos diferentes periodos de tempo ao
longo do experimento

Fenois totais

Tratamentos T0 T24 T48 T06 T120 Tl44 TI168 T216
AFE pmol/min/mg prot

Soro de leite 6.1% 6.0b 54™ 6.4™ 5.7% 62" 5.7 5.8%
Biofertilizante 59 6.4ab 6.0 6.3 6,0 3.9 54 54
Testemunha (dgua) 5.8 6.8a 6.1 5.9 6.3 6.0 6.0 52
Xce - - - - 6.4 59 i 54
GL 2 2 2 2 3 3 3 3
F 0.2 85 1.2 27 19 0.6 1.1 12
P 0.8 0.0 0.4 0.2 0.2 0.6 0.4 0.4
Cv 2.2 33 10.1 54 6,5 6,5 6,7 1.8

As médias seguidas pela mesma letra nio diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P= 0.03).

4.2.4 Peroxidase (POX), Fenilalanina ambnia-liase (PAL) e Catalase (CAT)

Nas etapas iniciais do experimento, (0-96 horas ap6s aplicacdo), nos trés
tratamentos em estudo, ndo houve diferenca significativa estatisticamente na
acdo das enzimas POX e PAL. No caso da CAT, o aumento da atividade
enzimatica foi evidente na presenca do biofertilizante, no entanto, apds
inoculacdo da bactéria (120 horas), o tratamento biofertilizante mostrou ter
maior ac¢do ativando ndo so a sintese da POX e CAT, como também outros
mecanismos de defesa. 1sso pode ser atribuido a natureza do composto, muito
provavelmente enriquecido com nutrientes minerais e microorganismos
antagonistas que contribuiram na sua formacdo. A POX e a CAT parecem ter

agido diretamente na diminuicdo de ROS (espécies reativas de oxigénio),
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especificamente, na degradacdo do perdxido de hidrogénio H,O, gerado,
previamente, pela acdo do perdxido dismutase (SOD). A presenca da bactéria
poderia ter originado a interrupcdo da cadeia de transportes de elétrons na
fotossintese originando OH™ e O, resultando o comprometimento do aparato
fotossintético.

A infeccdo por patdgenos avirulentos, presentes no biofertilizante, induz
uma série de respostas de defesa, frequentemente, resultando no colapso
localizado de células vegetais conhecidos como reacdo de hipersensibilidade
(HR) (STAKAWICZ et al., 1995). Nessa reacdo, ha a producdo de intermediarios
reativos de oxigénio, conhecidos como ‘Reactive Oxygen Intermediates’ (ROI)
ou ‘Reactive Oxygen Species’ (ROS), ou ainda ‘Espécies Ativas de Oxigénio’
(EAO’s), incluindo o O,, H,0, e OH (HEGEDUS; ERDEI; HORVATH, 2001).

O oxigénio molecular (O,) é relativamente ndo reativo e ndo toxico, em
decorréncia da estrutura estavel dos elétrons na sua camada externa. Entretanto,
alteracBes na distribuicdo dos elétrons podem provocar a sua ativacdo e
influenciar os sistemas bioldgicos. As EAO’s podem ser geradas, dentro das
plantas, como resultado da excitagdo ou um “leve toque” no elétron externo,
formando oxigénio simples (*O,) ou de uma sucessiva adicdo de elétrons ao
oxigénio molecular produzindo O,, H,O, e OH (RESENDE; SALGADO;
CHAVES, 2003).

A explosdo oxidativa é uma das respostas mais rapidas de defesa da
planta apdés o reconhecimento do patégeno e a CAT é uma das enzimas
importantes neste proceso. Essa resposta corresponde a geracdo de espécies
ativas de oxigénio (H,O,, O, e OH"). Sdo recentes os estudos de deteccdo e
monitoramento destas espécies de oxigénio, em funcdo da grande variedade de
formas e intermediarios, além da alta taxa de reatividade quimica envolvida
nessas reacOes, dificultando os estudos. Existem evidéncias de que H,O, esta

envolvido em muitos mecanismos de resisténcia da planta, atuando no reforco da
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parede celular, pela ligacdo cruzada de proteinas estruturais ou fendlicos,
formando uma barreira mecanica efetiva (RESENDE; SALGADO; CHAVES,
2003).

No caso da fenilalanina amonia-liase PAL, nos trés tratamentos em
estudo, na etapa inicial (0-96 horas) quanto na etapa final (120-216 horas), ndo
houve diferenca estatistica quando comparada a acdo da PAL e ligninas. No
entanto, a atividade sempre foi maior, depois da inocula¢do, comparado com as
plantas ndo inoculadas. Esse fendmeno pode ser explicado, pois as plantas, sem
comprometimento do metabolismo primario, garantem a formacdo de PAL para
a transformacdo de carboidratos em &cido cumérico e, posteriormente,
flavonoides e lignina proporcionando barreira na agdo microbiana por meio do
aumento na resisténcia da parede celular. Existe uma relacdo direta da acdo da
PAL com lignina, menores niveis de lignina atribuem-se a menores valores de
PAL.

Portanto, no presente trabalho, observou-se que a pulverizagdo do
biofertilizante induziu respostas de defesa em plantas de couve, inoculadas ou
ndo com Xanthomonas campestris pv. campestris, a apresentarem maior
atividade das enzimas relacionadas a limpeza de radicais livres (CAT e POX),
sendo evidende maior expresdo da catalase enzima utilizada para limpar as

EAOs e proteger as células de dano oxidativo.
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5 CONCLUSOES

O melhor tratamento no controle da podriddo negra foi o biofertilizante
no controle preventivo da doenca.

No presente estudo, verificou-se que o biofertilizante proporcionou um
incremento na atividade das enzimas POX e CAT associadas aos mecanismos de
defesa em plantas de couve.

As caldas sulfocélcica e bordalesa ndo foram eficientes no controle da
doenga.

Os derivados lacteos apresentaram eficiéncia no controle da doenca,
sendo alternativas importantes no manejo da podriddo negra em couve.

Pelos resultados observados, indica-se que o biofertilizante, a base de
esterco de gado e melaco, é uma 6tima alternativa no controle da podriddo negra

causada por Xanthomonas campestris pv. campestris.
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