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RESUMO

MATA, Tatiane, C. da. Universidade Estadual do Oeste do Parana. Fevereiro de 2022.
Formulado a base de alecrim para controle de Alternaria brassicae e Xanthomonas
campestris pv. campestris em couve folha. Orientador: Prof. Dr. José Renato Stangarlin.

Estudos tém demonstrado o potencial das plantas medicinais no controle de doencas em
vegetais, tanto pela acdo antimicrobiana direta, quanto pela acéo indireta, através da ativacdo
de mecanismos de defesa das plantas aos patdgenos. O objetivo deste trabalho foi avaliar as
atividades antimicrobiana e indutora de mecanismos de resisténcia em couve folha contra
Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) e Alternaria brassicae, a partir de formulados
quimico e organico a base de alecrim (Rosmarinus officinalis). Os tratamentos nas
concentragdes 0%, 0,5%, 1%, 2%, 4% e 6% dos fertilizantes foliares All Crim Convencional ™
e All Crim Organico™ foram utilizados nos ensaios in vitro a fim de avaliar a multiplicacéo
bacteriana e o crescimento micelial, esporulacdo e germinacgdo dos esporos de A. brassicae e,
ensaios in vivo, para avaliacdo da severidade e andlises bioquimicas das enzimas peroxidase,
polifenoloxidase e fenilalanina amoénia-liase (FAL), além de avaliacdo das variaveis
agrondmicas (massas fresca e seca de parte aérea, volume de raiz, area foliar e teor de clorofila).
Os formulados quimico e organico a base de alecrim reduziram o crescimento de Xcc em até
74,5% e 54,8%, respectivamente. Houve inibicdo do crescimento micelial em 40% e 33%,
esporulacdo em 61,35% e 54,5% e germinagdo de conidios de A. brassicae em 77,41% e
68,22% nos formulados quimico e organico, respectivamente. Para intensidade das doengas,
houve reducédo da severidade da podriddo negra em 37% e 35%, enquanto que para a mancha
de alternaria houve reducdo de 61,29% e 56,30%, nos formulados quimico e organico,
respectivamente. Nos ensaios in vivo ndo houve diferenca nos tratamentos para massas fresca
e seca de parte aérea, volume de raiz, area foliar e teor de clorofila, entretanto, os formulados
guimico e organico induziram atividade de peroxidase e FAL tanto local quanto sistemicamente
em couve folha desafiada com X. campestris pv. campestris e A. brassicae. Isto indica a agédo
de eliciadores presentes nestes formulados a base de alecrim, com efeito dose-dependente para

a ativacao desses mecanismos de defesa.

Palavras-chave: Brassica oleracea var. acephala. Podriddo negra. Mancha de alternaria.

Inducdo de resisténcia. Peroxidase. Fenilalanina amodnia-liase. Polifenoloxidase.
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ABSTRACT

MATA, Tatiane, C. da. Westem Parana State University, in November 2021. Rosemary-based
formulation for controlling Alternaria brassicae and Xanthomonas campestris pv.
campestris on kale leaf. Advisor: Prof. Dr. José Renato Stangarlin.

Studies have shown the potential of medicinal plants to control plant diseases, both by direct
antimicrobial action and indirect action, through the activation of plant defense mechanisms
against pathogens. The objective of this work was to evaluate the antimicrobial and resistance
mechanism induction activities in leafy cabbage against Xanthomonas campestris pv.
campestris (Xcc) and Alternaria brassicae, from chemical and organic formulations based on
rosemary (Rosmarinus officinalis). The treatments at 0%, 0.5%, 1%, 2%, 4% and 6%
concentrations of All Crim Conventional™ and All Crim Organic™ foliar fertilizers were used
in vitro assays to evaluate bacterial multiplication and mycelial growth, sporulation and
germination of spores of A. brassicae and, in vivo trials, to evaluate the severity and biochemical
analysis of the enzymes peroxidase, polyphenoloxidase and phenylalanine ammonia-lyase
(FAL), as well as to evaluate agronomic variables (fresh and dry mass of aerial part, root
volume, leaf area and chlorophyll content). The rosemary-based chemical and organic
formulations reduced Xcc growth up to 74.5% and 54.8%, respectively. There was inhibition
of mycelial growth by 40% and 33%, sporulation by 61.35% and 54.5% and germination of
conidia of A. brassicae by 77.41% and 68.22% in the chemical and organic formulates,
respectively. For disease intensity, there was a reduction of 37% and 35% in the severity black
rot, while for alternaria spot there was a reduction of 61.29% and 56.30% in the chemical and
organic formulations, respectively. In the in vivo assays, there were no differences between the
treatments for fresh and dry masses of aerial part, root volume, leaf area and chlorophyll
content, however, the chemical and organic formulations induced peroxidase and FAL activity
both locally and systemically in leafy cabbage challenged with X. campestris pv. campestris
and A. brassicae. This indicates the action of elicitors present in these rosemary-based

formulations, with dose-dependent effect for the activation of these defense mechanisms.

Keywords: Brassica oleracea var. acephala. Black rot. Alternaria blotch. Induction of

resistance. Peroxidase. Phenylalanine ammonia-lyase. Polyphenoloxidase.
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1 INTRODUCAO GERAL

As hortalicas que compreendem a familia Brassicaceae desempenham importante
papel sécio econdémico no Brasil, fornecendo alimento e gerando emprego e renda a populacéo.
A couve folha (Brassica oleracea L. var. acephala) € uma das principais espécies comerciais
do grupo e seu consumo vem aumentando no Brasil, provavelmente em funcdo da busca por
alimentos ricos em nutrientes e vitaminas, e ainda por suas propriedades nutricionais e
medicinais.

Entretanto, o aumento das areas de cultivo em funcdo do consumo, o modelo de
sistema de producdo e as diferentes condicdes edafoclimaticas no Brasil favorecem a ocorréncia
de problemas fitossanitarios nos cultivos. Dentre as principais doencas da couve folha tém-se a
podriddo negra causada pela bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris e a mancha de
alternaria causada pelo fungo Alternaria brassicae, as quais ocasionam danos e reducao no seu
valor de mercado.

Nos sistemas de cultivo de couve folha o controle fitossanitario mais usual é por meio
de aplicacBes de agrotoxicos, entretanto, este tem-se mostrado pouco eficiente, uma vez que
instalados os patdgenos nas areas de cultivo, torna-se dificil sua erradicacdo pela facilidade na
disseminacdo e sobrevivéncia. Considera-se ainda, problemas causados pelo uso de agrotoxicos
como contaminacdo de alimentos e meio ambiente, intoxicagdo de produtores, desequilibrio
bioldgico pela supressdo de organismos benéficos, resisténcia de patégenos aos produtos, entre
outros.

Diante deste cenario, vem sendo estudadas estratégias de controle que possam ser
inseridas no manejo fitossanitario de forma eficiente e mais sustentavel. Uma das alternativas
é a protecdo das plantas contra doencas pela inducgéo de resisténcia, que pode ser conseguida
com a aplicacdo de produtos de origem bidtica (como extratos de plantas medicinais) ou
abiotica (como produtos derivados do acido salicilico), que levam a ativacdo de mecanismos de
defesa latentes existentes na propria planta e, por conseguinte, minimizam os danos causados
pelas doencas, principalmente em areas de cultivo organico, especialmente em couve folha, na
qual a parte consumida € na forma in natura.

Neste contexto, os extratos de plantas medicinais vém sendo pesquisados, no intuito
de explorar suas propriedades antibacterianas e antifungicas e/ou indutoras de resisténcia, como
é 0 caso do alecrim (Rosmarinus officinalis L.). Este potencial do alecrim no controle de
doencas vem se revelando em funcdo dos seus principios ativos como pineno, acetato de

bornilha, céanfora, cineol, borneol e verbenona, que possuem agdo antimicrobiana



(GONZALEZ-MICHEL, 2013) e indutora de resisténcia (LORENZETTI et al., 2018). Apesar
dos estudos realizados, ainda muito precisa ser pesquisado para elucidar a eficiéncia dos
formulados a base de alecrim contra fitopatdgenos, como por exemplo, como atuam na inducéo
de resisténcia, doses e numero de aplicacdes, dentre outros.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana e indutora de
mecanismos de resisténcia em couve folha contra Xanthomonas campestris pv. campestris e
Alternaria brassicae a partir de formulados quimico e organico a base de alecrim (Rosmarinus

officinalis).
2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA DAS HORTALICAS

As hortalicas ocupam lugar de destaque no cenério agricola brasileiro em funcéo de
sua alta rentabilidade, distribuicdo de renda e geracdo de empregos. A olericultura é importante
para a atividade agricola, contribuindo para o seu fortalecimento e sustentabilidade, pois a sua
producdo geralmente € feita por agricultores familiares, uma vez que esse tipo de cultivo utiliza
pouco espaco, justamente por ter um ciclo bastante curto (RODRIGUES, 2019; FONTES,
2021).

A Confederacdo da Agricultura e Pecuaria (CNA, 2017) afirma que a producdo de
hortalicas no Brasil gera cerca de 13 milhdes de empregos diretos e indiretos, em uma érea de
pouco mais de 5 milhdes de hectare e com uma producdo média de 37 milhGes de toneladas
anuais. O cultivo de hortalicas no Brasil € uma atividade agroecondmica realizada por micro,
pequenas, médias e grandes propriedades localizadas tanto no interior, quanto nas proximidades
dos grandes centros urbanos (FIGUEIREDO, 2015). A maior parte da produgdo (60%)
concentra-se nas regides Sul e Sudeste em propriedades de exploracdo familiar com menos de
10 hectares, os quais sdo utilizados intensivamente (SILVA et al., 2015).

O estado do Parana, na safra de 2020, produziu 2,9 milhdes de toneladas, em 117,8
mil hectares, movimentando aproximadamente R$ 5 bilhdes (DERAL, 2020). No estado os
produtores de hortalicas sdo essencialmente familiares, sendo a area média de cada propriedade
de aproximadamente 3 hectares. A atividade esta presente em cerca de 13% das 300 mil
propriedades familiares existentes no Parand (EMATER, 2016).

A caracteristica mais marcante da atividade é o fato de ser uma atividade
agroecondmica altamente intensiva em seus mais variados aspectos, em contraste com outras

atividades agricolas extensivas. Em contrapartida, possibilita a obtencao de elevada producéo



e altos rendimentos bruto e liquido, por hectare cultivado e por hectare/ano (FONTES, 2021).
No entanto, é uma atividade de alto risco, em funcgdo de eventos adversos, abidticos e bidticos.

Em muitos agroecossistemas, as hortalicas tornam-se componente chave para a
diversificacdo, uma vez que a atividade apresenta algumas caracteristicas proprias que a
diferenciam das demais culturas, como o ciclo cultural curto, o que permite varios plantios com
a mesma espécie ou sucessao com outras espécies. Adicionalmente, demanda elevada méo de
obra, diversidade de produtos, retorno econémico rapido e a area ocupada por ciclo de cultivo
é variavel dependendo da espécie, além do aproveitamento de terrenos de baixa fertilidade e
problematicos (FILGUEIRA, 2008).

A diversificacdo da producdo é uma forma eficiente de favorecer a comercializagdo e
possibilitar maior seguranca econémica (FILGUEIRA, 2008). Desse modo, a producdo de
hortalicas € a atividade que mais se identifica como op¢do de comercializacdo para oS
agricultores familiares, em virtude principalmente de demandar méao de obra familiar e existir
diferentes canais de mercado, pois sdo normalmente comercializadas em mercados, feiras livres
e quitandas, entre outros (FONTES, 2021).

Em geral, os produtos horticolas sdo comercializados predominantemente in natura ou
minimamente processados e tem forte apelo visual, tornando o consumidor um elo importante
das cadeias produtivas (MELO; FABRI, 2017). O processamento minimo de hortalicas é uma
alternativa viavel e vélida para a reducdo de danos p6s-colheita, bem como agregacéo de valor
ao produto (FILGUEIRA, 2008).

Dentre as espécies cultivadas e consumidas tem-se Brassica oleracea, a de maior
importancia, que possui as seguintes variedades botanicas: repolho (B. oleracea var. capitata),
couve-flor (B. oleracea var. botrytis), brocolis (B. oleracea var. italica), couve chinesa (B. rapa
var. pekinensis) e couve folha (B. oleracea L. var. acephala) (MELO et al., 2019; VIDIGAL,
PEREIRA, 2021). Entretanto, couve folha se destaca por sua area, volume de producéo,
facilidade de propagacéo, aumento de consumo atrelado as diversas formas de utilizacdo na
culinaria e, mais recentemente, as descobertas da ciéncia quanto as suas propriedades
nutricionais e medicinais (TRANI et al., 2015).

2.2 CULTURA DA COUVE FOLHA

Brassicaceae constitui uma das familias botanicas mais numerosas, possuindo cerca
de 4.000 espécies que estdo inseridas em mais de 400 géneros (AVATO; ARGENTIERI, 2015;
FILGUEIRA, 2008). Muitas dessas espécies sdo economicamente importantes, principalmente
aquelas pertencentes ao género Brassica. A espécie Brassica oleracea € de origem europeia e



compreende um grupo diversificado de espécies, cultivadas em todo o mundo, as quais se
adaptam a uma vasta gama de condigdes climéaticas (RODRIGUEZ et al., 2015; VIDIGAL;
PEREIRA, 2021).

A couve folha (B. oleracea L. var. acephala) caracteriza-se como uma planta herbacea
arbustiva anual ou bienal, de caule ereto, cilindrico, liso e carnoso, porém ndo intumescido,
com altura variando entre 40 a 120 cm. O apice do caule emite novas folhas continuamente,
que sdo pecioladas, espessas e pouco carnosas, com limbo bem desenvolvido, arredondado,
ceroso e coloracdo verde claro a escuro. Possui peciolo longo e nervuras bem destacadas. As
folhas distribuem-se ao redor do caule e de suas axilas surgem brotagcdes. Como consta no seu
nome cientifico a planta ndao forma “cabega” (FILGUEIRA, 2008; VIDIGAL; PEREIRA,
2021).

A couve folha é uma das brassicas mais cultivadas e consumidas mundialmente
(FERNANDES et al., 2009). No Brasil, ela representa parcela significativa da producgéo de
hortalicas, sobretudo nas regi6es sudeste e sul do pais (VIDIGAL; PEREIRA, 2021). No Estado
do Parand, anualmente sdo produzidas cerca de 29 mil toneladas de couve folha em uma area
de aproximadamente 1.200 hectares (DERAL, 2020). A espécie, comumente cultivada por
agricultores familiares em pequenas propriedades, apresenta rapido retorno econémico, custo
relativamente baixo comparado com outras hortalicas, alta lucratividade e elevado uso de méao
de obra, principalmente na fase de colheita (SILVA et al., 2012).

A cultura desenvolve-se melhor em regides de clima ameno, sendo resistentes a geadas
e tem boa tolerancia ao calor, o que possibilita o seu cultivo em regiGes mais quentes e durante
todo o ano. Temperaturas médias entre 16 a 22 °C favorecem a producdo, temperaturas minimas
entre 5 a 10 °C por mais de 30 dias favorecem o florescimento e temperaturas acima das
recomendadas podem provocar prejuizos no desenvolvimento das plantas (FILGUEIRA, 2008;
VIDIGAL,; PEREIRA, 2021).

A colheita inicia-se em torno de 60 dias, mas as folhas melhores para a comercializacéo
sdo as colhidas a partir dos 80 a 90 dias, no qual a produtividade media ¢é de 3 a 4 Kg de folhas
por planta de couve por més (VIDIGAL; PEREIRA, 2021). As folhas de couve geralmente séo
comercializadas em magos ou na forma minimamente processada (picadas e embaladas). Na
comercializacdo, aspectos da aparéncia como tamanho, forma, brilho e cor da folha,
principalmente, sdo um dos principais atributos de qualidade observado pelo consumidor
(NOVO et al., 2010).

Comparativamente as outras hortaligas folhosas, a couve folha destaca-se pelo teor de

glucosinolatos, atividade antioxidante, compostos fenolicos, proteinas, carboidratos, fibras,



calcio, ferro, vitaminas (A, E, D, K) e niacina, além disso, é uma excelente fonte de vitamina
C, apresentando teores maiores que nos citros (BAENAS; MORENO; GARCIA-VIGUERA,
2012; VIDIGAL; PEREIRA, 2021). Tais atributos do valor nutricional da couve folha chamam
a atencdo do consumidor e, consequentemente, causam aumento gradativo do consumo,
estimulado sobretudo pela procura por uma dieta saudavel e balanceada, novas maneiras de sua
utilizacdo na culinria e recentes descobertas da ciéncia quanto as suas propriedades
nutracéuticas (NOVO et al., 2010).

A expansdo desse consumo e, por conseguinte, da producao de couve folha e de outras
brassicas nas areas cultivadas, tem intensificado diversos problemas fitossanitarios,
especialmente de origens bacteriana e flngica, que causam lesdes nas folhas, limitando a
producdo e ocasionando danos e reducdo do seu valor de mercado, tonando assim, uma
atividade de alto risco. Dentre as doencas que ocorrem em cultivos de couve folha destacam-se
a podriddo negra, causada pela bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris, e a mancha
de alternaria, causada pelo fungo Alternaria brassicae (MARINGONI; SILVA JUNIOR,
2016).

2.3 PODRIDAO NEGRA — Xanthomonas campestris pv. campestris

X. campestris pv. campestris - Xcc pertence ao filo Proteobacteria, classe
Gammaproteobacteria, ordem Xanthomonadales e familia Xanthomonadaceae, sendo uma
bactéria patogénica para brassicas, causando a doenca podriddo negra (BEDENDO;
BELASQUE, 2018). O género Xanthomonas compreende bactérias gram-negativas, mdveis
com um unico flagelo polar, aerébicos obrigatérios, formando geralmente colénias brilhantes,
viscosas, de bordos lisos, reconhecidas pela presenca da coloracdo amarela intensa, resultante
da producéo de pigmentos conhecidos por xanthomonadinas (BEDENDO; BELASQUE, 2018).

Mundialmente distribuida, epidemias de podriddo negra em regides tropicais, quentes
e Umidas sdo, em geral, mais severas e podem promover consideraveis reducdes de
produtividade e de qualidade do produto, devido as lesbes nas folhas (LEMA et al., 2012;
MARINGONI; SILVA JUNIOR, 2016).

A penetragdo da bactéria na planta ocorre principalmente pelos hidatodios, que séo
aberturas naturais semelhantes a poros, encontrados nos bordos foliares. Por essas estruturas
ocorre 0 processo de gutacdo, pelo qual a planta elimina o excesso de agua na forma de gotas
nos bordos das folhas tornando-se veiculos de entrada da bactéria (BEDENDO; BELASQUE,
2018). Além das aberturas naturais, os ferimentos presentes na parte aérea podem constituir-se
portas de entrada da bactéria na planta (WULFF, 2008; MARINGONI; SILVA JUNIOR, 2016).



O processo de infecgdo comeca quando goticulas de gutagcdo contaminadas com a
bactéria sdo reabsorvidas para dentro da folha, levando a suspensdo bacteriana para dentro do
sistema vascular através da cavidade dos hidatddios. As condi¢Ges Gtimas para a penetracdo da
bactéria sdo temperaturas entre 28 a 30 °C e presenca de agua livre na superficie das plantas
(MARINGONI; SILVA JUNIOR, 2016). Ao penetrar pelos hidatodios, Xcc é capaz de
colonizar os vasos do xilema e do parénquima mesofilico da planta, sendo o tempo estimado
para o aparecimento dos sintomas da podridao negra de dez a 14 dias ap0s penetracédo no tecido
(WILLIAMS, 2007; RYAN et al., 2011).

Os sintomas da podridao negra podem ser observados em qualquer estadio fenoldgico
de desenvolvimento das plantas, e se caracterizam por lesdes amarelecidas nas margens das
folhas em formato de “V”, com vértice voltado para o centro da folha. Os tecidos afetados
podem se tornar necroticos, e folhas podem cair prematuramente, além disso, em alguns casos,
a bactéria pode penetrar pelos estdbmatos do limbo foliar e dar origem a lesGes necréticas
irregulares (VELASCO et al., 2013; MARINGONI; SILVA JUNIOR, 2016). O escurecimento
da nervura também pode ser observado, resultante da colonizacdo do sistema vascular
(WILLIAMS, 2007).

A podrid&o negra se desenvolve com maior intensidade em regides onde predomina
clima quente e Umido, nas regides tropicais, subtropicais e continentais Umidos, pois
temperaturas entre 25 a 35 °C e umidade elevadas do ar (80% a 100%) e no solo, favorecem a
doenca (FILGUEIRA, 2008; VICENTE; HOLUB, 2013), levando a uma reducéo consideravel
de 50% a 60% no rendimento (DHAR; SINGH, 2014). Em climas frios a doenca também
ocorre, porém raramente evolui a ponto de destruir toda a planta (WILLIAMS, 2007). Xcc pode
sobreviver em restos culturais, em plantas de brassicas doentes remanescentes no campo, em
plantas daninhas especialmente da familia Brassicaceae (como Coronopus didymus e
Raphanus raphanistrum) e na superficie e/ou no interior de sementes (MARINGONI; SILVA
JUNIOR, 2016).

A disseminacéo da bactéria a curtas distancias € realizada através de aerossois, insetos,
agua de irrigacdo, chuva e equipamentos agricolas, durante os tratos culturais, e a longas
distancias é feita principalmente por sementes ou mudas de brassicas infectadas (WULFF,
2008; MARINGONI; SILVA JUNIOR, 2016). Na producdo de mudas, o sistema de irrigacio
pode aumentar significativamente a propagacdo da bactéria e pode levar a um alto nivel de
inéculo inicial da doenca no campo (VICENTE; HOLUB, 2013). O controle de Xcc é dificil,
assim a melhor forma de prevencdo da doenca é o emprego de material vegetativo isento do

patdgeno e manejo da cultura no campo.



2.4 MANCHA DE ALTERNARIA — Alternaria brassicae

O género Alternaria pertence ao filo Ascomycota, classe Dothideomycetes, ordem
Pleosporales e familia Pleosporaceae (MASSOLA JUNIOR, 2018). O género apresenta grande
numero de espécies, com mais de 40 delas relatadas como patogénicas de plantas (SIMMONS,
2007). Espécies fitopatogénicas sdo de ocorréncia mundial, causando danos consideraveis,
desde a fase de plantulas até a fase reprodutiva das plantas, sendo que as principais espécies de
fungos que infectam as plantas da familia Brassicaceae sdo A. brassicicola e A. brassicae
(MARINGONI; SILVA JUNIOR, 2016). Uma caracteristica comum, observada em algumas
espécies de Alternaria, esta na baixa capacidade ou mesmo auséncia de esporulacdo em meio
de cultura (TOFOLI; DOMINGUES; FERRARI, 2015).

A espécie A. brassicae caracteriza-se por apresentar micélio septado, cinza claro, com
conidioforos longos e septados, com conidios terminais, multinucleados, comprimento entre 44
pm a 55 pym e 11 pm a 16 pm de largura, com nenhum ou até quatro septos longitudinais e
cinco a oito transversais, de forma clavada, com apéndice, formados em cadeia ou isolados
(MARINGONI; SILVA JUNIOR, 2016; DIOGO et al., 2017).

A mancha de alternaria causada por A. brassicae é considerada a doenca fungica mais
comum de couve folha e altamente destrutiva, e pode causar danos consideraveis (6% até
100%), desde a fase de viveiro até a fase reprodutiva da planta e, consequentemente, afetando
a qualidade do produto, principalmente em areas tropicais e subtropicais (TOFOLI;
DOMINGUES; FERRARI, 2015; MARINGONI; SILVA JUNIOR, 2016).

A penetracdo do fungo ocorre quando os conidios germinam e infectam as plantas,
podendo penetrar diretamente pela cuticula, por ferimentos ou através dos estdmatos (TOFOLI;
DOMINGUES; FERRARI, 2015; AMORIM; PASCHOLATI, 2018). Toda a parte aérea da
planta hospedeira esta sujeita a infeccdo e para que ocorra ha necessidade de, pelo menos, 9
horas de &gua livre na superficie da planta para que ocorra a germinacao, infecgdo e esporulacdo
(MARINGONI; SILVA JUNIOR, 2016).

A colonizagéo € intercelular, invadindo tecidos do hospedeiro e provocando alteracfes
em diversos processos fisioldgicos, que se exteriorizam na forma de sintomas (TOFOLI;
DOMINGUES; FERRARI, 2015). Os sintomas aparecem entre dois a 14 dias apds a infeccéo,
dependendo da suscetibilidade da variedade. Em condi¢6es de campo, as lesdes surgem de trés
a cinco dias apés a inoculacédo, e, em condicdes controladas, pontuacfes negras podem ser
verificadas 24 h ap6s a inoculagdo (TOFOLI; DOMINGUES; FERRARI, 2015; MARINGONI;
SILVA JUNIOR, 2016).



Os sintomas podem ser observados tanto na fase de sementeira, bem como, nas plantas
adultas. As sementes infectadas apresentam reducéo da germinagéo, resultando em damping-
off antes e ap0s a emergéncia. Nas plantulas, os sintomas variam entre necrose do cotilédone e
hipocétilo, até damping-off. Plantulas nessas condi¢cdes frequentemente morrem, caso
sobrevivam, apresentam-se enfezadas. Nas plantas adultas, os sintomas iniciais ocorrem nas
folhas mais externas e, posteriormente, em todas as folhas, nas quais se iniciam como pequenas
manchas escuras que gradualmente aumentam e se tornam circulares, concéntricas e com halo
amarelecido (MARINGONI; SILVA JUNIOR, 2016). Ataques severos podem ocasionar
intensa desfolha e manchas necroéticas no caule e na inflorescéncia (TOFOLI; DOMINGUES;
FERRARI, 2015).

A doenca pode apresentar alto poder destrutivo em condicdes de altas temperaturas
(25 a 32 °C) e umidade relativa do ar de 40% durante o dia e 95% durante a noite. As
temperaturas minimas, 6timas e maximas necessarias para a germinacao dos conidios sdo 5 a
7,25a27e30a 32 °C, respectivamente. A esporulacdo abundante do fungo ocorre na faixa de
14 a 26 ° C, com umidade relativa de 100% durante 24 horas (TOFOLI; DOMINGUES;
FERRARI, 2015).

As principais fontes de indculo de A. brassicae sdo sementes contaminadas, restos
culturais infectados, plantas daninhas, plantas voluntérias, além da vasta gama de plantas
hospedeiras cultivadas. A disseminagdo do patdgeno ocorre principalmente pelas sementes,
mudas infectadas e pelo vento (MARINGONI; SILVA JUNIOR, 2016). Além dessas formas
de disseminacdo, trabalhadores, equipamentos e animais em contato com as folhas molhadas
podem disseminar o fungo (TOFOLI; DOMINGUES; FERRARI, 2015). A medida que a
populacdo de A. brassicae aumenta nas areas de cultivo torna-se dificil seu controle.

2.5 CONTROLE DE DOENCAS EM COUVE FOLHA

No contexto da produtividade, o controle de doengas ndo pode ser abordado
isoladamente, mas integrado a todos os outros fatores que interferem na produg¢do como o clima,
variedade, adubacéo, tratos culturais, plantas daninhas e pragas, entre outros (BERGAMIN
FILHO; AMORIM, 2018).

De maneira geral, o controle de doencas em couve folha é realizado por préticas de
manejo que incluem rotacdo de culturas, remocao de restos culturais de brassicas, eliminacéo
de plantas daninhas, tratamentos de sementes, emprego de sementes e mudas sadias e uso de
cultivares resistentes e precoces (VIDIGAL; PEREIRA, 2021).



O controle das doencas € muito dificil e s6 pode ser alcangado com 0 uso de sementes
livres dos patdgenos e adocdo de préticas culturais adequadas e eliminacdo de outras fontes
potenciais de indculo (SAHA et al., 2016). O tratamento de sementes € altamente recomendado,
pela imersdo das sementes em &gua quente, utilizacdo de antibioticos, hipoclorito de sodio,
hipoclorito de célcio, peroxido de hidrogénio ou acetato cuprico, mas nenhum tratamento é
totalmente eficaz (VICENTE; HOLUB, 2013; MARINGONI; SILVA JUNIOR, 2016;
VIDIGAL,; PEREIRA, 2021).

Pesquisas desenvolvidas nos Estados Unidos demonstram que a infecdo maxima
toleravel em sementes de brassicas ¢ de 0,01% (MARINGONI; SILVA JUNIOR, 2016). O
tratamento térmico de sementes de bréssicas é uma alternativa para o controle das doencas, que
consiste na imersao de sementes em agua a 50 °C por 25 a 30 minutos, sendo eficiente para a
remocao de patdgenos quando presentes na superficie das sementes (MARINGONI; SILVA
JUNIOR, 2016; VIDIGAL; PEREIRA, 2021). No Brasil, estudos com tratamento térmico em
sementes tratadas deram origem a menos de 2% de plantas com sintomas de podriddo negra,
enguanto as sementes que nao receberam o tratamento originaram 70% de plantas com sintomas
(MARINGONI; SILVA JUNIOR, 2016).

Outras medidas para 0 manejo eficiente das doencas séo a incorporagdo de restos
culturais de brassicas ao solo, rotacdo de culturas, limpeza de maquinas e equipamentos,
eliminacdo de plantas voluntérias e de plantas daninhas hospedeiras do patdgenos e adotar
sistema de irrigacdo que ndo promova o molhamento foliar (HALFELD-VIEIRA; NECHET,;
ARAUJO, 2010; VICENTE; HOLUB, 2013; MARINGONI; SILVA JUNIOR, 2016;
VIDIGAL,; PEREIRA, 2021). Em &reas anteriormente cultivadas com brassicas, € aconselhavel
a rotacdo de culturas por um periodo de dois a trés anos com espécies nao-hospedeiras dos
patdgenos devido a capacidade de sobrevivéncia em restos culturais (MARINGONI; SILVA
JUNIOR, 2016; SILVA JUNIOR et al., 2020).

Entretanto, a forma mais eficiente de controle € a utilizagéo de cultivares resistentes e
precoces (SAHA et al., 2016; VIDIGAL,; PEREIRA, 2021). Assim, o plantio de cultivares e/ou
hibridos de brassicas com niveis de resisténcia tem sido uma das estratégias mais econémicas
e eficazes (MARINGONI; SILVA JUNIOR, 2016; AFRIN et al., 2018). No entanto, o controle
das doencas é complicado, uma vez que existem poucas variedades resistentes disponiveis no
mercado (SAHA et al., 2016) e adaptadas a todas as regides de cultivo.

Frente aos inumeros métodos de controle das doengas, 0 mais usual no sistema de
cultivo convencional de couve folha, é por aplicacbes periddicas de fungicidas e/ou

bactericidas, principalmente quimicos. Os fungicidas e/ou bactericidas incluem uma grande
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variedade de compostos que agem de forma preventiva, protetora ou curativa contra os
patdgenos, fonte de indculo e planta hospedeira (SILVA et al., 2019). Para couve folha ndo ha
nenhum produto registrado no sistema on-line Agrofit do Ministério da Agricultura e Pecuaria
— MAPA (2021) para o X. campestris pv. campestris. Para o controle de A. brassicae em couve
folha estdo registrados no sistema on-line Agrofit do MAPA os seguintes principios ativos:
mancozebe, tebuconazol e trifloxistrobina, e extrato de folhas de Melaleuca alternifolia.

A aplicacdo continua destes compostos no ambiente que ja abriga estirpes resistentes
dos patdgenos ameaca a viabilidade da cultura e ndo oferece uma solucao satisfatoria e duravel
(LAMICHHANE et al., 2018; SILVA JUNIOR; BEHLAU, 2018). Torna-se imprescindivel
investigar métodos alternativos para o controle de enfermidades de plantas que sejam, ao
mesmo tempo, eficientes e menos agressivos a salide humana e ao equilibrio do ecossistema
(ROMEIRO, 2008). O uso de produtos alternativos pode representar uma importante estratégia
para 0 manejo das doengas no cultivo de couve folha, com possibilidades de reduzir o uso de

agrotoxicos e produzir folhas comercialmente mais aceitaveis.

2.6 CONTROLE ALTERNATIVOS DE DOENCAS DE PLANTA

Controle alternativo de doencas € aquele que inclui o bioldgico e a inducdo dos
mecanismos de resisténcia das plantas (MORAES, 1992), além do uso de extratos naturais com
propriedades antimicrobianas e/ou indutores de resisténcia (STANGARLIN; KUHN;
SCHWAN-ESTRADA, 2008). A exploracao da atividade biol6gica de compostos secundarios,
presentes no extrato bruto de plantas medicinais, ao lado da inducéo de resisténcia é mais uma
forma potencial de controle alternativo (SCHWAN-ESTRADA et al., 2012).

2.6.1 Inducéo de resisténcia

A inducdo de resisténcia em plantas envolve a ativacdo dos mecanismos latentes de
defesa através de tratamentos com agentes externos, sejam eles de natureza bidtica
(microrganismos) ou abio6tica (como acibenzolar-S-metil, entre outros) (PASCHOLATI,
DALIO, 2018), sem alteracdo do genoma da planta (CAVALCANTI; BRUNELLI;
STANGARLIN, 2005). Trata-se de uma forma de defesa natural, no qual as plantas possuem a
capacidade de reconhecer moléculas derivadas do patdgeno, as quais ativam resposta de
resisténcia rapida e direta, atuando de maneira dindmica e coordenada, no momento e local
apropriados e com magnitude adequada (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN;
PASCHOLATI, 2008; PASCHOLATI; DALIO, 2018). Esse reconhecimento pode resultar em
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respostas bioquimica, fisiolégica ou mudancgas morfoldgicas na planta, atrasando ou evitando a
entrada e/ou a subsequente atividade do patégeno em seus tecidos (LORITO et al., 2010;
PASCHOLATI; DALIO, 2018).

Portanto, a ativacdo das respostas de defesa por parte da planta se inicia apos o
reconhecimento por receptores especificos, de padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPSs), padrées moleculares associados a microrganismos (MAMPs) e padrdes moleculares
associados a danos (DAMPS), que resulta na ativacdo de genes de mecanismos de defesa vegetal
mediada por intensa sinalizacdo celular (CAMARGO, 2018).

A indugéo de resisténcia pode se manifestar de maneira local ou sistemicamente, ou
seja, a distancia do ponto de aplicacdo do indutor e penetracdo do patdgeno, pois sinais podem
ser translocados para partes distantes do sitio onde o reconhecimento ocorreu, aumentando 0s
niveis de resisténcia (PASCHOLATI; DALIO, 2018). A protecdo sistémica em plantas se
divide em resisténcia sisttmica adquirida (systemic acquired resistance - SAR) e resisténcia
sisttmica induzida (induced systemic resistance — ISR) (FU; DONG, 2013).

A SAR, induzida geralmente por agentes bidticos (patdgenos necrotroficos) e
abioticos, é controlada por um caminho de sinalizacdo dependente do acimulo de acido
salicilico (AS) e da proteina de regulacdo NPR1 (WANG et al., 2018; PASCHOLATI; DALIO,
2018), resultando na expressao de proteinas antimicrobianas, cuja acdo confere resisténcia da
planta a patdgenos de amplo espectro (SPOEL; DONG, 2012). A RSI, promovida por bactérias
ndo-patogénicas e promotoras de crescimento (rizobactérias), é regulada por acido jasmonico e
etileno, porém requer proteina NPR1 (PASCHOLATI; DALIO, 2018). Assim, apds a percepc¢ao
por parte da planta de microrganismos na rizosfera, estas respondem de acordo, amortecendo
as defesas quando colonizadas por microrganismos benéficos ou aumentando as defesas contra
os patdgenos (WANG et al., 2020). Tanto no caso de SAR como de ISR, um sinal é gerado no
sitio de contato entre o indutor biético e o érgdo vegetal, sinal esse que se transloca para outros
orgdos, desencadeando eventos que culminam com a ativacdo de genes de resisténcia
(ROMEIRO, 2008).

A protecdo induzida em plantas envolve a ativacdo de mecanismos de resisténcia
representados por barreiras estruturais e bioquimicas (OLIVEIRA; VARANDA; FELIX, 2016).
Os fatores estruturais atuam como barreiras fisicas, impedindo a entrada e a colonizagdo dos
tecidos, enquanto as reagdes bioquimicas que ocorrem nas células do hospedeiro produzem
substancias que se mostram toxicas ao patdgeno ou criam condi¢cdes adversas para o
crescimento do mesmo no interior da planta (PASCHOLATI; DALIO, 2018). Os mecanismos

estruturais e bioquimicos sdo subdivididos em pré-formados (passivos, constitutivos), que
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incluem aqueles ja presentes na planta antes do contato com os patdgenos, e 0s pos-formados
(ativos, induziveis) que se mostram ausentes ou presentes em baixos niveis na planta antes da
infeccdo, sendo produzidos ou ativados em resposta a presenca dos patégenos (SCHWAN-
ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008).

Tais mecanismos de defesa das plantas contra fitopatdgenos envolvem alteracGes
metabdlicas que estdo correlacionadas com mudangas na atividade de enzimas chave nos
metabolismos priméario e secundario (STANGARLIN et al., 2011a). As alteracdes nas
atividades dessas enzimas chave permitem acompanhar o estado de inducéo de resisténcia em
plantas expostas a patdgenos (MACAGNAN et al., 2008). Entre essas, estdo peroxidases,
fenilalanina amoénia-liase (LINTHORST; VAN LOON, 2008) e polifenoloxidases
(CONSTABEL; RYAN, 1998).

A enzima peroxidase de guaiacol (E. C. 1.11.1.7), ocorre em tecidos de plantas, em
certas celulas animais e microrganismos, e participa de varios processos fisioldgicos de grande
importancia (HIRAGA et al., 2001; HOAGLAND, 2002). Van Loon, Rep; Pieterse (2006),
classificaram-nas como proteinas relacionadas a patogénese (pathogenesis related proteins -
Proteinas-PR) pertencentes a familia PR-9. Nas plantas, as peroxidases existem em muitas
isoformas e estdo envolvidas em uma série de processos celulares (BARBOSA et al., 2014), e
podem estar localizados principalmente na parede celular e no vacuolo (SCHWAN-
ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008).

As peroxidases participam de varios mecanismos de defesa das plantas: catalisa a
oxidacdo e a eventual polimerizacdo de alcool hidroxicindmico em presenca de peroxido de
hidrogénio (H20>), originando lignina (STANGARLIN et al., 2011a); participa da biossintese
do hormdnio vegetal de etileno (ISHIGE et al., 1993); da oxidacdo de compostos fenolicos, os
quais acumulam-se em resposta a infeccdo (FRY, 1986); oxidagdo do acido indolil-3-acético
(AlA) (HOAGLAND, 2002); reforco das paredes celulares a partir da formacdo de lignina
(PASCHOLATI; DALIO, 2018), suberina, polissacarideos e glicoproteinas ricas em
hidroxiprolina; sinalizagdo (BOWLES, 1990; WOJTASZEK, 1997) e aumento na produgéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) que apresentam acdo antimicrobiana (PASCHOLATI,
DALIO, 2018).

A polifenoloxidase (E.C. 1.10.3.2) agrupa um conjunto de enzimas responsaveis pela
catalise da reacdo de oxidacéo de polifendis transformando-os em quinonas, constituindo uma
atividade de difenolase (YORUK; MARSHALL, 2003). Sdo enzimas intracelulares que podem
ocorrer em animais, plantas e em varias espécies de bactérias e fungos (MAYER; HAREL,

1979). Nas plantas, estdo geralmente distribuidas em toda sua estrutura, podendo alguns
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Orgdos/tecidos terem maiores concentra¢fes, bem como, o nivel pode variar em funcdo da
espécie ou cultivar (MAYER; HAREL, 1979), e do ambiente (CONSTABEL; BERGEY;
RYAN, 1995), podendo sua expressao ser induzida ou inibida em algumas plantas por estresses
como injarias, teor de nitrogénio e ataque de patdgenos (SANCHEZ et al., 2000). A expressio
de genes que codificam polifenoloxidase € altamente correlacionada com a ativacdo da via
sinalizadora dos octadecandides, indicando que esta rota regula a expressao destas enzimas
(CONSTABEL; BERGEY; RYAN, 1995).

As polifenoloxidases permanecem intracelularmente, em sua grande maioria em
estado inativado, dentro dos tilacdides nos cloroplastos, separados dos compostos fendlicos,
que estdo compartimentalizados nos vactolos, mas pequena parte pode estar extracelularmente
na parede celular (MAYER; HAREL, 1979; VAUGHN; LAX; DUKE, 1988). A medida que
ocorre a ruptura da célula ocasionada por ferimentos, acdo de insetos, patdgenos, ou ainda,
senescéncia, as polifenoloxidase sdo liberadas e iniciam o processo de oxidagdo dos compostos
fendlicos (MOHAMMADI; KAZEMI, 2002; THIPYAPONG; HUNT; STEFFENS, 2004).

No processo de defesa celular, ou seja, na acdo contra fitopatdgenos, a enzima é
descompartimentalizada dos tilacoides ap6s a ruptura da célula pelo processo de penetracdo do
patdégeno, oxidando os compostos fenolicos que também sdo liberados dos vacuolos,
produzindo quinonas, que apresentam acdo antimicrobiana (THIPYAPONG; HUNT;
STEFFENS, 2004). De acordo com Mohammadi e Kazemi (2002) as polifenoloxidases
participam do processo de lignificacdo durante a invasao do patdgeno.

A fenilalanina amonia-liase (E.C. 4.3.1.5) € enzima do metabolismo secundario, sendo
encontrado principalmente em plantas superiores, mas também esta presente em algumas
bactérias (XIANG; MOORE, 2005), e fungos, mas ndo em animais (ROSLER et al., 1997). Nas
plantas, € localizada principalmente dispersa no citoplasma das células em geral, embora possa
estar associado a organelas membranosas (JONES, 1984; DIXON; PAIVA, 1995).

A fenilalanina amonia-liase é responsavel pela desaminacdo da L-fenilalanina,
proveniente da rota do acido chiquimico, convertendo-a em &cido trans-cindmico e amonia, 0
qual representa o primeiro fenilpropanoide chave nas vias de sintese de lignina, &cido salicilico,
fitoalexinas e flavonoides (SARMA; SREELAKSHMI; SHARMA, 1998; GERASIMOVA,
PRIDVOROVA; OZERETSKOVSKAYA, 2005). O 4&cido trans-cinamico pode ser
incorporado em muitos diferentes compostos fenolicos (acido 4-coumarico, acido cafeico,
acido ferulico e &cido sinépico), os quais estdo presentes na formacéo de ésteres, coumarinas,
flavonoides e ligninas (STANGARLIN et al., 2011a).
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O é&cido trans-cinamico é precursor de numerosos compostos fenilpropanoides que
realizam vérias fungdes essenciais na planta (RITTER; SCHULZ, 2004). Estes compostos
incluem lignina e fitoalexinas isoflavonoides, ambos envolvidos nas reacfes de defesa das
plantas (HAHLBROCK; SCHEEL, 1989). A fenilalanina amonia-liase gera precursores de
compostos fendlicos que se acumulam em resposta a infeccdo, como a lignina (ALMEIDA et
al., 2012). De acordo com Camm e Towers (1975), por ser muito sensivel ao estado fisiol6gico
das plantas e devido a grande variedade de estimulos, a atividade desta enzima pode variar
muito, em pouco tempo.

A ativacdo das defesas das plantas pode ocorrer a partir da elicitagdo por compostos
presentes em extratos de plantas (STANGARLIN; KUHN; SCHWAN-ESTRADA, 2008;
LUCAS et al., 2012; NAZ et al., 2014; KOBAYASHI; AMARAL, 2018; KRZYZANIAK et
al., 2018), preparacdes de leveduras (ZANARDO; PASCHOLATI; FIALHO, 2009;
STANGARLIN et al.,, 2010; SOUZA et al., 2019), exopolissacarideos bacterianos
(KYUNGSEOK; KLOEPPER; RYU, 2008; JETIYANON; PLIANBANGCHANG, 2013;
BLAINSKI et al., 2017), preparados homeopaticos (TOLEDO; STANGARLIN; BONATO,
2011; TOLEDO; STANGARLIN; BONATO, 2015) e rizobactérias promotoras de crescimento
(REZENDE et al., 2021), entre outros.

2.6.2 Extratos de plantas

Os extratos vegetais vém sendo estudados e utilizados nos ltimos anos para o controle
ou manejo de doencas de plantas devido a presenca de substancias que podem apresentar acao
bioldgica diretamente contra os patdgenos ou induzir resisténcia, nas plantas em que sdo
aplicados, contra uma ampla gama de patégenos (STANGARLIN et al., 2011b). A principal
vantagem relacionada ao uso de extratos vegetais em protecdo de plantas, quando comparados
aos produtos sintéticos, deve-se ao fato de gerar novos compostos, 0s quais 0s patégenos ndo
se tornaram capazes de inativar, além de serem menos toxicos, serem degradados rapidamente
pelo ambiente, possuirem um amplo modo de agéo e de serem derivados de recursos renovaveis
(FERRAZ; LOPES; AMORA, 2008).

As plantas medicinais possuem uma grande riqueza quimica com principios ativos,
tornando-se fontes potenciais de moléculas que podem ser empregadas na defesa de plantas
contra fitopatogenos (STEVANOVIC et al., 2018). Esses compostos pertencem a varias classes
distintas de substancias quimicas, como alcaloides, terpenos, ligninas, flavonoides, cumarinas,

benzenoides, quinonas, xantonas, lactonas e esteroides, entre outros (STASI, 1997).
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Nas plantas os metabdlitos secundarios ndo estdo diretamente envolvidos no
crescimento ou reproducdo, mas frequentemente estéo envolvidos na defesa da mesma, sendo
sintetizados através das vias metabolicas secundarias da planta (VERPOORTE, 1998;
BAKKALI et al., 2008). Esses compostos geralmente pertencem a uma das trés grandes classes
quimicas: terpenos, nitrogenados e fenolicos. Os terpenos sdo sintetizados a partir da acetil-
CoA, via rota do acido mevalbnico, no citoplasma, ou do piruvato e 3-fosfoglicerado, no
cloroplasto. Os compostos nitrogenados sao sintetizados a partir dos aminoacidos aromaticos
(triptofano, tirosina), os quais sdo derivados do &cido chiquimico, e também de aminoacidos
alifaticos (ornitina, lisina). J& os compostos fenolicos sdo produzidos principalmente pelas vias
do &acido chiquimico ou &cido mevaldnico e incluem uma ampla variedade de compostos
relacionados a defesa, como os flavonoides, antocianinas, vérias fitoalexinas, taninos, lignina e
furanocumarinas (PERES, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2009). Na rota do &cido chiquimico a
fenilalanina representa importante ponto de partida para a produgdo da maioria dos compostos
fendlicos (BORGES; AMORIM, 2020).

Neste sentido, diversas pesquisas tém sido realizadas para identificar plantas cujo
extrato bruto apresente substancias com agdo bioldgica contra fitopatdgenos e/ou indutora de
resisténcia (STANGARLIN; KUHN; SCHWAN-ESTRADA, 2008; STANGARLIN et al.,
2011b; VENTUROSO et al., 2011; BRITO; NASCIMENTO, 2015; SADANA; DIDWANIA,
2015; MOURA; JASKI; FRANZENER, 2016; SANTOS NETO et al., 2016; COSTA et al.,
2019).

Moura et al. (2012) controlaram a antracnose (Colletotrichum gloeosporioides) em
maracuja-amarelo usando extrato bruto aquoso de Cymbopogon citratus (capim-liméo).
Peixinho et al. (2017) observaram o controle da podridao seca (Lasiodiplodia theobromae) da
uva pelos extratos vegetais de Vernonia condensata (boldo baiano), Mimosa tenuiflora (jurema
preta), Bauhinia forficata (pata de vaca) e Caesalpinia ferrea (pau-ferro). Kobayashi e Amaral
(2018) observaram o controle de Alternaria solani na cultura do tomateiro pelos extratos
Vernonia polysphaera (assa peixe) e Schinus polygama (aroeirinha).

Almeida, Moura e Franzener (2017) avaliaram o efeito protetor dos extratos das
plantas Zingiber officinale (gengibre) Caryophyllus aromaticus (cravo-da-india) e Allium
sativum (alho) no controle da pinta preta do tomateiro. Todos os tratamentos inibiram o
crescimento micelial diferindo da testemunha, a 4gua destilada. Para os extratos de gengibre e
alho na concentracao de 20% a inibig&o foi de 37,9% e 70%, respectivamente. A calda bordalesa
(tratamento padrdo) proporcionou 100% de inibicdo do crescimento micelial. O extrato de

cravo-da-india promoveu inibicdo de 100% no crescimento micelial em todas as concentragdes,
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indicando elevado efeito antifingico sobre A. solani mesmo em baixas concentra¢des. Quanto
a severidade, todos os tratamentos promoveram reducfes na area abaixo da curva de progresso
da doenca (AACPD) de 55,8%, 29,5% e 22,5% para 0s extratos de cravo-da-india, alho e
gengibre em relacdo a testemunha, respectivamente.

Entre as plantas utilizados no controle de doencas tém-se destacado o alecrim, que vem
sendo amplamente pesquisado por possuir principios ativos com acgdo antimicrobiana.
Rosmarinus officinalis, conhecida comumente como alecrim, pertence a familia Lamiaceae,
origindria do Mediterraneo, cultivada em altitudes de até 1.500 metros e suportando
temperaturas de -10 °C (GONZALEZ-MICHEL, 2013; RUPPELT et al., 2015).

R. officinalis € uma planta pequena de porte subarbustivo lenhoso e altamente
ramificado, de 1 a 2 metros de altura. As suas folhas sdo pequenas, sésseis, finas, opostas,
lanceoladas, e apresentam dois tons de verde, na parte superior verde-escuro e na inferior verde
acinzentado. As flores sdo azulado-claras, pequenas e de aroma forte e nascem em buqués na
juncdo do caule com a folha. O fruto mede aproximadamente 1 mm e aparece dentro do célice
na forma de quatro pequenos nozes marrons (GONZALEZ-MICHEL, 2013).

O alecrim apresenta uma ampla gama de compostos como os fendlicos, terpenos,
terpenoides e fenilpropanoides. Os compostos fenodlicos com acdo antioxidante sdo 0s
diterpenos fendlicos como 4&cido carnosoélico, carnosol, rosmanol, &cido rosmarinico,
epirorosmanol, 7-metil-epirosmanol, metil carnosato e acido cafeico (CARVALHO JUNIOR.,
2005); os terpenos e terpenoides sdo céanfora, 1,8-cineol, a-pineno, canfeno, a-terpineol,
limoneno, B-cariofileno, mirceno, a-terpineol, verbenol, verbenona e borneol (GONZALEZ-
MICHEL, 2013; BORGES et al., 2019). Existem outras substancias presentes no alecrim como
taninos, saponinas, alcaloides e flavonoides (luteolina, apigenina e diosmetina) (GONZALEZ-
MICHEL, 2013). Os compostos pinenos, 1,8-cineol, borneol, canfeno e canfora tém atividade
antimicrobiana, possuindo a capacidade de interferir em distintas atividades da célula
microbiana, eliminando ou inibindo o crescimento dos mesmos (RIBEIRO et al., 2012).

O potencial de alecrim para o controle de patdégenos tem sido verificado em diversos
patossistemas, como Pseudocercospora vitis e Plasmopara viticola em videira (MAIA et al.,
2014). Brand et al. (2010) observaram inducéo da fitoalexina faseolina em feijoeiro, com o uso
de extrato aquoso de alecrim e sua fungitoxidade sobre Colletotrichum lindemuthianum. As
fitoalexinas constituem um grupo muito importante de metabolitos secundarios com elevado
potencial antimicrobiano (TAIZ; ZEIGLER, 2009).

Lee et al. (2020) observaram efeito fungicida sobre Aspergillus flavus, apresentando

maior inibi¢do (90%) na dose 25 pL mL "t do dleo essencial de alecrim. O extrato de alecrim foi
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capaz de induzir a atividade de peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amoénia-liase em

colo e raiz de plantas de soja desafiadas com M. phaseolina (LORENZETT] et al., 2018).
Dessa forma, verifica-se que o uso de extratos de plantas medicinais, especificamente

o0 alecrim, apresenta-se como uma alternativa para controle de doencas de plantas, podendo ser

mais uma ferramenta para o manejo fitossanitario sustentavel.

3 CONSIDERACOES FINAIS

O uso de produtos alternativos apresenta uma importante estratégia para 0 manejo de
doencas em plantas, com possibilidades de reduzir o uso de agrotoxicos na producdo de
alimentos. Além disso, possuem caracteristicas desejaveis como: menor toxidade, amplo modo
de acdo, degradacdo rapida pelo meio ambiente e sdo derivados de recursos renovaveis.

A protecdo das plantas contra doencas pela inducdo de resisténcia, que pode ser
conseguida com a aplicacédo de produtos de origem bidtica ou abidtica os quais levam a ativacdo
de mecanismos de defesa latentes existentes na prdpria planta e, por conseguinte, minimizam
os danos causados pelas doencas, principalmente em areas de cultivo organico.

Os extratos de plantas medicinais a exemplo os formulados a base de alecrim vem
apresentado resultados promissores no controle de doencas bacterianas e fungicas, uma vez
que, possuem grande riqueza quimica com principios ativos, tornando-se fontes potenciais de

moléculas que podem ser empregadas na defesa de plantas contra fitopatdgenos.
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CAPITULO |

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE FORMULADOS A BASE DE ALECRIM

CONTRA Xanthomonas campestris pv. campestris E Alternaria brassicae

1 RESUMO

Considerando a demanda por produtos fitossanitarios alternativos aos tradicionais pesticidas, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana de formulados orgéanico e quimico
a base de alecrim (Rosmarinus officinalis) sobre Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc)
e Alternaria brassicae isolados de couve folha. A atividade antibacteriana in vitro foi realizada
a partir de colonia jovens (com 32 h) de Xcc preparada em suspensdo 1x108 UFC mL™ com
solugdo salina (0,85% de NaCl) estéril em tubos de ensaio contendo 5 mL do meio de cultura
caldo nutriente, acrescido dos tratamentos 0 (meio de cultura); 0,5%; 1%; 2%; 4% e 6%
(massa/volume), avaliando-se a absorbancia a 580 nm. A atividade antiflngica in vitro foi feita
em meio de cultura suco V8-agar, esterilizado em autoclave e vertido em placas de Petri,
avaliando-se diametro das colonias e esporulagdo, bem como a germinagdo de esporos em
laminas de microscopia recobertas com agar-dgua 1%. Os formulados quimico e organico
reduziram o crescimento de Xcc em 74,5% e 54,8%, respectivamente. Os formulados inibiram
o crescimento micelial, esporulacdo e germinacdo de esporos de A. brassicae em todas as
concentragdes testadas de maneira dose-dependente. Houve inibi¢do do crescimento micelial
em 40% e 33%, esporulacdo em 61,35% e 54,5% e na germinacdo de conidios em 77,41% e
68,22% no formulado quimico e organico, respectivamente, na concentracdo 6%. Esses
resultados indicam o potencial antimicrobiano dos formulados sobre X. campestris pv.

campestris e A. brassicae.

Palavras-chave: Brassica oleracea var. acephala. Rosmarinus officinalis. Planta medicinal.

Controle alternativo.

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF ROSEMARY BASED FORMULATES ON

Xanthomonas campestris pv. campestris AND Alternaria brassicae

2 ABSTRACT
Considering the demand for alternative phytosanitary products to traditional pesticides, this
work aimed to evaluate the antimicrobial activity of organic and chemical rosemary-based

formulations (Rosmarinus officinalis) on Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) and
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Alternaria brassicae isolated from cabbage leaf. The in vitro antibacterial activity was
performed from young colony (with 32 h) of Xcc prepared in 1x108 CFU mL™ suspension with
sterile saline solution (0.85% NaCl) in test tubes containing 5 mL of nutrient broth culture
medium, plus the treatments 0 (culture medium); 0.5%; 1%; 2%; 4% and 6% (weight/volume),
evaluating the absorbance at 580 nm. The in vitro antifungal activity was performed in VV8-agar
juice culture medium, sterilized in autoclave and poured into Petri plates, evaluating colony
diameter and sporulation, as well as spore germination on microscope slides covered with 1%
water-agar. The chemical and organic formulations reduced the growth of Xcc by 74.5% and
54.8%, respectively. The formulations inhibited mycelial growth, sporulation, and spore
germination of A. brassicae at all concentrations tested in a dose-dependent manner. Also, there
was an inhibition of mycelial growth in 40% and 33%, sporulation in 61.35% and 54.5% and
in the germination of conidia in 77.41% and 68.22% in the chemical and organic formulations,
respectively, in the concentration of 6%. These results indicate the antimicrobial potential of
the formulates on X. campestris pv. campestris and A. brassicae.

Keywords: Brassica oleracea var. acephala. Rosmarinus officinalis. Medicinal plant.

Alternative control.

3 INTRODUCAO

A podriddo negra e a mancha de alternaria sdo doencgas causadas por Xanthomonas
campestris pv. campestris e Alternaria brassicae, respectivamente, que reduzem a
produtividade da couve folha (Brassica oleracea) e elevam o custo de producdo devido ao
aporte de insumos quimicos utilizados durante todo o ciclo da cultura com intuito de prevenir
e ou controlar estes patogenos (MARINGONI; SILVA JUNIOR, 2016).

O uso de agrotdxicos nos cultivos de hortalicas pode causar diversos problemas, tanto
ao homem como a contaminagéo dos alimentos e a intoxicagdo de produtores, quanto ao meio
ambiente, como a contaminac¢do do solo, da &gua, a resisténcia de patdgenos a diversos
principios ativos, o desequilibrio bioldgico, a eliminacdo de organismos benéficos e a perca da
biodiversidade (OLIVEIRA et al., 2018). Neste contexto, o uso de fungicidas ecoldgicos ou
produzidos a partir de extratos vegetais torna-se uma opgao.

A reducdo da aplicacdo de produtos quimicos nos cultivos de hortalicas somente sera
possivel se houver conhecimento a respeito do patossistema desses microrganismos de
importancia econémica, bem como a sensibilidade desses patdgenos em relacdo ao espectro de

acdo antimicrobiana proveniente dos extratos vegetais. Dessa forma, através de técnicas de
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deteccdo de in vitro que demonstram a sensibilidade e ou resisténcia dos patdgenos, é possivel
selecionar extratos vegetais que possam ser usados em métodos de controles alternativos. Nos
ultimos anos tém-se aumentado o0 nimero de pesquisas nesse ambito, devido a eficiéncia e
confiabilidade nos testes in vitro em laboratdrios visando a selecdo de novos produtos para
controle de doencas (BARROS; GOMES; CALVACANTI, 2015).

O alecrim, Rosmarinus officinalis L. (familia Lamiaceae) representa uma importante
fonte de compostos bioativos como cineol, céanfora, pipeno, canfeno, terpineol, acido
rosmarinico e os compostos polifendlicos, incluindo os flavonoides, capazes de controlar
doencas, tanto pela acdo antimicrobiana direta no patégeno, quanto pela acdo indireta, através
da ativacdo de mecanismos de defesa das plantas (ZAOUALI; BOUZAINE; BOUSSAID,
2010; LORENZETTI; STANGARLIN; KUHN, 2017).

A atividade antimicrobiana do alecrim em experimento in vitro contra Alternaria sp.
foi observada com sucesso por Diaz Dellavalle et al. (2011), pela reducdo da esporulacdo do
patdégeno. Camatti-Sartori et al. (2011), utilizando extrato acético de alecrim na concentracéo
de 25%, verificaram a inibicdo de 48% do crescimento micelial de Fusarium sp. e 90% do
fungo Botrytis sp. Lorenzetti, Stangarlin e Kuhn (2017) verificaram que o extrato aquoso de
alecrim na concentragdo de 5% reduziu o crescimento micelial de Macrophomina phaseolina
em meios solidos e liquidos em 44% e 74%, respectivamente.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana de formulados a base
de alecrim contra Xanthomonas campestris pv. campestris e Alternaria brassicae isolados de

couve folha.
4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO E MANUTENCAO DOS PATOGENOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia da Universidade
Estadual do Oeste do Parana-UNIOESTE, Campus de Marechal Candido Rondon—PR (24° 33’
40” de latitude Sul e 54° 04 12” de longitude Oeste), no periodo de junho 2019 a outubro 2020.

Os patdgenos foram isolados a partir de lesbes em folhas de couve folha as quais
apresentavam sintomas caracteristicos da podriddo negra causada por X. campestris pv.
campestris e da mancha de alternaria causada por A. brassicae, provenientes de cultivo
comercial no municipio de Marechal Candido Rondon-PR.

Para isolamento de X. campestris pv. campestris, fragmentos de folha (5 mm x 5 mm)

foram retirados na &rea de transi¢do do tecido sadio e da lesdo, em seguida imergidos em
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solucéo aquosa de etanol 70% por 30 segundos, solu¢do de hipoclorito de sédio 0,1% por 1 min
e enxaguados em &gua destilada conforme metodologia descrita por Mafia, Alfenas e Gongalves
(2016). Apds a desinfestacdo superficial, foram triturados em tubos contendo solucéo salina
(0,85% de NaCl) esterilizada, e em seguida, com alca de platina transferiu-se uma aliquota do
homogeneizado para placas de Petri contendo meio dgar-nutriente. As placas foram mantidas
em B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) por 48 h a 25 + 1 °C e fotoperiodo de 12 h. A
preservacdo da bactéria ocorreu em solucéo salina 0,85% a 10 °C (GONCALVES; ALFENAS;
MAFIA, 2016).

O isolado de A. brassicae foi obtido conforme metodologia descrita por Alfenas et al.
(2016), em meio de cultura BDA (batata-dextrose-a4gar). Um disco de micélio com
aproximadamente 5 mm de didmetro retirado do meio BDA foi transferido para placa de Petri
contendo o meio suco V8-agar, (200 mL de suco V8, 20 g de agar, 3 g de CaCO3 e 1000 mL
ADE) esterilizado em autoclave a 120 °C por 20 min e 1 atm, e incubadas em B.O.D. a 25 °C
durante sete dias. Posteriormente, o isolado foi transferido e preservado pelo método de
Castellani (GONCALVES; ALFENAS; MAFIA, 2016).

4.2 FORMULADOS A BASE DE ALECRIM

Foram utilizados dois formulados a base de alecrim: All Crim Convencional™
composto por fontes minerais de nitrogénio (1%), cobre (5%) e célcio (29%) e All Crim
Organico™ composto por fontes organicas de nitrogénio (1,87%), calcio (0,37%), potéssio
(1,13%) e fésforo (0,36%), ambos contendo pé sollvel de alecrim. Os dois formulados foram
utilizados nas concentracdes 0%; 0,5%; 1%; 2%; 4% e 6%, diluidos em &gua destilada

esterilizada (massa/volume).

4.3 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA in vitro

Foram utilizados tubos de ensaio contendo 5 mL do meio de cultura caldo nutriente (3
g de extrato de carne, 5 g de peptona, 15 g de glicose e 1000 mL de agua destilada esterilizada)
(MARIANO; SOUZA; GAMA, 2016), acrescido das concentragdes dos formulados.
Constituiram-se como testemunha somente o meio de cultura + a bactéria e adicionou-se mais
um tubo sem bactéria e apenas com meio de cultura para leitura de absorbancia (branco).

A partir de colbnia jovens (com 32 h) de X. campestris pv. campestris, foi preparada
uma suspensdo 1x108 unidades formadoras de coldnia (UFC) mL™* com solugéo salina (0,85%
de NaCl) estéril. Posteriormente, adicionou-se uma aliquota de 30 puL da suspensdo de células

bacterianas em cada tubo de ensaio, 0s quais foram incubados a 25 £ 1 °C por 48 h em estufa
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sob agitacdo a 150 rpm. A avaliacdo da multiplicacdo bacteriana foi determinada pela leitura
de absorbancia a 580 nm em espectrofotdmetro.

4.4 ATIVIDADE ANTIFUNGICA in vitro

Os formulados nas devidas concentracdes foram incorporados em meio de cultura
suco V8-4gar e esterilizados em autoclave a 120 °C, 1 atm por 20 min e, em seguida, vertidos
em placas de Petri. Um disco de 7 mm de didmetro contendo micélio de A. brassicae foi retirado
da borda da coldnia cultivada em meio BDA (col6nia com 7 dias), e repicado para o centro de
cada placa de Petri, as quais foram vedadas com filme plastico e mantidas a 25 + 1 °C e no
escuro (BALBI-PENA et al., 2006).

As avaliacGes foram realizadas através de medicdes diarias do didmetro das col6nias
(média de duas medidas diametralmente opostas), com uma régua graduada em milimetros,
iniciando 24 h apds a instalacdo do experimento. As coldnias foram avaliadas durante um
periodo de 6 dias ou até que, em uma das placas, 0 micélio ja tivesse tomado por completo a
superficie do meio de cultura (STANGARLIN et al., 1999). Com os valores obtidos foi

calculada a area abaixo da curva do crescimento micelial (AACCM) pela equacéo:

AACCM = |[(Y1 + Yi41) . I]‘ + [[(Yz + Y241) . I]‘ [[(Yn + Yai1) *I]‘
2 2 2
Onde:
AACCM = 4rea abaixo da curva de crescimento micelial (adimensional);
Yi e Yi+1 = Tamanho do micélio do fungo observado em duas avaliagdes consecutivas
(cm);

| = intervalo entre duas avaliagdes consecutivas (dias).

O teste de inibicdo de esporulacdo foi realizado ao término do teste de inibi¢do do
crescimento micelial, avaliando a producéao de esporos em cada uma das placas usadas no teste.
Dessa forma, foram adicionados 10 mL de agua destilada em cada placa de Petri, seguido de
raspagem da colénia com espatula inoxidavel esterilizada e filtragem da suspensdo de esporos
em gaze. A contagem do nimero de esporos mL™ foi realizada em camara de Neubauer e em
microscopio optico (BALBI-PENA et al., 2006).

A germinagdo de conidios foi avaliada em I&mina de microscopia revestida com 800
uL de agar-agua 1% autoclavado. Para tanto, uma aliquota 50 uL das concentra¢des dos

formulados a base de alecrim (corrigidas para se manter as concentracdes citadas anteriormente)
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e aliquota de 50 pL da suspensio de esporos (2x10* conidios mL™) de A. brassicae, obtidas de
uma coldnia com 7 dias de idade, foram distribuidas na superficie das laminas.

Essas laminas foram incubadas em camara Uumida no escuro a 25 + 1 °C por 24 h
(BALBI-PENA et al., 2006). Como testemunha foi utilizada 4gua destilada esterilizada. Apos
24 h cada lamina recebeu 40 pL de azul algoddo com lactofenol para paralisar a germinagéo
dos esporos. A avaligdo foi realizada pela contagem de esporos germinados em microscopio
optico. O esporo foi considerado germinado quando o comprimento de seu tubo germinativo

era maior ou igual ao menor diametro do esporo.

4.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. Ambos
experimentos possuiram seis tratamentos representados pelos formulados quimico e organico a
base de alecrim com seis concentragdes e quatro repeti¢cdes. Os dados obtidos foram submetidos
a analise de variancia (ANAVA) a (p<0,05) realizada no Software livre Genes (CRUZ, 2013)
e quando significativos foram submetidos a analise de regressao.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Observou-se inibicdo da multiplicacdo de X. campestris pv. campestris de maneira
dose-dependente. Os formulados de alecrim quimico e organico apresentaram efeito direto
sobre a multiplicacdo in vitro da bactéria, tendo seus comportamentos representados por
equacdo quadratica. A partir da regressdo pode-se verificar que o ponto de minima ocorreu na
concentracdo 5,33% do formulado quimico e no orgéanico na concentracdo 5,79%, na qual o
menor valor de absorbancia foi 0,28 e 0,51 respectivamente (Figura 1).

Os formulados foram capazes de reduzir o crescimento in vitro das colbnias de X.
campestris em todas as concentracOes testadas. Entretanto, as maiores concentragdes (4% e 6%)
foram capazes de diminuir significativamente a multiplicagdo da bactéria, levando a uma
reducdo média de 61,8 % e 74,5% para o formulado quimico, enquanto as médias 45,8% e
54,8% foram obtidas no formulado orgénico quando comparadas com a testemunha.

Comportamento semelhante ao presente trabalho foram obtidos por Vigo et al. (2009),
quando observaram acdo inibitoria in vitro em isolados de Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli ao utilizarem 0leo essencial de alecrim a partir da concentracdo de 1%, ou seja, quanto

maior a concentracdo, maior foi a eficiéncia do 6leo sobre a inibicdo do patdgeno.
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Figura 1 - Efeito de concentracfes dos formulados a base de alecrim
(Rosmarinus officinalis L.) quimico (e) e organico (o) sobre
0 crescimento de X. campestris pv. campestris. (o) CV =
6,33% e (o) CV = 6,15%.

Martins et al. (2011), avaliando a atividade antibacteriana do 6éleo essencial de alecrim
nas concentracdes de 4% e 8%, verificaram acdo inibitéria em Ralstonia solanacearum em
frutos de tomate e tubérculos de batata. Lima (2016) confirmou em ensaio in vitro, que o 6leo
essencial de alecrim a partir da concentracao de 0,5% inibiu completamente o crescimento de
R. solanacearum.

Essas atividades antibacterianas poderia ser explicadas pelo fato do alecrim possuir
principios ativos como oa-pipeno, 1,8-cineol, canfeno, cénfora e borneol, como também
compostos monoterpénicos responsaveis por romper as paredes celulares e membrana
citoplasmatica, perturbando a estrutura das diferentes camadas de polissacarideos, acidos
graxos e fosfolipideos, comprovando que a citotoxicidade parece incluir tais danos as
membranas dos patdgenos e rompimento de parede celular (CUTRIM et al., 2019).

O acido rosmarinico, rosmaridifenol, carnosol, apirosmanol, &acido carndsico,
rosmanol e isorosmanol, presentes no alecrim, interagem com a membrana celular, causando
alteracdes no material genético e nos nutrientes, alterando o transporte de elétrons, vazamento
de componentes celular e alteragdes na producdo de acido graxos, além disso, interage com a
membrana, causando perda da funcionalidade da membrana e sua estrutura (NIETO; ROS;
CASTILLO, 2018).

Vale ressaltar outro ponto importante em relacdo aos formulados a base de alecrim

utilizados no presente trabalho, principalmente o quimico, que exerceu uma efetiva atividade
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antibacteriana em relacdo ao orgénico, pode estar relacionado a presenca do micronutriente
cobre em sua composicdo, que € um importante nutriente com atividade antimicrobiana.
Quando o cobre entra em contato com a bactéria, este causa distor¢do repentina da parede
celular e destruicdo da membrana celular, pois os ions de cobre que tem uma forte reducao
podem extrair os elétrons das bactérias, fazendo com que o0 seu citoplasma escorra e 0 seu

nacleo celular oxide, causando sua morte (SHEIKH et al., 2011).

5.2 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Para a atividade antifingica houve inibicdo do crescimento micelial de maneira dose-
dependente, com reducéo da &rea abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM), tendo
seu comportamento representado por equagdo quadratica. A partir da regressdo pode-se
verificar que o ponto de minima ocorreu na concentracéao 5,31% do formulado quimico e 5,22%
do orgéanico, onde se verificam as menores AACCM, com valores de 16,02 e 18,76,
respectivamente (Figura 2). Os formulados quimico e organico a base de alecrim, na
concentracdo 6%, inibiram o crescimento em 40% e 33%, respectivamente em relacédo a

testemunha.
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Figura 2 - Area abaixo da curva do crescimento micelial (AACCM) de
Alternaria brassicae em meio de cultura suco V8-agar
acrescido de formulados quimico (e) e organico (o) a base
de alecrim (Rosmarinus officinalis L.). (e) CV =2,80% e (o)
CV =2,37%.

Yilmaz, Ermis e Boyraz (2016), observaram que o Oleo essencial de alecrim na

concentragdo 500 pl/L resultou na inibigdo em média de 30% a 85% do crescimento micelial
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de Botrytis cinerea, Penicillium expansum e Colletotrichum gloeosporioides. Nascimento et al.
(2020), verificaram que o O6leo essencial de alecrim na concentracdo 0,75% inibiu
completamente o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides, sendo considerado
eficaz no controle in vitro deste patdgeno. Rabari, Chudashama e Thaker (2017), utilizando
6leo essencial de alecrim na concentracdo 5 pL, verificaram uma zona de inibigdo entre 5 mm
20 mm do crescimento micelial do Colletotrichum gloeosporioides.

Lorenzetti, Stangarlin e Kuhn (2017), avaliando o crescimento micelial de
Macrophomina phaseolina em meio BDA contendo concentragdes do extrato de alecrim,
verificaram que a concentracdo 4,5% apresentou a menor AACCM. Hillen et al. (2012),
estudando a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de alecrim, observaram que a partir da
concentracdo 20% houve 100% de inibicdo do crescimento micelial de Alternaria carthami,
Alternaria sp. e Rhizoctonia solani.

Ao analisar a influéncia das concentrac@es dos formulados quimico e organico a base
de alecrim na esporulacéo de A. brassicae, observou-se modelo de regressdo quadratica com
efeito dose-dependente. Os tratamentos com formulado quimico e organico inibiram a
esporulacdo em 61,35% e 54,5%, respectivamente, com a aplicacdo da concentracdo 6%,

quando comparado a testemunha (Figura 3).
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Figura 3 - Porcentagem de esporulagdo de Alternaria brassicae em
funcio dos tratamentos com formulados quimico (e) e
organico (o) a base de alecrim (Rosmarinus officinalis L.).
(0) CV=17,34%¢e (o) CV = 8,91%.

Os resultados obtidos corroboram com os de Mamprim et al. (2013), quando utilizaram

0 extrato de alecrim na concentracdo de 10% e observaram reducdo da formacdo de conidios
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de M. anisopliae entre 24% a 39%. Nascimento et al. (2020), observaram inibi¢cdo de 100% na
esporulacdo quando utilizou o 6leo essencial de alecrim (contendo 23,5% de p-mirceno, 22%
de 1,8 cineol ¢ 20% de a-pineno) na concentracdo 0,75% sobre o fungo Colletotrichum
gloeosporioides (Penz) Sacc. Da mesma forma, Silva et al. (2018), utilizando o 6leo essencial
de alecrim, verificaram redugdo na esporulagéo in vitro de Bipolaris oryzae.

Em estudos realizados por Itako et al. (2008), verificou-se o poder inibitério dos
extratos brutos aquosos de Artemisia camphorata, Cymbopogon citratus e R. officinalis nas
concentracdes de 20% e 40%, com reducdo acima de 90% da esporulacdo de Alternaria solani.

Os formulados quimico e orgénico a base de alecrim inibiram a germinagdo dos
esporos de A. brassicae, tendo seu comportamento representado por modelo de regressdo
quadratica em funcgdo das concentragdes crescentes. A partir da regressao pode-se verificar que
0 ponto de minima ocorreu na concentracéo 5,40% do formulado quimico e 5,42% do organico,
onde se verificou a menor porcentagem de germinagdo de conidios, de 20,99% e 30,68%,
respectivamente (Figura 4). Houve redugdo de 77,41% na germinagéo de esporos no formulado

quimico e 68,22% do organico quando se utilizou a concentracdo de 6%.

100 O y=2240x2 - 24,292x + 96,534
R2=0,98
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Figura 4 - Inibicdo in vitro da germinag&o de esporos de A. brassicae
em funcéo dos tratamentos com formulados quimico (e) e
organico (o) a base de alecrim (Rosmarinus officinalis L.).
(0) CV=11,39% e (o) CV = 8,30%.

Resultados semelhantes a presente pesquisa foram encontrados por Andrade e Vieira
(2016), quando verificaram que 50 e 100 pL de oleo essencial de alecrim reduziram em 70% e
78% o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides e na germinacdo de esporos
observaram reducdes em torno 31,2% utilizando 30 pL. Testando extrato aquoso de alecrim
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nas concentracdes de 5%, 10% e 20%, Marcondes et al. (2014) observaram que a germinacao
de conidios de Fusarium moniliforme foi menor em todas as concentragdes testadas. Itako et al.
(2009), ao avaliarem o efeito do extrato bruto aquoso de alecrim sobre a germinacao dos esporos
de Cladosporium fulvum, observaram reducdo de 65,14% da germinacdo na concentracdo de
40%.

Esses resultados sustentam a hipdtese de que o alecrim possui acéo antimicrobiana,
podendo estar relacionado aos compostos antifungicos presentes em suas folhas como por
exemplo cineol, pineno, borneol e canfora. Esses compostos podem afetar os microrganismos
de vérias formas, como pela desorganizacdo da membrana citoplasmatica de suas células,
quanto pela quebra do fluxo de elétrons e transporte ativo desbalanceado, porém, ndo se pode
dizer como cada um atua separadamente, pois varios desses compostos trabalham de forma
conjunta (BAKKALI et al., 2008; COSTA et al., 2011).

Além do alecrim presente nos formulados, tem-se 0s nutrientes que podem ter acdo
direta sobre os fitopatdgenos como o nitrogénio e o cobre constituintes do formulado quimico,
e 0 potassio e o fésforo presentes no formulado organico. Santos et al. (2018), utilizando fosfito
de cobre e potassio na concentracdo de 0,006%, verificaram acdo fungicida, ndo havendo o
crescimento in vitro de Pythium sp. Pereira (2018), em pesquisa com nitrato de cobre na dose
146,5 mg Kg?* de Cu®" observou inibicdo de 99,7% da germinacdo de uredinidsporos de
Hemileia vastatrix em condigdes in vitro.

Sobrinho et al. (2016), testando fosfito de potassio no controle de Fusarium solani do
maracujazeiro, e verificaram inibicdo do patdgeno na concentragéo de 50 mg L em cultivo in
vitro, bem como Schurt et al. (2013), testando a eficiéncia do fosfito de potéssio in vitro sobre
R. solani, verificaram inibicdo do crescimento micelial do patdgeno.

Rezende et al. (2020), em estudo para verificar o efeito do fosfito de potassio no
crescimento micelial de Phytophthora nicotianae, verificaram que o produto inibiu em 50% o
crescimento micelial do fungo, além disso, o produto reduziu a espessura das hifas, aumentou
0 numero de ramificacOes atrofiadas e comprometeu a sintese da parede celular do fitopatdgeno.
Ortiz e Zapata (2012) também verificaram que o fosfito de potassio teve acédo inibitoria sobre a
germinacao dos esporos de Mycosphaerella fijiensis.

Os resultados indicam o potencial antifungico dos formulados a base de alecrim de
forma direta sobre A. brassicae e X. campestris pv. campestris. Considera-se ainda a
necessidade de continuidade das pesquisas para controle desses patégenos quando em interacéo
com a planta hospedeira couve folha, avaliando-se a reducédo na intensidade das doengas, seja

de maneira antimicrobiana direta ou por inducdo de resisténcia.
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6 CONCLUSAO

Os formulados quimico e orgénico a base de R. officinalis apresentaram atividade
antimicrobiana direta sobre X. campestris pv. campestris e A. brassicae isolados de couve folha,

de maneira dose-dependente.
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CAPITULO Il

FORMULADOS A BASE DE ALECRIM PARA CONTROLE DE Xanthomonas
campestris pv. campestris EM COUVE FOLHA

1 RESUMO

A couve folha pode ter a sua produtividade limitada por vérias doencgas, 0 que demanda 0 uso
de agrotdxicos. No entanto, na busca de uma agricultura ambientalmente sustentavel, novas
medidas de protecdo das plantas aos patdgenos tém sido desenvolvidas. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o controle e a indugcdo de mecanismos de resisténcia em couve folha contra
Xanthomonas campestris pv. campestris a partir de fertilizante foliar a base de Rosmarinus
officinalis (alecrim). Para tanto, formulacGes contendo fontes organica e quimica de
fertilizantes acrescidos de pé soltvel de R. officinalis, nas concentraces 0%, 0,5%, 1%, 2%,
4% e 6%, foram pulverizados na 3? folha trés dias antes da inoculacdo do patdgeno que ocorreu
nas 32 e 42 folhas. Foram avaliados a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD),
massas frescas e seca de parte aérea e raiz, volume de raiz, area foliar, teor de clorofila e as
enzimas de defesa vegetal peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amonia-liase (FAL). O
uso dos formulados quimico e organico a base de alecrim na concentra¢do 6% reduziram a
AACPD em 37% e 35%, respectivamente. Houve incremento na atividade de peroxidase, tanto
local quanto sistémico, ja no 1° dia ap6s o tratamento na concentracdo 6% do formulado
quimico, sendo que atividade local da enzima se estendeu até o 2° dia ap6s o tratamento com
incremento acima de 60% em relacdo a testemunha. A concentracdo 6% do formulado organico
promoveu aumento na atividade local de peroxidase no 2° dia ap6s o tratamento, com
incremento acima de 62% em relacdo a testemunha, no entanto, somente no 3° dia apos o
tratamento ocorreu inducéo sistémica. Para a atividade de FAL todas as concentracgdes testadas
do formulado quimico incrementaram a atividade enzimatica tanto local quanto sistemicamente
no 1° dia apds o tratamento, porém, as concentragdes 6% e 4% mantiveram pico local no 2° e
3° dia, respectivamente, com incremento acima de 50% maior que a testemunha. O formulado
organico promoveu atividade local de FAL no 1° dia ap0s o tratamento na concentracéo 4% e
6% com incremento acima de 64% em relacdo a testemunha. Todas as concentracfes do
formulado organico promoveram incremento na atividade de FAL deste o 1° até o 2° dia ap6s
o tratamento. A enzima polifenoloxidase ndo foi alterada com a aplicacdo dos formulados.
Dessa forma, fertilizante foliar contendo R. officinalis controla a podriddo negra em couve

folha, possivelmente por inducdo de resisténcia.
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Palavras-chave: Brassica oleracea var. acephala. Podridao negra. Inducgéo de resisténcia.

ROSEMARY-BASED FORMULATIONS CONTROL Xanthomonas campestris pv.
campestris IN LEAFY CABBAGE

2 ABSTRACT

Cabbage leaf can have its productivity limited by several diseases, which demands the use of
agrochemicals. However, in the search for an environmentally sustainable agriculture, new
plant protection measures against pathogens have been developed. The objective of this work
was to evaluate the control and induction of resistance mechanisms in cabbage against
Xanthomonas campestris pv. campestris using Rosmarinus officinalis-based foliar fertilizer.
Formulations containing organic and chemical fertilizer sources plus soluble powder of R.
officinalis, at concentrations 0%, 0.5%, 1%, 2%, 4% and 6%, were sprayed on the 3" leaf three
days before inoculation of the pathogen that occurred on the 3" and 4" leaves. The area under
the disease progress curve (AACPD), fresh and dry masses of aerial part and root, root volume,
leaf area, chlorophyll content and the plant defense enzymes peroxidase, polyphenoloxidase
and phenylalanine ammonia-lyase (FAL) were evaluated. The use of the rosemary-based
chemical and organic formulates at 6% concentration reduced AACPD by 37% and 35%,
respectively. There was an increment in peroxidase activity, locally and systemically, on the 1%
day after treatment at the 6% concentration of the chemical formulation, and the local activity
of the enzyme extended until the 2" day after treatment with an increase of over 60% compared
to the control. The 6% concentration of the organic formulation promoted an increase in local
peroxidase activity on the 2" day after treatment, with an increase of over 62% compared to
the control. For FAL activity, all tested concentrations of the chemical formulation increased
the enzymatic activity both locally and systemically 24 h after treatment, but the 6% and 4%
concentration maintained a local peak on days 2 and 3 after treatment, respectively, with an
increase over 50% higher than the control. The organic formulation promoted local activity of
FAL on the 1% day after treatment in the 4% and 6% concentration, with an increase of over
64% compared to the control. All concentrations of the organic formulation promoted an
increase in FAL activity from day 1 to day 2 after treatments. The polyphenoloxidase enzyme
was not altered with the application of the formulations. Thus, foliar fertilizer containing R.

officinalis controls black rot in cabbage leaf, possibly by inducing resistance.

Keywords: Brassica oleracea. Black rot. Resistance induction.



45

3 INTRODUCAO

Brassica oleracea L. var. acephala é uma hortalica folhosa de elevado valor
nutricional, caracterizada pela grande diversidade da espécie, com mais de 50 variedades. Seu
cultivo e feito em sua grande maioria em unidades familiares e de forma intensiva, visando a
obteng&o de altas produgdes (SEDIYAMA; SANTOS; LIMA, 2014).

Alguns problemas fitossanitarios tém limitado os rendimentos da couve folha, como a
podriddo negra causada por Xanthomonas campestris pv. campestris, que reduz
significativamente a produtividade e o valor econémico do produto final, e aumenta os custos
de producéo pelo alto aporte de insumos quimicos utilizados durante todo o ciclo da cultura
com intuito de prevenir e ou controlar esta doenca (MARINGONI; SILVA JUNIOR, 2016), em
alguns casos, pode ocorrer perda total na colheita (MAJI; NATH, 2015).

O uso de agrotoxicos é o método de controle de doencas de plantas mais comum. No
entanto, o uso indiscriminado dessa forma de controle pode selecionar populac¢des de patégenos
resistentes e causar problemas de contaminacdo ambiental e desequilibrio ecolégico
(FRANZENER et al., 2018). Em paralelo, o consumidor tem exigido cada vez mais alimentos
saudaveis, sustentabilidade ambiental e protecdo a biodiversidade, tornando a busca por
antimicrobianos naturais uma necessidade.

Nesse contexto, uma linha de controle alternativa que tem mostrado estudos muito
promissores para 0 manejo de doencas é o0 uso de metabdlitos vegetais que podem induzir
resisténcia em plantas (STANGARLIN et al., 2011), a qual consiste na ativacdo de mecanismos
latentes de defesa vegetal em resposta ao tratamento com diferentes agentes bi6ticos (extratos
de plantas medicinais) ou abidticos (OLIVEIRA; VARANDA,; FELIX, 2016).

Extratos ou Oleo essencial das plantas medicinais apresentam grande ndmero de
metabdlitos secundarios com atividade bioldgica em sua composi¢do, o que tém demonstrado
potencial para controlar fitopatdgenos, seja pela atividade antimicrobiana direta, seja pela
ativacdo de mecanismos de defesa nas plantas (STANGARLIN et al., 2011).

A planta medicinal Rosmarinus officinalis (alecrim) apresenta compostos como cineol,
pipeno, canfeno e canfora considerados antibacterianos (NIETO; ROS; CASTILLO, 2018).
Extratos e 6leos essenciais de R. officinalis tem sido também eficientes para o controle de outros
patdgenos como Macrophomina phaseolina em soja (LORENZETTI; STANGARLIN; KUHN,
2017), Plasmopara viticola e Pseudocercospora vitis em videira (MAIA et al., 2014),
Colletotrichum musae em banana (LORENZETTI et al., 2019) e Xanthomonas vesicatoria e
Alternaria solani em tomateiro (ASSl et al., 2018). No entanto, ndo ha relatos do uso do alecrim

no controle da podriddo negra em couve folha.
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Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial dos formulados
quimico e organico a base de R. officinalis no controle da bactéria X. campestris pv. campestris

e na inducao de mecanismos de resisténcia em couve folha.

4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia e casa de
vegetacdo climatizada localizados na Universidade Estadual do Oeste do Parana-UNIOESTE,
Campus de Marechal Candido Rondon/PR (24° 33” 40” de latitude Sul e 54° 04> 12” de
longitude Oeste), no periodo de junho 2019 a outubro 2020.

4.1 PATOGENO E TRATAMENTOS

O patogeno foi isolado a partir de lesbes em folhas de couve folha com sintomas
caracteristicos da podriddao negra causada por X. campestris pv. campestris, provenientes de
cultivo comercial no municipio de Marechal Candido Rondon/PR, conforme metodologia
proposta por Mafia; Alfenas; Gongalves (2016).

Fragmentos de folhas foram retirados na area de transi¢do do tecido sadio/doente, em
seguida imergidos em solucdo aquosa de etanol 70% por 30 segundos, solucdo de hipoclorito
de sddio 0,1% por 1 min e enxaguados em agua destilada. Apods a desinfestacdo superficial
procedeu-se a homogeneizacao em tubos contendo solucdo salina (0,85% de NacCl) esterilizada,
e em seguida, com alca de platina transferiu-se uma aliquota do homogeneizado para placas de
Petri contendo meio agar nutriente (23 g de agar nutriente, 1000 mL de ADE). As placas foram
mantidas em B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) por 48 h, temperatura de 25 + 1 °C,
fotoperiodo de 12 h e preservadas em solucéo salina 0,85% a 10 °C.

Foram utilizados o0s seguintes tratamentos: formulado quimico All Crim
Convencional™ composto por fontes minerais de nitrogénio (1%), cobre (5%) e célcio (29%),
e formulado organico All Crim Organico™ composto por fontes organicas de nitrogénio
(1,87%), calcio (0,37%), potassio (1,13%) e fosforo (0,36%), ambos com pd soltvel de alecrim.
Os dois formulados foram utilizados nas concentragdes 0% (apenas dgua destilada); 0,5%; 1%;
2%; 4% e 6% (massa/volume).
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4.2 INDUCAO DE RESISTENCIA

As sementes de couve folha foram semeadas em bandejas de poliestireno expandida
com 128 células contendo o substrato vermiculita expandida. Apds 15 dias, as mudas foram
transplantadas para vasos plasticos de 5 L preenchidos com mistura de solo, areia e matéria
organica na proporcéo de 2:1:1 (v/v/v), autoclavados a 120 °C durante 1 h a 1 atm. A irrigacdo
foi efetuada diretamente no solo duas vezes por dia.

Quinze dias ap6s o transplante, as plantas foram aspergidas com os formulados
guimico e organico nas concentracdes indicadas até o ponto de escorrimento. Trés dias ap0s 0s
tratamentos, as plantas foram inoculadas com X. campestris pv. campestris (1x10® UFC mL™)
e mantidas em cadmara umida por 24 h (MAFIA; ALFENAS; GONCALVES, 2016). Tanto 0s
tratamentos quanto a inoculacdo foram efetuados ao final da tarde. Nos tratamentos e na
suspensdo bacteriana foram adicionados espalhante adesivo (Tween 80) a 0,1%.

As avalicdes de severidade da doenca iniciaram-se com 0 surgimento dos sintomas,
oito dias apds a inoculacgdo, totalizando quatro avaliacGes. A severidade da doenca foi estimada
com auxilio de escala diagramatica (NUNEZ et al., 2017). Com os dados obtidos foi calculada
a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) pela equacéo proposta por Shaner e
Finney (1977),

AACPD = [(Yigr + Y1) /2] * [(Tigq — T)]

1

n
1=

Onde:

Yi e Yi+1: severidade da doenca na época de avaliacéo;
Ti+1 € Ti: sdo os intervalos entre as avaliacOes;

n: numero de observacdes.

Ao longo de 20 dias foram determinadas o indice de clorofila nas folhas de couve
utilizando o medidor portatil SPAD-502. A primeira leitura foi realizada no dia da aplicacéo do
tratamento e as demais no intervalo de trés dias até o término do experimento.

Apods o término do experimento, 35 dias apos o transplante, foram realizadas
avaliacOes das variaveis: massas frescas e seca da parte aérea; volume de raizes (em proveta
graduada contendo volume conhecido de agua); e area foliar (Area Meter - modelo LICOR LI-

3000).
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4.3 ANALISE BIOQUIMICA DA INDUCAO DE RESISTENCIA

Para esse experimento, as mudas de couve foram produzidas conforme indicado no
item 4.2. Apds sete dias foram transplantadas para copos de poliestireno expandido de 500 mL
contendo substrato e himus (proporcéo de 2:1), dispostos em camara de crescimento a 25 °C e
fotoperiodo de 12 h (luz led branca 260 pumol m2s™?).

Sete dias ap6s o transplante iniciou-se a coletada de duas folhas por planta (folha
tratada e inoculada e a uma folha acima ndo tratada e inoculada) nos tempos 0 (zero) (dia do
tratamento), 1; 2; 3 (dia da inoculacdo, conforme item 5.2), 6 e 9 dias apds a inoculacdo. Como
as amostras eram destrutivas, em cada dia da coleta eram retiradas 24 amostras totalizando 288
unidades amostrais para cada ensaio. Durante as coletas, cada amostra foi imediatamente
acondicionada em papel aluminio, identificada e armazenada a -20 °C.

As amostras de folhas foram homogeneizadas mecanicamente em almofariz com
nitrogénio liquido e posteriormente adicionou-se 4 mL de tamp&o fosfato de sédio 0,01 M (pH
6,0) e 1% de polivinilpirrolidona (PVP). O homogeneizado foi centrifugado a 6.000g durante
20 mina4°C (STANGARLIN; PASCHOLATI; FRANZENER, 2005). O sobrenadante obtido,
considerado como extrato enzimatico, foi transferido para microtubos e armazenado a —20 °C,
e posteriormente utilizado para determinacdo do contetdo proteico total e atividade enzimatica
de peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amonia-liase.

O teor de proteinas totais foi avaliado pelo método de Bradford (1976). A mistura
consistiu de 50 pL do extrato enzimatico, 750 pL de tampdo fosfato 0,01 M (pH 6,0) e 200 pL
do reagente de Bradford (250 mg de corante Coomassie Brillant Blue G-250; 125 mL etanol;
125 mL de &cido fosfdrico (H3POase 250 mL de dgua destilada). Apds o reagente ser adicionado
sob agitacdo e as amostras serem incubadas por 5 min, realizou-se a leitura em
espectrofotbmetro a 595 nm. Para cada amostra foram feitas trés réplicas. Os valores de
absorbancia foram plotados em curva padrdo de albumina de soro bovino (ASB).

A atividade da peroxidase foi determinada a 30 °C por método espectrofotométrico
direto, pela medida da conversdo do guaiacol em tetraguaiacol (HAMMERSCHMIDT,;
NUCKLES; KUC, 1982). A mistura da reagdo continha 100 uL do extrato enzimético e 900 uL
do substrato para enzima (12,5 mL de guaiacol a 2% e 310 pL de peroxido de hidrogénio P.A.
em 87,5 mL de tampdo fosfato 0,01 M (pH 6,0)). A reacdo foi determinada em
espectrofotdbmetro a 470 nm, por 2 min, com leituras em intervalos de 15 seg. Os resultados

foram expressos em unidades de absorbancia mint mg de proteina™.
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A atividade das polifenoloxidase (PFO) foi determinada de acordo com Duangmal;
Apenten (1999), pela mensuracgdo da oxidacdo do catecol convertido em quinona. O substrato
para enzima foi composto por 110,1 mg de catecol dissolvido em 50 mL de tampé&o fosfato de
sodio 0,01 M (pH 6,0), formando uma solucéao de catecol 0,02 M. Para a reagdo, que ocorreu a
30 °C, foram misturados 900 uL do substrato com 100 pL do extrato enzimatico. As leituras
foram realizadas a cada 15 seg a 420 nm em espectrofotometro, durante 1 min. Os resultados
obtidos foram expressos em absorbancia min™* mg de proteina.

A atividade da fenilalanina amonia-liase foi determinada pela quantificacdo
colorimétrica do acido trans-cindmico liberado do substrato fenilalanina (UMESHA, 2006). A
reagdo continha 50 pL do extrato enzimatico, 450 uL de tampao Tris-HCI 0,025 M (pH 8,8) e
500 puL de uma solugdo de L-fenilalanina 0,05 M (825,9 mg de L-fenilalanina diluido em 100
mL de tampédo Tris-HCI 0,025 M (pH 8,8)), a qual foi incubada a 40 °C por 2 h. Apos esse
periodo, foi adicionado 60 pL. de HC1 5 M para cessar a reagdo e em seguida realizada a leitura
em espectrofotdmetro a 290 nm. A atividade de fenilalanina amdnia-liase consistiu da diferenga
entre a absorbancia da mistura contendo amostra e do controle (50 puL de extrato enzimatico e
950 uL de tampao Tris-HCI 0,0025 M (pH 8,8)). A atividade enzimatica foi expressa em pg de

acido trans-cinamico min™ mg* proteina, utilizando uma curva padrdo para o acido.

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental foi em blocos casualizados. Os experimentos possuiram
seis tratamentos representados pelos formulados quimico e organico a base de alecrim nas
concentracdes 0%; 0,5%; 1%; 2%; 4% e 6%, com quatro repeticdes. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANAVA) a (p<0,05) pelo teste F (p<0,05). Os tratamentos
foram comparados com a testemunha (agua) pelo teste de Dunnet a (p<0,05). A analise
estatistica foi realizada no software livre Genes (CRUZ, 2013). Os dados obtidos foram

submetidos a analise de regressao.
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 INDUCAO DE RESISTENCIA EM COUVE FOLHA A X. campestris pv. campestris
UTILIZANDO OS FORMULADOS DE R. officinalis

Para area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) houve efeito quadratico
em funcgéo das concentracdes dos formulados a base de alecrim para controle da podridao negra

da couve folha. O ponto de minima calculado foi para a concentracdo 5,11% do formulado
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quimico, apresentando a menor AACPD, enquanto no formulado orgéanico foi para a
concentracéo 4,92% (Figura 1).

A reducéo da severidade, quando comparado a testemunha, foi de 35,03% e 37,54%
com o uso dos formulados organico e quimico, respectivamente nas plantas tratadas na
concentracdo de 6%. De acordo com Negreiros et al. (2013), a diminui¢cdo da AACPD tenha
ocorrido devido a presenca de metabdlitos secundarios sintetizados pela planta hospedeira ou
ainda devido a mecanismos de defesa estruturais, como a lignificacéo, produzidos na couve em

funcdo do tratamento com os formulados.
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Figura 1 - Area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD)
podriddo negra causada por Xanthomonas campestris pv.
campestris em couve folha (Brassica oleracea) tratada
com fertilizantes foliares quimico e orgénico a base de
alecrim (Rosmarinus officinalis L.). (e) Formulado
quimico CV = 15,67% e (o) formulado orgénico CV =
10,86%.

Os formulados possuem em sua composic¢éo, além do pé soltvel de alecrim, nutrientes
como nitrogénio, potassio, cobre, calcio e fésforo. Os elementos minerais estdo envolvidos em
todos os mecanismos de defesa da planta como componentes integrais ou ativadores
enzimaticos, inibidores e reguladores de metabolismo (ZAMBOLIM; VENTURA, 1993).
Além disso, podem aumentar a resisténcia das plantas aos patégenos por modificacdes na
anatomia e nas propriedades fisiologicas e bioquimicas (LORENZETTI et al., 2021).

A eficiéncia de alecrim na redugdo da AACPD contra bactérias fitopatogénicas foi
confirmada por Assi et al. (2018), os quais observaram menor intensidade de doenca quando
utilizaram a formulagio de po solGvel de alecrim na concentragdo de 130 mg L™, com reduc&o

de 62,76% da mancha bacteriana (Xanthomonas vesicatoria) no tomateiro. Em outro
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patossistema, os formulados de alecrim, tanto liquido quanto em p6, foram capazes de reduzir
0s sintomas da antracnose (Colletotrichum musae) em banana em 14,31% e 29%,
respectivamente (LORENZETTI et al., 2019).

Os formulados orgéanico e quimico a base de alecrim ndo interferiram nos parametros
vegetativos massas fresca e seca da parte aérea, volume de raiz e &rea foliar das plantas de couve

folha, independentemente da concentracdo (Tabela 1).

Tabela 1 - Massas fresca (MFPA) e seca (MSPA) de parte aérea, volume de raiz (VR) e area
foliar de couve folha tratada com concentra¢des dos formulados quimico e organico
de alecrim (Rosmarinus officinalis) e inoculada com Xanthomonas campestris pv.

campestris.
Concentragio MFPA (g) MSPA () VR (mL) Avrea foliar (cm?)
(%) Quimico Organico Quimico Organico Quimico Orgéanico Quimico Organico
0,0 68,78 ™ 76,55 ™ 8,50™ 8,15™ 44,00™ 3500™ 1148,71"™ 1345,25™

0,5 72,25 71,43 8,91 7,18 41,50 39,00 124252 1304,75
1,0 65,10 70,48 7,97 7,38 37,00 3550  1097,50 1231,22
2,0 69,45 71,53 8,48 7,41 46,50 38,50  1194,13 1282,90
4,0 68,58 71,68 8,43 7,38 45,00 46,00  1160,70  1240,07
6,0 69,78 69,78 8,10 7,50 38,50 3450  1196,95 1256,33

CV (%) 8,81 9,95 7,14 11,72 14,71 18,75 7,65 9,22
Médias ndo significativas pelo teste de variancia a 5% de probabilidade. "™ = ndo significativo. CV = coeficiente de variagdo.

Resultados semelhantes foram observados por Medeiros (2015), apds o uso do 6leo
essencial de alecrim na concentracdo 1%, aplicados semanalmente, diretamente sobre as folhas
de couve manteiga, 20 dias ap6s o transplante, concluindo que o método alternativo utilizado
ndo influenciou nas caracteristicas agronémicas avaliadas, embora tenha induzido a atividade
da enzima peroxidase, ou seja, a aplicacdo do 6leo essencial de alecrim incrementou a atividade
da enzima, corroborando com os resultados encontrados no experimento. As aplica¢des dos
formulados a base de alecrim também ndo alteraram os teores de clorofila (Tabela 2).

Tabela 2 - Teor de clorofila (unidade SPAD) na sexta folha de couve em funcdo do tratamento
com concentra¢cdes dos formulados quimico e organico de alecrim (Rosmarinus
officinalis) e inoculacdo com Xanthomonas campestris pv. campestris.

Concentragéo 1° AV 2° AV 3° AV 4° AV 5° AV

(%) QUI. ORG. QUI. ORG. QUI. ORG. QUI. ORG. QUIi. ORG.
0,0 41,18™ 40,95 43,5™ 40,93 41,6™ 39,33™ 40,60™ 40,08 29,23 33,13™
0,5 40,13 39,30 43,35 41,48 41,73 40,13 41,63 41,03 30,23 33,33
1,0 41,18 38,25 42,38 40,23 42,35 40,18 41,40 38,95 31,53 31,95
2,0 41,70 39,00 43,03 40,43 4185 3990 41,13 40,08 32,15 32,38
4,0 41,65 39,80 42,85 4153 42,25 40,18 41,68 39,35 32,45 32,20
6,0 40,88 41,00 43,33 41,13 42,75 40,75 41,68 4155 33,88 35,38

CV (%) 2,81 3,80 2,87 4,60 2,03 372 292 3,08 6,90 5,12

Meédias nao significativas pelo teste de variancia a 5% de probabilidade. ™ = nao significativo. CV = coeficiente de variacéo.
1° AV até 5° AV = namero de avaliagfes consecutivas.
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Para que ocorra a indugdo de resisténcia € necessario que haja acimulo de reservas, ja
que ocorre um gasto energético para a planta quanto esta necessita da ativacdo de suas defesas
(GAYLER et al., 2004), conforme podera ser verificado a seguir nas analises enzimaticas.
Entretanto, o uso dos formulados a base de alecrim em todas as concentracBes nao
proporcionaram incremento no teor de clorofila.

Dessa forma, sugere-se que outros fatores podem estar envolvidos que ndo o
incremento no teor de clorofilas, como por exemplo, incremento na atividade da enzima
ribulose-1,5-bifosfato carboxilase (RUBISCO), uma vez que, houve incremento da atividade
enzimatica, necessitando, portanto, incremento no sistema de fornecimento de energia
metabdlica. Stangarlin; Pascholati (2000) observaram reducdo na concentracdo no teor de
clorofila total em feijoeiro inoculado com Uromyces appendiculatus, entretanto, houve inducéo
das enzimas de defesa da planta, podendo estar relacionado com o incremento nos valores de
atividade total da RUBISCO.

No entanto, os resultados indicam que ndo ocorreu custo energético, uma vez que 0s
tratamentos ndo influenciaram nas caracteristicas agrondmicas e no teor de clorofila, mas,
induziram a resisténcia em couve folha resultando em reducdo da severidade da doenca. De
acordo com Kuhn; Pascholati (2010), o custo energético ocorre quando a planta gasta sua
energia com ativacdo de mecanismos de defesa, com consequente reducdo do crescimento e

produtividade.

5.2 BIOQUIMICA DA INDUCAO DE RESISTENCIA

As folhas de couve tratadas com o formulado quimico de alecrim apresentaram
concentragdes maiores da peroxidase em seus tecidos quando comparadas com a testemunha
(Figura 2A). Entretanto, a concentragdo 6% foi a Unica que promoveu incremento na atividade
no 1° dia apos o tratamento, estendendo-se ate o 2° dia. Poréem, as demais concentragdes (0,5%,
1% e 4%) demonstraram incremento acentuado no 2° dia apds o tratamento, incremento este
que foi em média 61,85% maior que a testemunha. Ao 3° dia houve decréscimo na atividade
em todos os tratamentos, ndo diferindo estatisticamente da testemunha, com excegdo da
concentracédo 2%.

O fato do primeiro pico de atividade ter ocorrido do 1° até o 3° dia apds os tratamentos
pode estar relacionado ao efeito indutor dos mesmos, uma vez que, mesmo ainda nao tendo
ocorrido a inoculacdo do patdgeno, observa-se que a atividade de peroxidase tende a voltar a

concentracdo basal. Entretanto, apds a inoculacdo, que ocorreu no 3° dia apds o tratamento, e
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considerando o intervalo da infec¢éo até o inicio do processo infeccioso, notou-se a ocorréncia
do segundo pico de atividade da peroxidase (Figura 2A).

Verificou-se incremento de atividade da peroxidase de forma sisttémica no 1° dia apos
o tratamento com formulado quimico a base de alecrim na concentracdo de 6% (Figura 2B).
Para as concentragdes 2% e 4% houve acréscimo da atividade no 2° dia. Para os tratamentos
0%, 0,5% e 1% ndo houve diferenca estatistica (Figura 2B), ou seja, ndo houve inducdo de
resisténcia nas plantas de couve a ponto de elevar a atividade da enzima peroxidase de forma
sistémica.
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Figura 2 - Atividade de peroxidase em folhas de couve tratadas com formulado quimico a base de alecrim
(Rosmarinus officinalis) em concentracdes de 0 (—®——), 0,5% ( O ) 1% (— v ——),
2% (— 2 —-),4% (— ® — )e 6% (— —O— —) e inoculadas com Xanthomonas campestris pv.
campestris. O tratamento ocorreu no tempo zero e a inoculagéo no tempo trés dias ap6s os tratamentos.
"s: ndo significativo; *: significativo em comparagcdo com a testemunha (&4gua) pelo teste Dunnett (P <
0,05). (A) representa a folha tratada e inoculada e (B) representa a folha acima néo tratada e inoculada.

Para o tratamento com formulado organico a base de alecrim, a concentragdo 6% foi a
unica que promoveu incremento na atividade no 2° dia ap0s o tratamento, com valor 62,18%
maior que a testemunha (Figura 3A). Posteriormente, nos 3° e 6° dias todos 0s tratamentos ndo
diferiram entre si. Esse mesmo tratamento também ocorreu de forma sistémica com aumento
da atividade da enzima peroxidase, porém, no 3° dia (Figura 3B). As demais concentrac¢des ndo
induziram a atividade da peroxidase. O segundo pico da atividade da peroxidase ocorreu no 9°

dia, tanto de forma local quanto sisttmica, com o inicio do processo infecioso.



54

40 1 40 - .
H
VA
i P
‘E 30 _'m 30 4 /v//"‘<
‘o =1
3 p = v, .
£ x g VA
o 7 = CANEY
£ // a <0 i o
~ 20 p ‘%A £ L
8 7 / — 20 A /-
<
5
Pd

Var. abs. min

Tempo (dias apos o tratamento)

Tempo (dias apds o tratamento)
Figura 3 - Atividade de peroxidase em folhas de couve tratadas com formulado organico a base de alecrim
(Rosmarinus officinalis) em concentragdes de 0 (—®——), 0,5% ( O ) 1% (— v ——),
2% (— 42— -),4%(— ® — )e 6% (— —O— —) e inoculadas com Xanthomonas campestris pv.
campestris. O tratamento ocorreu no tempo zero e a inoculagéo no tempo trés dias ap6s os tratamentos.

"s: ndo significativo; *: significativo em comparagdo com a testemunha (4gua) pelo teste Dunnett (P <
0,05). (A) representa a folha tratada e inoculada e (B) representa a folha acima néo tratada e inoculada.

A atividade da peroxidase na concentracdo mais elevada dos formulados quimico e
organico ocorreu em dois picos, sendo um pico inicial que pode caracterizar um priming
seguido de um pico mais elevado que se manifesta apds o inicio do processo infecioso. Dessa
forma, a planta permanece em estado de alerta “priming” e 0s mecanismos de resisténcia sdo
ativados mais rapidamente na presenca do patdogeno (PASCHOLATI; DALIO, 2018). A
atividade da peroxidase logo ap0s o tratamento, mesmo que baixa, pode ter relacdo com a pré-
disposicdo a resisténcia, acarretando um maior incremento com a chegada do patégeno, quando
se inicia o processo infecioso (LORENZETTI; STANGARLIN; KUHN, 2018).

De acordo com Stangarlin et al. (2011), a atividade de peroxidase eleva a taxa de
lignificacdo, por meio da oxidacdo de alcoois fendlicos, atuando de forma preventiva. O
aumento da atividade da peroxidase pode estar associado a biossintese de lignina que atua nas
células vizinhas as infectadas, as quais direcionam um sistema de defesa na area da infecgéo,
consequentemente, dificultando a penetracdo do patdgeno pela parede celular e a difusdo de
toxinas liberadas pelo mesmo.

Ademais, a peroxidase pode funcionar como chave reguladora de uma ampla variedade
de processos fisiologicos que necessitam de elementos minerais, como o0s disponiveis nesses
formulados, como nitrogénio, potassio, cobre, célcio e fosforo, para realizar diversos
mecanismos e a¢des exercidas pelas plantas como a senescéncia, fotorespiracao e fotossintese,
movimento estomatico, ciclo celular, crescimento e desenvolvimento celular (QUAN et al.,
2008).
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Em relagéo a atividade da polifenoloxidase, esta permaneceu constante, ou seja, ndo
houve diferenga independente das concentragfes dos formulados quimico e organico utilizados
no presente trabalho. Medeiros (2015), utilizando 6leos essenciais de alecrim na concentracao
1% em couve manteiga, observou que ndo houve diferenca significativa para a atividade da
polifenoloxidase, embora tenha aumentado a atividade da enzima peroxidase.

A polifenoloxidase pode ser inibida por varios agentes quelantes tais como cianeto,
monoxido de carbono, tropolona, 2-marcaptobenzotiazol, azida, &cido citrico e acido etileno
diamino tetra cético (EDTA) (MCEVILY; IYENGAR; OTWELL, 1992). O 4cido ascorbico
(vitamina C) e seus varios sais neutros sdo 0s principais antioxidantes que podem reagir
irreversivelmente com as o-quinonas anulando o efeito da polifenoloxidase pelo sequestro do
cobre (SAPERS; MILLER, 1998).

Tudela, Espin e Gil (2002) relataram que quanto maior o teor de vitamina C em batatas
minimamente processadas, menor é sua suscetibilidade ao escurecimento através da
polifenoloxidase. Simdes et al. (2015), observaram que os altos teores de vitamina C em folhas
de couve ndo apresentaram polifenoloxidase no inicio do armazenamento, no entanto, com o
decréscimo da vitamina C verificaram atividade da enzima.

Para a fenilalanina amodnia-liase (FAL), nas folhas tratadas, verificou-se que todas as
concentrag¢fes do formulado quimico incrementaram a atividade enzimatica no 1° dia ap6s o
tratamento, com excec¢do da testemunha que ndo teve diferenga significativa (Figura 4A).
Entretanto, as concentracdes 6% e 4% mantiveram o pico nos 2° e 3° dias apds o tratamento,
respectivamente, incremento este que foi em média 51,02% maior que a testemunha. Portanto,
0 primeiro pico ocorreu no 1° dia e depois no 3° dia apés o tratamento (Figura 4A), podendo
este estar relacionado com o efeito indutor do tratamento. Apés a inoculagdo da bactéria
verificou-se no 9° dia a ocorréncia do terceiro pico de atividade, momento em que
provavelmente estaria ocorrendo a colonizagdo do patdgeno.

A folha acima néo tratada com formulado quimico e inoculada, apresentou picos na
atividade de FAL de forma sistémica no 1° dia ap0s o tratamento em todas as concentracées
(Figuras 4B). Entretanto, a concentracdo 6% foi a Unica que promoveu incremento significativo
na atividade desta enzima, sendo este aumento de 40% no 6° dia. Este pico da atividade da FAL
pode estar relacionado ao processo infecioso e a inducéo de resisténcia, ja que a atividade foi

verificada apenas para a concentracdo 6% do formulado quimico.



56

50 4 50

40 1 40

-1 .
mg = proteina

30 A 30 A

20 20 A

Hg aciao trans cimamico min. mg  protema

ng écido trans cindmico min

Tempo (dias apds o tratamento) Tempo (dias apés o tratamento)

Figura 4 - Atividade de fenilalanina amonia-liase em folhas de couve tratadas com formulado quimico a base de
alecrim (Rosmarinus officinalis) em concentracfes de 0 (—®——), 0,5% ( O ), 1% (
——%—),2%(—-2—-),4% (— ®— ) e 6% (——0O— —) e inoculadas com Xanthomonas
campestris pv campestris. O tratamento ocorreu no tempo zero e a inoculagéo no tempo trés dias apds
o0s tratamentos. ™: ndo significativo; *: significativo em comparagdo com a testemunha (agua) pelo
teste Dunnett (P < 0,05). (A) representa a folha tratada e inoculada e (B) representa a folha acima néo
tratada e inoculada.

A elevada atividade de FAL em todas as concentragdes pode estar relacionada ao cobre
presente no formulado quimico. O cobre tem sido associado a resisténcia a determinadas
bacterioses e esse efeito parece estar associado a inibi¢éo das peroxidases e catalases, resultando
no acumulo de perdxidos que possui acdo bactericida. Esse decréscimo da atividade da
peroxidase resulta no acimulo de compostos fendlicos, considerados com potencial efeito
bactericida (ZAMBOLIM; VENTURA, 1993). Esse fato pode explicar os baixos incrementos
da enzima peroxidase nos tratamentos com formulado quimico.

Em relacdo a FAL nas folhas de couve tratadas com formulado organico, as
concentracdes 4% e 6% promoveram incremento significativo na atividade enzimatica (Figura
5A), sendo este aumento de 64,29% no 1° dia apos o tratamento. Para essas duas concentracfes
do formulado, verificaram-se dois picos de inducdo. O primeiro ocorreu 24 horas ap0s 0
tratamento, podendo estar relacionado com o efeito indutor do mesmo, pois ndo ocorrendo a
inoculagéo verifica-se que a atividade tendeu a voltar a concentracdo basal, haja vista que nos
3° e 6° dias os tratamentos ndo diferiram entre si. O segundo pico da atividade da enzima, que
ocorreu no 9° dia, pode estar relacionado ndo somente ao processo infeccioso, mas também ao
processo de inducdo de resisténcia, ja que a atividade foi verificada nas concentracdes 4% e 6%
do formulado organico.

A folha acima ndo tratada com formulado orgénico e inoculada (Figura 5B) apresentou
dois picos na atividade de FAL, ou seja, de forma sistémica, nos 1° e 2° dias em todas os

tratamentos, diferindo-se da testemunha. Entretanto, a concentragdo 6% permaneceu constante



57

até 3° dia apds o tratamento. No 9° dia, em fungdo do processo infeccioso da bactéria e da
inducdo de resisténcia promovida pelo tratamento, ocorreu o segundo pico em todas as

concentragdes do formulado organico.
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Figura 5 - Atividade de fenilalanina aménia-liase em folhas de couve tratadas com formulado orgénico a base de alecrim
(Rosmarinus officinalis) em concentracdes de 0 (—®——), 0,5% ( O ), 1% (— ¥ ——), 2% (
— A —--),4% (— ® — ) e 6% (— —DO— —) e inoculado com Xanthomonas campestris pv campestris. O
tratamento ocorreu no tempo zero e a inoculagdo no tempo trés dias ap6s os tratamentos. ": ndo significativo; *:
significativo em comparagdo com a testemunha (4dgua) pelo teste Dunnett (P < 0,05). (A) representa a folha tratada
e inoculada e (B) representa a folha acima ndo tratada e inoculada.

Os teores elevados de FAL podem estar relacionados a presenca do potassio no
formulado orgénico, pois este nutriente, além de possuir uma elevada mobilidade na planta,
favorece a producdo de aminoacidos como a fenilalanina. Franceschi et al. (2018), observaram
que o fosfito de potassio na concentracao 0,008% induziu resisténcia pela ativacao das enzimas
FAL, peroxidase e quitinase, ativando a rota dos fenilpropandides, ou seja, mecanismos que
envolvem a sintese de lignina e compostos fendlicos foram potencializados. Esta rota é
confirmada pela ativacdo das duas enzimas envolvidas em sua expressdo, FAL e peroxidase.

As folhas de couve tratadas com os formulados quimico e orgéanico apresentaram
incremento da atividade de FAL. Essa enzima € reguladora da sintese de compostos fendlicos,
sendo estes precursores da lignina e do &cido salicilico, que atuam na defesa estrutural e no
processo de sinalizacdo da resposta sistémica, respectivamente (BONAS; LAHAYE, 2002). Tal
fato foi verificado por Almeida et al. (2012), quando afirmaram que a fenilalanina aménia-liase
¢ uma das enzimas-chave na rota dos fenilpropanoides, responsavel pela desaminagéo da L-
fenilalanina com consequente formacdo do &cido trans-cindmico que influencia na sintese de
flavonoides e isoflavonoides.

A FAL também é precursora da sintese de pigmentos como as antocianinas, que
auxiliam na protecdo contra estresses abidticos e bioticos. Além disso, promove aumento da

atividade e, consequentemente, aumento da sintese de substancias fendlicas como a molécula
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sinalizadora éacido salicilico e substancias de defesa com algumas fitoalexinas e ligninas, além
de fenois antimicrobianos como acido 4-coumarico, acido cafeico, acido feralico, acido galico
e acido sinapico, que podem ser toxicos aos patogenos (MARIANGEL et al., 2013).

A FAL é de extrema importancia para o desenvolvimento da planta, como exemplo, a
regulacdo do alongamento e ligagdo entre os polissacarideos de parede celular, entretanto, para
realizar esses mecanismos e acdes exercidas pela planta em ambiente de estresse, é essencial a
absorcdo de macro e microelementos (GUIMARAES et al., 2015). Como os formulados
quimico e organico dispdem desses minerais como 0 nitrogénio, potassio, cobre, célcio e
fésforo, isto poderia justificar também a inducédo de resisténcia nas plantas de couve folha.

O célcio presente tanto no formulado quimico quanto no orgénico pode ter favorecido
ndo s6 a nutricdo da planta, mas também, no reconhecimento da bactéria, sendo assim, ativando
0s mecanismos de resisténcia latentes no momento do processo infeccioso, pois esse nutriente
esta envolvido no reconhecimento pela membrana plasmética vegetal de patdgenos invasores,
atuando assim como mensageiro secundario (MARSCHNER, 2012). A reducdo das doencas
pelo nitrogénio resulta, geralmente, da influéncia de formas especificas desse nutriente, em
rotas metabdlicas diferentes, alterando o crescimento de constituintes da planta ou exsudados,
por exemplo, o decréscimo dos teores de fendis, em algumas plantas, esta associado ao NO3z
que inibe a sintese de fendis, o que ndo ocorre com a forma NH4* (ZAMBOLIM; VENTURA,
1993).

Além disso, o proprio alecrim presente nos formulados pode ter induzido a resisténcia
nas plantas, ja que muitos extratos de plantas apresentam atividade eliciadora. Acredita-se que
devido possuirem ampla gama de moléculas advindas dos fragmentos de células da planta, os
extratos vegetais, quando aplicados na superficie de outra planta, sinalizam a presenca de
células danificadas, ativando respostas de resisténcia, mediadas pelo acido salicilico, atuando
como sinais de auto-danificacao inespecificos (HEIL, 2012).

Ha a necessidade de novos estudos com formulados organicos de alecrim, uma vez
que este se mostrou eficiente no presente trabalho. Este € um método alternativo bastante
promissor no controle de doengas, visto que existem estudos que mencionam que 0 uso de
extratos vegetais conserva algumas das substancias sintetizadas no metabolismo secundario das
plantas e pode constituir formas de controle alternativo ou preventivo contra fitopatdgenos. Este
controle pode ocorrer tanto por acao antimicrobiana diretamente sobre o patégeno ou induzindo
resisténcia nas plantas, devido as caracteristicas eliciadoras (STANGARLIN; KUHN;
SCHWAN-ESTRADA, 2008; SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2003).
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6 CONCLUSAO

Os formulados a base de alecrim promoveram reducdo na severidade da podrid&o negra
em folhas de couve, em média de 35% e 37% para organico e quimico, respectivamente. Os
formulados ndo ocasionaram custo energético na inducédo de resisténcia. A concentracdo 6%
dos formulados proporcionou o melhor resultado, induzindo as atividades de peroxidase e
fenilalanina amonia-liase, tanto local quanto sistemicamente em couve folha desafiada com X.
campestris pv. campestris. Isto indica a acéo de eliciadores presentes nestes formulados a base

de alecrim, com efeito dose-dependente para a ativacdo desses mecanismos.
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CAPITULO 11l

FORMULADOS A BASE DE Rosmarinus officinalis PARA O CONTROLE DE
Alternaria brassicae EM FOLHAS DE Brassica oleracea var. acephala

1 RESUMO

O uso intensivo de agrotoxicos no controle de doencas, onera 0s custos de producao, ocasiona
selecdo de patogenos resistentes, além de problemas sociais e ambientais. Dessa forma, tem-se
buscado alternativas de protecéo para as plantas contra as doencgas. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o potencial dos formulados quimico e organico a base de Rosmarinus officinalis no
controle do fungo Alternaria brassicae e na inducdo de mecanismos de resisténcia em folhas
de Brassica oleracea var. acephala. Para tanto, formulacGes contendo fontes quimica e
organica de fertilizantes acrescidos de pé soltvel de R. officinalis, nas concentragdes 0%, 0,5%,
1%, 2%, 4% e 6%, foram pulverizados na 32 folha trés dias antes da inoculacdo do patégeno
que ocorreu nas 3% e 42 folhas. Foram avaliados a area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD), massas fresca e seca de parte aérea e raiz, volume de raiz, area foliar, teor de clorofila
e as enzimas de defesa vegetal peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amonia-liase (FAL).
O uso dos formulados quimico e organico a base de alecrim na concentracdo 6% reduziram a
AACPD em 61,29% e 56,30%, respectivamente. Houve incremento na atividade de peroxidase
na folha de couve tratada no 1° dia apds o tratamento nas concentracdes 1%, 2%, 4% e 6% do
formulado quimico, com incremento de 61,31% em relacéo a testemunha. Na folha néo tratada,
a atividade da peroxidase foi induzida pelas concentragbes 2%, 4% e 6%. No formulado
organico, a concentracdo 6% foi Unica que induziu a atividade de peroxidase, observado nos
1°, 2°, 3° 6° e 9° dias ap0s o tratamento, com incrementos de 77,02%, 65,51%, 55,19%,
64,07% e 78,05%, respectivamente. Estad concentracdo, também induziu atividade da enzima
de forma sistémica. As concentragdes 1%, 2%, 4% e 6% do formulado quimico induziram a
atividade de FAL tanto local quanto sistemicamente no 1° dia apés o tratamento, com
incremento de 65,94% na folha ndo tratada com formulado. O formulado organico também
promoveu atividade local de FAL no 1° e 2° dias ap0s o tratamento nas concentracdes 4% e 6%
com incremento de 70,64%. Esse formulado também induziu atividade sistémica de FAL em
todas as concentragfes no 1° dia ap0s o tratamento, com incremento de 54,40%. A enzima
polifenoloxidase ndo foi alterada com a aplicagéo dos formulados. Os formulados induziram a
atividade das enzimas peroxidase e FAL e reduziram a severidade da mancha de alternaria na

couve folha.

Palavras-chave: Alecrim. Couve folha. Inducéo de resisténcia.
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Rosmarinus officinalis BASED FORMULATIONS FOR THE CONTROL OF Alternaria
brassicae on Brassica oleracea leaves

2 ABSTRACT

The intensive use of agrochemicals to control diseases increases production costs, causes
selection of resistant pathogens, in addition to social and environmental problems. Thus,
alternatives for plant protection against diseases have been sought. The objective of this work
was to evaluate the potential Rosmarinus officinalis based chemical and organic formulations
to control the fungus Alternaria brassicae and induce resistance mechanisms in Brassica
oleracea var. acephala leaves. To this end, formulations containing chemical and organic
fertilizer sources plus soluble powder of R. officinalis at concentrations of 0%, 0.5%, 1%, 2%,
4% and 6% were sprayed on the 3rd leaf three days before inoculation of the pathogen that
occurred on the 3rd and 4th leaves. The area under the disease progress curve (AUDPC), fresh
and dry masses of aerial part and root, root volume, leaf area, chlorophyll content and the plant
defense enzymes peroxidase, polyphenoloxidase and phenylalanine ammonia-lyase (FAL)
were evaluated. The use of rosemary-based chemical and organic formulations at a
concentration of 6% reduced AUDPC by 61.29% and 56.30%, respectively. There was an
increase in the peroxidase activity in the treated cabbage leaf on the first day after treatment in
the concentrations 1%, 2%, 4% and 6% of the chemical formulation, with an increase of 61.31%
in relation to the control. In the untreated leaf, the peroxidase activity was induced by the
concentrations 2%, 4% and 6%. In the organic formulation, the concentration of 6% was the
only one that induced peroxidase activity, observed on the 1st, 2nd, 3rd, 6th and 9th days after
treatment, with increases of 77.02%, 65.51%, 55.19%, 64.07% and 78.05%, respectively. This
concentration also induced enzyme activity systemically. The 1%, 2%, 4% and 6%
concentrations of the chemical formulation induced the activity of PAL both locally and
systemically on the 1st day after treatment, with an increase of 65.94% in the leaf not treated
with the formulation. The organic formulate also promoted local activity of PAL on the 1st and
2nd day after treatment at concentrations of 4% and 6% with an increase of 70.64%. This
formulate also induced systemic activity of PAL in all concentrations on day 1 after treatment,
with an increase of 54.40%. The polyphenoloxidase enzyme was not altered with the
application of the formulates. The formulates induced the activity of peroxidase and PAL

enzymes and reduced the severity of alternaria leaf spot in cabbage leaf.

Keywords: Rosemary. Cabbage. Resistance induction.
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3 INTRODUCAO

A couve folha (Brassica oleracea var. acephala) € uma hortalica de relevante
importancia social e econdmica, pois suas caracteristicas permitem a obtencdo de elevado
volume de producdo em pequenas areas, com rapida taxa de retorno de capital, além de seu
valor nutricional. Porém, problemas fitossanitarios veem se tornando cada vez mais uma
ameaca ao sucesso agro econdmico dessa atividade (VIDIGAL; PEREIRA, 2021).

A mancha de alternaria, causada pelo fungo Alternaria brassicae provoca redugao
severa na quantidade e na qualidade da producéo, no valor econdémico do produto e aumenta o
custo de producgdo, uma vez que demanda produtos para o seu controle. Em areas tropicais e
subtropicais essa doencga pode causar danos que variam de 6% até 100%, caso ndo sejam
adotadas medidas adequadas de manejo (TOFOLI; DOMINGUES; FERRARI, 2015).

As préticas culturais na maioria das vezes ndo sdo suficientes para controlar esta
doenca que se caracteriza pela rapida disseminacdo do patégeno. Assim, o controle tem sido
realizado pelo uso de fungicidas com os seguintes principios ativos: mancozebe, tebuconazol e
trifloxistrobina e extrato de folhas de Melaleuca alternifolia que estdo registrados no sistema
on-line Agrofit (MAPA, 2021). No entanto, o uso incorreto e indiscriminado de produtos
quimicos pode impactar negativamente a sade humana e o0 meio ambiente e pode levar a um
aumento do risco de desenvolvimento de populacfes de patdgenos resistentes (KARIMI et al.,
2016).

Em virtude dos inimeros problemas advindo do mau uso dos agrotdxicos, torna-se
indispensavel investigar métodos alternativos para o controle de doencas de plantas que aliem
eficiéncia, menor agressividade a saude humana e ao equilibrio de ecossistemas (ALVES;
PERINA, 2014). Neste contexto esta a inducdo de resisténcia em plantas, estimulada pelo
tratamento com produtos de origem vegetal, como os extratos de plantas. Do ponto de vista
fitossanitario, os produtos vegetais podem apresentar trés atividades principais: antimicrobiana
direta, estimulo de crescimento de plantas e indugéo de resisténcia (TAKESHITA et al., 2014).
Esses mecanismos podem envolver enzimas como peroxidase, B-1, 3-glucanase, quitinase,
fenilalanina aménia-liase e polifenoloxidase (STANGARLIN et al., 2011).

Dentre as vérias espécies de plantas medicinais com a¢do fungicida e/ou indutora de
resisténcia, algumas tem se destacado, como o alecrim (Rosmarinus officinalis L.), que possui
propriedades antibacteriana e antifingica (AMARAL et al., 2021). As atividades bioldgicas
desta planta tém sido relacionadas com o0s seus compostos secundarios, tais como, carnosol,
acido carnésico, acido rosmarinico, o-pineno, acetato de bornilo, canfora e 1,8-cineol
(BABOVIC et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2013).
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Trabalhos desenvolvidos com alecrim tém indicado seu potencial no controle de varios
fungos, tanto por sua agdo fungitdxica direta: Fusarium verticillioides (BOMFIM et al., 2015),
Phytophthora sp. (LORENZETTI et al., 2017), Bipolaris oryzae (SILVA et al., 2017),
Fusarium graminearum (NICOLODI-CAMERA et al., 2018), Aspergillus flavus (LEE et al.,
2020), quanto pela inducdo de resisténcia: Pseudocercospora vitis em videira (MAIA et al.,
2014), Elsinoe ampelina em videira (GARCIA et al., 2017), Colletotrichum musae em frutos
de banana (LORENZETTI et al., 2019), Colletotrichum nymphaeae em morango (HOSSEINI
et al., 2020) e entre outros. No entanto, ndo ha nenhum relato do uso de produtos a base de
alecrim para o controle de patdgenos da couve.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivos avaliar o potencial dos formulados
quimico e organico a base de R. officinalis no controle de A. brassicae e na inducdo de

mecanismos de resisténcia em folhas de B. oleracea.

4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratdrio de Fitopatologia e em casa de
vegetacdo localizados na Universidade Estadual do Oeste do Parana, Campus de Marechal
Candido Rondon/PR (24° 33’ 40” de latitude Sul e 54° 04’ 12” de longitude Oeste), no periodo
de marco 2019 a dezembro 2020.

4.1 PATOGENO E TRATAMENTOS

O isolamento foi realizado a partir de lesbes em folhas de couve com sintomas
caracteristicos da mancha de alternaria causada por Alternaria brassicae, provenientes de
plantio comercial no municipio de Marechal Candido Rondon — PR, conforme metodologia
proposto por Alfenas et al. (2016).

Fragmentos das folhas, na area de transicéo tecido sadio/doente foram cortados com
didmetro de 5 mm, imergidos em solucdo aquosa de etanol 70% por 30 seg, solucdo de
hipoclorito de sodio 0,1% por 1 min e enxaguadas em agua destilada. Apos a desinfestacdo
superficial foram transferidos trés fragmentos equidistantes por placa de Petri contendo agar-
agua 2% esterilizado em autoclave a 120 °C por 20 min e 1 atm. As placas foram mantidas em
camara de crescimento B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) a 25 + 1 °C e fotoperiodo de 12
h durante 7 dias.

Ap0s esse periodo, foram repicados para placa de Petri contendo o meio suco VV8-agar,
conforme metodologia descrita por Zauza; Alfenas; Mafia (2016) (200 mL de suco V8, 20 g de
agar, 3 g de CaCOs e 1000 mL agua destilada). As placas foram mantidas em B.O.D. por 7 dias



67

a 25 £ 1 °C e fotoperiodo de 12 h, e preservadas pelo método Castellani (GONCALVES;
ALFENAS; MAFIA, 2016).

Foram utilizados o0s seguintes tratamentos: formulado quimico AIll Crim
Convencional™ composto por fontes minerais de nitrogénio (1%), cobre (5%) e célcio (29%),
e formulado organico All Crim Organico™ composto por fontes organicas de nitrogénio
(1,87%), célcio (0,37%), potéssio (1,13%) e fosforo (0,36%), ambos com pé soltvel de alecrim.
Os dois formulados foram utilizados nas concentracdes 0% (apenas agua destilada -
testemunha); 0,5%; 1%; 2%; 4% e 6% (massa/volume).

4.2 INDUCAO DE RESISTENCIA

As sementes de couve folha foram semeadas em bandejas de poliestireno expandida
com 128 células contendo o substrato vermiculita expandida. Apds 15 dias, as mudas foram
transplantadas para vasos plasticos de 5 L preenchidos com mistura de solo, areia e matéria
organica na proporcao de 2:1:1 (v/v/v), autoclavados a 120 °C durante 1 h a 1 atm. A irrigacdo
foi efetuada diretamente no solo duas vezes por dia.

Quinze dias ap6s o transplante, as plantas foram aspergidas com os formulados
quimico e organico nas concentracdes indicadas até o ponto de escorrimento. Trés dias ap0s 0s
tratamentos, as plantas foram inoculadas com A. brassicae (1x10* conidios mL1) e mantidas
em camara umida por 24 h (ALFENAS et al., 2016; ALFENAS; FERREITA; ALFENAS,
2016). Tanto os tratamentos quanto a inoculacdo foram efetuados ao final da tarde. Nos
tratamentos e na suspensdo fungica foram adicionados espelhante adesivo (Tween 80) a 0,1%.

As avalicOes de severidade da doenca, iniciaram-se com o surgimento dos sintomas,
quatro dias apds a inoculacdo, totalizando seis avaliacdes. A severidade da doenca foi estimada
com escala diagramatica (CONN; TEWAEI; AWASTHI, 1990). Com os dados obtidos foi
calculada a &rea abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) por meio da equacédo

proposta por Shaner e Finney (1977),

AACPD = 3 [(Viys +Y)/2] # [(Tisy = T)]

1=1
Onde:
Yi e Yi+1: severidade da doencga na época de avaliacéo;
Ti+1 € Ti: sdo os intervalos entre as avaliagoes;

n: numero de observacdes.
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Ao longo de 21 dias foi determinado o indice de clorofila nas folhas de couve usando
clorofilometro Soil Plant Analysis Development (SPAD-502). A primeira medic&o foi realizada
antes da aplicacdo dos tratamentos e as demais no intervalo de trés dias até o término do
experimento.

Apb6s o término do experimento, 35 dias ap6s o transplante, foram realizadas
avaliacOes das varidveis: massas fresca e seca da parte aérea; volume de raiz (em proveta
graduada contendo volume conhecido de agua); e area foliar (Area Meter - modelo LICOR LI-
3000).

4.3 ANALISE BIOQUIMICA DA INDUCAO DE RESISTENCIA

As mudas de couve foram produzidas conforme indicado no item 4.2. Apoés sete dias
foram transplantadas para copos de poliestireno expandido de 500 mL contendo substrato e
himus (proporc¢éo de 2:1), dispostos em camara de crescimento a 25 °C e fotoperiodo de 12 h
(luz led branca 260 pmol m2 s™).

Sete dias ap0s o transplante iniciou-se a coletada de duas folhas por planta (32 folha
tratada e inoculada e a 42 folha acima ndo tratada e inoculada) nos tempos 0 (zero) (dia do
tratamento), 1; 2; 3 (dia da inoculacdo, conforme item 5.2), 6 e 9 dias apds a inocula¢do. Como
as amostras eram destrutivas, em cada dia da coleta eram retiradas 24 amostras totalizando 288
unidades amostrais para cada ensaio. Durante as coletas, cada amostra foi imediatamente
acondicionada em papel aluminio, identificada e armazenada a -20 °C.

As amostras de folhas foram homogeneizadas com 1 mL de tampdo fosfato de sédio
0,01 M (pH 6,0) e 1% de polivinilpirrolidona (PVP), em tubos FastPrep 2 mL contendo uma
esfera de zirconia de 0,1 mm e tampa rosquedavel, previamente autoclavada a 120 °C por 20 min
e 1 atm. Os tubos preparados foram processados em homogeneizador de amostras (Modelo
FastPrep-24™ 5G, MP Biomedicals), sob velocidade calibrada (7,0 m s), em um ciclo de 40
segundos de duracéo.

O homogeneizado foi centrifugado a 20.000 g durante 25 min a 4 °C (STANGARLIN;
PASCHOLATI; FRANZENER, 2005). O sobrenadante de 1 mL foi transferido para microtubo
acrescido de mais 1 mL de tampdo fosfato de sédio 0,01 M (pH 6,0), sem PVP, e centrifugado
novamente. O sobrenadante obtido, considerado como extrato enzimatico, foi transferido para
microtubos e armazenado a —20 °C, e posteriormente utilizado para determinacéo do conteudo
proteico total e atividade enzimética de peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina aménia-

liase.
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O teor de proteinas totais foi avaliado pelo método de Bradford (1976). A mistura
consistiu de 50 pL do extrato enzimatico, 750 puL de tampao fosfato 0,01 M (pH 6,0) e 200 uL
do reagente de Bradford. Apds o reagente ser adicionado sob agitacdo e as amostras serem
incubadas por 5 min, realizou-se a leitura em espectrofotdmetro a 595 nm. Para cada amostra
foram feitas trés réplicas. Os valores de absorbancia foram plotados em curva padrdo de
albumina de soro bovino (ASB).

A atividade da peroxidase foi determinada a 30 °C por método espectrofotométrico
direto, pela medida da conversao do guaiacol em tetraguaiacol (HAMMERSCHMIDT et al.,
1982). A mistura da reagdo continha 100 puL do extrato enziméatico ¢ 900 puL do substrato para
enzima (12,5 mL de guaiacol a 2% e 310 pL de perdxido de hidrogénio P.A. em 87,5 mL de
tampdo fosfato 0,01 M (pH 6,0)). A reacdo foi determinada em espectrofotdmetro a 470 nm,
por 2 min, com leituras em intervalos de 15 seg. Os resultados foram expressos em unidades de
absorbancia min™ mg de proteina™.

A atividade das polifenoloxidase (PFO) foi determinada de acordo com Duangmal,
Apenten (1999), pela mensuracéo da oxidacdo do catecol convertido em quinona. O substrato
para enzima foi composto por 110,1 mg de catecol dissolvido em 50 mL de tampéao fosfato de
sodio 0,01 M (pH 6,0), formando uma soluc¢éo de catecol 0,02 M. Para a rea¢do, que ocorreu a
30 °C, foram misturados 900 pL do substrato com 100 pL do extrato enzimatico. As leituras
foram realizadas a cada 15 seg a 420 nm em espectrofotdbmetro, durante 1 min. Os resultados
obtidos foram expressos em absorbancia min* mg* de proteina.

A atividade da fenilalanina amonia-liase foi determinada pela quantificacdo
colorimétrica do acido trans-cindmico liberado do substrato fenilalanina (UMESHA, 2006). A
reagdo continha 50 pL do extrato enzimético, 450 uL de tampao Tris-HCI 0,025 M (pH 8,8) e
500 uL de solugao de L-fenilalanina 0,05 M (825,9 mg de L-fenilalanina diluido em 100 mL
de tampéo Tris-HCI 0,025 M (pH 8,8)), a qual foi incubada a 40 °C por 2 h. Apos esse periodo,
foram adicionados 60 pL de HCI 5 M para cessar a reagcdo ¢ em seguida realizada a leitura em
espectrofotdmetro a 290 nm. A atividade de fenilalanina amonia-liase consistiu da diferenca
entre a absorbancia da mistura contendo amostra e do controle (50 pL de extrato enzimatico e
950 pL de tampao Tris-HCI 0,0025 M (pH 8,8)). A atividade enzimatica foi expressa em pg de

acido trans-cindmico min™ mg? proteina, utilizando curva padrdo para o acido cinamico.

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental foi em blocos casualizados. Os experimentos possuiram

seis tratamentos representados pelos formulados quimico e organico a base de alecrim nas
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concentragdes 0%; 0,5%; 1%; 2%; 4% e 6%, com quatro repeticdes. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANAVA) a (p<0,05) pelo teste F (p<0,05). Os tratamentos
foram comparados com a testemunha (agua) pelo teste de Dunnet a (p<0,05). A analise
estatistica foi realizada no software livre Genes (CRUZ, 2013). Os dados obtidos foram

submetidos a andlise de regresséo.
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 INDUCAO DE RESISTENCIA

Observou-se que os formulados quimico e organico a base de alecrim apresentaram
efeito quadratico em funcdo das concentracdes para area abaixo da curva do progresso da
doenga (AACPD) causada por A. brassicae. A partir das regressdes pode-se verificar que 0s
pontos de minima intensidade de doenca ocorreram nas concentracdes 5,07% e 4,93% dos

formulados quimico e organico, com AACPD de 34,51 e 41 respectivamente (Figura 1).
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Figura 1 - Area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD) mancha de
alternaria causada por Alternaria brassicae em couve folha
(Brassica oleracea) tratada com fertilizantes foliares quimico e
organico de alecrim (Rosmarinus officinalis L.). (e) Formulado
quimico CV=22,20% e (o) formulado organico CV= 18,36%.

A pulverizacdo dos formulados quimico e orgénico a base de alecrim nas folhas de
couve reduziram a severidade da mancha de alternaria em 61,29% e 56,30%, respectivamente,
quando utilizados na concentracdo 6%. Corroborando com esses resultados, Assi et al. (2018),

utilizando extrato aquoso de alecrim na concentragdo 130 mg L%, para controle de A. solani em
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tomateiro, observaram redugdo média de 61,10% em relacéo a testemunha tratada somente com
agua.

Em outros patossistemas, Lorenzetti et al. (2019), utilizando formulado de alecrim em
po e liquido na concentracdo 2% e 6% respectivamente, observaram reducédo de 29% e 14,31%
na area abaixo da curva de progresso da antracnose em frutos de banana. Em estudos realizados
por Maia et al. (2014) com o objetivo de avaliar o potencial do dleo essencial de alecrim no
controle da mancha-da-folha (Pseudocercospora vitis) e mildio (P. viticola) em videiras
cultivar Isabel (Vitis labrusca L.), verificaram que as concentracdes de 500 e 2000 pL*
apresentaram decrescimo de aproximadamente de 57% e 49% na AACPD na primeira safra da
cultura, e um decréscimo de 39% e 44% destas doencas na segunda safra da cultura.

Além do alecrim, os formulados utilizados possuem os nutrientes nitrogénio, cobre,
calcio, potassio e fosforo, os quais também podem estar relacionados com a resisténcia da planta
a patogenos. De acordo com Marschner (2012), plantas bem nutridas possuem maior
capacidade para sintetizar barreiras fisicas e quimicas de resisténcia, impedindo ou retardando
a penetracéo e a colonizacéo de tecidos foliares por patdgenos.

A defesa das plantas tem relacdo direta com a disponibilidade e equilibrio de
nutrientes, como o efeito do nitrogénio na resisténcia de doengas, sendo totalmente dependente
da dose, pois em doses adequadas contribui para a sintese de fendis e alcaloides, mas em altas
concentragdes reduz a producdo de compostos fendlicos (SEABRA JUNIOR et al., 2013),
muitos dos quais envolvidos na defesa vegetal.

O cobre é responsavel pela producéo de diversas enzimas envolvidas na sintese de
proteinas, carboidratos, além de ser regulador ou fator essencial em varios sistemas enzimaticos
de defesa das plantas a infec¢do. Além disso, tem func¢des antimicrobiana devido a formacao
de uma pelicula na superficie das plantas que impede a fixacdo de estruturas propagativas dos
patdgenos, e indutora de resisténcia (COSTA et al., 2011), ativando processos fisioldgicos e
bioquimicos das plantas, como exemplo, o acimulo de peroxido de hidrogénio, que por
conseguinte destroi varios tipos de moléculas alterando o metabolismo da célula vegetal. Com
0 aumento do teor de peroxido de hidrogénio ocorre a explosdo oxidativa que ativa 0s
mecanismos de defesa da planta (DEBONA; RODRIGUES; DATNOFF, 2017).

O calcio nos tecidos das plantas afeta a incidéncia de doencas de duas formas, na
primeira, quando os niveis de célcio sdo baixos, o fluxo de compostos de baixa massa molecular
(acucares) do citoplasma para o apoplasto é aumentado; na segunda, poligalacturonatos de
calcio sdo requeridos na lamela média para que haja estabilidade da parede celular
(MARSCHNER, 2012). Muitos fungos invadem o tecido vegetal através da producéo
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extracelular de enzimas pectoliticas como poligalacturonase, que dissolve a lamela média. A
atividade desta enzima é inibida pelo calcio (YAMADA, 2004).

Em casos de doencas com lesdes, ocorre maior concentracao de calcio em areas com
sintomas de necrose (BELAN et al., 2015). O calcio é deslocado para areas de tecido necrosado
como uma das formas de defesa da planta, principalmente quando ocorre rompimento de
membranas, pois € essencial na formagdo de barreiras estruturais e/ou quimicas (WHITE;
BROADLEY, 2003; TAIZ; ZEIGER, 2013), manutencdo da integridade da membrana
plasmatica e seletividade do transporte de ions que elas realizam, além de regular processos
celulares e reduzir a ligacédo eletrolitica induzida pelo patégeno (EPSTEIN; BLOOM, 2006;
TAIZ; ZEIGER, 2013).

Pinheiro et al. (2011), estudando o efeito das combinacdes de potassio e calcio sobre
a ferrugem asiatica da soja, observaram que o calcio reduziu a severidade da doenca em todas
as combinagdes com o potéssio, podendo essa reducgdo ultrapassar 86%, no entanto, 0 potassio
reduziu a severidade apenas quando o suprimento de célcio foi adequado. O potassio esta
envolvido em muitos processos celulares que influenciam na severidade das doencas. Este
elemento, em combinacdo com o fosforo, induz maior espessura de cuticula e de parede celular,
as quais funcionam como barreiras mecénicas a infeccdo pelos patégenos.

O potéssio pode ainda equilibrar a assimilagdo de nitrogénio e tornar os tecidos mais
fibrosos, aumentando a resisténcia a fungos e bactérias (SEABRA JUNIOR et al., 2013). Além
disso, o potassio localizado nas areas ao redor do tecido necrosado pode estar envolvido em
reacOes de defesa da planta (AMTMANN; TROUFFLARD; ARMENGAUD, 2008; TAIZ;
ZEIGER, 2013), osmorregulacdo, sintese de carboidratos e proteinas, ativacdo de enzimas,
transporte de outros nutrientes através de membranas e neutralizacdo de &nions (EPSTEIN;
BLOOM, 2006; MARSCHNER, 2012).

Quanto as variaveis vegetativas, ndo houve significancia dos tratamentos, o que
demonstra que os formulados quimico e organico a base de alecrim ndo influenciaram nas
massas fresca e seca da parte aérea, volume de raiz e area foliar das plantas de couve folha
(Tabela 1). Comportamento semelhante ao presente trabalho foi verificado por Souza (2020),
guando avaliou massa fresca de raiz, altura de plantas e numero de vagens por planta de soja,
tratadas com diferentes concentracOes de fertilizante foliar a base de alecrim em parte aérea e
inoculada com o nematoide Pratylenchus brachyurus, onde o produto ndo influenciou nas
variaveis analisadas. Entretanto, o fertilizante incrementou a atividade da enzima peroxidase,
com consequente reducdo das varidveis nematoldgicas, indicando que provavelmente néao

houve custo metabolico para a ativacdo dos mecanismos de defesa da soja.
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Tabela 1 - Massas fresca (MFPA) e seca (MSPA) de parte aérea, volume de raiz (VR) e érea
foliar da couve folha tratada com concentrac¢des dos formulados quimico e organico
de alecrim (Rosmarinus officinalis) e inoculada com Alternaria brassicae.

Concentragédo MFPA (g) MSPA (g) VR (mL) Area foliar (cm?)
(%) Quimico  Organico  Quimico  Organico  Quimico  Organico  Quimico  Organico
0,0 179,00™ 187,00 " 24,00 20,00™ 64,00 56,00  3046,00™ 3114,00™
0,5 209,14 169,89 27,95 16,82 43,50 61,50 3560,48  2817,57
1,0 166,63 186,14 22,15 18,64 43,00 65,50 2836,70  2966,40
2,0 150,42 151,77 18,10 18,04 53,50 66,50 2560,86  2487,71
4,0 146,53 162,07 19,00 16,74 47,00 71,50 249453  2614,48
6,0 169,97 166,56 20,13 17,53 53,00 61,75 2893,57  2793,96
CV (%) 13,05 10,79 15,93 14,65 22,72 20,8 21,7 23,05

Médias ndo significativas pelo teste de variancia a 5% de probabilidade. ™ = néo significativo. CV = coeficiente de variacéo.

Para o teor de clorofila nas plantas de couve folha tratadas com formulados quimico e

organico a base de alecrim também nédo houve significancia (Tabela 2).

Tabela 2 - Teor de clorofila (unidade SPAD) em folha de couve em fun¢édo do tratamento com
concentragfes dos formulados quimico e organico de alecrim (Rosmarinus
officinalis) e inoculacdo com Alternaria brassicae.

Dias de Concentracéo (%) 0
avaliacio 0,0 05 1,0 20 40 60 V™)
Quimico? 67,18" 51,08™ 56,23"™ 53,80™ 62,20™ 52,65™ 15,60
10
Organico? ~ 5742™ 57,85™ 5243"™ 5293" 5475" 52,83™ 1145
. Quimico' 5503™ 5085™ 5475™ 5053"™ 5295™ 5303" 841
2 ANt 2 ns ns ns ns ns ns
Organico 66,45 68,08 54,43 53,53 62,63 57,68 15,36
. Quimico? 52,23™ 49,03"™ 5488"™ 56,78" 5238"™ 53,68 6,41
3 Organico? 54,08" 54,38™ 52,70"™ 57,43™ 5743"™ 5205" 11,86
. Quimico? 52,18 4588"™ 5425"™ 5425"™ 50,65"™ 5240M 7,95
4 Organico®> 56,25" 5420" 56,38"™ 5385™ 5540" 50,53" 7,31
. Quimico?! 51,33"™ 48,25"™ 5493"™ 5218"™ 50,58"™ 5245M 6,81
5 Organico> 59,16™ 58,35"™ 60,25™ 60,55™ 61,48" 58,85" 10,52
- Quimico! 53,20 4580" 54,03™ 56,18" 51,70™ 51,78™ 6,82
Organico? 59,18 5590™ 57,98" 57,20™ 44,00™ 5525M 18,26
20 Quimico!  48,03™ 46,03"™ 49,65™ 4965" 47,23™ 50,18 " 10,88

Organico>  62,15™ 54,98"™ 57,33" 57,08" 5540™ 56,10"™ 8,30

! Formulado quimico a base de R. officinalis; 2 Formulado organico a base de R. officinalis.
Médias ndo significativas pelo teste de variancia a 5% de probabilidade. ns = ndo significativo. CV = Coeficiente
de variacéo.

A fotossintese € constituinte do mecanismo primario das plantas, e é neste processo
que ocorre a formacédo de assimilados e, consequentemente, 0 acimulo de reservas nas plantas.
Apesar das clorofilas serem imprescindiveis no metabolismo primério, também possuem

extrema importancia na inducéo de metabolitos do mecanismo secundario. Esta importancia se
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d4, pois, para que ocorra a indugdo de resisténcia é necessario que haja o acimulo de reservas,
ja que ocorre um gasto energético para a planta quando esta necessita da ativacdo de suas
defesas latentes (GAYLER et al., 2004).

5.2 BIOQUIMICA DA INDUCAO DE RESISTENCIA

A atividade de peroxidase foi incrementada em fungédo dos tratamentos com formulado
quimico a base de alecrim na folha tratada (efeito local) quando comparada a testemunha
(Figura 2A). O incremento da atividade de peroxidase iniciou no 1° dia apds os tratamentos nas
concentracdes 1%, 2%, 4% e 6%, permanecendo até o 2° dia nas concentracdes 2%, 4% e 6%.
Assim, o formulado pode promover um efeito de pré-condicionamento (iniciacdo) para a defesa
contra o desafio do patdgeno. Posteriormente, nos tempos 3° e 6° dias todos os tratamentos ndo
diferiram entre si.

Para as concentracdes 1%, 2%, 4% e 6% nas folhas tratadas e inoculadas verificou-se
dois picos de inducdo, ou seja, no 1° dia ap6s o tratamento, com incremento acentuado da
atividade de peroxidase ficando em média 61,31% maior que relacdo a testemunha. O segundo,
ocorreu no 9° dia apds o tratamento. Dessa forma, o primeiro pico pode estar relacionado com
efeito indutor do tratamento, uma vez que, ndo havendo a inoculagéo, a atividade tendeu a voltar
a concentracdo basal. Entretanto, apés a inoculagdo no tempo 3° dia apds o tratamento e
considerando o periodo para o fungo iniciar o processo infeccioso na planta, verificou-se a
ocorréncia do segundo pico da atividade de peroxidase.

Este segundo pico de atividade pode estar relacionado ao processo infeccioso, mas
principalmente a inducdo de resisténcia, ja que a atividade foi verificada nas concentracfes 1%,
2%, 4% e 6%. A concentracdo 0,5% teve um comportamento parecido com a testemunha, o que
pode ter ocorrido devido a baixa concentragdo, consequentemente, ndo suficiente para elevar a
atividade de peroxidase.

Verificou-se incremento de atividade da peroxidase na folha ndo tratada com
formulado quimico a base de alecrim, indicando um provéavel efeito indutor sistémico. Esse
efeito foi observado no 1° dia ap0s os tratamentos na concentracdo 6% e no 2° dia nas
concentragdes 2% e 4% nas folhas ndo tratadas (Figura 2B). Para estas concentraces verificou-
se dois picos de indugdo 1°, 2° e no 9° dias apos o tratamento. O segundo pico, que ocorreu o
9° dia apds o tratamento nas concentracfes 2%, 4% e 6% incrementaram acentuadamente a
atividade de peroxidase, ficando em média 69,38% maior em relacdo a testemunha. Ja as
concentragdes 0,5% e 1% n&do apresentaram efeito significativo quando comparado a

testemunha.
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Figura 2 - Atividade de peroxidase em folhas de couve tratadas com formulado quimico a base de alecrim (Rosmarinus
officinalis) em concentragdes de 0 (—®—), 0,5% ( O )1%(—¥—),2%(— —=2—"-),4%
(— ® — )e6% (— —0— —)einoculadas com Alternaria brassicae. O tratamento ocorreu no tempo zero e
a inoculacdo no tempo trés apds os tratamentos. ™: ndo significativo; *: significativo em comparagdo com a

testemunha (4gua) pelo teste Dunnett (P < 0,05). (A) representa a folha tratada e inoculada e (B) representa a folha
acima ndo tratada e inoculada.

O formulado organico a base de alecrim incrementou a atividade de peroxidase na
folha tratada (Figura 3A). Na concentracao 6% verificou-se os incrementos nos 1°, 2°, 3°, 6° e
9° dias ap0s o tratamento, com 0s respectivos percentuais de 77,02%, 65,51%, 55,19%, 64,07%
e 78,05%. Para as concentracdes 2% e 4% do formulado orgénico a base de alecrim, houve
diferenca significativa no 6° dia apds o tratamento. Este incremento pode estar relacionado ao
processo infeccioso diferentemente da concentracdo 6%, no qual, o incremento deste, pode estar
relacionado com efeito indutor do tratamento.

No formulado orgénico a base de alecrim verificou-se também incremento na atividade
de peroxidase na folha ndo tratada, indicando um provavel efeito indutor sistémico. A
concentracdo 6% incrementou a atividade de peroxidase no 1° dia apds o tratamento, porém,
nos 2°, 3° e 6° dias nao houve diferenca nos demais tratamentos (Figura 3B). Entretanto, no 9°
dia apds o tratamento, houve um incremento que ficou em média 58,46% maior quando
comparado a testemunha. Portanto, a concentragdo 6% do formulado apresentou dois picos de
inducdo na folha de couve néo tratada e inoculada. O pico inicial pode caracterizar um priming
seguido de um pico mais elevado que se manifesta ap0s o inicio do processo infecioso. Segundo
Pascholati e Dalio (2018), a planta pode permanecer em estado de alerta “priming” € 0S
mecanismos de resisténcia sdo ativados mais rapidamente na presenca do patogeno.

Para as concentracOes 2% e 4% do formulado orgéanico houve diferenca significativa
no 6° e 9° dia apos o tratamento, respectivamente, podendo estar relacionado a colonizacao do

patdgeno, visto que ndo foi observado um evento inicial de priming. As demais concentracdes
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0,5% e 1% ndo induziram a resisténcia da planta a ponto de elevar a atividade da enzima
peroxidase apds a inoculagao.
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Figura 3 - Atividade de peroxidase em folhas de couve tratadas com formulado orgénico a base de alecrim
(Rosmarinus officinalis) em concentra¢des de 0 (—®——),0,5% (O ), 1% (— ¥ ——),2%
(——=2—"-),4%(— ® — )e6% (— —0— —)einoculado com Alternaria brassicae. O tratamento
ocorreu no tempo zero e a inoculagdo no tempo trés apds os tratamentos. ": ndo significativo; *:
significativo em comparagdo com a testemunha (agua) pelo teste Dunnett (P < 0,05). (A) representa a
folha tratada e inoculada e (B) representa a folha acima néo tratada e inoculada.

Corroborando com os resultados, Lorenzetti et al. (2018), utilizando extrato bruto de
R. officinalis nas concentracbes 1%, 2,5% e 5% na regido do colo da planta de soja e no solo,
desafiada com Macrophomina phaseolina, observaram que a concentracdo 2,5% e 5% do
extrato proporcionaram dois picos de inducdo da enzima peroxidase, sendo o primeiro no tempo
36 horas e 0 segundo no tempo 168 horas, tanto nas amostras do colo como na raiz da planta.

Considerando-se os resultados entre os formulados quimico e o organico a base de
alecrim, percebe-se que os nutrientes presentes nas formulagdes podem ter influenciado na
inducdo da enzima peroxidase, visto que atuam nos processos fisiologicos e bioquimicos da
planta. Dessa forma, a atividade de peroxidase no formulado quimico foi mais expressiva nas
concentragdes 1%, 2%, 4% e 6% nas folhas tratadas e inoculadas, enquanto que no formulado
orgénico esta foi induzida apenas na maior concentracdo (6%). Estes resultados podem ser
explicados em fungdo do micronutriente cobre estar presente na composi¢do do formulado
quimico. O cobre contribui em rotas metabdlicas de producdo de compostos de resisténcia
contra patogenos, principalmente na sintese de lignina (TAIZ; ZEIGER, 2017). A funcéo deste
micronutriente esta envolvida no aumento da sintese de peroxido, quinonas e na formacao de

compostos fendlicos pelas plantas, atuando como defesa natural impedindo a penetracdo de



7

organismos nos tecidos vegetais, consequentemente, aumentando a resisténcia a infeccao foliar
(KUMAR et al., 2017).

O potassio e o fosforo presentes no formulado organico a base de alecrim podem ter
influenciado na inducéo da atividade da enzima peroxidase. Romero et al. (2020), avaliando o
efeito do fosfito de potassio Nutriphite Magnum® a 2,5 mL L™ (N 2%; P05 40%; K20 16%)
na inducédo de resisténcia da roseira contra Peronospora sparsa, observaram que o produto
aumentou em 18,6% a atividade de peroxidase em relacdo a testemunha. Costa et al. (2017)
utilizando fosfito de potéssio na concentragdo 5 mL L™ contra Colletotrichum lindemuthianum
em plantas de feijao observaram aumento da atividade de enzimas como peroxidase, superdxido
dismutase, f-1,3 glucanase e quitinase, além de aumento nos niveis de lignina.

Entretanto, é importante resultar que tanto o formulado quimico quanto o organico
proporcionaram protecdo induzida local e sistemicamente a ponto de elevar a atividade da
enzima peroxidase nas folhas de couve. Essa indugdo esta relacionada ao reconhecimento do
elemento pelas moléculas receptoras ancoradas na membrana plasmatica presentes nas células
vegetais (RESENDE et al., 2009; DUBERY; SANABRIA; HUANG, 2012). Esse
reconhecimento desencadeia o processo inicial de defesa da planta, a explosdo oxidativa, que
se refere ao acimulo de espécies reativas de oxigénio, principalmente anion superéxido (02) e
peroxido de hidrogénio (H202), que por sua vez atua como importante substrato das peroxidases
e, por conseguinte, dispara o processo de lignificacdo da parede celular, com formagéo de
precursores de polimeros de lignina, via atividade da peroxidase (WOJTASZEK, 1997;
RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003).

As plantas, apds a exposi¢do a um agente indutor, tém seus mecanismos de defesa
ativados ndo apenas no sitio de inducdo, como também em locais distante dele (PASCHOLATI,
DALIO, 2018). Esse efeito foi verificado na folha ndo tratada com os formulados quimico e
organico a base de alecrim, que incrementaram a atividade da enzima peroxidase ndo somente
de maneira local, mas também sistemicamente nas folhas protegendo contra o fungo A.
brassicae.

A indugdo sistémica da atividade de peroxidase nas folhas ndo tratadas que ocorrem
na concentracdo mais elevada dos formulados quimico e orgénico a base de alecrim pode
indicar que a mesma possui maior concentracdo de substancias eliciadoras, o que possibilita o
reconhecimento e a sinalizacdo de respostas de defesas mais eficientes nas plantas tratadas,
promovendo a ativacdo de genes relacionados com a sintese de proteinas relacionadas a
patogénese, enzimas integrantes de rotas de producao de fitoalexinas e de mecanismos de defesa
estruturais como a lignificacdo (CAVALCANTI; BRUNELLI; STANGARLIN, 2005).
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Siqueira et al. (2019) constataram que atividade elevada de peroxidase pode indicar
aumento na biossintese de lignina, que atua como uma barreira a infec¢cdo microbiana, e também
pode promover aumentos na concentracdo de produtos de oxidacdo de fenolicos. Apos a
cuticula, as paredes celulares das plantas sdo as primeiras linhas de defesa contra invasdo de
fitopatogenos e as peroxidases sdo enzimas-chave no processo de sua construgdo
(UPADHYAY et al., 2014). Esse envolvimento na lignificacdo da parede celular vegetal por
peroxidases acionadas por moléculas eliciadoras tem correlacdo direta, com a resisténcia do
hospedeiro, impedindo a entrada ou reduzindo a colonizacéo pelo patdogeno (AHUJA; KISSEN;
BONES, 2012; PASCHOLATI; DALIO, 2018).

Quanto a atividade da enzima polifenoloxidase ndo houve diferenca significativa nas
concentracdes testadas dos formulados quimico e organico a base de alecrim nas folhas de
couve tratadas e ndo tratadas. Esses resultados corroboram com os obtidos por Souza (2020),
que também ndo constatou inducdo dessa enzima em soja tratada com fertilizante foliar a base
de alecrim nas concentragdes 1,5 g L2, 309 L? 459gL*e 6,09 L? e desafiada com P.
brachyurus.

Em relacdo a atividade de fenilalanina aménia-liase (FAL) na folha de couve tratada
com formulado quimico a base de alecrim, as concentragdes 1%, 2%, 4% e 6% incrementaram
a atividade enzimatica no 1° dia ap6s o tratamento, permanecendo essa atividade até o 2° dia
nas concentracdes 2%, 4% e 6% (Figura 4A). Posteriormente, nos tempos 3° e 6° dias apds o
tratamento todos retornaram aos niveis basais nao diferindo estatisticamente entre si.

Desta forma, verificou-se que as concentracdes 1%, 2%, 4% e 6% do formulado
apresentou dois picos de indugéo. O primeiro pico pode estar relacionado com o efeito indutor
do formulado, uma vez que ocorreu no 1° dia ap6s o tratamento, e ndo havendo ainda a presenca
do patégeno, tendeu a voltar ao nivel basal. Entretanto, apds a inoculagéo de A. brassicae (que
ocorreu no tempo 3° dia ap0s o tratamento), verificou-se no 9° dia a ocorréncia do segundo pico
de atividade de FAL, com incremento que ficou em média 63,14% maior em relacdo a
testemunha. Portanto, este segundo pico pode estar relacionado a colonizagédo do patdgeno, mas
também, ao processo de inducdo de resisténcia, estimulado pelo formulado quimico a base de
alecrim nas concentracdes 1%, 2%, 4% e 6%. A concentrac¢do 0,5% néo incrementou a atividade
de FAL nas folhas tratadas.

Estes resultados demonstram que o formulado quimico a base de alecrim para a
atividade de FAL apresentou comportamento priming, visto que ocorreram dois picos de
inducdo, sendo o segundo pico mais expressivo que o primeiro. Segundo Pascholati e Dalio

(2018) o estado de priming comega por um estimulo e dura até 0 momento em que a planta é
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exposta ao desafio por um estresse. Nessa fase os niveis de varios metabolitos primarios e
secundarios, enzimas, entre outras moléculas séo levemente alterados, colocando a planta em
estado de alerta. No entanto, em resposta ao desafio com um patdgeno, a planta entra na fase
de priming p6s desafio, momento em que as reacGes, como as enzimas, para combater o
patdgeno sdo induzidas rapidamente.

A atividade de FAL na folha de couve ndo tratada e inoculada apresentou-se
semelhante a folha tradada com formulado quimico a base de alecrim, exceto na ocorréncia do
segundo pico, demonstrando que o produto induz protecdo sistémica. Dessa forma, verificou-
se dois picos de inducdo na atividade de FAL de forma sistémica, em todas as concentracoes
testadas. O primeiro pico ocorreu no 1° dia ap6s o tratamento, com incremento que ficou em
média 65,94%, sendo este efeito relacionado ao indutor, pois ndo ocorrendo a inoculacéo
verificou-se que a atividade tendeu a retornar ao nivel basal nos 2° e 3° dias, no qual, todos 0s
tratamentos n&o diferiram entre si.

Entretanto, apds a inoculacdo de A. brassicae (que ocorreu no 3° dia apds o
tratamento), verificou-se no 6° dia o segundo pico de atividade de FAL, com incremento que
ficou em média 71,57% maior que a testemunha, ou seja, este aconteceu mais cedo quando
comparado a folha tratada (Figura 4B). Provavelmente, a antecipac¢do da inducdo ocorrido nas
folhas n&o tratadas tenha relagdo com o efeito protetor sistémico do formulado.
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Figura 4 - Atividade de fenilalanina aménia-liase em folhas de couve tratadas com formulado quimico a base de
alecrim (Rosmarinus officinalis) em concentracbes de 0 (—@——),0,5% (' ©C ), 1% (——¥——
), 2% (— 2 —--), 4% (— ® — ) e 6% (— —0O— —) e inoculadas com Alternaria brassicae. O
tratamento ocorreu no tempo zero e a inoculagdo no tempo trés dias apds os tratamentos. ™: ndo
significativo; *: significativo em compara¢ao com a testemunha (agua) pelo teste Dunnett (P < 0,05).
(A) representa a folha tratada e inoculada e (B) representa a folha acima ndo tratada e inoculada.
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A atividade de FAL foi incrementada em funcdo dos tratamentos com formulado
organico a base de alecrim na folha tratada quando comparada a testemunha (Figura 5A). As
concentragdes 2%, 4% e 6% do formulado organico incrementaram a atividade de FAL, sendo
que as concentracoes 4% e 6% induziram atividade nos 1° e 2° dias ap0s o tratamento, enquanto
a concentracdo 2% teve seu primeiro pico no 2° dia apds o tratamento. Essas concentracdes 2%,
4% e 6% proporcionaram incremento acentuado da atividade de FAL no 2° dia apds o
tratamento, ficando em média 70,64% maior que a testemunha.

Esses picos de atividade de FAL que ocorreram no 1° e 2° dias ap6s o tratamento
podem estar relacionados com o proprio efeito indutor do formulado, visto que, no 3° dia todos
tratamentos ndo diferiram entre si. Entretanto, ap6s a ocorréncia da inoculagao de A. brassicae
no 3° dia ap0s o tratamento, e considerando os dias para o fungo iniciar os processos de infec¢ao
e colonizacdo, verificou-se no 6° e 9° dias a ocorréncia de mais dois picos de atividade de FAL.
Assim, 0s incrementos que ocorreram nos 6° e 9° dias ap6s o tratamento, podem estar
relacionados ndo somente ao processo infeccioso, mas também ao processo de inducdo de
resisténcia, ja que a atividade foi verificada nas concentracdes 2%, 4% e 6% do formulado
organico.

Verificou-se também atividade da enzima FAL na folha ndo tratada com formulado
organico a base de alecrim e inoculada com A. brassicae, indicando um provavel efeito indutor
sistémico. Esse efeito indutor foi observado no 1° dia ap6s o tratamento em todas as
concentracgdes (0,5; 1; 2; 4 e 6%) testadas, sendo que as concentracdes 4% e 6% incrementaram
a atividade até o 2° dia (Figura 5B). As concentracdes incrementaram acentuadamente a
atividade de FAL nos 1° e 2° dias, ficando em média 54,40% e 51,98%, respectivamente, maior
em relacdo a testemunha. Esse resultado pode ser relacionado a indugdo sistémica induzida pelo
formulado organico a base de alecrim, visto que nos 3° e 6° dias ap0s o tratamento, a
concentracdo tendeu a voltar ao nivel basal, ndo havendo diferenca estatisticas entre o0s
tratamentos.

No entanto, no 9° dia, quando o fungo ja havia sido inoculado, verificou-se o segundo
pico de atividade, podendo este estar relacionado ndo somente ao processo infeccioso, mas
principalmente ao processo de indugdo da resisténcia, ja que a atividade foi verificada nas
concentragdes 1%, 2%, 4% e 6%. O tratamento 0,5% demonstrou apenas um pico inicial no 1°
dia, posteriormente teve um comportamento parecido com a testemunha, portanto, essa
concentracdo ndo conseguiu elevar a atividade da enzima FAL apds a inoculacdo de A.
brassicae na folha de couve.
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Figura 5 - Atividade de fenilalanina amdnia-liase em folhas de couve tratadas com formulado orgéanico a base de alecrim
(Rosmarinus officinalis) em concentragdes de 0 (—®—), 0,5% ( O ), 1% (— ¥ —7), 2% (
— A —-), 4% (— ® — )e6% (— —0O— —)einoculado com Alternaria brassicae. O tratamento ocorreu
no tempo zero e a inoculagdo no tempo trés apGs os tratamentos. ™: ndo significativo; *: significativo em
comparagdo com a testemunha (dgua) pelo teste Dunnett (P < 0,05). (A) representa a folha tratada e inoculada e
(B) representa a folha acima ndo tratada e inoculada.

Resultados opostos foram encontrados por Lorenzetti et al. (2018), que em pesquisa
utilizando extrato de alecrim em soja inoculada com Macrophomina phaseolina observaram
gue tanto em amostras de colo quanto em amostras de raiz ndo houve um pico de inducdo inicial,
sendo este observado apenas ap6s a inoculacdo do patdgeno. Nesta pesquisa, tanto o formulado
quimico quanto o organico induziram incrementos acentuados da atividade de FAL nas folhas
tratadas e ndo tratadas, tanto no 1° dia ap0s o tratamento quanto apds a inoculacao do patégeno.

Para a planta é importante o reconhecimento precoce do patégeno, para que a mesma
possa mobilizar a tempo as defesas bioquimicas e/ou estruturais disponiveis para se proteger
do patogeno. Neste sentido, na inducéo de resisténcia, a enzima FAL é de grande importancia,
uma vez que € reguladora da sintese de compostos fendlicos, sendo estes precursores da lignina
e acido salicilico, que atuam na defesa estrutural e no processo de sinalizacdo da resposta
sistémica respectivamente (BONAS; LAHAYE, 2002).

Dessa forma, o aumento da atividade da enzima FAL pode estar relacionado néo
apenas aos compostos secundarios presentes no alecrim, mas também aos nutrientes da
composicao dos formulados quimico e organico utilizados. Os nutrientes podem participar de
rotas metabolicas de compostos capazes de inibir a infecdo e a colonizacdo de patdgenos, rotas
estas relacionadas com a indug&o de resisténcia (POZZA; POZZA, 2012).

O micronutriente cobre estd envolvido na rota do acido chiquimico, agindo como co-
fator para a sintese de compostos que serdo utilizados em outras rotas bioquimicas de defesa da
planta (GRAHAM; WEBB, 1991). Um dos amino&cidos formados na via do acido chiquimico
é a fenilalanina, que sera utilizado pela FAL na rota dos fenilpropanoides, dando origem a

varios compostos de defesa de origem fendlica (PERES, 2004). Assim, houve maior expressao
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da enzima FAL nas plantas tratadas com o formulado quimico quando comparado a atividade
da peroxidase.

O célcio presente nos formulados quimico e organico a base de alecrim pode ter
auxiliado na inducdo da atividade da enzima FAL, tanto local quanto sistemicamente. O célcio
desempenha papel fundamental no reconhecimento de invasores patogénicos na membrana
plasmaética, sendo que em poucos segundos apés a infec¢do pelo patdgeno, hd mudanca no
potencial da membrana e ocorre aumento de célcio no citoplasma, atuando dessa forma, como
mensageiro secundario (MARSCHNER, 2012).

O incremento da atividade de FAL nas folhas ndo tratadas com formulado orgénico a
base de alecrim, no 1° dia ap6s o tratamento (Figura 5B), pode estar relacionado a mobilidade
do potassio, um dos componentes desse formulado, nos tecidos da planta. Nas plantas, o
potassio pode influenciar na intensidade de doenca em virtude da ativacdo de enzimas
envolvidas na respiracdo e fotossintese, processos fornecedores de cadeias de carbono para a
sintese de substancias de defesa, bem como a regulacdo estomatica, influenciando no transporte
de solutos via fluxo de massa (ZAMBOLIM; VENTURA, ZANAO JUNIOR, 2012). Além
disso, atua como ativador de mais de 60 enzimas, com exemplo, as desidrogenases, cinases,
oxidorredutases, transferases e sintetases (MARSCHNER, 2012). Por outro lado, o fésforo,
outro componente do formulado organico, pode produzir mudancas bioquimicas como aumento
de vitamina C, 6leos vegetais, polifendis, peroxidase e amonia, ou seja, um ambiente
desfavoravel ao patégeno (ZAMBOLIM, VENTURA, 1993). Silva et al. (2015) observaram
que o fosfito de potassio reduziu a severidade da antracnose em 60,4%, e aumentou a atividade
da enzima peroxidase e da FAL, indicando assim o efeito desses nutrientes no sistema de defesa
vegetal.

Nesta pesquisa, verificou-se que os formulados quimico e organico a base de alecrim
atuaram de maneira semelhante na folha de couve tratada e néo tratada, tanto para a atividade
da enzima peroxidase quanto para FAL, pois as duas enzimas apresentaram comportamento
priming. Assim, os tratamentos com os formulados induziram a atividade das enzimas
envolvidas nos mecanismos de defesa das plantas, sugerindo uma pré-ativacao dessas enzimas
antes da inoculacdo do patégeno, contribuindo para o aumento da resisténcia contra A.
brassicae. Portanto, a expressdo das enzimas pode estar fortemente correlacionada com a
ocorréncia da infeccdo do fungo e, também, pela presenca de um agente eliciador nos
formulados a base de alecrim.

Segundo Romeiro e Garcia (2009), quando plantas sdo previamente expostas a um

determinado eliciador, seus tecidos reagem mais rapidamente e com mais eficiéncia as
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tentativas de colonizagcdo do patégeno. O contato entre o eliciador e os tecidos da planta
desencadeia a sintese de substancias que agem como sinais bioquimicos (THATCHER,;
ANDERSON; SINGH, 2005; BECKERS; SPOEL, 2006). Esses sinais se difundem por toda a
planta, sistemicamente ou induzindo sua sintese em cadeia (ROMEIRO; GARCIA, 2009),
como observado para peroxidase e FAL nas folhas de couve, onde ha um primeiro pico de
inducdo e, posteriormente, picos que compreendem maior atividade tanto por inducdo quanto
pela colonizagéo do patdgeno, portanto, picos mais expressivos que 0s primeiros, contribuindo

assim, para o controle da doenca.

6 CONCLUSAO

A concentracdo 6% dos formulados quimico e organico a base de alecrim promoveu
reducdo na severidade da mancha de alternaria em folhas de couve. Os formulados também
foram capazes de induzir a atividade das enzimas peroxidase e fenilalanina aménia-liase, tanto
local quanto sistemicamente em couve folha desafiada com A. brassicae, revelando a a¢do de
eliciadores presentes nos formulados a base de alecrim, com efeito dose-dependente para a
ativacdo desses mecanismos e, consequentemente, reducdo da severidade dos sintomas da

mancha de alternaria.
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