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RESUMO

A producdo de alface em algumas areas de Pernambuco tem como fator
limitante a ocorréncia da podriddo mole, doenca de dificil controle. Produtos
alternativos tém sido testados para o controle de doengas em diversos patossistemas. No
entanto, no caso de hortalicas comestiveis in natura, como a alface, é necessario
determinar se os tratamentos utilizados néo irdo alterar a qualidade do produto. Avaliou-
se o efeito de Oleos essenciais e extratos vegetais no controle da podriddo mole em
alface, bem como, a influéncia desses produtos nas caracteristicas fisico-quimicas desta
hortalica. Nos testes in vitro, discos de papel de filtro foram embebidos em 11 6leos
essenciais e 20 extratos vegetais nas concentragdes 0,0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1% e 0,0; 10,
40, 70 e 100%, respectivamente, e depositados sobre meio de cultura contendo
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc Al). Os halos de inibigcdo foram
mensurados apos 24 e 48 h de incubagdo. Em casa de vegetacéo, plantas de alface cv.
Veneranda foram tratadas com 11 dleos nas concentracdes de 0,5 e 1%, 20 extratos na
concentracdo de 10% e Mycoshield® (3g L™), sendo inoculadas com o isolado Pcc Al
apos 72 h. Foi avaliada a severidade da doenca com intervalo de seis horas até 48 h,
calculando-se a &rea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD). Em
experimento similar, plantas tratadas com 6leo de Eucalyptus citriodora, sete extratos e
Mycoshield® foram analisadas quanto aos teores de sélidos soldveis, vitamina C, acidez
titulavel e pH. Pcc Al ndo foi inibido in vitro. Dois 6leos (E. citriodora e C. sinensis) e
sete extratos (Parkinsonia aculeata, Chamaecrista cytisoides, Sida galherensis,
Polygala violaceae, C. desvauxii e Pityrocarpa moniliformis) reduziram
significativamente a severidade da doenga em relacdo a testemunha, ndo diferindo do
controle Mycoshield®. J& a AACPD foi reduzida por oito 6leos e dez extratos.
Destacaram-se com eficiéncia similar ao Mycoshield® e diferindo da testemunha (7,5 e
132,3) nas duas variaveis analisadas, o 0leo de E. citriodora a 0,5 % e o extrato de S.
galherensis a 10% com severidades de 3,6 e 3,5 e AACPD de 83,35 e 88,25,
respectivamente. Os teores de vitamina C, acidez titulavel e pH ndo foram alterados em
folhas de alface tratadas com dleo de E. citriodora e extratos de P. aculeata e C.
cytisoides.
Palavras-chave: Lactuca sativa, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,

controle alternativo
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ABSTRACT

Lettuce yield in some areas of the state of Pernambuco, Northeastern Brazil, is
limited by the occurrence of soft rot, a disease difficult to control. Alternative products
have been tested for disease control in several pathosystems. However, in the case of
edible fresh vegetables such as lettuce, it is necessary to determine whether the
treatments will not change the product quality. It was evaluated the effect of oils and
plant extracts for controlling soft rot in lettuce and assessed the influence of these
products in physico-chemical characteristics of this vegetable. In the in vitro tests, filter
paper discs were soaked in eleven essential oils (0.0, 0.25, 0.50, 0.75 and 1%) and
twenty plant extracts (10, 40, 70 and 100%) being deposited on a culture medium
containing Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (strain Pcc Al). The zones
of inhibition were measured after 24 and 48 h of incubation. In the greenhouse, plants of
cv. Veneranda were treated with eleven oils (0.5 and 1%), twenty extracts (10%) and
Mycoshield® (3g L™) and after 72 h were inoculated with Pcc Al. We evaluated the
disease severity with an interval of six hours until 48 h, and the area under the disease
progress curve (AUDPC) was calculated. In a similar experiment plants treated with
Eucalyptus citriodora oil, seven plant extracts and Mycoshield® were analyzed for
soluble solids, vitamin C, acidity and pH. Strain Pcc Al was not inhibited in vitro. Two
oils (E. citriodora and C. sinensis) and seven extracts (Parkinsonia aculeata,
Chamaecrista cytisoides, Sida galherensis, Polygala violaceae, C. desvauxii and
Pityrocarpa moniliformis) significantly reduced disease severity in relation to control,
without differ from Mycoshield®. On the other hand AACPD was reduced by eight oils
and ten extracts. It is worth to notice that severity and AUDPC were reduced by
eucalyptus oil at 0.5% (3.6, 83.35) and by the extract of S. galherensis (3.5, 88.25) with
the same efficiency as Mycoshield® when compared with control (7.5, 132.3). The
levels of vitamin C, acidity and pH were not altered in leaves of lettuce treated with
eucalyptus oil and extracts of P. aculeata and C. cytisoides.
Keywords: Lactuca sativa, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,

alternative control
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INTRODUCAO

A cultura da alface

A alface (Lactuca sativa L.) pertence a familia das Asteraceas e originou-se de
espécies silvestres das regides do sul da Europa e da Asia Ocidental. E uma planta
herbacea, muito delicada, com caule reduzido onde as folhas crescem em forma de
roseta. Estas folhas sdo grandes e tenras, podendo ser lisas ou crespas, formando ou ndo
cabeca. O sistema radicular é bastante ramificado explorando os primeiros 25 cm do
solo (FILGUEIRA, 2000).

O cultivo da alface é realizado especialmente para obtencéo das folhas que sdo
consumidas cruas em saladas. Estas folhas sdo constituidas essencialmente por agua,
porém fornecem vitaminas importantes como A e C, além de minerais e fibras para a
dieta humana. A alface possui, em grau moderado, acdo sedativa ou calmante,
antiespasmodica e que reduz a tosse, devido a presenca de lactonas sesquiterpénicas
(ALMEIDA, 2006).

As condicBes de clima que mais favorecem a fase vegetativa da alface sdo dias
curtos e temperaturas amenas, podendo resistir a temperaturas baixas e a geadas leves
(FILGUEIRA, 2000). O periodo de desenvolvimento dessa hortalica folhosa, de ciclo
anual curto, vai depender da época de plantio e da cultivar, pois, na primavera-verao o
ciclo dura de seis a oito semanas e no inverno de 10 a 12 semanas. As diversas
cultivares que sdo comercializadas possuem adaptacdo climatica diferenciada.
Entretanto, a temperatura 6tima para a maioria estd em torno de 15 a 20°C.
Temperaturas muito elevadas prejudicam a qualidade da alface, tornando as folhas

amargas e nao-palataveis (ALMEIDA, 2006).
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A alface tolera baixa luminosidade e a interagdo entre a intensidade luminosa e
temperatura vai influenciar na formacéo de cabeca. Diversos tipos de solo podem ser
utilizados para o cultivo da alface, embora 0s mais usuais sejam aqueles friaveis e bem
drenados, com textura franca ou argilosa e ricos em matéria organica. E sensivel a
acidez e o pH étimo situa-se entre 6,5 e 7,2. A cultura é pouco exigente em nutrientes,
porém, devido ao fragil desenvolvimento do sistema radicular e rdpido crescimento da
parte vegetativa, estes devem sempre estar facilmente disponiveis. Entretanto, é muito
exigente em 4gua, visto que, como a maioria das hortalicas, a parte utilizdvel é
constituida por 90% de dgua (ALMEIDA, 2006).

A horticultura possibilita a geracdo de grande nimero de empregos, sobretudo
devido a elevada exigéncia de médo-de-obra desde a semeadura até a comercializagao.
As hortalicas ocuparam em 2006, uma area de 773,2 mil hectares, produzindo
aproximadamente 17,4 milhdes de toneladas e gerando quase trés milhdes de empregos
no campo (IBGE, 2006). Dentre as hortaligas folhosas, a alface se estaca como a de
maior valor comercial no Brasil, sendo a sexta em importancia econdmica e oitava em
termos de producdo (OLIVEIRA et al., 2005).

O Brasil possui uma area de aproximadamente 35.000 hectares plantados com
alface, caracterizados pela producdo intensiva, pelo cultivo em pequenas areas e por
produtores familiares, gerando cerca de cinco empregos diretos por hectare (COSTA,;
SALA, 2005). Os estados de S&o Paulo e Minas Gerais sdo 0s maiores produtores de
alface do pais, sendo que somente Sdo Paulo plantou 8.853,71 ha em 2009, produzindo
0 equivalente a 5.123,4 engradados (1 engradado=108 unidades de alface) (IEA, 2009).

Na regido Centro-Oeste, 0s maiores produtores sdo 0s municipios de Goiania, Anapolis
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e a microrregido do entorno de Brasilia. No Distrito Federal, somente no més de janeiro
de 2011, foram comercializados 177.000 Kg de alface (CEASA-DF, 2011).

A regido Nordeste produziu 55.841 t de alface no ano de 2006, sendo o estado de
Pernambuco responsavel por 22,4% desta producdo (IBGE, 2006). Os principais
municipios produtores neste estado sdo: Vitéria de Santo Antdo com 7.451 t, Cha

Grande com 380 t e Camocim de S&o Felix com 30 t (IBGE, 2006).

Podriddo mole da alface e agente etioldgico

A podriddao mole ocorre em diversos hospedeiros no campo ou em pds-colheita,
tanto no armazenamento como no transporte (PEROMBELON; KELMAM, 1980).
Embora algumas bactérias, incluindo saprofiticas e fitopatogénicas, possuam a
habilidade de produzir enzimas que degradam a parede celular, poucas podem estar
associadas a podriddo de tecidos vivos de plantas (PEROMBELON; SALMOND,
1995). Dentre estas, se encontra o grupo das pectobactérias, assim chamadas por
produzirem enzimas pectinoliticas. As perdas econdmicas causadas pelas pectobactérias
podem ser muito grandes, variando com o valor da cultura, severidade do ataque,
condi¢cbes ambientais, espécies e subespécies envolvidas, condi¢cbes de cultivo,
armazenamento, transporte e comercializagdo dos produtos (JABUONSKI;
REIFSCHNEIDER; TAKATSU, 1988; PEROMBELON; KELMAM, 1980).

Dentre as bacterioses da alface, se destaca a podriddo mole causada por
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Jones) Hauben et al. Em
Pernambuco esta doenca causa grandes prejuizos econdémicos em plantios de alface e
couve-chinesa (Brassica pekinensis L.). No ano de 2004, levantamento sobre a podriddo

mole nas mesorregides da Mata e Agreste pernambucanos, constatou em todas as areas
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produtoras amostradas prevaléncias de 42,9 e 100%, respectivamente para alface e
couve-chinesa. A incidéncia da doenca variou de 0 a 22% para a cultura da alface e de 1
a 67% para a cultura da couve-chinesa (SILVA et al., 2007).

Bactérias do género Pectobacterium pertencem a familia Enterobacteriaceae,
tém forma de bastonete, Gram negativas, flagelos peritriquios, anaeroébicas facultativas,
podem ser isoladas ou cultivadas em meio de cultura CVP (cristal-violeta-pectato) para
detectar atividade pectinolitica, em meio de cultura CPG (casamino &cido-peptona-
glicose) para diferenciagdo pelo aspecto das colonias (MARIANO et al., 2005) ou pode-
se utilizar o fruto do pimentdo como meio parcialmente seletivo (MARIANO;
SILVEIRA, 2005). As pectobactérias sdo conhecidas por causarem extensa maceracao
do tecido infectado e essa habilidade é dependente da producdo de uma grande
quantidade de enzimas como pectato liases, pectina liases, poligalacturonases, celulases
e proteases (DUARTE; EL TASSA, 2003).

O sintoma principal da podriddo mole em alface é a murcha das folhas, seguida
de extensa necrose amolecida na regido da coroa. A lesdo pode se estender para a parte
superior do caule por meio da medula e causar o apodrecimento e toda a planta. Os
tecidos apodrecidos podem ser colonizados por micro-organismos secundarios,
conferindo a eles um odor desagradavel (LOPES; QUEZADO-DUVAL; REIS, 2010).

As condig0es ideais para P. carotovorum subsp. carotovorum infectar plantas no
campo sdo temperatura elevada (préxima de 30°C) e alta umidade do solo. A bactéria
ndo € transmitida pela semente, mas é capaz de sobreviver no solo em restos culturais,
em superficies de equipamentos, na agua (LOPES; QUEZADO-DUVAL,; REIS, 2010),
como epifitica na filosfera de plantas hospedeiras, em material de plantio, em

associagdo com ervas daninhas ou na rizosfera de plantas cultivadas, sendo essas
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ultimas as principais fontes de inoculo primario desta bactéria. Dissemina-se facilmente
pela &gua, raizes e tubérculos infectados, insetos, tratos culturais, homem e implementos
agricolas (PEROMBELON; KELMAN, 1980; GOTO, 1992). Ferimentos na planta sio
uma condicdo necessaria para que ocorra a infecgdo (LOPES; QUEZADO-DUVAL;
REIS, 2010). A incidéncia da doenca aumenta marcadamente quando as hospedeiras sao
feridas em funcdo de praticas culturais, ventos fortes, contato entre plantas e insetos
(GOTO, 1992).

Para o controle dessa doenca no verdo recomenda-se: realizar plantios em solos
leves ou em camalhdes, evitando o acimulo de agua na base da planta; nao utilizar
cobertura de pléstico preto, que aumenta a temperatura do solo; utilizar espacamentos
maiores que permitam a aeracdo entre plantas; adubar com base em analise de solo,
evitar principalmente excesso de nitrogénio; controlar a irrigacdo, evitando excessos de
agua no solo; evitar ferimentos nas plantas durante 0 manuseio e controlar os insetos
que danificam as folhas; proteger o corte do caule logo ap6s a colheita, pulverizando a
superficie cortada com solucdo de hipoclorito de sddio; fazer rotagdo de culturas por
pelo menos dois anos, de preferéncia com gramineas para reduzir a populacdo do
patdégeno no solo (LOPES; QUEZADO-DUVAL; REIS, 2010). O oxicloreto de cobre é
recomendado para o controle da doenca na cultura da alface (MAPA, 2003). No manejo
integrado de doencas o uso de cultivares resistentes & um controle viavel para o produtor
e ndo prejudicial ao meio ambiente. Porém, até o momento ainda ndo existe registro de

cultivares de alface resistentes a podriddao mole.
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Controle alternativo

O controle de doengas, pragas e plantas invasoras ainda representa um grande
desafio na busca por uma agricultura sustentavel. A conscientizacdo acerca dos
problemas ambientais causados pelo uso dos agroquimicos, e conseqliente busca pela
reducdo do seu uso, permite 0 avango das pesquisas na obtencdo de tecnologias e
produtos, varios deles ja utilizados no passado de forma empirica, para 0 manejo
fitossanitario (SILVA et al., 2010).

O controle denominado alternativo € aquele que, para prevenir doengas em
plantas, utiliza produtos que ndo sejam agroquimicos. O uso de 6leos e extratos vegetais
ou de metabdlitos secundarios de plantas € uma ferramenta a mais a ser incorporada,
tanto nos sistemas alternativos de producdo de alimentos quanto nos sistemas
convencionais, como forma de aumentar a sustentabilidade e seguranga dos mesmos
(SILVA et al.,, 2010). Muitas vezes, estes produtos vegetais tém maior atividade
antibacteriana do que os antibioticos de uso agricola. Este fato foi observado por Costa
et al. (2008), quando constataram que o 6leo puro de citronela Cymbopogon winterianus
Jowitt foi mais efetivo do que o antibiotico tetraciclina na inibigdo do crescimento de
seis isolados de P. carotovorum subsp. carotovorum, e quando diluido apresentou
concentragdo inibitoria minima de 1% para todos os isolados.

Outras pesquisas com o agente causal da podriddo mole tem sido realizadas in
vitro, com bons resultados. Assim, Dorman e Deans (2000) observaram halos de
inibicdo de 35 mm e 32 mm no crescimento de P. carotovorum subsp. carotovorum, na
presenca do 6leo essencial de Thymus vulgaris L.(tomilho) e timol, respectivamente. No
entanto, em alguns casos, estes estudos demonstraram resposta dose-dependente, como

0 do 6leo de capim-lim&o sobre trés isolados de P. carotovorum subsp. carotovorum,
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observando-se a completa inibi¢do do crescimento na dose de 1% (JEONG et al., 2009).
Também Costa et al. (2009) verificaram que s6 nas maiores concentracdes (2, 4 e 8%) o
6leo essencial de Ocimum basilicum L. (manjericdo) atuou sobre P. carotovorum subsp.
carotovorum, com formagao de halos que variaram entre 10 e 17 mm.

Além da resposta dose dependente, foi ainda verificado que a época da coleta
influencia a atividade antimicrobiana dos extratos. Desta forma, extratos vegetais de
Humulus lupulus L. (ldpulo) coletados em trés épocas de cultivo foram testados no
controle in vitro de P. carotovorum subsp. carotovorum. Bons resultados foram obtidos
do material coletado no més de junho no qual os halos de inibicdo formados variaram
entre 3 (cv. Bor) e 6 mm (cv. Zlatan) (URGEOVA; POLIVKA, 2009).

Outras bactérias fitopatogénicas tém sido estudadas quanto a sensibilidade a
6leos e extratos vegetais. O 6leo de Cymbopogon citratus (DC) Stapf (capim-liméo) foi
testado por Paret et al. (2010) nas concentracdes 0,07 e 0,14%, inibindo em 100% o
crescimento de Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. raca 4 apo6s 48 h de
incubacdo. Ja Vigo-Schultz et al. (2006), avaliaram a eficacia da tintura etandlica de
Mikania glomerata Spreng (guaco) sobre X. campestris pv. campestris (Pammel)
Dowson e observaram inibicdo de 38% na concentracdo 1000 mg L™ e de 24% na
concentracdo 500 mg L. Kuhn et al. (2006) ao estudar extratos de Curcuma longa L.
(carcuma) oriundos de diferentes municipios, observaram diferengas de atividade. O
extrato proveniente de Mercedes reduziu o crescimento in vitro de X. axonopodis pv.
manihotis (Berthet & Bondar) Dye a partir da concentracdo de 5%, sendo que a inibigdo
total do crescimento foi observada nas concentracdes entre 10 e 20%. Ja os materiais de
Jaboticabal e Mara Rosa s6 inibiram 100% do crescimento bacteriano nas concentracdes

de 15% e 20%, respectivamente. Este trabalho adiciona mais um fator importante no
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uso de produtos vegetais, que é a influéncia do ecossistema de cultivo ou crescimento
da planta sobre a atividade das substancias antimicrobianas produzidas.

Na literatura consultada, ndo foram encontrados relatos de testes da atividade de
produtos vegetais do bioma caatinga frente a bactérias fitopatogénicas. No entanto,
Lima et al. (2010) avaliaram o efeito de extratos das plantas da caatinga: Lippia
microphylla Cham. (alecrim do campo), Astronium urundeuva Engl. (aroeira) e Mimosa
hostilis Mart. (jurema preta) sobre o crescimento do fungo Lasiodiplodia theobromae
(Pat.) Griffon & Maubl., observando um percentual de controle de 100%, 46% e 30%,
respectivamente, apos trés dias de avaliagao.

N&o foram encontradas pesquisas sobre os efeitos de 6leos essenciais e extratos
vegetais no controle da podriddo mole em alface. No entanto, dados promissores tém
sido obtidos para outros patossistemas envolvendo bactérias fitopatogénicas. Kowalska
e Smolinska (2008) observaram reducdo no desenvolvimento da podriddo mole (56%)
em bulbos de Allium cepa L. (cebola) polvilhados com sementes moidas de Brassica
rapa L. (nabo) cv. Kana e inoculados com P. carotovorum subsp. carotovorum, assim
como uma reducdo na doenca de 28% em bulbos tratados com extrato aquoso de
Solanum lycopersicum L. (tomateiro) cv. Remiz. Por sua vez, Vigo-Schultz et al. (2006)
observaram reducéo da severidade da podriddo negra (X. campestris pv. campestris) em
couve-flor Brassica oleracea L. quando a tintura etandlica de Mikania glomerata
Spreng (guaco) nas concentracdes 1000 e 500 mg L™ foram aplicadas simultaneamente
a inoculacdo do patdgeno. A eficiéncia do extrato aquoso de Tamarindus indica L.
(tamarindo) para reducdo da severidade do cancro citrico (X. axonopodis pv. citri
Vauterin) em limoeiros Citrus limon L. foi constatada por Leksomboon, Thaveechai e

Kositratana (2001). Esse mesmo extrato reduziu em mais de 60% a infeccdo de plantas
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no campo. As tinturas de Lippia alba (Mill) N. E. Brown (lipia), guaco, Equisetum
hyemale L. (cavalinha) e Hedera helix L. (hera) foram muito eficientes no controle do
crestamento bacteriano comum do feijoeiro Phaseolus vulgaris L. causado por X.
axonopodis pv. phaseoli (Smith) Dye, o que reduziu a area abaixo da curva de
progresso da doenca, sendo esses resultados dependentes das dosagens e épocas de
aplicacdo (VIGO et al., 2009).

Além de fitobacterioses, alguns trabalhos in vivo foram realizados com fungos
fitopatogénicos. Itako et al. (2009) verificaram em folhas de tomateiro tratadas com
extratos brutos aquosos de Artemisia camphorata Vill. (cAnfora-de-jardim), Rosmarinus
officinalis L. (alecrim) e Achillea millefolium L. (mil-folhas) menor nimero de lesGes
provocados por Cladosporium fulvum Cooke. Também foi observado por Rodrigues et
al. (2007) menor incidéncia (26%) da podriddo de esclerotinia em plantas de alface
tratadas com massa de Zingiber officinale Roscoe (gengibre). JA& Médice et al. (2007),
verificaram que o 6leo de Eucalyptus citriodora Hook (eucalipto citriodora) reduziu em
mais de 50% a severidade da ferrugem asiatica da Glycine max L. (soja) e mostrou

efeito direto sobre o patégeno.

indices de qualidade em produtos vegetais

Segundo Chitarra e Chitarra (2005), a po6s-colheita se inicia no momento da
separacdo do produto comestivel da planta mae por ato deliberado, com a intencéo de
utiliza-lo como alimento e termina quando esse produto é submetido ao processo de
preparacdo para o consumo final.

No caso da utilizagdo de produtos alternativos para o controle de doengas em

hortalicas comestiveis in natura, como as folhosas e, principalmente, a alface, é
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necessario determinar se os tratamentos utilizados irdo alterar a qualidade do produto em
produtos vegetais. Dentre os indices de qualidade mais importantes encontram-se as
caracteristicas fisico-quimicas: solidos soluveis, vitamina C, acidez titulavel e pH.

Os solidos soltveis expressam a quantidade de solidos dissolvidos no suco das
plantas, sendo comumente designados como °Brix e determinados por refratdmetro. Em
sua composicdo 65 a 85% sdo acucares, podendo ser usado como uma medida indireta
desses componentes (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Durante o amadurecimento e
armazenamento, 0s agucares juntamente com os acidos organicos compdem o sabor de
frutas e hortalicas (LEMQOS, 2006). Durante o processo de amadurecimento de frutas e
hortalicas, os teores de solidos solUveis tendem a aumentar pela biossintese, degradacéo
de polissacarideos das paredes celulares ou pela excessiva perda de agua, levando a um
maior acumulo de aglcares (MATTO et al., 1995; CHITARRA; CHITARRA, 2005;
LEMOS, 2006).

O Acido ascorbico (vitamina C) desempenha um papel crucial na nutricio
humana na prevengdo do escorbuto. Basicamente, toda a vitamina C da dieta do homem
é obtida a partir de frutas e hortalicas. O requerimento diario do homem com relacédo a
vitamina C é de cerca de 50 mg e muitos frutos contem esta quantidade em menos que
100 g de tecido (BOAS, 1999). O teor de vitamina C tende a diminuir com a maturacgao
e com o0 armazenamento de muitas hortaligas, devido a atuacdo da enzima do acido
ascorbico oxidase (ascorbinase), ou pela acdo de enzimas oxidantes como a peroxidase.
Essa vitamina encontra-se em tecidos vegetais na forma reduzida como acido ascérbico
(AA), ou na forma oxidada, como &cido deidroascorbico (DHA), ambos com atividade
vitaminica. No entanto, a degradacdo do DHA para acido 2,3-dicetogulénico leva a

perda da atividade bioldgica e esse, através de outras reacdes quimicas, produz
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pigmentos escuros que depreciam a aparéncia do produto (CHITARRA; CHITARRA,
2005).

A acidez titulavel de um produto é expressa pelo teor de seu principal acido
organico. No caso de folhosas como a alface, geralmente € expressa em percentagem de
acido citrico. A acidez é determinada por titulacdo do suco com hidréxido de sodio
(CHITARRA; CHITARRA, 2005). Os acidos organicos servem de substrato para a
respiracdo e encontram-se dissolvidos nos vacuolos das células tanto na forma livre,
como combinada com sais, ésteres e glicosideos. Estes acidos contribuem néo sé para a
acidez, bem como para o aroma caracteristico do produto, pois alguns componentes sdo
volateis. O teor de &cidos organicos tende a diminuir com o tempo, devido a sua
oxidacdo no ciclo de Krebs, em decorréncia do processo de respiracdo ou de sua
conversdao em acucares, em funcdo da maior demanda energética pelo aumento do
metabolismo (CHITARRA; CHITARRA, 2005; LEMOS, 2006).

O pH (potencial hidrogenidnico) representa o inverso da concentracdo de ions
hidrogénio (H") em um dado material. Sua determinacdo pode ser realizada com auxilio
de papel indicador ou de potenciémetro. Os acidos organicos presentes nos tecidos
vegetais podem se encontrar na forma livre ou esterificada (metila, propila, hexila, entre
outros). Os acidos fracos livres, na presenca de sais de potassio, apresentam pequena
variagdo no pH em funcéo do equilibrio estabelecido no sistema. Na célula, esses acidos
encontram-se associados com sais de potassio e constituem sistemas tampdes, que tém
importante papel, particularmente na regulacdo da atividade enzimatica (CHITARRA,
CHITARRA, 2005). A capacidade-tamp&o de alguns sucos permite que ocorram grandes
variacOes na acidez titulavel, sem variacdes apreciaveis no pH. Contudo, numa faixa de

concentracdo de acidos entre 2,5 e 0,5%, o pH aumenta com a reducdo da acidez, sendo
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utilizado como indicativo de variacdo. Uma pequena variacao nos valores de pH € bem

detectavel nos testes organolépticos (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Influéncia de diferentes tratamentos nas caracteristicas fisico-quimicas de alface

Menezes, Fernandes e Sabaa-Srur (2005) trabalhando com folhas de alface cv.
Lisa, minimamente processadas e armazenadas em atmosfera modificada, encontraram
teores de sélidos soltveis que variaram entre 0,18 e 0,33 °Brix. Yaguiu (2008) verificou
nos sistemas convencional e organico de alface cv. Lisa diferenca entre os teores de
solidos soltveis que foram de 2,81 e 3,25 °Brix, respectivamente. Marin et al. (2010)
quando avaliaram o efeito do 1-metilciclopropeno na conservacdo de folhas de alface
americana minimamente processadas, nao observaram variacdo no teor de solidos
soluveis (1,5 °Brix) até o final do armazenamento.

Freire et al. (2009) observaram que os teores de vitamina C em alface crespa cv.
Veneranda variaram entre 35 e 40 mg 100 g em diferentes niveis de salinidade. Ohse
et al. (2001) encontraram diferenca significativa entre teores médios de vitamina C de
seis cultivares de alface cultivadas em sistemas convencional (28,28 mg 100 g*) e
hidroponico (31,42 mg 100 g*). Também Yaguiu (2008), quando trabalhou na producéo
de alface cv. Lisa em sistema convencional e organico encontrou teores de vitamina C
de 23,02 e 24,00 mg 100 g respectivamente, sem diferenca significativa. J4 Bezerra
Neto et al. (2006), observaram teores médios de vitamina C nas folhas de alface cv.
Tainé de 25,7 mg 100 g*, e verificaram que esta varidvel decresceu em funcdo do
aumento populacional da alface, quando cultivada em consorcio com plantas de cenoura

Daucus carota L.
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Quando Alcantara (2009) utilizou o sanitizante 4cido peracético a 100 uL L™ em
folhas de alface cv. Veronica, observou reducdo na acidez de 0,14% e aumento
significativo no pH de 6,03 para 6,36. Do mesmo modo, Freire et al. (2009) avaliando
diferentes niveis de salinidade no cultivo da alface cv. Veneranda, observaram que a
diminuicdo na acidez foi dose dependente e chegou a 0,07%. Este valor de acidez
confirmou 0 aumento do pH que também foi dose dependente chegando a 6,1. Yaguiu
(2008) ao produzir alface cv. Lisa nos sistemas de producdo convencional e organico,
encontrou valores de acidez 0,06 e 0,09 e de pH 7,04 e 6,37, respectivamente, com
diferenca significativa apenas para o pH.

Considerando a importancia da podriddo mole como fator limitante para a
producdo de alface em algumas areas do estado de Pernambuco e a dificuldade de
medidas efetivas de controle para esta doenga, este trabalho objetivou avaliar o efeito de
6leos essenciais e extratos vegetais no controle da podriddo mole em alface, bem como,

avaliar a influéncia desses produtos em caracteristicas fisico-quimicas dessa hortalica.
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CAPITULO 11

ACAO DE OLEOS ESSENCIAIS E EXTRATOS VEGETAIS
SOBRE A PODRIDAO MOLE EM ALFACE CRESPA
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RESUMO

Avaliou-se o efeito de dleos essenciais e extratos vegetais no controle da
podriddo mole em alface, bem como, a influéncia desses produtos nas caracteristicas
fisico-quimicas desta hortalica. Nos testes in vitro, discos de papel de filtro foram
embebidos em 11 6leos essenciais e 20 extratos vegetais nas concentracdes 0,0; 0,25;
0,50; 0,75 e 1% e 0,0; 10, 40, 70 e 100%, respectivamente, e depositados sobre meio de
cultura contendo Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc Al). Os halos
de inibicdo foram mensurados apds 24 e 48 h de incubacdo. Em casa de vegetacdo,
plantas de alface cv. Veneranda foram tratadas com 11 dleos nas concentracdes de 0,5 e
1%, 20 extratos na concentracio de 10% e Mycoshield® (3g L™), sendo inoculadas com
o isolado Pcc Al ap6s 72 h. Foi avaliada a severidade da doenga com intervalo de seis
horas até 48 h, calculando-se a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD).
Em experimento similar, plantas tratadas com Oleo de Eucalyptus citriodora, sete
extratos e Mycoshield® foram analisadas quanto aos teores de sélidos solGveis, vitamina
C, acidez titulavel e pH. Pcc Al néo foi inibido in vitro. Dois 6leos (E. citriodora e C.
sinensis) e sete extratos (Parkinsonia aculeata, Chamaecrista cytisoides, Sida
galherensis, Polygala violaceae, C. desvauxii e Pityrocarpa moniliformis) reduziram
significativamente a severidade da doenca em relacdo a testemunha, ndo diferindo do
controle Mycoshield®. J4 a AACPD foi reduzida por oito dleos e dez extratos.

Destacaram-se com eficiéncia similar ao Mycoshield® e diferindo da testemunha (7,5 e
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132,3) nas duas variaveis analisadas, o 6leo de E. citriodora a 0,5 % e o extrato de S.
galherensis a 10% com severidades de 3,6 e 3,5 e AACPD de 83,35 e 88,25,
respectivamente. Os teores de vitamina C, acidez titulavel e pH ndo foram alterados em
folhas de alface tratadas com dleo de E. citriodora e extratos de P. aculeata e C.

cytisoides.

Palavras-chave: Lactuca sativa, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,

controle alternativo

ABSTRACT

Action of essential oils and plant extracts on the soft rot of crispy lettuce

It was evaluated the effect of oils and plant extracts for controlling soft rot in
lettuce and assessed the influence of these products in physico-chemical characteristics
of this vegetable. In the in vitro tests, filter paper discs were soaked in eleven essential
oils (0.0, 0.25, 0.50, 0.75 and 1%) and twenty plant extracts (10, 40, 70 and 100%)
being deposited on a culture medium containing Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum (strain Pcc Al). The zones of inhibition were measured after 24 and 48 h
of incubation. In the greenhouse, plants of cv. Veneranda were treated with eleven oils
(0.5 and 1%), twenty extracts (10%) and Mycoshield® (3g L™) and after 72 h were
inoculated with Pcc Al. We evaluated the disease severity with an interval of six hours
until 48 h, and the area under the disease progress curve (AUDPC) was calculated. In a
similar experiment plants treated with Eucalyptus citriodora oil, seven plant extracts
and Mycoshield® were analyzed for soluble solids, vitamin C, acidity and pH. Strain
Pcc Al was not inhibited in vitro. Two oils (E. citriodora and C. sinensis) and seven
extracts (Parkinsonia aculeata, Chamaecrista cytisoides, Sida galherensis, Polygala
violaceae, C. desvauxii and Pityrocarpa moniliformis) significantly reduced disease
severity in relation to control, without differ from Mycoshield®. On the other hand
AACPD was reduced by eight oils and ten extracts. It is worth to notice that severity
and AUDPC were reduced by eucalyptus oil at 0.5% (3.6, 83.35) and by the extract of
S. galherensis (3.5, 88.25) with the same efficiency as Mycoshield® when compared

with control (7.5, 132.3). The levels of vitamin C, acidity and pH were not altered in
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leaves of lettuce treated with eucalyptus oil and extracts of P. aculeata and C.

cytisoides.

Keywords: Lactuca sativa, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,

alternative control

(Recebido para publicacdo em ............. ; aceitoem ............. )

INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) € uma hortalica muito cultivada especialmente por
suas folhas que s@o consumidas cruas em saladas. No Brasil, destaca-se por seu grande
valor comercial, sendo a sexta hortalica em importancia econdmica e oitava em termos
de producdo (Oliveira et al., 2005). Alguns fatores tém limitado o rendimento, a
lucratividade e o sucesso da producdo de alface, estando as doencas entre 0s mais
importantes, com destaque para a podriddo mole causada por Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum (Jones) Hauben et al. No ano de 2004, levantamento
sobre esta doenca nas mesorregidoes da Mata e Agreste pernambucano, constatou em
todas as areas produtoras amostradas uma prevaléncia de 42,9%. A incidéncia da
doenca em alface variou de 0 a 22% (Silva et al., 2007). A podriddo mole causa grandes
perdas uma vez que P. carotovorum subsp. carotovorum tem elevada capacidade de
sobrevivéncia, ampla gama de hospedeiros, alta variabilidade e ndo existem
agroquimicos eficientes para seu controle.

O controle de doencas, pragas e plantas invasoras ainda representa um grande
desafio na busca por uma agricultura sustentavel. A conscientizacdo acerca dos
problemas ambientais causados pelo uso dos agroquimicos, e consequente busca pela
reducdo do seu uso, permite 0 avango das pesquisas na obtencdo de tecnologias e
produtos, varios deles ja utilizados no passado de forma empirica, para 0 manejo
fitossanitario (Silva et al., 2010). Nesse contexto, o uso de 0leos e extratos vegetais ou
de metabolitos secundarios de plantas &€ uma ferramenta a mais a ser incorporada nos
sistemas alternativos de producdo de alimentos e nos sistemas convencionais como

forma de aumentar a sustentabilidade e seguranca dos mesmos (Silva et al., 2010).
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Varios autores estudaram os efeitos de 6leos vegetais sobre o agente causal da
podriddo mole. Costa et al. (2008) constataram que o0 Oleo puro de citronela
(Cymbopogon winterianus Jowitt) foi mais efetivo do que o antibidtico tetraciclina na
inibicdo do crescimento de seis isolados de P. carotovorum subsp. carotovorum.
Também Jeong et al. (2009), observaram atividade inibitoria do Oleo essencial de
capim-limdo (Cymbopogon citratus (DC) Stapf ) sobre trés isolados de P. carotovorum
subsp. carotovorum, com completa inibicdo do crescimento apds 48 h de incubacéo.

Nenhum trabalho foi encontrado na literatura consultada utilizando 6leos ou
extratos vegetais para controle da podriddo mole em alface, embora haja um relato do
controle desta doenca em cebola. Neste caso, observou-se reducdo no desenvolvimento
da podriddo mole (56%) em bulbos de Allium cepa L. (cebola) polvilhados com
sementes moidas de nabo (Brassica napus L.) cv. Kana e inoculados com P.
carotovorum subsp. carotovorum, assim como uma reducdo na doenca de 28% em
bulbos tratados com extrato aquoso de tomateiro (Solanum lycopersicon L.) cv. Remiz
(Kowalska & Smolinska, 2008).

No caso da utilizagdo de produtos alternativos para o controle de doencas em
hortalicas comestiveis in natura, como as folhosas e principalmente, a alface, é
necessario determinar se os tratamentos utilizados ndo irdo alterar a qualidade do produto
vegetal. Dentre os indices de qualidade mais importantes encontram-se as caracteristicas
fisico-quimicas: sdlidos sollveis, vitamina C, acidez titulavel e pH. N&o foram
encontrados padrdes de teores desejaveis para estas variaveis. Entretanto, Yaguiu (2008)
obteve para alface cv. Lisa cultivada em sistema convencional, valores médios de sélidos
soltveis, vitamina C, acidez titulavel e pH de 2,81; 23,02; 0,06 e 7,0, respectivamente.

Devido a importancia da podriddo mole como fator limitante para a producao de
alface em algumas areas do estado de Pernambuco e a dificuldade de medidas efetivas
de controle para esta doenga, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de oleos e
extratos vegetais no controle da doenca, bem como, avaliar a influéncia desses produtos

em caracteristicas fisico-quimicas desta hortalica.

MATERIAL E METODOS
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Obtencéo do isolado de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum

O isolado de P. carotovorum subsp. carotovorum (Pcc Al) foi obtido de planta
de alface com sintomas de podriddo mole em plantio no municipio de Cha Grande,
Pernambuco, Brasil e preservado em agua esterilizada (Mariano & Silveira, 2005). Para
utilizagdo nos experimentos, o isolado foi cultivado em meio CPG (caseina hidrolisada
1 g, peptona 10 g, dextrose 10 g, &gar 18 g, 4gua destilada 1000 mL) pelo método de
estrias (Mariano & Silveira, 2005) por 48 h a temperatura de 28°C. Apds este periodo,
agua destilada esterilizada foi adicionada a placa de Petri contendo o crescimento
bacteriano e a concentracéo da suspensdo foi ajustada em fotocolorimetro (Analyser®) a
570 nm de absorbancia (As7onm), de acordo com equacdo pré-estabelecida, onde As7 =
0,36 equivale a 1,0 x 10° UFC mL™.

Plantio

Os experimentos foram realizados com a alface crespa cv. Veneranda
usualmente cultivada nas areas produtoras da Mesorregido da Mata Pernambucana.
Plantulas desta cultivar, com 20 dias, foram adquiridas comercialmente em Natuba, area
rural de Vitoria de Santo Antdo, PE. O transplante foi realizado imediatamente para
vasos com capacidade de 1000 mL contendo a mistura solo esterilizado e himus, na
propor¢do 1:1 (v:v) e as plantulas foram mantidas em casa de vegetacdo, onde a

temperatura variou de 25 a 30°C, sendo irrigadas conforme necessario.

Obtencé&o dos 0leos essenciais e extratos vegetais

Oleos essenciais

Os Oleos essenciais de canela (Cinnamomum zeylanicum Benth.), bergamota
(Citrus aurantium var. bergamia L.), manjericdo (Ocimum basilicum L.), gengibre
(Zingiber officinale Roscoe), eucalipto citriodora (Eucalyptus citriodora Hook),
eucalipto globulus (Eucalyptus globulus Labill), capim-limdo (C. citratus), liméo
(Citrus limon Risso.) laranja-doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck), erva-doce (Foeniculum
vulgare Mill), salvia-esclaréia (Salvia sclarea L.) da marca Bioesséncia (Jau, Sdo Paulo,
Brasil) foram adquiridos em estabelecimento comercial. Estes 6leos foram armazenados

em laboratorio a temperatura de 25 + 2 °C.
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Extratos vegetais

As espécies vegetais (folhas, ramos, frutos) foram coletadas de junho/2009 a
setembro/2010, no Parque Nacional do Catimbau (Buique, Tupanatinga e Ibimirim, PE)
e Estacdo Experimental do IPA (Serra Talhada, PE) (Tabela 1). Os drgdos vegetais
foram desidratados em estufa a 40°C durante 48 h, quando se realizou a trituracdo do
material que foi armazenado em vidros com tampas de rosca até o preparo do extrato
hidra-alcodlico. Para isto, 1 g de cada material foi adicionado a 9 mL de alcool etilico a
70% por 24 h no escuro, seguindo-se filtracdo em gaze esterilizada, sendo o filtrado
colocado em estufa a 50°C por 72h para a completa evaporacdo do solvente (alcool
etilico a 70%). A partir do peso do extrato bruto resultante, denominado rendimento, foi
calculada a quantidade de agua a ser adicionada para ressuspensdo e obten¢do do extrato
a 100% (Cunico et al., 2003; Leite et al., 2006; Michelin et al., 2008). Estes extratos
foram armazenados em frascos de vidro cor @mbar, a temperatura de 25 + 2°C por trés

meses.

Efeito dos Oleos essenciais e extratos vegetais sobre o crescimento de

Pectobacterium carotovorum subsp. Carotovorum

Para realizar o teste do antibiograma a suspensdo bacteriana foi preparada
conforme ja descrito e uma aliquota de 2 mL foi adicionada a cada 100 mL de meio
CPG fundente, homogeneizado e distribuido em placas de Petri. Cinco discos
esterilizados de papel filtro Whatman n°1, contendo os 11 éleos essenciais nas
concentracdes 0,0 (testemunha com &gua esterilizada), 0,25; 0,5; 0,75 e 1% foram
distribuidos equidistantes em cada placa. A incubacdo foi feita a 29°C e a avaliacao
realizada ap6s 24 e 48 h medindo-se os halos de inibicdo com o paquimetro. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 11 x 5
representado por 0Oleos e concentragcdes, com quatro repeticdes constituidas por um
disco por placa. Este mesmo procedimento foi realizado para testar os 20 extratos nas
concentracdes 0,0; 10, 40, 70 e 100%. Neste caso, o delineamento experimental foi
inteiramente casualizado em arranjo fatorial 20 x 5 representado pelos extratos e

concentragdes, com quatro repeticdes.
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Efeito de dleos essenciais e extratos vegetais na reducdo da severidade da
podriddo mole em plantas de alface

Os 11 6leos essenciais foram diluidos em agua contendo Tween 80 a 1% e
agitados durante 10 minutos antes da pulverizacdo de plantas de alface cv. Veneranda
com 40 dias de idade, cultivadas em casa de vegetacdo. Para escolha das concentracdes
a serem utilizadas, todos os 6leos foram previamente testados nas plantas de alface. Por
causarem fitotoxidez, os 6leos de C. zeylanicum, O. basilicum, F. vulgare, E. citriodora,
S. sclarea, Z. officinale e C. citratus foram utilizados na concentragdo 0,5% e o0s 6leos
de C. aurantium var. bergamia, C. limon, C. sinensis e E. globulus na concentracdo 1%.
Os 20 extratos também foram testados na concentracdo de 10%. ApoOs 72h das
aplicagdes, dos oleos e extratos, as plantas foram inoculadas com Pcc Al na base do
peciolo da segunda e terceira folhas definitivas pelo método de picada. Este método
consiste no ferimento do tecido vegetal com alfinete na profundidade de 1 mm,
seguindo-se a deposicdo de 10 pL de suspensdo bacteriana, com concentragdo de 1,0 x
10° UFC mL™, com auxilio de um micropipetador (Mariano & Silveira, 2005). Apés a
inoculacdo, as plantas foram submetidas a cdAmara Umida, constituida por sacos plasticos
umedecidos, durante seis horas em casa de vegetacdo. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com 33 tratamentos (11 Oleos essenciais e 20 extratos
vegetais) incluindo a testemunha relativa (pulverizada com &gua) e a testemunha
pulverizada com o antibiético agricola Mycoshield® na concentracdo de 3g L™ de 4gua.
Cada tratamento teve cinco repeti¢des, constituida por uma planta. As avaliagbes foram
realizadas a intervalos de seis horas até 48 horas, observando-se a severidade da doenca,
estimada com o auxilio de escala descritiva de 1 a 9 (Ren et al., 2001), onde: 1 = sem
lesdo no ponto de inoculacdo, 2 = lesdes menores que 5 mm, 3 = lesdes entre 5 e 10
mm, 4 = lesbes maiores que 10 mm, porém ndo atingindo as folhas, 5 = lesdo
alcancando o limbo foliar e o caule principal, 6= caule infectado, porém sem atingir as
folhas ndo inoculadas, 7 = caule e folhas ndo inoculadas infectadas, 8 = planta inteira
proxima a morte e 9 = planta morta. Com dos dados da severidade foi calculada a area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) pela expressdo: AACPD = S

(YitYi+1)/2.dsi, onde y; e yis1 S80 0s valores de severidade observados em duas avaliagGes
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consecutivas, di 0 intervalo entre as avaliacdes e n € a duragdo do periodo de avaliagdo
(Fry, 1978).

Anadlise fisico-quimica de folhas de alface tratadas com oleo essencial e
extratos vegetais

Este experimento foi realizado para analisar caracteristicas fisico-quimicas de
plantas tratadas com dleo essencial e extratos apds a inoculagdo com Pcc Al. A
metodologia foi a mesma utilizada no experimento para analise da reducdo da
severidade da podriddo mole em plantas de alface. Foram selecionados nove
tratamentos constituidos pelos extratos de C. desvauxii (folhas), P. aculeata (folhas e
ramos com espinhos), P. violacea (ramos), S. galheirensis (raiz), C. cytisoides (folhas)
(10%), 6leo essencial de E. citriodora (0,5%), antibitico agricola Mycoshield ® (3g L
1) e a testemunha relativa. Trés dias ap6s a aplicacdo dos produtos, as plantas de alface
foram inoculadas com Pcc Al e apds 48 h coletadas e levadas ao Laboratério de
Patologia Pds-Colheita da Universidade Federal Rural de Pernambuco para serem
avaliados os teores de sdlidos soluveis (SS), acido ascorbico (vitamina C), acidez
titulavel (AT) e potencial hidrogeniénico (pH). As caracteristicas foram determinadas
apos a trituracdo das folhas de alface em centrifuga doméstica. Na determinacdo da
vitamina C utilizou-se o método de Tillman modificado (Bezerra Neto & Barreto, 2004;
Zenebom et al., 2008). Os contetdos de SS e a AT foram determinados seguindo a
metodologia descrita por Freire et al. (2009). O pH foi determinado no material
homogeneizado utilizando-se um potenciémetro digital modelo Corning 445® calibrado
com solugdes tampao de pH 4,0 e 7,0. O experimento teve delineamento inteiramente

casualizado, com nove tratamentos e quatro repeti¢des, constituidas por uma planta.

Andlises estatisticas

Todos os experimentos foram repetidos. As analises estatisticas foram realizadas
com o auxilio dos programas STATISTIX® (versio 9.0, Analytical Software,
Tallahassee) e SAEG® (versio 9.0, Sistema de Anélises Estatisticas e Genéticas,
Universidade Federal de Vicosa, 2005).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Obtencéo do isolado de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum

Em todos os experimentos foi utilizado o isolado Pcc Al de P. carotovorum
subsp. carotovorum, que apresentou caracteristicas tipicas da subespécie como,
resisténcia a eritromicina, catalase positiva, comportamento anaerobico facultativo,
capacidade de crescer a 37°C ¢ incapacidade de utilizar a-metil glucosidios (De Boer &
Kelman, 2001). Pcc Al é patogénico a plantas de alface e causa maceracdo do tecido
em frutos de pimentdo verde.

Efeito de Oleos essenciais e extratos vegetais sobre o crescimento de
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum

Nos ensaios in vitro, os 11 Oleos essenciais e 20 extratos vegetais, nao
apresentaram efeito direto sobre o crescimento do isolado Pcc Al. Porém, existem
relatos na literatura da eficiéncia de uma variedade de Oleos essenciais e extratos
inibindo in vitro diversos fitopatdgenos, inclusive P. carotovorum subsp. carotovorum.

Costa et al. (2008) constataram que o 6leo puro de C. winterianus (citronela) foi
mais efetivo do que o antibidtico tetraciclina na inibigdo do crescimento de seis isolados
de P. carotovorum subsp. carotovorum,e quando diluido apresentou concentracdo
inibitéria minima de 1% para todos os isolados. Estes mesmos autores verificaram que
s6 nas maiores concentracbes (2, 4 e 8%), o0 O6leo essencial de O. basilicum
(manjericdo) atuou sobre P. carotovorum subsp. carotovorum, com formacédo de halos
que variaram entre 10 e 17 mm (Costa et al., 2009), confirmando os resultados obtidos
no presente trabalho em que o 6leo de manjericdo testado em concentracdes abaixo de
1% n&o inibiu o crescimento de Pcc Al.

O 6leo de C. citratus (capim-limdo) apresentou atividade inibitoria dose-
dependente (0,25; 0,5 e 1,0%) sobre trés isolados de P. carotovorum subsp.
carotovorum, observando-se a completa inibi¢do do crescimento bacteriano apds 48 h
de incubagdo (Jeong et al., 2009). Estes resultados ndo corroboram com os obtidos neste
trabalho, no qual foram testadas as mesmas dosagens e, no entanto, ndo foi observado
efeito inibitdrio sobre Pcc Al. Isto pode ser explicado pela diferenca na procedéncia do

6leo e ainda pela alta variabilidade do patogeno (Alvarado et al., 2011).
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Vigo-Schultz et al. (2006) avaliaram a eficacia da tintura etanolica de Mikania
glomerata Spreng (guaco) sobre X. campestris pv. campestris (Pammel) Dowson 0s
quais observaram inibicdo de 38% na concentracdo de 1000 mg L™ e de 24% na
concentracdo de 500 mg L™. Lima et al. (2010) avaliaram o efeito de extratos vegetais
de plantas da caatinga, Lippia microphylla Cham. (alecrim do campo), Astronium
urundeuva Engl. (aroeira) e Mimosa hostilis Mart. (jurema preta) sobre o crescimento
do fungo Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., observando-se controle de
100%, 46% e 30%, respectivamente, apds trés dias de avaliacdo. Apesar deste bom
resultado obtido na atividade antiflngica de extratos vegetais provenientes de plantas da
caatinga, no presente trabalho, os extratos de plantas deste bioma ndo apresentaram

efeito inibitorio sobre o crescimento de P. carotovorum subsp. carotovorum.

Efeito de 0leos essenciais e extratos vegetais na reducdo da severidade da
podriddo mole em plantas de alface

Em casa de vegetacdo, observou-se que dois 6leos (E. citriodora e C. sinensis) e
sete extratos (P. aculeata (ramos com espinhos e folhas), Chamaecrista cytisoides
(folhas), Sida galherensis (raiz), Polygala violaceae (ramos), C. desvauxii (folhas) e
Pityrocarpa moniliformis (ramos)) reduziram significativamente a severidade da doenca
em relagdo & testemunha, ndo diferindo do controle Mycoshield®. Nove 6leos e 12
extratos ndo diferiram da testemunha nem do Mycoshield®. Com relacdo &8 AACPD, oito
6leos e dez extratos vegetais a reduziram em relacdo a testemunha, sendo que o 6leo de
E. citriodora e o extrato de S. galherensis (raiz) ndo diferiram do Mycoshield® (Tabela
2).

Destacaram-se com eficiéncia similar ao Mycoshield® e diferindo da testemunha
(7,5 e 132,3) nas duas variaveis analisadas, o 0leo de E. citriodora a 0,5 % e 0 extrato
de S. galherensis a 10% com severidades de 3,6 e 3,5 e AACPD de 83,35 e 88,25,
respectivamente (Tabela 2).

Mesmo ndo existindo relatos do efeito de 6leos essenciais e extratos vegetais no
controle da podriddo mole em alface, resultados promissores utilizando esses produtos
em outros patossistemas sdo encontrados. Kowalska & Smolinska (2008) observaram
reducdo no desenvolvimento da podriddo mole (56%) em bulbos de A. cepa (cebola)

polvilhados com sementes moidas de B. rapa (nabo) cv. Kana e inoculados com P.
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carotovorum subsp. carotovorum, assim como uma reducdo de 28% da doenca em
bulbos tratados com extrato aquoso de S. lycopersicum (tomateiro) cv. Remiz. Redugao
da severidade da podriddo negra causada por X. campestris pv. campestris em Brassica
oleracea L. (couve-flor) foi verificada quando tintura etandlica de M. glomerata (guaco)
(1000 e 500 mg L™) foi aplicada simultaneamente & inoculacdo do patégeno (Vigo-
Schultz et al., 2006). Ja o cancro citrico, causado pela bactéria X. axonopodis pv. citri
Vauterin teve a severidade reduzida em Citrus limon L. (limoeiros) pelo extrato aquoso
de Tamarindus indica L. (tamarindo) o qual reduziu em mais de 60% a infeccdo de
plantas no campo (Leksomboon et al., 2001). Tinturas de Lippia alba (Mill) N. E.
Brown (lipia), M. glomerata (guaco), Equisetum hyemale L. (cavalinha) e Hedera helix
L. (hera) foram muito eficientes no controle do crestamento bacteriano comum do
Phaseolus vulgaris L. (feijoeiro) causado por X. axonopodis pv. phaseoli (Smith) Dye,
reduzindo a area abaixo da curva de progresso da doenca, com resultados dependentes
das dosagens e épocas de aplicacdo (Vigo et al., 2009).

Com relagdo a eficiéncia de dleos, Medice et al. (2007) relataram que o de E.
citriodora reduziu em mais de 50% a severidade da ferrugem asiatica da Glycine max
L.(soja) e mostrou efeito direto sobre o patdgeno. No presente trabalho, apesar deste
6leo ndo apresentar efeito direto sobre Pcc Al, causou uma grande reducdo na
severidade da podriddo mole apos 48 h da inoculacdo (Tabela 2). Portanto, sugere-se

que o0 mesmo atuou como ativador dos mecanismos de defesa nas plantas de alface.

Andlise fisico-quimica de folhas de alface tratadas com oOleo essencial e
extratos vegetais

O teor de vitamina C, a acidez titulavel e o pH das plantas de alface tratadas com
oleo de E. citriodora e extratos de P. aculeata (ramos com espinhos) e C. cytisoides
(folhas) ndo diferiram da testemunha (Tabela 3). Estas mesmas variaveis foram
influenciadas diferentemente pelos extratos de S. galheirensis (raiz), P. violacea e P.
aculeata (folhas). O unico extrato que afetou todas as variaveis fisico-quimicas
analisadas foi o de C. desvauxii (folhas); observando-se reducdo do pH, elevagdo da
porcentagem da acidez titulavel e do teor de vitamina C. Plantas de alface tratadas com
o antibidtico agricola Mycoshield® diferiram da testemunha néo tratada apenas quanto

ao pH, que foi elevado de 4,61 para 5,08.
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Em termos de amplitude, o pH variou de 3,82 (C. desvauxii (folhas)) a 5,08
(Mycoshield®). A acidez variou de 0,032 (Testemunha) a 0,065 (P. aculeata (folhas)),
enguanto que o teor de vitamina C variou de 19,04 (S. galheirensis (raiz)) a 40,46 (C.
desvauxii (folhas)).

E importante que plantas tratadas com extratos e 6leos vegetais para manejo de
doencas ndo tenham suas caracteristicas fisico-quimicas alteradas. Caso isto ocorra, €
necessario avaliar se 0 beneficio obtido com o controle da doenca compensa a perda
percentual destas qualidades. Em geral, na cultura da alface, as caracteristicas mais
significantes sdo pH, porcentagem de &cido citrico, teor de vitamina C e de solidos
soluveis totais.

Os teores de solidos sollveis totais para todos os tratamentos foi 0,0 °Brix. A
explicagdo para este fato pode estar na idade das plantas, 35 dias. Segundo Chitarra &
Chitarra (2005), os solidos sollveis correspondem a todas as substdncias que se
encontram dissolvidas em um determinado solvente, o qual, no caso das vegetais, é a
agua. S@o constituidos principalmente por acucares, sendo variaveis com a espécie, a
cultivar, o estadio de maturagdo e o clima. Desse modo, além da idade, os teores de 0,0
°Brix podem estar relacionados a algum ou alguns desses outros fatores. Menezes et al.
(2005), em experimento com folhas de alface cv. Lisa minimamente processadas e
armazenadas em atmosfera modificada, encontraram teores de sélidos solUveis que
variaram entre 0,18 e 0,33 °Brix. J& Marin et al. (2010), quando avaliaram o efeito do 1-
metilciclopropeno na conservacdo de folhas de alface americana minimamente
processadas, ndo observaram variacdo no teor de solidos sollveis (1,5 °Brix) até o final
do armazenamento. Nota-se que nestes dois casos, as plantas eram de cultivares
diferentes, lisa e americana, e encontravam-se no estadio de maturacdo pds-colheita,
diferentemente do presente trabalho onde a alface analisada foi do tipo crespa, as
plantas tinham 35 dias e foram cultivadas em casa de vegetacao.

Os teores de vitamina C nas folhas de alface tratadas com os extratos de C.
desvauxii (folhas) e S. galheirensis (raiz) foram alterados para mais e para menos,
respectivamente quando comparados as folhas ndo tratadas (Tabela 3). O aumento de
vitamina C é uma caracteristica aceitavel e benéfica, visto que esta hortalica € conhecida
por armazenar altos teores desse componente nas folhas (Almeida, 2006). Freire et al.

(2009) observaram que os teores de vitamina C em alface crespa cv. Veneranda
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variaram entre 35 e 40 mg 100 g em diferentes niveis de salinidade. No presente
trabalho, o extrato de C. desvauxii (folhas) proporcionou uma maior conservagdo da
vitamina C (40,46 mg 100 g™) nas folhas de alface apés tratamento. Ohse et al. (2001)
também encontrou valores médios de 28,28 mg 100 g* em seis cultivares de alface
quando as mesmas foram cultivadas no sistema convencional e de 31,42 mg 100 g™ em
sistema hidropénico.

Os extratos de C. desvauxii (folhas) e de P. aculeata (folhas) aumentaram a
acidez titulavel (Tabela 3) e acarretaram uma reducdo no pH das folhas tratadas.
Segundo Chitarra & Chitarra (2005), no suco de tecidos vegetais, quando a faixa de
concentracao de acidos organicos varia entre 0,5 e 2,5%, o pH diminui com o aumento
da acidez sendo utilizado como indicativo dessa variagdo. A elevacdo do pH nas folhas
tratadas com o antibiético agricola Mycoshield® também pode ser explicada por estes
mesmos principios pois observou-se aumento no pH e diminui¢do na acidez. Resultados
semelhantes foram encontrados por Alcantara (2009) quando utilizou o sanitizante &cido
peracético a 100 pL L™ em folhas de alface cv. Verdnica observando um aumento no
pH de 6,03 para 6,36 e uma reducdo na acidez de 0,14%. Do mesmo modo, Freire et al.
(2009) quando avaliaram diferentes niveis de salinidade no cultivo da alface
“Veneranda®, observaram que o aumento do pH foi dose dependente chegando a 6,1.
Este valor de pH confirmou a diminui¢do na acidez que também foi dose dependente e
chegou a 0,07%. Apesar dos valores de pH observados neste trabalho diferirem dos
encontrados por outros autores, um conjunto de fatores ja& mencionados podem ter
afetado esta variavel.

Em conclusdo, os resultados sugerem que o 6leo de E. citriodora e o0s extratos de
ramos com espinhos de P. aculeata e folhas de C. cytisoides podem ser utilizados para
controle da podriddo mole da alface em sistema de cultivo protegido, sem
comprometimento dos teores de &cido ascérbico (vitamina C), acidez e do pH das
plantas. No entanto, para serem empregados em sistemas convencionais, devem ser

ainda testados em campo.
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Tabela 1. Espécies vegetais coletadas no Parque Nacional do Catimbau (Buique, Tupanatinga e Ibimirim-PE) e na Estagdo Experimental do IPA (Serra Talhada-PE)

utilizadas na preparacdo de extratos testados (plant species collected in the Parque Nacional do Catimbau (Buique, Tupanatinga and lbimirim-PE) and in the Estacdo

Experimental do IPA (Serra Talhada-PE) used in the preparation of extracts tested).

Familia

Espécie

Nome comum

Orgao da planta

Burseraceae
Leguminosae-Mimosoidae
Leguminosae-Caesalpinoidae
Myrtaceae
Leguminosae-Caesalpinoidae
Leguminosae-Papilionoidae
Anacardiaceae
Leguminosae-Caesalpinoidae
Leguminosae-Caesalpinoidae
Leguminosae-Mimosoidae
Malvaceae
Leguminosae-Caesalpinoidae
Polygalaceae

Leguminosae-Caesalpinoidae

Cammiphora leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett

Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul
Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P.Queiroz var. ferrea
Eugenia brejoensis Mazine

Chamaecrista desvauxii (Collad) Killip

Myroxylon peruiferum L.f.

Myracrodruoun urundeuva M. Allemao
Chamaecrista sp.

Hymenaea courbaril var. courbaril L.

Pityrocarpa moniliformis (Benth) Luckow & Jobson
Sida galheirensis Ulbr.

Parkinsonia aculeata L.

Polygala violacea Aubl.

Chamaecrista cytisoides (Collad.) Irwin & Barneby Ter RM

Imburana
Angico
Pau ferro
Cutia
Vassourinha
Balsamo

Aroeira do sertdo

Jatoba
Angico de bezerro
Malva branca

Turco

Vassourinha

Ramos
Folhas e ramos
Folhas
Folhas
Ramos, frutos e folhas
Ramos
Casca
Folhas
Folhas
Folhas e ramos
Ramos e raizes
Folhas e ramos com espinhos
Ramos

Folhas




506
507
508
509
510
511

512
513
514
515
516
517
518
519

49

Tabela 2. Efeito de 6leos essenciais, extratos vegetais e do antibitico agricola Mycoshield®, em diferentes
concentracBes, no controle da podriddo mole em plantas de alface na casa de vegetacao, avaliado pela severidade
e area abaixo da curva de progresso da doenca ap0s 48 h de avaliacdo. (Effect of essential oils, plant extracts and
antibiotic Mycoshield® at different concentrations in the control of soft rot of lettuce in the greenhouse, as
assessed by disease severity and area under the disease progress curve after 48 h observation). Recife, UFRPE,
2010.

Concentracbes Forma do

Tratamentos o . Severidade AACPD’
Yo produto

Testemunha® - A 75%a 132,3°a
Cammiphora leptophloeos (ramos) 10 E 6,0 ab 127,0a
Ocimum basilicum 0,5 @) 5,5 abc 123,35a
Anadenanthera colubrina var. colubrina (folhas) 10 E 5,3 abc 125,45a
Libidibia ferrea var. ferrea (folhas) 10 E 5,1 abc 125,45a
Citrus limon 1 @) 4,6 abc 104,4 b
Citrus aurantium var. bergamia 1 O 4,6 abc 117,3 a
Eugenia brejoensis (folhas) 10 E 4,7 abc 1155a
Chamaecrista desvauxii (ramos) 10 E 4,5 abc 117,3a
Salvia sclarea 0,5 @) 4,7 abc 106,2 b
Chamaecrista desvauxii (fruto) 10 E 4,4 abc 123,8a
Eucalyptus globulus 1 0 4,4 abc 100,55 b
Hymenaea courbaril var. courbaril (folhas) 10 E 4,4 abc 103,3b
Myroxylon peruiferum (ramos) 10 E 4,5 abc 1179a
Cinnamomum zeylanicum 0,5 @] 4,3 abc 1106 a
Zingiber officinale 0,5 @) 4,3 abc 106,85 b
Foeniculum vulgare 0,5 @) 4,3 abc 105,20 b
Chamaecrista sp. (folhas) 10 E 4,4 abc 106,3 b
Pityrocarpa moniliformis (folhas) 10 E 4,2 abc 113,05a
Sida galheirensis (ramos) 10 E 4,2 abc 117,3a
Anadenanthera colubrina var. colubrina (ramos) 10 E 4,2 abc 1155a
Cymbopogon citratus 0,5 O 4,0 abc 98,4 b

Myracrodruoun urundeuva (casca) 10 E 4,4 abc 101,95 b
Pityrocarpa moniliformis (ramos) 10 E 4,0 be 1054 b
Citrus sinensis 1 @) 4,1 bc 96,30 b
Parkinsonia aculeata (folhas) 10 E 3,7bc 94,35b
Chamaecrista desvauxii (folhas) 10 E 3,7hbc 102,95 b
Eucalyptus citriodora 0,5 O 3,6 bc 83,35¢
Polygala violacea (ramos) 10 E 3,6 bc 97,75 b
Sida galherensis (raiz) 10 E 3,5hc 88,25 ¢
Chamaecrista cytisoides (folhas) 10 E 3,4 bc 95,45b
Parkinsonia aculeata (ramos com espinhos) 10 E 3,3¢C 96,85 b
Mycoshield® ° 3gL? P 31lc 68,1 ¢

CV (%) 26,0 20,6

'0=6leo essencial (essencial oil) E=extrato hidra-alcodlico (hydra-alcoholic extract) PM=pd molhavel (wettable powder);
2AACPD = érea abaixo da curva de progresso da doenca (area under disease progress curve); 3Testemunha = Plantas tratadas
com agua (Control = plants treated with water); *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-
Wallis a 5% de probabilidade; nimeros sdo médias de dois experimentos (means followed by the same letter do not differ by
Kruskal-Wallis test (P < 0.05); values are means of two experiments; *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade; nimeros sdo médias de dois experimentos (means followed by the same letter
do not differ by Scott-Knott test (P < 0.05); values are means of two experiments; ®Antibiético agricola contendo 200g kg™ de
oxitetraciclina (agricultural antibiotic containing 200g kg* of oxytetracycline).
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Tabela 3. Andlise fisico-quimica de plantas de alface, pulverizadas com 6leo de Eucaliptus
citriodora, extratos vegetais de diversas espécies da caatinga e antibiotico agricola
Mycoshield®, inoculadas por picada com Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum trés
dias ap0s o tratamento, e coletadas para processamento apos 48 h (physico-chemical analysis of
lettuce plants sprayed with oil of Eucalyptus citriodora, plant extracts of several caatinga
species and antibiotic Mycoshield®, inoculated by pricking with Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum three days after treatment, and collected for processing after 48 h). Recife,
UFRPE, 2010.

VITC! AT
Tratamentos (mg de &cido (% de acido pH
ascorbico 100g™?) citrico)

Mycoshield® (3g L™) 28,56° bc 0,035 cd 5,08 a
Sida galheirensis (raiz) 19,04 d 0,037 cd 4,91 ab
Parkinsonia aculeata (ramos com espinhos) 26,18 bcd 0,042 cd 4,77 abc
Chamaecrista cytisoides (folhas) 21,42 cd 0,037 cd 4,76 abc
Testemunha® 28,56 bc 0,032d 4,61 be
Eucaliptus citriodora 21,42 cd 0,040 cd 455 bc
Polygala violacea (ramos) 30,94 b 0,047 bc 4,42 cd
Parkinsonia aculeata (folhas) 26,18 bed 0,065 a 4,07 de
Chamaecrista desvauxii (folhas) 40,46 a 0,057 ab 3,82¢

CV% 14,41 12,8 3,57

*VIT C = Vitamina C (vitamin C); AT = Acidez total titulavel (total acidity); “Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05); nimeros sdo médias de dois experimentos (means
followed by the same letter do not differ by Tukey’s test (P < 0.05); values are means of two experiments);
*Testemunha = plantas tratadas com agua; todas as analises foram realizadas em plantas com 35 dias (control =

plants treated with water; all analysis were performed when plants were 35 days old).
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. Oisolado Pcc Al ndo foi inibido in vitro pelos 11 6leos e 20 extratos vegetais;

Em casa de vegetacdo, dois 6leos, sete extratos vegetais e o antibidtico agricola

Mycoshield® reduziram a severidade da podriddo mole em alface;

. Oito 6leos, 10 extratos e 0 Mycoshield® reduziram a &rea abaixo da curva de

progresso da podriddao mole em alface;

Existe um grande potencial de controle da podriddo mole da alface pela

utilizacdo de dleos essenciais e extratos de plantas da caatinga nordestina;

. O oleo de Eucalyptus citriodora e os extratos de Parkinsonia aculeata (ramos
com espinhos) e de Chamaecrista cytisoides (folhas) nao alteraram os teores de

acido ascorbico (vitamina C), a acidez e o pH da alface crespa cv. Veneranda.



