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RESUMO

LAGOS, Frank Silvano. Uso do leite de vaca no controle de oidio em feijao-de-
vagem (Phaseolus vulgaris L.). 68f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) —
Programa de Pos-Graduacdo em Agronomia (Area de Concentracdo: Producdo
vegetal), Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco, 2009.

A crescente procura por alimentos mais saudaveis demanda um aumento na
producao isenta de agrotoxicos. O feijdo-de-vagem é uma das principais olericolas
cultivadas no Brasil. Dentre as principais doencas que afetam essa cultura esta o
oidio, podendo ocasionar perdas de producdo em até 69%, sendo de ocorréncia
comum em cultivos protegidos especialmente em periodos tardios. O uso do leite
tem demonstrado boas perspectivas no controle desta doenca em diversas
culturas. Foram desenvolvidos na Universidade Tecnolégica Federal do Parana —
Campus de Pato Branco — PR, nos anos de 2007 e 2008, trabalhos com o objetivo
de avaliar o efeito do leite de vaca in natura e seus possiveis mecanismos de acao
sobre o controle de oidio em feijdo-de-vagem sob ambiente protegido. Conduziu-se
experimento com aplicacdo de leite de vaca in natura nas concentragdes de 0%,
5%, 10%, 15% e 20% em frequiéncia semanal e quinzenal, com e sem espalhante
adesivo. Foi avaliada a severidade da doenca e a produtividade. O delineamento
foi em blocos ao acaso, com 4 repeticbes. Em outro experimento avaliou-se o
efeito dos componentes quimicos do leite, com aplicacdes foliares de Nitrato de
Potassio (0,79 g L™), Cloreto de Aménio (0,82 g L™), Nitrato de Calcio (0,96 g L™),
Fosfato de Aménio Monobasico (0,51 g L™), Carbonato de Sédio (0,23 g L™),
mistura destes componentes, leite (200 ml L) e agua. O delineamento foi
inteiramente casualizado com 3 repeticdes. No terceiro experimento avaliou-se a
atividade metabolica em tecidos foliares de feijdo-de-vagem tratado com aplicacdes
semanais de leite de vaca in natura nas concentracées do primeiro experimento. O
cultivo foi em vasos, em casa de vegetacdo com ambiente controlado. O
delineamento foi inteiramente casualizado com 4 repeticdes. Para realizacdo das
analises bioquimicas (proteinas, acuUcares totais e redutores, peroxidases e FAL)
foram coletados discos foliares de 0,2 g de cada unidade experimental, 24, 48 e 72
horas apds a aplicacao do leite de vaca in natura. O leite aplicado em frequéncia
semanal promoveu controle do oidio de 37,94 a 79,96%. Em frequéncia quinzenal
o controle variou de 22,32 a 28,59%, sendo mais efetivo no inicio da infestacéo.
Sua aplicacdo ndo requer uso de espalhante adesivo. As concentracfes mais
viaveis foram entre 10 e 15%. Aplicacdo dos diferentes componentes quimicos de
forma combinada controlou a doenca de forma semelhante a aplicacao do leite de
vaca in natura. Aplicacdes de concentragdes crescentes de leite de vaca in natura
interferiu nos parametros bioquimicos foliares de proteinas, acuUcares totais e
redutores, atividade de peroxidase e FAL, demonstrando ser um elicitor capaz de
induzir a uma resposta de resisténcia, alterando a atividade de enzimas
relacionadas com a defesa do feijdo-de-vagem.

Palavras-chave: Erysiphe polygoni, Phaseolus vulgaris, controle alternativo.



ABSTRACT

LAGOS, Frank Silvano. Uso do leite de vaca no controle de oidio em feijao-de-
vagem 68f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Programa de Pés-Graduacao
em Agronomia (Area de Concentragdo: Producido vegetal), Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Pato Branco, 2009.

The rising search for healthier food demands a rising in the production without
fertilizers. The bean pod is one of the main plants from the vegetable gardens
grown in Brazil. Among the main diseases which affect this culture is the powdery
mildew which can cause losses in the production up to 69%, being a common
occurrence in protected cultures especially in late periods. The usage of milk has
shown good perspectives in this disease control in different cultures. Works with the
aim of evaluate the effect of in natura milk and its possible mechanisms of action in
the powdery mildew control in bean pods under a protected environment were
developed during 2007 and 2008. In the Federal Technological University of Parana
— campus in Pato Branco- PR. The experience was conducted with the application
of in natura milk in the concentrations of 0%, 5%, 10%, 15% and 20% every week
or every fifteen days with or without the adhesive spreader. The severity of this
disease was evaluated as well as the productivity. The design was in blocks at
random, with four repetitions. In other experiment it was evaluated the milk
chemical components effect with application leaf of Potassium Nitrate (0.79 g L™),
Ammonium Chloride (0.82 g L™), Calcium Nitrate (0.96 g L™), Ammonium
Phosphate Monobasic (0.51 g L), Sodium Carbonate (0.23 g L™), mixture of these
components, milk (200 ml L™) and water. The design was entirely developed with
three repetitions. In the third experiment the metabolic activity was evaluated in the
follicular tissue in bean pods treated with weekly applications of cow milk in natura
in the concentrations of the first experiment. The cultivation was in vases in a
vegetation house with controlled environment. The design was entirely developed
with four repetitions. In order to make the biochemical analysis (proteins, total sugar
and reductors, peroxidasis e PAL) Follicular disks of 0.2g were collected from each
experimental unity, 24, 48 e 72 hours after the application of cow milk in natura. The
milk applied weekly promoted the powdery mildew control of 37.94 to 79.96%.
Being used every fifteen days the control varied from 22.32 to 28.59%, being more
effective in the beginning of the infestation. Its application does not require the
usage of adhesive spreader. The most variable concentrations were between 10 e
15%. The application of different chemical components in a combined form
controlled the disease in a similar way to the application of cow Milk in natura. The
applications of rising concentrations of cow milk in natura interfered in the follicular
biochemical patterns of proteins, total sugar and reductors, activity of peroxidasis
and PAL demonstrating to be an elicitor which is able to induct to an answer of
resistance, alternating the enzymatic activity related to the bean pod defense.

Key words: Erysiphe polygoni, Phaseolus vulgaris, alternative control.
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1. INTRODUCAO

O sucessivo aumento da produtividade da agricultura baseada no uso
intensivo de insumos quimicos tem sido acompanhado, muitas vezes, pela
degradagédo ambiental e por problemas sociais. Estes problemas tém levado
consumidores, agricultores e técnicos a questionarem a agricultura moderna,
levando a proposicdo de sistemas produtivos de baixos impactos ambientais e que
considerem aspectos sociais. A preocupacédo de ter uma alimentagdo mais saudavel,
aliada aos beneficios ambientais e sociais da producao orgéanica, faz com que ocorra
0 crescimento tanto na produ¢do como no consumo desses produtos, dentre eles 0s
mais produzidos estdo os legumes e verduras. A pesquisa agropecuaria brasileira
assume um papel preponderante na construgcédo de alternativas aos agricultores, que
encaram o desafio de produzir alimentos isentos de agrotoxicos, adotando o sistema
organico de producdo. Um dos principais desafios deste sistema de producéo € a
busca de alternativas de controle ecoldgico de pragas e doencas. A busca por um
modelo de agricultura sustentavel deve combinar elementos do conhecimento
tradicional e do conhecimento cientifico. Neste contexto surge a Agroecologia
enquanto ciéncia que visa estudar, analisar e explicar a dinamica dos ecossistemas
na busca de formas sustentaveis de se produzir alimentos (Altieri, 1989).

Dentre as doencas que afetam as hortalicas, especialmente as em ambiente
protegido, destaca-se o oidio causado pelo fungo Erysiphe polygoni DC. ( que atinge
uma ampla gama de espécies. Um dos métodos alternativos para o controle desta
doenca é a utilizacdo do leite de vaca in natura (Bettiol et al., 1999). Um produto
barato e de facil acesso aos produtores e sobre o qual ja foram conduzidas outras
pesquisas testando sua eficiéncia em cucurbitdceas, malvaceas e mirtaceas (Bettiol
et al., 1999; Bettiol & Stadnik, 2001; Ribeiro et al., 2001; Bettiol et al., 2005; Zatarim
et al., 2005; Bizi, 2006). Por outro lado, no Brasil, ndo foi registrada a existéncia de
pesquisa sobre a eficiéncia do leite para o controle de oidio em feijdo-de-vagem
(Phaseolus vulgaris L.), que € uma olericola de grande importancia e que sofre
danos severos por oidio, quando plantada em periodos tardios e sob ambiente
protegido.

Além disso, os mecanismos de acdo do leite de vaca in natura sobre o oidio

ainda séo pouco conhecidos, o que justifica a realizagdo de pesquisa para testar sua
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eficiéncia no controle de oidio em feijdo-de-vagem, e também, estudar qual o seu

mecanismo de acdo sobre a doenca e seu agente causal.

2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

Avaliar o efeito do leite de vaca in natura, e seus possiveis mecanismos de

acado sobre o controle de oidio em feijao-de-vagem cultivado em ambiente protegido.

2.2.0bjetivos Especificos

Avaliar concentractes e frequéncia de aplicacbes de leite de vaca in natura

para a eficiéncia de controle do oidio em feijdo-de-vagem;

e Avaliar a influéncia do uso do espalhante adesivo na eficiéncia do controle de
oidio em feijdo-de-vagem pelo leite de vaca in natura;

e Avaliar a aplicacéo isolada dos componentes quimicos contidos no leite de
vaca in natura sobre o controle do oidio em feijado-de-vagem;

e Avaliar o impacto do uso do leite de vaca in natura sobre a produtividade do
feijdo-de-vagem;

e Avaliar o efeito do leite de vaca in natura sobre a inducdo de resisténcia ao

oidio em feijao-de-vagem.
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3. EMBASAMENTO TEORICO

3.1.A cultura do feijao-de-vagem

O feijdo-de-vagem € uma planta anual, pertencente a familia Fabaceae
(Leguminosas). A domesticacdo dessa espécie ocorreu ha cerca de 5.000 anos
atras (Borrego, 1983). Esta espécie ja era cultivada pelos indigenas na ampla regiao
hoje delimitada pelo México e Perq, antes da colonizacdo espanhola. Esta planta é
classificada botanicamente como sendo a mesma espécie do feijoeiro comum,
porém produz vagens tenras e comestiveis (Filgueira, 2003). A distincdo entre o
feijdo-de-vagem e o feijdo-comum, é o fato de ser a vagem a parte comestivel com
0os graos ainda imaturos (Camargo, 1992). Suas vagens sdo utilizadas na
alimentacdo humana, cozidas ou em forma industrializada (congelada e em
conserva). Hoje esta cultura € considerada a principal leguminosa horticola do Brasil
(Ruralnet, 2007), sendo cultivada em todos os estados brasileiros (Kurosawa, 2007).
Esta planta originaria de regibes tropicais americanas apresenta ampla
adaptacdo a temperaturas amenas e/ou elevadas, porém, em temperaturas
elevadas ocorre deficiéncia na polinizagcdo resultando em vagens deformadas
(Filgueira, 2003). Segundo Ruralnet (2007), o feijdo-de-vagem é uma cultura
adaptada aos climas com temperatura variando entre 10 °C e 27 °C, sendo
considerada oOtima a faixa entre 18 °C e 24 °C. Abaixo de 10 °C, a germinacéo é
prejudicada e acima de 35 °C ocorre deficiéncia na polinizagdo. Em regides tropicais
de baixa altitude, com inverno ameno, € viavel a semeadura ao longo do ano,
porém, em outras, de maior altitude, as semeaduras no inverno devem ser evitadas.
Devido ao perigo de ocorréncia de geadas, uma alternativa seria o seu cultivo em
casa de vegetacao nas regides mais frias (Filgueira, 2003). Os ventos, durante a
floracdo, prejudicam a polinizacdo, promovendo a queda de flores por desidratacéo
(Ruralnet, 2007). De acordo com Filgueira (2003) esta cultura adapta-se melhor a
solos de textura média, sendo intoleravel a acidez elevada, produzindo melhor na
faixa de pH entre 5,6 a 6,8. Em funcéo do habito de crescimento e do formato das
vagens, as Vvariedades podem ser reunidas em trés tipos: tipo macarréo,
caracterizado por ser de crescimento indeterminado e vagens com secéo transversal
cilindrica; tipo macarrdo rasteiro, cultivar de crescimento determinado contendo

vagens com secao transversal cilindrica e tipo manteiga, que séo cultivares de
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crescimento indeterminado possuindo vagens com sec¢ao transversal achatada. As
principais variedades de feijdo-de-vagem cultivadas no Brasil s&o: Atibaia,
Bandeirante, Macarrdo Preferido, Macarrdo Trepador, Mimoso, Brasilia, Itatiba (Tipo
Macarrdo); Manteiga Maravilha, Senhorita, Talharim, Teresopolis, Manteiga Direta
(Tipo Manteiga), (Filgueira, 2003; Kurosawa, 2007).

A propagacéo é por sementes e a sua germinacao ocorre dois a trés dias apos
a semeadura no campo, sendo absolutamente intolerante ao transplante. As plantas
de crescimento indeterminado ou do tipo trepador necessitam de estaqueamento
para serem conduzidas verticalmente (Filgueira, 2003). As variedades de
crescimento indeterminado sdo mais produtivas, porém exigem mais mao-de-obra
(Kurosawa, 2007). A semeadura deve ser feita em sulcos, a profundidade de 2,5 a5
cm, utilizando espacamento de 50 a 60 cm x 15 a 20 cm para cultivares rasteiras e
100 x 20 cm para cultivares trepadoras (Camargo, 1992; Filgueira, 2003).

As cultivares rasteiras sdo mais precoces, iniciando-se a colheita entre 50 a
55 dias apos a semeadura, enquanto as trepadoras iniciam a produc¢do com 60 a 80
dias, sendo o ponto ideal de colheita, quando as vagens tipo manteiga estdo com
aproximadamente 23 cm de comprimento e as do tipo macarrdo, com
aproximadamente 15 cm (Ruralnet, 2007). As vagens sao colhidas imaturas, ainda
tenras, com sementes pouco desenvolvidas, apresentando polpa espessa e
carnosa, devendo ser colhidas antes de se tornarem fibrosas e com sementes
salientes. A produtividade esperada é de 20 a 25 toneladas de vagens por hectare
(Filgueira, 2003).

O feijdo-de-vagem é uma planta sujeita a um grande nimero de doengas que
podem assumir um carater epidémico. Bacterioses, antrachose, ferrugem, oidio,
podriddes radiculares e outras, podem, de acordo com as circunstancias, causar
danos severos a cultura. Dentre as principais doencas que podem afetar essa
cultura esté o oidio ou mildio pulverulento, causado pelo fungo E. polygoni, que é de

ocorréncia mundial (Sartorato & Yorinori, 2001).
3.2.Generalidades sobre oidios
Oidios sdo doencas de plantas causadas por fungos evoluidos, sendo todos

parasitas biotréficos obrigatérios, ou seja, s6 crescem no tecido vivo das plantas. Os

oidios se situam entre os principais fitopatdgenos, ocorrendo em todas as regides do
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mundo e na maioria das espécies vegetais cultivadas, embora, raramente causem a
morte das plantas, eles reduzem o potencial produtivo das culturas, podendo afetar
a qualidade do produto (Bedendo, 1995; Stadnik & Rivera, 2001). Sartorato &
Yorinori (2001), relatam que seus danos sao variaveis. Sob condi¢cdes favoraveis
podemo causar danos severos, principalmente quando ocorre antes do
florescimento. As perdas no rendimento atribuidas a doenca variam de ano a ano,
sendo maiores quanto mais precoce for o seu aparecimento, podendo ocasionar
perdas de produtividade em P. vulgaris de até 69% dependendo da cultivar, das
condicbes de ambiente, da patogenicidade e do momento da infeccdo (Arriel et al.,
1991). As cultivares do grupo manteiga e de habito determinado apresentam maior
suscetibilidade ao patégeno E. polygoni, causador do oidio (Sartorato & Yorinori,
2001; Castro et al., 2006).

3.2.1. Etiologia e epidemiologia

O agente causal do oidio em feijdo-de-vagem, o fungo Erysiphe polygoni,
pertence a sub-divisdo Ascomycotina, a classe dos Ascomicetos, a ordem
Erysiphales e a familia Erysiphaceae e possui um grande numero de hospedeiros. A
forma perfeita ou sexuada é descrita como E. polygoni e a forma imperfeita ou
assexual corresponde ao género Oidium e nesta fase a bibliografia ndo apresenta
uniformidade quanto a classificacdo por espécie (Sartorato & Rava, 1994; Bedendo,
1996; Krugner & Bacchi, 1995; Bianchini et al., 1997; Sartorato & Yorinori, 2001;
Stadinik, 2001).

O fungo produz micélio septado, hialino, ramificado, com hifas que penetram
nas células epidérmicas e produzem haustorios. O patégeno produz na superficie
das folhas, ramos e vagens, conidios cilindricos, ovais ou elipséides, simples,
hialinos, unicelulares, com partes terminais arredondadas. S&o produzidos em
cadeias, a partir de conidiéforos incolores, curtos, simples, eretos e septados. Os
ascos, variando de 2 a 8 sédo oblongos ou ovalados e liberados somente apds o
rompimento ou desintegracdo da grossa parede do cleistotécio. Cada asco pode
conter de 3 a 8 ascosporos, podendo ser hialinos, elipticos ou ovoides (Zaumeyer &
Thomas, 1957; Bianchini et al., 1997; Sartorato & Yorinori, 2001).

O relacionamento entre esses patdgenos e suas respectivas plantas

hospedeiras caracteriza-se por ser evoluido e complexo. De acordo com Bianchini et
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al., (1997) o fungo penetra pelos estdmatos e coloniza o hospedeiro. Somente uma
fina rede micelial cresce sobre a superficie foliar em forma de colbnias, assim, cada
colénia forma numerosos haustérios que retiram nutrientes das células epidérmicas
e mesofilicas, sem, no entanto, mata-las, garantindo a producao de conidiéforos e
conidios. Em caso de esporulacdo abundante, nutrientes sdo drenados até mesmo
de tecidos distantes ndo infectados (Stadnik & Mazzafera, 2001). E. polygoni
representa um grande grupo de fungos parasitas que retiram o alimento do seu
hospedeiro através de haustérios que se conectam com os tecidos das folhas,
ramos e vagens Sartorato & Yorinori (2001).

Os conidios germinam em temperaturas entre 8 e 32 °C, com 6timas de 20 a
28 °C, com o desenvolvimento da doenca ocorrendo em temperaturas entre 16 e 28
°C, preferencialmente a 24 °C (Bianchini, et al., 1997; Bettiol & Astiarraga, 1998;
Furtado et al., 2000). A luminosidade que é maxima até a metade do dia favorece a
formacao dos conidios bem como a sua germinacao, que diminui com a falta de luz.
Ao contrario, o crescimento das hifas independe da presenca de luz (Viennot-
Bourgin, 1949; Walker, 1959). A disseminacdo dos esporos ocorre por meio do
vento, chuva e insetos. A disseminac¢ao dos conidios pode ocorrer pelo vento, a céu
aberto ou por correntes de ar em ambientes controlados, tendo sua incidéncia mais
freqlente em épocas de estiagens prolongadas. Contrariamente a muitos fungos, o
patégeno E. polygoni (assim como os demais causadores de oidios) ndo necessita
da presenca de um filme de agua sobre as folhas para se desenvolver. Sua
severidade esta condicionada a prevaléncia de temperaturas relativamente altas e
em condi¢cdes mais secas, em ambientes bem ventilados ou ao ar livre em periodo
estival (Bettiol & Astiarraga, 1998; Furtado et al, 2000).

3.2.2. Sintomatologia da doenca

Os sintomas iniciam-se de 8 a 12 dias apds a infec¢cdo, quando entdo o
estroma se desenvolve na cavidade sub-estomética. Inicialmente visualizam-se
manchas ligeiramente mais escuras na face superior da folha, que em seguida ficam
cobertas por um crescimento branco e pulverulento, constituido por micélio e
esporos do fungo, podendo, ao coalescer, tomar toda a superficie foliar (Sartorato et
al.,1983; Bianchini et al., 1997; Sartorato & Yorinori, 2001).
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Com o progresso da infecgdo podem ocasionar amarelecimento e
senescéncia prematura de folhas, podendo também, infectar as hastes e vagens,
ocorrendo o encobrimento da area foliar havendo menor fotossintese e menor
produtividade de vagens (Sartorato et al., 1983; Sartorato & Rava, 1994; Bianchini,
et al., 1997). As vagens severamente infectadas tornam-se pouco desenvolvidas ou
mal formadas e as sementes podem n&o se desenvolver ou apresentar um menor
desenvolvimento, diminuido com isso o rendimento, Sartorato & Yorinori (2001).
Quando o crescimento pulverulento do fungo é removido, o tecido afetado apresenta

coloracdo parda ou purpura (Bianchini, et al., 1997).

3.2.3. Controle da doenca

Castro et al. (2006), apresenta uma estratégia para o controle integrado das
doencas do feijdo, conforme esquema a seguir: uso de cultivares resistentes aos
patdgenos; uso de sementes sadias; tratamento quimico das sementes; adubacao
verde / rotacdo de culturas; calagem e adubacdo adequadas; escolha da cultivar
apropriada para a época e regido; espacamento conforme a época, histérico da
area; manejo da agua de irrigacao e controle quimico. De acordo com Bettiol (2004),
o controle do oidio pode ser realizado pela utilizacdo de variedades resistentes e de
fungicidas. No caso dos fungicidas, apesar da eficiéncia, ocorrem diversos
problemas relacionados com a selecao de linhagens resistentes do patégeno e com
a contaminacdo ambiental, do alimento e do aplicador. Os problemas com
resisténcia sdo mais acentuados em cultivo protegido, principalmente para os
fungicidas sistémicos. Como a sociedade esta exigindo uma producéo de alimento
gque cause O menor impacto ambiental possivel, se faz necessario o
desenvolvimento de alternativas aos fungicidas no controle dos problemas

fitossanitarios.

3.2.3.1. Controle quimico

A aplicagdo de fungicidas consiste em um dos principais métodos de controle
de oidios, associado ou ndo a outras medidas. De acordo com Ghini (2001), antes
de 1970 praticamente todos os fungicidas usados para o controle de oidio atuavam

como protetores, inibindo multiplos sitios do metabolismo e apesar de seu uso
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intensivo a resisténcia a estes compostos era um evento raro. Porém, com a
introducéo e intenso uso de fungicidas sistémicos, comegou a ocorrer a selecao de
linhagens resistentes. O primeiro fungicida usado para o controle do oidio foi o
enxofre elementar, que tem como vantagens a baixa toxicidade ao ser humano, o
baixo custo e o controle de outras doengas, bem como de alguns &caros e insetos
(Kimati, 1995). Porém, o principal problema de seu uso € a fitoxicidade,
principalmente sob condigbes de temperaturas elevadas (acima de 26°C), resultando
em queima das folhas, desfolha e reducdo da producdo. Além disso, sua
redistribuicdo na planta é extremamente limitada, ndo se translocando para partes
novas, que geralmente sdo mais sensiveis a doenca, além de chuvas ou irrigacdes
retiram-no da superficie da planta, deixando-a desprotegida (Ghini, 2001). Assim, 0s
dinitrofendis, como dinocap, binapacryl e dinobuton, foram substituindo
gradualmente o enxofre em algumas situagcbes (Bent, 1978). Posteriormente, outros
fungicidas protetores foram introduzidos no mercado, como quinomethionate,
drazolon, ditlinfos, fluotrimazole, halacrinate, nitrotal-isopropyl, chlorquinox, piperalin
e chlorothalonil, porém diversos foram retirados do mercado em alguns paises
(Ghini, 2001).

Com o advento dos fungicidas sistémicos, a terapia quimica inicialmente deu
um salto de qualidade, pois a sistemicidade, além da capacidade de translocacéo do
local de aplicacdo para outras partes da planta, mostrou-se menos fitotoxica e com
melhor atuacao fungitoxica dentro do hospedeiro (Kimati, 1995). Na década de 60,
foram introduzidos o0s benzimidazéis, que apresentavam eficiéncia em
concentracbes relativamente baixas. Neste grupo, incluem-se o benomyl,
carbendazim, fuberidazole e thiabendazole (Delp, 1995). Porém, apds um ano de
aplicacao de benomyl surgiu o primeiro relato de resisténcia de fungos a fungicidas
(Schroeder & Providenti, 1969). Segundo Brent & Hollomon (1998), os oidios
classificam-se entre as doencgas de maior risco de desenvolvimento de resisténcia.
Tal fato se deve a capacidade de intensa multiplicacdo e disseminagdo associadas
com a alta pressdo de selecdo causada pela continua aplicacdo de fungicidas
(Ghini, 2001). Com o passar dos anos diversos outros grupos de fungicidas capazes
de controlar oidios foram lancados no mercado: hidrozipirimidinas, inibidores da
biossinte do ergosterol, inibidores da demetilagdo, compostos organofosforados e
mais recentemente as anilinopirimidinas, as estrobillirubinas, as quinolinas e os

compostos indutores de resisténcia sistémica adquirida (Stadinik & Buchenauer,
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1999; Ghini, 2001). No entanto, mesmo sendo lan¢cados novos produtos no mercado,
muitos sdo os relatos de resisténcia do patdégeno aos diversos principios ativos.
Portanto, uma vez que a populacdo do patdbgeno se tornou resistente, a unica
solucéo é substituir o fungicida por outro com modo de acédo diferente ou adotar

métodos alternativos de controle (Ghini, 2001).

3.2.3.2. Controle biolégico

Os principais agentes de biocontrole para oidios sdo os fungos Ampelomyces
quisqualis, Verticilum lecanii e Trichoderma harzianum; as leveduras Stephanoascus
spp. e Tielletiopsis spp.; e a as bactérias Bacillus subtilis e Pseudomonas
fluorescens (Bettiol & Stadinik, 2001). Esporos de A. quisqualis depositados sobre
folhas infectadas por oidio, germinam quando a umidade relativa esta préxima de
100%, quando forma um tubo germinativo que cresce na direcdo do oidio. Apds o
envolvimento das hifas, forma estruturas semelhantes a apressorios e prenetra o
hospedeiro (Sundheim & Krekling, 1982). O hiperparasita cresce ligeiramente sobre
hifas, conid6foros, conidios e cleistotécios do oidio, nutrindo-se saprofiticamente das
partes mortas do oidio e também de nutrientes da superficie vegetal, possuindo uma
fase inicial biotr6fica e outra posterior necrotréfica (Hijwegen, 1988; Falk et al.,
1995).

Stephanoascus spp € um ascomiceto que reduz o crescimento e a
esporulacdo do oidio. Controla o oidio da roseira a semelhanca dos fungicidas
recomendados (Bélanger et al., 1994) e tem se msotrado eficiente contra o oidio em
pepino (Jarvis et al., 1989).

Tilletiopsis spp. Derx séo basidiomicetos leveduriformes, frequentemente
encontrados nas superficies foliares, onde colonizam o filoplano, sendo que a
maioria das colonias sao formadas proximo as areas fisicamente danificadas ou aos
locais infectados por oidios (Hoch & Providenti, 1979; Hijwegen & Buchenauer,
1984; Boekhout, 1991; Urghart et al., 1994). Em condi¢cées de umidade relativa de
90%, redes extensivas de hifas de Tilletiopsis pallescens se desenvolvem dentro de
trés dias, e apds cinco dias, ocorre a producdo de blasporos e o colapso das hifas
do oidio (Urghart & Punja, 1997). Diversas espécies de Tilletiopsis tem mostrado
potencial como agente de biocontrole dos oidios da cevada (Knudsen & Skou, 1993)
e do pepino (Urghart et al., 1994).
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Trichoderma spp. sdo hifomicetos amplamente estudados principalmente no
controle de fitopatégenos de solo, porém sdo encontrados relatos que Trichoderma
spp. podem afetar também os oidio. Existem relatos sobre o efeito destes fungos
sobre conidiéforos e a germinacao de conidios de oidios, onde a antibiose parece
estar envolvida na reducao da doenca (Bettiol & Stadnik, 2001). Jenkyn & Bainbridge
(1978) controlaram a severidade de oidio com pulverizacdo de plantas de cevada
com culturas puras de Trichoderma viride. Também sao relatados controle de oidio
via Trichoderma spp. em pepino, pimenta (Elad et al., 1999), tomate (Valim-Labres &
Matsumara, 2000) e mangueira (Tavares et al., 2000).

Verticillium lecanii € um fungo polifago que parasita desde artrépodos
até fungos biotréficos como o oidio (Hijwegen & Buchenauer, 1984; Bélanger et al.,
1998). Tentativas ndo foram bem sucedidas para controlar o oidio com V. lecanii,
porque o hiperparasita ndo sobrevive muito tempo sobre as superficies foliares
(Bettiol & Satdinik, 2001) e uma das principais limitacbes ao uso de V. lecanii é o
requerimento de alta umidade relativa para obtencdo de um eficiente biocontrole
(Bélanger et al., 1998).

A inoculacdo de metabdlitos de Bacillus subtilis 1 e 24 horas antes ou apés a
inoculacado de S. fuliginea pode reduzir lesGes de folhas do pepino entre 90 a 99%,
onde a antibiose parece ser o mecanismo responsavel pela reducdo da doenca
(Bettiol et al., 1998)

Alguns isolados de Pseudomonas fluorescens podem reduzir em até 50% o
namero de colbnias do oidio da cevada. O mecanismo de acdo € baseado
provavelmente na producdo de antibidticos viscosina e pirrolnitrina, assim como,
enzimas que degradam a parede celular do fungo (Kremer & Grossmann, 1994).

Para a maioria dos antagonistas a oidios, estudados até o momento, a
exigéncia de alta umidade relativa tem sido o principal fator limitante para o sucesso
deste método de controle, assim, quando as condicbes ambientais sdo para o
desenvolvimento do oidio ndo o sdo para o crescimento do antagonista (Bettiol &
Stadnik, 2001).
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3.2.3.3. Controles alternativos

Como os oidios sdo fungos onde facilmente sédo selecionados isolados
resisitentes a fungicidas, os métodos alternativos sdo uma proposta interessante
para minimizar este problema, a medida que que sdo aumentadas as restricdes de
usos de pesticidas devido aos potencias problemas ambientais e de saude publica
(Bettiol & Stadnik, 2001).

Assim, o uso de diversos produtos alimentares e aditivos de alimentos
(lecitina de soja, glutamatos, leite fermentado por Lactobacillus, bicarbonato de
sédio, acido tartarico, acido fumarico, acido sérbico, polifosfato de sodio, éster de
acucar, entre outros) vém sendo pesquisados como alternativa viavel para o controle
de doencas de plantas, além de biofertilizantes, sais, 6leos e antitranspirantes,
silicio, matéria organica, extratos de plantas e fungos com resultados eficazes
(Francisco & Mio, 1997; Kimura, et al., 1997; Lagos & May; 1997; Pasini et al., 1997,
Bettiol & Astiarraga, 1998; Silveira & Rios, 1999; Bettiol & Stadinik, 2001; Nojosa,
2002; Xavier Filha et al., 2007;).

O produto lacteo obtido da fermentacéo do leite com Lactobacillus (produto
comercial Yakult®), quando pulverizado semanalmente nas folhas de abobrinha, foi
tdo efetivo quanto o fungicida fenarimol no controle do oidio, causado por
Sphaeroteca fuliginea. Neste experimento todas as concentracdes testadas (10, 20,
30, 40 e 50%) diferiram da testemunha. Neste mesmo trabalho o residuo da
fermentacdo glutdmica do melaco foi eficiente no controle do oidio da abobrinha
guando pulverizado a 1,5% e a 2,5%, com controle de 91 e 98% respectivamente
(Bettiol & Astiarraga, 1998).

Vida et al., (1993) usando efluente de esterco bovino fermentado em
biodigestor por 40 dias, obtiveram o controle de E. polygoni, em feijao-de-vagem, em
casa de vegetacédo, onde as diluicbes 1:4 e 1:8. tiveram comportamento semelhante
ao fungicida padrao utilizado para controle de oidio.

Bettiol (1996) e Bettiol et al. (1998), trabalhando com biofertilizantes
produzidos por meio da fermentacdo anaerObia de esterco bovino, verificaram
controle do oidio da abobora nas concentracdes acima de 10%. Porém, nas
concentracdes acima de 20% observou-se fitotoxicidade. O controle foi mais efetivo
em frequéncias de aplicacdo de dois dias. Um biofertilizante resultante da
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fermentacdo anaerobia de esterco bovino foi usado com sucesso por Silveira & Rios
(1999) no controle do oidio do feijoeiro, quando esse biofertilizante reduziu a doenca
em 47%.

Bicarbonato de sodio (NaHCO3), aplicado a 2g L™, inibiu de 80 a 100% a
germinacgdo de conidios, reduziu o numero de conidios formados nos conidiéforos,
causou ruptura da parede celular dos conidios e anomalias morfolégicas nos
conidios, inibiu a formacéo de conidiéforos, bem como controlou a elongacdo das
hifas de Sphaeroteca fuliginea. Agindo por estes diferentes mecanismos de acao o
bicarbonato foi efetivo no controle do oidio do pepino (Homma et al., 1981).

Oleo de canola, destilado alifatico de petrleo e dleo vegetal emulsionavel
controlaram satisfatoriamente o oidio da roseira (S. pannosa var. rosae) (Pasini et
al., 1997). Extrato graxo de citrus (marca comercial Ecolife-40) foi eficiente no
controle do oidio do feijoeiro (Jayme et al., 1999). Apesar de muitos dados
mostrando a eficiéncia de 6leos, Francisco & Mio (1998) verificaram que 6leos de
milho e girassol ndo controlaram o oidio do pepino.

O silicato de potassio, pulverizado nas folhas de pepino, meldo e abobrinha
reduziu a severidade de oidio nessas culturas (Menzies et al.,, 1992) e controlou
oidio (Uncicula necator) em videira (Reynolds et al., 1996).

O produto comercial Milsana®, obtido de folhas de Reynoutria sachalinensis,
aplicado semanalmente na concentracdo de 2%, controlou o oidio de pepino,
causado por S. fuliginea, de forma semelhante ao fungicida benomil. Este produto
também mostrou-se eficiente no controle do oidio da roseira (Daayf et al., 1995).
Pasini et al. (1997) demonstrou a efetividade do nim (Azadirachta indica) no controle
do oidio da roseira e Jayme et al. (1999) verificou efetividade no controle do oidio do
feijdo, ao passo que Volf & Steinhauer (1997) observaram que o extrato de folhas de
nim nao controlou S. fuliginea. Diversos sdo os relatos de outras plantas que
apresentam efetividade no controle do oidio: cavalinha (Equisetum sp) para o oidio
do pepino (Lagos & May, 1997; Francisco & Mio, 1998); Acorus calamus e Zingiber
officinale, para Erysiphe pisi da ervilha (Singh et al., 1999); mamao contra Erysiphe
cichoracearum de pimentdo (Amadioha, 1998); Clerodendrum para oidio de Acacia
auriculiformis (Naik & Shivanna, 1997) e Hedera helix ao oidio (Podosphaera
leucotricha) de plantulas de macieira (Booshard, 1992).

Homma et al. (1977) demonstraram a efetividade de lecitina de soja no

controle de S. fuliginea do pepino.
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3.2.3.4. Leite de vacain natura no controle do oidio

No sistema cultivo organico, o leite de vaca in natura esta sendo utilizado
para controle dessa doenga com sucesso em outras culturas, como pimentao,
pepino, abobrinha, roseiras e viveiros de eucalipto. Alguns estudos ja foram
realizados nas culturas de pepino, abobrinha, alface, eucalipto e quiabo, sendo que
um grande nuamero de agricultores vem utilizando o leite com sucesso para o
controle de oidio (Bettiol et al., 2005). Ha registro do uso do leite para o controle do
oidio de abobrinha e de pepino desde 1996. Inicialmente o leite foi utilizado
exclusivamente por agricultores organicos, mas devido a sua eficiéncia e ao seu
baixo custo passou a ser utilizado também por agricultores convencionais, sendo
esses 0S maiores usuarios, em area, no momento (Bettiol, 2004). Bettiol & Astiarraga
(1998) avaliaram o produto lacteo obtido da fermentacdo do leite, com Lactobacillus
(Yakult®) nas concentracfes de 10 a 50% e aplicados uma e duas vezes por
semana para controle de oidio em abobrinha e constataram controle de 95 a 99%.
Esse mesmo produto quando utilizado na concentracdo de 10% e aplicado uma e
duas vezes por semana, apresentou controle de 75 e 91% respectivamente e a
testemunha com fungicida, 84%. Bettiol et al., (1999) utilizaram solu¢do aquosa com
leite de vaca in natura, em concentracdes de 5 a 50% nesta mesma cultura em
cultivo em ambiente controlado e obtiveram de 95 a 99%, respectivamente, de
controle da doenca. Santos et al,. (2003), testando o uso do leite de vaca in natura
para o controle do Oidium sp., em mudas de eucalipto, verificaram que ndo houve
diferenca entre as concentracdes do leite (20, 30, 40 e 50%). Zatarim et al., (2005)
ao testarem diferentes tipos de leite (leite de vaca in natura, leite de vaca longa vida
tipo A e leite tipo C) no controle de oidio em abobrinha cultivada em campo aberto,
obtiveram os melhores resultados utilizando leite de vaca in natura, na concentragéo
de 20%. Dessa forma, ndo foram encontrados na literatura, estudos especificos
deste produto na eficiéncia de controle e na determinacdo da concentracdo ideal e
do mecanismo de acgao sobre E. polygoni parasitando feijdo-de-vagem. Sendo
assim, os produtores utilizam em feijdo-de-vagem as concentracdes indicadas para
outras culturas.

Nota-se que o ajuste da concentracdo adequada do leite muitas vezes é

desconhecido, pois conforme Bettiol et al. (2005) dependendo das condi¢cdes de
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cada cultura, ambiente e severidade, a concentragdo utilizada pelos agricultores tem
variado de 5 a 20%. Bizi (2006) verificou eficiéncia ao testar o leite de vaca in natura
para o controle do Oidium sp. em mudas de eucalipto. Nogueira et al. (2008) obteve
controle de oidio em meloeiro ao aplicar leite de vaca in natura na concentracéo de
50%.

O leite deve ser utilizado preventivamente em aplicagdes semanais e toda a
planta deve ser pulverizada, de preferéncia utilizando-se pulverizador especifico
para o leite. O leite ndo exige o uso de espalhante adesivo, entretanto, os resultados
sdo melhores com a sua mistura na calda de aplicacdo (Bettiol, et al., 2005).
Conforme relatado por Alfenas et al. (2004), A aplicacdo de leite em concentracfes
acima de 20% em minicepas de eucalipto pode induzir fitotoxicidade e favorecer a
incidéncia de fumagina, causada por Cladosporium spp., prejudicial a planta.

Segundo Bettiol (2004), o modo de acéo do leite de vaca in natura no controle
do oidio pode ser devido ao efeito direto, as suas propriedades germicidas; por
conter diversos sais e aminoacidos, pela possibilidade de induzir a resisténcia nas
plantas e/ou controlar diretamente o patdgeno; por estimular o controle biol6gico
natural, formando um filme microbiano na superficie da folha ou por alterar as

caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas da superficie foliar.

3.2.3.5. Componentes do leite

Guimaraes (2007) relata que a 4gua é o componente que existe no leite em
maior quantidade, na qual se encontram dissolvidos, suspensos ou emulsionados 0s
demais componentes. Outro componente presente € a gordura, que confere ao leite
cor amarelada, formando uma emulsdo relativamente estavel, constituida por
globulos de pequenos diametros, bem distribuidos, sendo que 1 milimetro cubico de
leite contém 1 a 5 milhdes de glébulos. De acordo com Castro (2007) os teores de
gordura variam entre 3,5 e 4%. As proteinas dao ao leite a cor esbranquicada opaca,
sendo formadas de caseina (maior parte), albumina e globulina. As proteinas
existentes no leite apresentam-se nas seguintes percentagens médias: 3,0%, lacto-
albumina e 0,5% globulina. A lactose € o acgucar do leite. Dentre os sais minerais,
existem principalmente fosfatos, citratos, carbonato de sodio, calcio, potassio e
magnésio, estando presentes em torno de 1% na composi¢cdo do leite (Haman &

Krémker, 1997; Castro, 2007). De acordo com Guimaraes (2007) sdo encontradas
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no leite as seguintes vitaminas: a vitamina A é relativamente abundante no leite,
estritamente associada a gordura, mas o seu teor € muito variavel, vitamina B1
existe no leite em proporcdes variaveis, cerca de 750 miligramas por litro; vitamina
B2, riboflavina, esta presente no leite numa proporcédo em torno de 1 mg por litro e
as vitaminas B4, B6 e B12 sdo outros componentes do complexo B presentes
regularmente no leite. O leite constitui a fonte mais rica de vitamina C de origem
animal, encontra-se nele na proporcao de 10 a 20 mg por litro. A vitamina K tem sido

encontrada em quantidades variaveis, mas € comum estar presente no leite.

3.3. Inducéao de resisténcia

A inducédo de resisténcia vem sendo alvo de diversos estudos envolvendo os
mais variados tipos de patossistemas vegetais. Tais estudos objetivam a utilizagéao
da inducdo de resisténcia como uma medida promissora de controle de doencas,
gue pode ser utilizada juntamente com outras taticas de controle visando a reducao
de custos e perdas ocasionadas por doencas de plantas.

Apesar de ndo possuirem sistema imunoldgico, 0s vegetais tem suas
respostas de defesa ligadas a uma grande diversidade de compostos presentes em
seu metabolismo, que aparentemente parecem nao apresentar uma funcéo direta no
desenvolvimento das plantas. Estes compostos sdo os metabdlitos secundarios, que
comecaram a ganhar importancia a partir do século XIX por apresentarem protecao
de plantas contra herbivoros e infec¢édo por patégenos (Taiz & Zeiger, 2004).

A protecdo natural das plantas esta baseada em uma série de barreiras pré-
formadas e pos-formadas. Os fatores de resisténcia pré-formados sao aqueles
presentes na planta antes do contato com o patégeno. J4 os pos-formados, estdo
ausentes ou em baixo nivel antes da infec¢do, sendo produzidos ou ativados em
resposta a presenca do patégeno. Em ambas as categorias, os fatores envolvidos
na resisténcia podem ser subdivididos em estruturais ou bioquimicos. Os estruturais
atuam como barreiras fisicas, enquanto os bioquimicos atuam através da producgéo
de substéncias toxicas ou repelentes ao patdgeno ou criando condi¢cdes adversas ao
estabelecimento deste na planta (Pascholati & Leite, 1995; Taiz & Zeiger, 2004).

De acordo com Broetto (1995), as plantas podem mobilizar diferentes
mecanismos de resposta ao ataque de patdgenos, incluindo lignificacéo,

suberizacdo, sintese de fitoalexinas e inducdo de enzimas hidroliticas. Entre as
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alteracdes fisioldgicas ocorridas no hospedeiro, induzidas por fitopatbgenos, estdo a
taxa de respiragdo e fotossintese, translocacdo e metabolismo de carboidratos,
transpiracdo, alteracdes na atividade de enzimas, metabolismo do nitrogénio e de
horménios, formacao de acidos nucléicos e proteinas (Pascholati & Leite, 1995).

A inducdo de resisténcia envolve a ativagdo de mecanismos de defesa
latentes existentes nas plantas em resposta ao tratamento com agentes biéticos ou
abidticos de natureza inorganica, organica ou sintética (Hammerschmidt & Dann,
1997; Bonaldo et al., 2005; Guzzo & Harakava, 2007; Pascholati & Toffano, 2007).
Essas moléculas capazes de ativar respostas de defesas nas plantas sdo chamadas
de elicitores, atuando como indutores de resisténcia (Sticher et al.,, 1997). Nos
processos normais de infeccdo da planta, o estimulo para a sintese de fitoalexinas
provém do microrganismo invasor e normalmente € representado por moléculas
liberadas ou secretadas por ele. Essas moléculas podem ser carboidratos, lipideos
ou proteinas e séo conhecidas como eliciadores (Hahn, 1996).

Agentes bidticos, como organismos nao-patogénicos ou atenuados, e
abibticos, como quitosana, acido salicilico, INA (acido 2,6-dicloroisonicotinico) e
acido B-amino butirico, e o produto comercial a base de manano-oligossacarédeo
fosforilado proveniente da parede celular de Saccharomyces cerevisiae tem sido
utilizados na inducéo de respostas de defesa em diversas espécies vegetais, contra
infeccdes virais, fungicas e bacterianas (Guzzo & Harakava, 2007).

O envolvimento de macromoléculas em interacdes patdgeno-planta, do ponto
de vista de resisténcia e de fisiologia do parasitismo, € conhecida ha bastante
tempo, seja como mecanismos pré-existentes seja como pés-formados. Em diversas
espécies vegetais a infec¢cdo por patbgenos € acompanhada pela sintese de varias
proteinas, conhecidas como proteinas relacionadas com a patogénese, codificadas
pela planta hospedeira (Sbalcheiro, 2006). Conforme Sticher et al., (1997), as
proteinas relacionadas a patogénese (PRPs) sao produzidas por muitas plantas
como resposta a infeccdo por patdégenos e que participam ativamente no fenémeno
de resisténcia induzida, tanto quando a inducdo é por fatores bidticos como por
abidticos (Romeiro, 1999). Usualmente elas acumulam-se em plantas como resposta
a infeccdo e como resposta a inducdo de resisténcia. Como ja se demonstrou
estarem PRPs estreitamente relacionadas com o fendmeno de resisténcia sistémica
adquirida (RSA), as vezes sdo denominadas de RSA-proteinas e 0s gens que

codificam para as proteinas envolvidas em sua sintese de RSA-gens (Sticher et al.,
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1997). Segundo estes mesmos autores, PRPs acumulam-se em locais de infeccéo e
em sitios remotos destes, em casos de inducdo de resisténcia. De acordo com
Romeiro (1999), sua sintese e acumulo possuem, pois, carater de resposta ativa e
de sistemicidade, em casos de resisténcia induzida. Sabe-se que, dependendo da
planta e do agente de indugéo, elas acumulam-se tanto nos espacgos intercelulares
(quando teriam uma acao direta sobre o patdgeno) como em vacuolos (teriam agéo
apos eventos de patogénese que culminam com a descompartimentalizacdo).

O termo acucares € utilizado genericamente para designar carboidratos
simples, contendo apenas uma unidade monomérica, monossacarideos, ou
compostos com até 10 wunidades monoméricas, oligossacarideos. Os
monossacarideos podem ser classificados de acordo com o niamero de carbonos,
em trioses, tetroses, pentoses, hexoses e heptoses. As trioses, tetroses e heptoses
sdo importantes intermedidrias nas rotas metabdlicas da respiracdo e da
fotossintese. As pentoses sdo acUcares de grande importancia na fotossintese,
respiracdo e formacao dos acidos nucléicos. As hexoses além de fazerem parte das
rotas da fotossintese e da respiracdo, constituem o esqueleto de muitos outros
carboidratos. Dentre as hexoses, destacam-se a glicose e a frutose (Salisbury &
Ross, 1985), dois acUcares redutores. A fisiologia e o metabolismo de qualquer
planta sdo alterados sob condi¢Bes de estresse bidtico e (ou) abidtico (Taiz & Zeiger,
2004). As principais mudancas na planta ocorrem na fotossintese, na translocacéo
de fotoassimilados e no teor de acucares (Silva et al., 2008), lembrando que os
acucares sao fontes de carbono para a producdo de compostos do metabolismo
secundario envolvidos na resisténcia de plantas a patégenos (Morkunas et al.,
2005). Os acucares sao estruturas-base para a sintese de varios compostos de
defesa, como compostos fendlicos, lignina, e algumas fitoalexinas (Silva et al.,
2008).

As peroxidases apresentam varias funcbes na defesa celular, pela sua
participacdo na lignificacdo, suberizagdo, e metabolismo da parede celular, sendo
classificadas como proteinas relacionadas a patogénese por Van Loon & Van Strien
(1999). A expressao da peroxidase esta correlacionada com a infec¢do da planta por
patogenos. Assumindo o papel, no processo de defesa das plantas, ao reforcar a
parede celular a partir da formacdo de lignina, suberina, polissacarideos
ferulicolados e glicoproteinas ricas em hidroxiprolina (Bowles, 1990), aumento na

producdo de EAO’s (espécies ativas de oxigénio) que apresentam acao
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antimicrobiana, atuam na sinalizagéo e inducdo da formacao de fitoalexinas (Bolwell
et al.,, 1995; Kawano & Muto, 2000). A deposicdo de lignina parece aumentar a
resisténcia da parede celular a enzimas digestivas dos agressores. Acredita-se
ainda que as enzimas peroxidase e catalase aceleram a oxidacdo de substancias
(do grupo dos fendis) precursoras na sintese da lignina. Em células tratadas com
indutores também hé réapido acumulo de outras enzimas ligadas a sintese de
ligninas (orto-metiltransferases e cinamil-alcool-desidrogenase) (Pinheiro et al.,
1999).

Na maioria dos casos 0 aumento da atividade da peroxidase esta diretamente
relacionado a reducéo da severidade da doenca (Kuhn, 2007). Marriott et al., (1978)
constataram que aumentos na atividade da peroxidase, associados com ferimentos
em vegetais, podem indicar aumento na biossintese de lignina, que atua como uma
barreira a infeccdo microbiana e também pode promover aumentos na concentracao
de produtos de oxidacdo de fendlicos, alterando a concentracdo de auxinas por
causa da presenca de AlA-oxidase.

A classe mais abundante de compostos fendlicos € derivada da
fenilalanina, por meio da eliminagdo de uma molécula de aménia para formar o acido
cindmico. Esta reacdo é catalisada pela enzima fenilalanina amonia-liase (FAL). A
invasdo de patdgenos desencadeia a transcricdo do RNA mensageiro que codifica
FAL, aumentando a quantidade desta enzima na planta e estimulando a sintese de
compostos fendlicos (Taiz & Zeiger, 2004). A FAL é uma enzima chave da via
metabdlica da fenilalanina, além de fazer parte da classe de enzimas envolvidas
com a formacado de lignina, cujo acumulo na parede celular € concomitante com o
aumento na atividade de FAL, induzida por agente bidtico ou abiético (Zhao et al.,
2005).



31

4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Avaliacao de diferentes concentracdes de leite de vaca in natura para o
controle de oidio em feijdo-de-vagem em ambiente protegido

Em estufa da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, campus Pato
Branco, o feijao-de-vagem, cultivar macarréo rasteiro de crescimento determinado,
foi plantado com espacamento de 0,5 m entre linhas e 0,2 m entre plantas. O solo foi
adubado com compostos organicos e a irrigacao realizada por fitas gotejadoras.

As concentracdes de leite de vaca in natura avaliadas foram: 0%, 5%, 10%,
15% e 20%. Na concentragéo zero foi realizada a aplicacéo de agua. O experimento
foi organizado em blocos ao acaso, com 4 repeticdes. O inicio da aplicacdo dos
tratamentos ocorreu 25 dias ap6s a semeadura, a inoculacdo do patdgeno foi feita
35 dias ap6s a semeadura uma folha de feijdo-de-vagem infectada foi agitada sobre
cada parcela. As aplicacdes foram realizadas no final da tarde, utilizando
pulverizador manual portatil, com bomba tipo pistdo. A severidade do oidio foi
avaliada ao surgimento dos primeiros sintomas levando-se em conta a area do
tecido foliar recoberto pelas colénias do agente causal utilizando a escala
diagramatica da doenca proposta por EMBRAPA (1976). Cada avaliacdo foi
realizada em 4 amostras retiradas aleatoriamente de cada parcela, sendo cada
amostra constituida por uma planta, onde todas as folhas e seus respectivos foliolos
foram avaliados. Em 20 de Julho de 2008 em estufa no municipio de Itapejara
D’Oeste foi implantado um terceiro cultivo com o objetivo de avaliar o controle de
oidio em 5 concentracdes de leite de vaca in natura (0, 5, 10, 15 e 20%), com e sem
espalhante adesivo e com aplicacbes semanais e quinzenais. O delineamento foi
fatorial 5x2x2 (concentracdes, frequéncias de aplicacdes e espalhante adesivo) com
3 repeticdes. O experimento foi implantado em vasos, com duas plantas por vaso,
sendo cada vaso uma unidade experimental. Nas parcelas testemunha foi aplicada
agua. O espalhante adesivo utilizado foi sab&o neutro, na propor¢cdo de 50 g de
sabao neutro para 10 Litros de calda. A avaliagao da doenca foi feita utilizando-se a
mesma metodologia dos experimentos anteriores. Os dados das avaliagcdes da
severidade da doenca e do rendimento foram submetidos a analise de variancia e

posteriormente analise de regresséo.
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4.2 Efeito do leite de vaca in natura e de seus elementos quimicos no

controle do oidio em feijao-de-vagem

O leite utilizado nos experimentos foi analisado no laboratério do Tecpar-PR,

visando definir a concentracdo dos principais elementos presentes no mesmo

(Tabela 1).

Tabela 1 - Composi¢do quimica do leite de vaca in natura
Tratamento Quantidade mg ml*
Potassio 158

Cloro 107,9

Célcio 102,6
Fosforo 92

Saodio 50

Fonte: Analise realizada no Laboratdrio do Tecpar Curitiba-PR

Em estufa da UTFPR campus Pato Branco, o feijdo-de-vagem, cultivar macarréo
rasteiro de crescimento determinado, foi plantado com espagamento de 0,5 m. entre
linhas e 0,2 m. entre plantas. O solo foi adubado com compostos organicos e a
irrigacdo realizada por fitas gotejadoras. O delineamento foi inteiramente
casualizado, com 8 tratamentos e 3 repeticdes. Cada unidade experimental era
composta por 25 plantas. A partir dos resultados da andlise do leite, definiu-se oito
tratamentos, levando-se em consideracédo o leite de vaca in natura na concentracao
de 20%. Cada um dos componentes estudados foi aplicado em separado, diluido em
agua e na quantidade relativa a concentracdo de 20%, com a finalidade de verificar
o efeito dos componentes quimicos aplicados isoladamente. Também foi aplicado
um tratamento com uma mistura dos componentes para avaliar a possibilidade de

interac&o entre os nutrientes (Tabela 2).
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Tabela 2- Componentes quimicos do leite testados no controle de oidio em feijdo-de-vagem

Tratamentos Quantidade/Litro

KNOj; (Nitrato de Potassio) 0,799

NH,4CI (Cloreto de Amdnio) 0,82 ¢

Ca(NOs),.4H,0 (Nitrato de Calcio) 0,96 ¢

NH4H,PO, (Fosfato de Amdnio Monobasico) 0,519

Na,CO; (Carbonato de Sédio) 0,23 ¢

KNO;z + NH,CI + Ca(NO3),.4H,0 + NH,2PO,+ Na,CO;  0,79g+0,82g+0,969g+0,51g+0,23g
Testemunha Leite de vaca in natura 200 ml

Testemunha Agua 1000 ml

As aplicacdes iniciaram 35 dias apos o plantio, e foram realizadas no final da
tarde, ocorrendo antes do aparecimento dos primeiros sintomas, utilizando
pulverizador manual portatil, com bomba tipo pistdo. Foram feitas 4 avaliagbes em
amostras, onde cada amostra era uma planta inteira (foram avaliados todos os
foliolos) retirada aleatoriamente da parcela respeitando-se a bordadura. Foi avaliada
a severidade da doenca, de acordo com a escala diagramatica da Embrapa (1976).
Para andlise de dados foi feita analise de variancia, e teste de comparacdo de
médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.3. Atividade metabdlica em tecidos foliares de feijdo-de-vagem tratados

com leite de vaca in natura

Em estufa de temperatura controlada (15 a 28°C), situada no campus da
UTFPR em Pato Branco-PR, foi avaliado o efeito do leite de vaca in natura na
inducao de resisténcia do feijdo-de-vagem ao oidio.

Os tratamentos constaram da concentracdo do leite de vaca in natura diluido
em agua nas concentracbes 0%, 5%, 10%, 15% e 20%. O delineamento foi
inteiramente casualizado, com 4 repeticbes por tratamento, sendo a unidade
experimental composta por um vaso de 5 L contendo duas plantas de feijao-de-
vagem. Na concentracdo zero foi realizada a aplicacdo de agua pura. O inicio da
aplicacado dos tratamentos ocorreu 20 dias ap0s a emergéncia e a inoculacdo da
doenca foi feita 35 dias ap0s a semeadura sacundido-se uma folha infectada sobre
cada parcela. As aplicagbes foram realizadas no final da tarde com periodicidade

semanal, utilizando borifador manual.
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As andlises bioquimicas nos tecidos foliares (proteinas totais, agucares totais
e redutores, atividade de peroxidases e FAL) foram realizadas no Laboratério de
Bioquimica Vegetal do campus Dois Vizinhos da UTFPR. Para realizacdo da analise
foram coletados 5 discos foliares de aproximadamente 0,2 g de cada unidade
experimental. As coletas das amostras para andlise foram feitas 24, 48 e 72 horas
apos a aplicacdo do leite de vaca in natura. Imediatamente ap0s as coletas as
amostras foram congeladas e armazenadas em freezer a —20 °C até as avaliacdes.
A partir do aparecimento dos primeiros sintomas foram feitas avaliacbes de
incidéncia e severidade da doenca com periodicidade semanal a fim de determinar a
area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD).

Para determinacdo de proteinas totais, as amostras de tecido foliar foram
maceradas em almofariz com 10 mL de tampé&o fosfato 0,2 M (pH 7,5). Em seguida,
o0 material foi centrifugado (14.000 giros / 10 min a 4°C) e o sobrenadante coletado.
Para quantificacdo do conteldo total de proteinas nas amostras foi empregado o
teste de Bradford (1976). A leitura foi realizada em espectrofotometro, modelo NT —
805 NOVATECNICA & 630 nm, com soro albumina bovina como padrao.

As concentracbes de acUcares sollveis totais foram determinadas pelo
método fenolsulfurico descrito por Dubois et al. (1956). As amostras foram
maceradas em almofariz contendo 5 mL de tampédo fosfato 0,2M — pH 7,5,
centrifugadas por 5 minutos a 10.000 giros por minuto, utilizando-se 2 uL do extrato
e adicionando-se 0,5mL de fenol a 5,0% + 2,5 mL acido sulfurico concentrado. A
leitura das amostras foi realizada a 490 nm. A concentracdo de acucares totais foi
determinada através de curva padrdo de glicose.

Acucares redutores foram determinados pelo método do dinitrosalicilato
(DNS), descrito por Miller (1959). As amostras foram maceradas em almofariz
contendo 10 mL de tampéo fosfato 0,2M — pH 7,5, centrifugadas por 10 minutos a
14.000 giros a 4 °C, utilizando-se 0,5 L do extrato e adicionando-se 1,0 mL de agua
destilada + 1,0 mL de reagente DNS. A leitura das amostras foi realizada a 540 nm.
A concentracdo de agucares redutores foi calculada em fungéo de curva padrdo de
glicose.

A guantificagcdo da atividade das peroxidases foi determinada de acordo com
a técnica descrita por Matsuno & Uritani (1972), padronizada no Laborat6rio de
Bioquimica e Fitossanidade da UTFPR — Dois Vizinhos. As amostras (discos foliares

de 2 cm de diametro — peso médio total de 0,2 g) foram maceradas em nitrogénio
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liguido, adicionado-se 5 mL de solugdo extratora — tampéo fosfato 0,05 M, pH 7. A
seguir adicionou-se 2 mg de polivinilpirrolidona (PVP 100, marca Sigma); o extrato
foi centrifugado por 20 min a 4.000 g em temperatura de 4°C. O sobrenadante foi
transferido para outro recipiente e utilizado como extrato enzimatico. A analise de
atividade da enzima peroxidase propriamente dita foi realizada seguindo os
seguintes passos: em um tubo de ensaio adicionou-se 5 mL de solucdo tampéo de
citrato (pH 5,0), 0,5 mL de agua oxigenada a 3 %, 0,5 mL de guaiacol 0,5 % e 3,0
mL da amostra extraida do tampéo pH 7. Esta mistura foi levada para incubacdo em
banho maria, por 15 minutos, a 30° C. Apéds incubacéo, os tubos foram colocados no
gelo onde permaneceram por mais 5 minutos. Em seguida, adicionou-se 0,5 mL de
bissulfito de sodio, o qual foi usado para paralisar a reacdo. As leituras foram
realizadas apdés 10 minutos de repouso, em espectrofotdbmetro, modelo NT — 805
NOVATECNICA, em comprimento de onda de 450 nm.

Para determinacdo da FAL pesou-se 1,0 g de folhas correspondente a cada
tratamento, transferiu-se para almofariz previamente gelado, acrescentou-se 6,0 mL
do tampéo de extracdo, a 4 °C, e macerou-se a mistura completamente, a qual foi
centrifugada em seguida a 6000 g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi diluido
antes da analise da atividade enzimética e da determinagdo da proteina solavel,
pipetando-se 200 yL do mesmo e acrescentando-se 5 mL do tampé&o de extracdo. O
tampado foi preparado com uma mistura de 22,2 g de Tris; 0,37 g de EDTA; 85,5 g de
sacarose; 10 g de PVP e completou-se o volume para 1000 mL de agua destilada,
apos ajustar o pH para 8,0 com acido cloridrico 2,0 N. A atividade da FAL foi
avaliada com base na diferenca de absorbancia resultante da conversdo da
fenilalanina em acido trans-cindmico (Hyodo et al., 1978). Para isto pipetou-se para
tubos de ensaio, 1,5 mL de cada extrato enziméatico, acrescentando-se 1,0 mL do
tampédo de extracdo e 0,5 mL de fenilalanina (49,6 mg/mL) ou 4gua destilada na
prova em “branco”. A mistura foi incubada a 40 °C por uma hora, interrompendo-se a
reagdo com banho de gelo e procedendo-se as leituras espectofotométricas a 290

nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Avaliacao de diferentes concentracdes de leite de vaca in natura para o

controle de oidio em feijdo-de-vagem em ambiente protegido

A eficiéncia de controle do oidio em feijdo-de-vagem proporcionada pelas
concentragdes crescentes de leite de vaca in natura foi determinada considerando-
se quatro avaliacbes de severidade, com frequéncia de dez dias, permitindo a
determinacdo da severidade média, da &rea abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD) e do percentual de controle.

Aplicacdes semanais de leite de vaca in natura em feijdo-de-vagem na
concentracdo de 20% n&o permitiram que a evolucdo média da severidade de oidio
ultrapassasse 7,32% e a menor concentracdo, 5%, manteve a severidade média em
22,67%. No cultivo com aplicacdes quinzenais a severidade média da doenca variou
de 39,99% na concentracdo de 20%, para 43,50% na concentracdo de 5%. Todas
as concentracdes aplicadas resultaram em severidade média inferior a do

tratamento testemunha, que teve uma severidade média de 56% (Tabela 3).

Tabela 3- Severidade de oidio em feijao-de-vagem sob 5 concentra¢gdes de leite de vaca in
natura, aplicadas com freqiéncia semanal e quinzenal.

Concentracdes Severidade média

(%) Aplicagcbes semanais Aplicagbes quinzenais
0 36,53 56,00

5 22,67 43,50

10 13,54 41,82

15 8,73 39,32

20 7,32 39,99

CVv 17,79 7,54

R? 0,99 0,99

Nivel de significancia: p<0.05
No cultivo com aplicagbes semanais, a severidade média apresentou nas trés
primeiras avaliagbes uma tendéncia quadratica decrescente em relacdo as
concentracbes de leite aplicadas (Figura la, 1b e 1c) e uma tendéncia linear
decrescente em relacdo as concentracdes de leite aplicadas, para a quarta
avaliacdo (Figura 1d). Aos 50 dias apés o plantio, a area foliar afetada pela doenca

na testemunha era de 9,45%, e nos tratamentos com leite a 15 e a 20% apenas aos
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80 dias apos o plantio este indice foi superado (Figura 1), mostrando que aplicacdes
semanais de leite de vaca in natura diminuiram o progresso da doenca. Resultado
semelhante foi constatado por Zatarim et al (2005) ao aplicar leite de vaca in natura
duas vezes por semana para controlar oidio em abobrinha. Onde verificou que no
tratamento com leite de vaca in natura na concentracdo de 20%, o valor médio da
area foliar afetada permaneceu praticamente estavel (11,0 a 11,4%) durante toda
fase experimental.
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Figura 1- Severidade média de oidio em feijdo-de-vagem sob 5 concentracdes de leite de vaca in
natura em aplicagdes semanais. *p<0,05.
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Espacar a aplicagdo do leite poderé reduzir ainda mais o custo de controle do
oidio e reduzir o trabalho do agricultor. Assim sendo, no segundo cultivo do feijao-
de-vagem foram realizadas aplicacbes quinzenais. Aos 50 dias apds o plantio a
aérea foliar infectada da testemunha era de 9,55%, e nos tratamento com diferentes
concentracdes de leite, apenas aos 70 dias apds o plantio este indice foi superado
(Figura 2). ConcentracBes crescentes de leite diminuiram significativamente a
severidade média da doenca nas quatro avaliacbes realizadas. Verificou-se na
primeira e segunda avaliacGes (Figura 2a, 2b) que a severidade média apresentou
uma tendéncia quadratica decrescente e para a terceira avaliagdo uma tendéncia
linear decrescente em relacdo as concentracdes de leite aplicadas (Figura 2c). Para
a quarta avaliacdo ocorrida aos 80 dias ap6s o plantio ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos devido a generalizacdo da severidade da doenca
(Figura 2d). Importante ressaltar que neste cultivo houve um potencial maior de
in6culo que no cultivo onde as aplicac6es foram semanais.

No cultivo com frequéncia quinzenal de aplicacdo, até os 60 dias apds o
plantio a severidade se manteve em niveis baixos para todos os tratamentos, exceto
para o tratamento testemunha. Porém na avaliacdo realizada aos 70 dias apés o
plantio nota-se um avancgo exponencial da doenca, a qual se generalizou em todos
os tratamentos aos 80 dias apdés o plantio, quando 93% foi o valor da menor
severidade média verificada entre os tratamentos (Figura 2). Analisando estes dados
supde-se que em aplicagdes quinzenais o leite in natura é efetivo em aplicacdes até
o inicio do enchimento de vagens. A partir deste momento pode-se recomendar
diminuir o intervalo entre aplicacbes para sete dias, ou ainda fazer aplicagcbes de

outro produto mais efetivo.
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Figura 2- Severidade média de oidio em feijao-de-vagem sob 5 concentra¢cdes de leite de vaca
in natura em aplica¢gdes quinzenais. *p<0.05.
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A significancia dos resultados é acentuada quando se verifica a AACPD. No
cultivo com aplicacdes de leite na frequiéncia de sete dias verificou-se reducéo linear
da AACPD conforme o aumento das concentracdes de leite. Enquanto a AACPD foi
préximo de 900 na concentracdo zero, nas maiores concentracoes de leite, 15% e
20%, foi aproximadamente 200. No cultivo com aplicagcbes de leite em frequéncia
quinzenal também houve reducgéo linear da AACPD com aplicagbes crescentes de
concentracbes de leite. Porém houve menor diferenca entre a ACCPD da maior

concentracdo e a testemunha, 1115 e 2023 respectivamente (Figura 3).

a) Aplicagbes semanais b) Aplicagcbes quinzenais
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Figura 3 — Area abaixo da curva de progresso da doenca Oidio em feijdo-de-vagem sob 5
concentracdes de leite de vaca in natura. C.V. 37,13% b) C.V.17,89%. *p=0,05.

O controle da doenca variou de 38% para a menor concentracéo de leite até
80% para maior concentracao no cultivo com aplicacdes semanais, ao passo que no

cultivo com aplicagdes quinzenais o controle variou de 22,3% para 28,5% (Tabela 4).

Tabela 4 - Controle de oidio em feijdo-de-vagem sob 5 concentragdes de leite de vaca in natura,
aplicadas semanalmente e quinzenalmente.

Concentracdes Controle (%)

(%) Aplicacdes semanais Aplicacbes quinzenais
0 0 0

5 37,94 22,32

10 62,93 25,32

15 76,10 29,79

20 79,96 28,59

CVv 17,79 7,54

R? 0,99 0,99

Nivel de significancia: p<0.05
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Tanto em aplicagbes semanais como quinzenais observou-se um controle mais
efetivo nas fases iniciais da doenca.

No cultivo com aplicagbes semanais 0s resultados foram semelhantes aos
obtidos por Bettiol (1999) que avaliou a eficiéncia do leite de vaca in natura aplicado
duas vezes por semana nas concentracdes 5; 10; 20; 30; 40 e 50% para o controle
do oidio em abobrinha, em condi¢Bes controladas e obteve controle do oidio de 62,
82, 90, 91, 94 e 93%, respectivamente. Neste mesmo trabalho ao fazer as
aplicacdes uma vez por semana nas concentracdes de 5; 10; 20; 30; 40 e 50%,
obteve aos 38 dias apos o inicio das pulverizagdes um controle de 38; 66; 81; 82; 83
e 84% respectivamente. Sendo que nas concentracdes acima de 10% obteve
controle semelhante aos fungicidas, cujo controle foi de 80%. Bettiol (2003) também
constatou que a pulverizacdo de leite de vaca in natura, uma vez por semana, nas
concentracdes de 5% e 10%, dependendo da severidade da doenca, controla o oidio
da abobrinha e do pepino de forma semelhante aos fungicidas. Resultados
semelhantes também foram encontrados por Ribeiro et al., (2001) ao testar na
cultura da abobrinha em aplicagcbes semanais leite de vaca in natura nas
concentracbes de 20 e 30% e leite de vaca in natura a 30% mais extrato de
primavera (Bougavilleas spectabilis) a 10% obteve 96, 92 e 100% de controle
respectivamente. Bizi (2006) obteve controle de oidio de 36,55% e 44% em mudas
de eucalipto cultivadas em casa de vegetacdo, com aplicacdes semanais de leite de
vaca in natura na concentracéo de 20%, em dois ensaios.

Pela correlacdo entre concentragcfes de leite, AACPD e produtividade,
verifica-se que o0 avangco da doenca afetou negativamente a produtividade.
Aplicacdes de concentracdes de leite de vaca in natura controlaram a doenca
diminuindo a AACPD. Aplicacbes de concentracdes crescentes de leite, pelo

controle da doenca, aumentaram a produtividade de forma linear (Tabela 5).

Tabela 5 - Correlagdo entre 5 concentragcdes de leite em aplicagcdes quinzenais, produtividade e
Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca de Oidio em feijdo-de-vagem.

AACPD Produtividade
Concentragdes -0.7817 0.5895
AACPD -0.6099 -

Nivel de significancia: p<0,01
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Os altos indices de severidade observados na fase de enchimento de vagens
podem ter sido responsaveis pela baixa produtividade média do cultivo. Contudo,
comparando-se a testemunha e o tratamento com leite a 15% obteve-se um
incremento de produtividade de 2.289 kg ha™t (Figura 4). Considerando-se uma
aplicacdo de 1.000 litros de calda ha™ (Agrofit, 1998), nesta concentracdo o volume
de leite utilizado é de 150 litros, levando-se em conta sete aplicacdes ao longo do
ciclo, o volume de leite gasto seria de 1.050 litros. Sendo o leite um produto barato e
de facil acesso ao produtor, sua aplicacdo apresenta uma relacdo custo-beneficio
vantajosa ao produtor. Em reforco Bettiol (2004) ressalta que o leite ndo é um
contaminante do ambiente ou dos alimentos, consequentemente, pode ser utilizado

em qualquer modelo de agricultura.
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Figura 4 - Produtividade de feijdo-de-vagem cultivado em estufa apds aplicagéo quinzenal de
diferentes concentracdes de leite de vaca in natura. *p<0,05 C.V. 22,01%.

Analisando-se o efeito de diferentes concentracdes de leite de vaca in natura
no controle de oidio em feijdo-de-vagem cultivado em vaso, em aplicagfes semanais
e quinzenais com e sem uso de espalhante adesivo verificou-se que concentracdes
crescentes de leite diminuiram significativamente a severidade média da doenca nas
quatro situacOes apresentadas. A area abaixo da curva de progresso da doenca
apresentou uma tendéncia linear decrescente em relacédo as concentragcdes de leite

aplicadas, em todas as situacoes estudadas (Figura 5).
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Figura 5 - Diferentes concentracdes de leite de vaca in natura no controle de oidio em feijao-
de-vagem cultivados em vaso, em aplicagcdes semanais e quinzenais com e sem uso
de espalhante adesivo. *p<0,05

A frequéncia de aplicagdo semanal apresentou uma AACPD
significativamente inferior a freqiéncia de aplicacdo quinzenal ao comparar-se as
médias das concentracdes. Porém ao utilizar-se concentracdes de 15 e 20%
notamos nao haver diferencas significativas entre os tratamentos com aplicacbes
com freqUéncia semanal e quinzenal enquanto que nas concentracdes de 10 e 15%
a AACPD foi inferior quando o leite foi aplicado com frequéncia semanal. Em relacdo
a utilizacdo do espalhante adesivo, ndo se obteve diferenca estatistica em nenhuma
das concentracdes ou frequéncias de aplicacdes para o espalhante adesivo utilizado
(Tabela 6). Estes dados estdo de acordo com Bettiol et al. (2005) em que afirmam
gue o leite ndo exige o uso de espalhante adesivo, entretanto, os resultados séo

melhores com sua mistura na calda de aplicacao
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Tabela 6 - Area abaixo da curva de progresso da doenca de oidio em feijdo-de-vagem sob 5
concentracdes de leite de vaca in natura aplicados semanalmente e
quinzenalmente.

Concentracdes Frequéncia de Aplicacao

Semanal Quinzenal

1307,5 a* 1372,6 a

5 753,3 b 1047,8 a

10 4816 b 867,0 a

15 342,8 a 449,4 a

20 207,3 a 150,1 a

Média 618,5b 7774 a

C.V. (%) 22,94

*Médias na mesma linha, seguidas da mesma letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade
de erro, pelo teste de Tukey.

Em todos o0s experimentos constatou-se, nas plantas do tratamento
testemunha, uma alta intensidade da doenca com senescéncia das folhas, que se
apresentavam com coloracdo amarelada para marrom e o secamento dos ponteiros
das plantas. De acordo com a descricdo de Bedendo (1995), esse efeito se deve a
interferéncia do fungo no processo fotossintético da planta, retirada de nutrientes
das células e diminuicdo da quantidade de luz que chega a superficie das folhas.
Importante ressaltar que em fungdo da existéncia das parcelas testemunha no
interior da casa de vegetacdo, em todos o0s ensaios houve fonte permanente de
inoculo, o que pode ter contribuido para elevar os niveis de severidade nos demais
tratamentos.

Bettiol et al. (1999) descrevem que o leite de vaca in natura pode ter diversas
maneiras de acdo no controle do oidio, como um efeito direto sobre o patégeno,
devido aos microorganismos, sais e acidos. Estas substancias tém sido relatadas
como efetivas no controle de oidio e de outras doengas (Misato et al, 1975). Além
disso, o leite pode também, indiretamente, afetar o patdégeno induzindo o sistema de
resisténcia da planta (Bettiol et al., 1999).

Embora o nivel de controle progredisse linearmente conforme o aumento das
concentragcbes, na concentragcdo de 20% observou-se a presenca de fumagina
causada por Cladosporium sp, conforme também relatado por Bizi, (2006) e Alfenas

(2004), ao mencionar que a aplicacéo de leite em concentracdes entre (5 e 50%) em
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minicepas de eucalipto pode induzir fitotoxicidade e favorecer a incidéncia de
fumagina, causada por Cladosporium spp., prejudicial a planta.

A contribuicdo maior dos resultados deste trabalho € proporcionar o uso do
leite no controle do oidio em mais uma cultura, na qual a doenca é importante e de
dificil controle. Haja vista que o oidio pode induzir perdas de até 69% em feijao
(Arriel et al., 1991). O fato do controle de oidio em feijao-de-vagem ser
proporcionado principalmente por fungicidas aumenta o custo de producédo e traz
prejuizos ambientais e para a saude dos agricultores e consumidores. Assim sendo
a alternativa de controle do oidio em feijdo-de-vagem pelo uso do leite contribuira
para reduzir os custos de producdo e ofertar um produto de menor risco para a

saude humana, produzido em sistema de cultivo organico.

5.2.Efeito do leite de vaca in natura e de seus elementos quimicos no

controle do oidio em feijdo-de-vagem

Apenas os tratamentos utilizando-se leite de vaca in natura a 20% e a
combinacao de diferentes elementos quimicos aplicados na proporcdo existente em
leite na concentragdo de 20%, diferiram estatisticamente da testemunha (agua).
Embora o tratamento composto pelos diferentes elementos quimicos tenha se
diferenciado da testemunha, este ndo obteve o mesmo efeito do leite in natura, que

se mostrou o melhor tratamento (Tabela 7).

Tabela 7 - AACPD e severidade média de oidio em feijao-de-vagem sob pulveriza¢cbes
semanais de leite de vaca in natura e seus elementos quimicos

Tratamento Material AACPD
Ca 0,96 g L1 Ca(NO;),.4H,0 505,05 ab*

0,79 g LT KNO3 520,70 ab
P 0,51¢g L™t NH4H,PO, 575,75 ab
Na 0,23 g L Na,CO3 602,18 ab
Cl 0,51¢g L™t NH4CI 582,97 ab
(Cat+K+P+Na+Cl) Mistura dos anteriores 316,11 bc
Leite 200 ml L™ leite de vaca in natura 205,00 ¢
Teste Agua destilada 731,83 a
C.V. (%) 27,32

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de significancia.
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Homma et al., (1981) ao aplicar bicarbonato de sédio (NaHCOs) a 2g L™,
obteve como resultado a inibicdo de 80 a 100% de conidios, a redugdo do namero
de conidios formados nos conidiéforos, ruptura da parede celular dos conidiéforos e
anomalias morfolégicas nos conidios, além da inibicdo da formacéo de conidioforos,
bem como controle da elongacao das hifas de Sphaerotheca fuliginea., sendo efetivo
no controle de oidio em pepino. Bicarbonato de potassio reduziu a germinagdo de
conidios, o numero de conidiéfors e a ramificacdo das hifas de Sphaeroteca
pannosa var. rosae, em roseira (Porter et al., 1993). Polifosfato de sodio e
monofosfato de potassio, em aplicacdes semanais foram efetivos na redugcdo da
incidéncia de oidio do tomateiro, causado por Erisiphe sp. (Garibaldi et al., 1994);
monofosfato de potassio a 1% reduziu em 50% a infeccédo de Sphaerotheca fusca da
abobrinha (Titone et al., 1998).

Pela analise de comparacéo dos dados obtidos, na reducdo da doenca, entre
0s tratamentos testemunha leite e combinacdo de componentes quimicos , pode-se
concluir que os elementos quimicos presentes no leite tem um efeito sobre o
patdgeno. Este efeito na reducdo da doenca pode ter ocorrido devido a inducédo de
resisténcia, pois ha relatos que fosfatos dibasico e tribasico de potassio induziram
resisténcia em pepino contra Oidium SP (Mucharromach & Kuc, 1991) e a inducdo
de resisténcia é sugerida como a forma de acéo de sais como polifosfato de sédio e
monofosfato de potassio no controle de oidio (Garibaldi et al.,1994); Titone et al.,
1998 e Pasini et al., 1997).
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5.3. Atividade metabdlica em tecidos foliares de feijdo-de-vagem tratados

com leite de vaca in natura

A aplicacdo de concentragdes crescentes de leite de vaca in natura em feijao-
de-vagem cultivado em ambiente controlado, proporcionou altera¢cdes nos niveis de
proteinas totais, acucares totais e redutores, atividade de peroxidases e fenilalamina
amonialiase, em avaliacdes nos tecidos foliares 24, 48 e 72 horas apés a aplicacao
do leite (Figuras 6, 7, 8, e 9).

Nas avaliagbes bioquimicas realizadas observaram-se altera¢cdes nos teores
bioquimicos foliares das proteinas totais, ocorrendo um aumento do teores de
proteinas em funcdo do aumento da concentracdo de leite aplicado (Figura 6a, 6b e
6c). A alteracdo nos niveis de proteina totais sugere-se que esteja relacionado a
sintese de proteinas-RPs, além de outras proteinas relacionadas a defesa vegetal.
Entre as proteinas-RPs mais pesquisadas estao as B-1,3-glucanase e a quitinase,
com atividade antimicrobiana hidrolitica, quebrando polimeros estruturais presentes
na parede dos patdgenos, sendo expressas na RSA, e estdo associadas a cascata
de sinais do acido salicilico, o qual é o sinalizador para a expressao dessas
proteinas relacionadas a patogenicidade (Glazebrook, 2005).
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Figura 6 - Proteinas totais em tecido foliar de feijao-de-vagem ap06s 24, 48 e 72 horas da

aplicacdo de cinco diferentes concentragdes de leite de vaca in natura. *p<0,05
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A aplicacéo do leite de vaca in natura em feijdo-de-vagem demonstrou que o

mesmo possui efeito na atividade metabdlica dos tecidos foliares, alterando os niveis

de acucares totais e redutores. Sendo observada essa tendéncia de aumento apos

24 horas para acucares totais (Figura 7a), mantida na concentracdo de 15% apdés 48

horas para acucares totais e redutores (Figura 7b e Figura 7e) e observado o efeito

das concentracbes do leite para o aumento dos teores de acUcares totais e

redutores apos 72 horas (Figura 6c e Figura 6f).
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Figura 7 - AcuUcares totais e redutores em tecido foliar de feijdo-de-vagem ap6s 24, 48 e 72 horas
da aplicacdo de cinco diferentes concentracfes de leite de vaca in natura. *p<0,05.
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A elevacao dos teores de acUcares redutores (glicose, manose e frutose) e
acuUcares totais (redutores e sacarose) pode estar relacionada ao aumento da
atividade metabdlica das plantas induzidas, pois o0s ciclos metabdlicos estdo
integrados e um processo de inducdo de compostos do metabolismo secundario
pode afetar o metabolismo primario do carbono, como a glicolise, pentose fosfato ou
ciclo do acido citrico. Kuhn (2007), trabalhando com o indutor de resisténcia ASM
em feijoeiro obteve alteracdo nos niveis de acuUcares redutores, e sugere que a
elevacdo dos niveis de acUcares redutores seja uma evidéncia da inversao no
processo de armazenamento, visto que, para a planta manter um nivel respiratorio
mais elevado ha necessidade de agucares simples disponiveis.

Segundo Silva et al. (2008) as doencas causadas por fungos podem ocorrer
tanto sob condi¢des de alta como de baixa disponibilidade de acuUcares nas plantas.
Segundo estes mesmos autores os fungos causadores de oidios precisam de uma
grande quantidade de acuUcares sollveis durante o processo de parasitismo em
comparacdo com o0s fungos necrotroficos. Relatam também que existe uma
correlacéo entre a severidade do oidio e o incremento na concentracao de agucares,
com um valor 6timo na ordem de 0,8 M. Incremento acima deste valor faz com que
as folhas fiquem resistentes. Este valor 6timo depende da espécie do fungo
causador do oidio, da espécie hospedeira e também de fatores ambientais (Wright et
al., 1995).

A andlise de variancia revelou que houve efeito significativo das
concentracbes de leite na atividade de peroxidases, em 24 e 48 horas apés a
aplicacdo. Através da analise de regressdo verificou-se que a atividade de
peroxidases apresentou uma tendéncia linear crescente em relacdo as
concentracdes de leite aplicadas (Figura 8a e 8b). Estes dados sédo coerentes com a
afirmacao de Kuhn (2007), de que na maioria dos casos 0 aumento na atividade das
peroxidases esta diretamente relacionado a reducédo da severidade da doenca e
Bonatti et al. (1994) ao afirmar que mudancas na atividade das peroxidases tém
sido frequentemente correlacionadas a resposta de resisténcia ou suscetibilidade
em diferentes patossistemas. As peroxidases nao tém relacdo direta com a inducao
de resisténcia, no entanto, a alteracéo de sua atividade € um indicio de alteracéo do
metabolismo da planta, como na formacdo da lignina pela polimerizacdo de fendis
(Labanca, 2002).
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A atividade da peroxidase, na maioria dos casos, aumenta sob condi¢des de
diferentes situacdes de estresse, provocada por ferimentos, infeccbes por fungos,
salinidade, déficit hidrico, déficit nutricional, dentre outros, levando também ao
acréscimo na producédo de lignina e etileno (Schallenberger, 1994). Avaliando o
incremento na atividade da peroxidase pelo uso do leite, pode-se considerar que
possivelmente o caminho da defesa vegetal esteja diretamente ligada a lignificagdo
dos tecidos aonde ocorre a polimerizacdo da lignina a partir da oxidacdo de
hidroxilas de grupos fendlicos (Broetto, 1995; Pascholati & Leite 1995). A
potencializacdo da sintese de lignina torna a parede celular das células vegetais
mais rigidas além de frequentemente também estar associada ao bloqueio do

crescimento de patdgenos (Taiz & Zeiger, 2004).
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A atividade da FAL ndo obteve modificacdes significativas 24 horas apos a
aplicacéo de diferentes concentracdes de leite, porém sua atividade foi diminuida
significativamente de forma quadratica 48 horas apds as aplicacbes e de forma
linear 72 horas apos as aplicacées de diferentes concentracdes de leite (Figura 9).
Caso semelhante ocorreu quando Sbalcheiro (2006) testou biocontroladores em
feijdo e observou aumento na atividade de peroxidase e diminuicdo na atividade da
FAL. Segundo Halfeld-Vieira (2002) na interacdo planta-patdgeno a inducédo da
producdo de peroxidase constitui um dos primeiro eventos, diretamente relacionado
ao fenbmeno da “explosdo oxidativa”. O fenbmeno contribui para uma rapida
producdo de espécies ativas de oxigénio (EAOs), que causam a morte celular e
possuem atividade antimicrobiana, agindo diretamente sobre o patégeno. Assim
pode-se concluir que a elevacao na atividade das peroxidases pode ter interferido no
desencadeamento de reacdes que dificultaram o desenvolvimento do patégeno, o
que talvez ndo tenha permitido em aumento da atividade da FAL, como também
conclui Sbalcheiro (2006).
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Podendo também se levar em consideracdo que o processo de indugéo de
resisténcia ndo esteja diretamente relacionado a ativagdo do metabolismo
secundario via rota do acido chiquimico, e sim através de outras rotas alternativas
para producdo de peroxidases ou até mesmo ativacdo de proteinas-RP, ja que foi
observado uma elevagédo dos niveis de proteinas totais em funcéo da aplicacdo do

leite.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir que:

O controle obtido pela aplicacdo do leite de vaca in natura em
frequéncias semanais foi superior ao obtido por aplica¢cées quinzenais;
O leite de vaca in natura aplicado quinzenalmente promove o controle
de oidio em feijdo-de-vagem de forma mais efetiva no inicio da
infestacao;

Sua aplicagéo pode dispensar o uso de espalhante adesivo;

As concentracdes mais viaveis estdo ente 10 e 15%, onde obteve-se
bons niveis de controle sem a presenca de efeitos deletérios;

O leite de vaca in natura possui em sua composicao elementos
guimicos cuja atuacdo combinada promove o controle de oidio em
feijdo-de-vagem;

O leite de vaca in natura € um tipo de elicitor que induz a uma resposta
de resisténcia, alterando a atividade de enzimas relacionadas com a

defesa do feijao-de-vagem;
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A utilizag&o do leite de vaca in natura no controle do oidio em feijao-de-vagem
se apresenta como uma alternativa promissora no controle desta importante doenca,
sobretudo em sistemas organicos de producgéo. Contudo, em funcao dos resultados
obtidos consideramos que. O uso do leite de vaca in natura demonstrou capacidade
de intervencdo nos processos metabodlicos das planta de feijdo-de-vagem, atuando
como um indutor de resisténcia, parecendo ativar rotas do metabolismo secundario
para compostos relacionados a patogenicidade, bem como ativacdo de proteinas
responsaveis pela resisténcia da planta ao ataque de doencas. Também verificou-se
gue o uso combinado de componentes quimicos promove o controle de oidio a
semelhanca do leite de vaca in natura na concentracdo de 20%.Outros trabalhos de
pesquisa devem dar continuidade a essas respostas no sentido de elucidar se este
controle se da pelo efeito quimico direto dos componentes quimicos sobre o
patdgeno ou pela inducédo de resisténcia.

Pesquisas devem ser complementadas com relacdo ao possivel controle
biolégico dos microorganismos presentes no leite sobre o oidio em feijado-de-vagem.
Também a possibilidade do controle fisico promovido pela gordura existente no leite,
precisa ser investigada
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