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RESUMO GERAL

BHERING, ALINE DA SILVA. Hérnia das cruciferas (Plasmodiophora brassicae) em
couve-flor (Brassica oleracea var botrytis) e suas relacées com manejo do solo e da cultura
no municipio de Nova Friburgo, RJ. 2017. 147F. Tese (Doutorado em Fitotecnia). Instituto
de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio De Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

O municipio de Nova Friburgo destaca-se como grande produtor de hortali¢cas e de couve-flor.
Produz duas a trés safras de couve-flor por ano em areas de acentuada declividade e sob praticas
de manejo convencional e com cultivo intensivo ao longo do ano. A produtividade e qualidade
de couve-flor, porém, vem sendo limitada pela ocorréncia de hérnia das cruciferas, causada por
Plasmodiophora brassicae, protozoario habitual do solo e fitoparasita obrigatorio. O presente
trabalho foi realizado na Microbacia de Barracdo dos Mendes, em unidades de produgdo
familiar com cultivo de couve-flor ha mais de 30 anos. Teve como objetivos: 1) identificar as
relacdes entre os atributos do solo a severidade da doenca; 2) identificar as praticas de manejo
adotadas e as suas relagdes com a ocorréncia da hérnia das cruciferas ¢ a diversidade
microbiana; 3) avaliar o efeito da calagem na redugdo das perdas pela doenca; e, 4) avaliar a
relacdo entre teores de Al e o desenvolvimento da planta e do processo de infec¢do pelo
patogeno. Constatou-se que, a acidez do solo e aplicacdo de grandes quantidades de cama-de-
aviario “fresca” e os altos teores de AI** foram os atributos de solo que mais contribuiram para
o aumento da severidade da doenga e redug@o da producdo de biomassa pelas plantas. A doenga
ocorre de forma generalizada na regido, mas com variagdes quanto a severidade, e que este
quadro resulta da ndo ado¢do de medidas de carater preventivo e ou de estratégias basicas como
a correcao da acidez do solo. Os teores de matéria organica e de fosforo afetaram, positiva e
negativamente, respectivamente, a diversidade bacteriana, mas sem ter uma relag@o direta com
a ocorréncia da doenga. A aplica¢do de doses crescentes de calcario, até 4,0 t.ha'!, resultou em
ganhos significativos na producdo de couve-flor, seja pela redugdo da severidade da hérnia das
cruciferas, seja pelo aumento do volume do sistema radicular sadio. O aluminio reduziu o
comprimento de parte aérea, a concentragdo e acimulo de calcio nas folhas e raizes. O aluminio
ocasionou ma formagdo da lamela média e danos na parede celular. O patoégeno reduziu o
comprimento de raiz e o volume de raiz sadia e aumentou a concentracdo de célcio e as divisdes
celulares nas raizes.

Palavras-chave: Patogeno de solo, solos tropicais, aluminio.
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GERAL ABSTRACT

BHERING, Aline da Silva. Clubroot (Plasmodiophora brassicae) in cauliflower (Brassica
oleracea var botrytis) and its relationship with management of soil in the municipality de
Nova Friburgo, RJ.2017. 147f. Thesis (Doctor in Agronomy, Crop production). Instituto de
Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

The city of Nova Friburgo stands out as a major producer of vegetables and cauliflower. It
produces two to three cauliflower crops per year in areas of steep declivity and under
conventional and intensive cultivation practices throughout the year. The cauliflower
productivity and quality, however, has been limited by the occurrence of cruciferous hernia,
caused by Plasmodiophora brassicae, common protozoan of the soil and phytoparasite
obligatory. The present study was carried out in the Barracdo dos Mendes microbasin, in family
production units with cauliflower cultivation for more than 30 years. It had as objectives: 1) To
identify the relationships between soil taxes and the severity of the disease. 2) To identify the
adopted management practices and to identify their relations with the occurrence of hernia of
the crucifers; and 3) microbial diversity; 4) To evaluate the effect of liming on reducing disease
losses and, 5) To evaluate the relationship between Al contents and the development of the
plant and the process of infection by the pathogen. It was found that the soil acidity and the
application of large quantities of uncomposted poultry manure, the high levels of AI** were the
atributes that contributed the most to the increase of disease severity and reduction of biomass
production plants. The disease occurs in a general way in the region, but with variations in
severity, and that this situation results from the non-adoption of preventive measures and / or
basic strategies such as the correction of soil acidity. The organic matter and phosphorus
contents affected, positively and negatively, respectively, the bacterial diversity, but without
having a direct relation with the occurrence of the disease. The application of increasing doses
of limestone, up to 4.0 t.ha™!, resulted in significant gains in cauliflower production, either by
reducing the severity of clubroot or by increasing the volume of the healthy root system. The
aluminum reduced the length of aerial part, the concentration and accumulation of calcium in
the leaves and roots. Aluminum caused malformation of the middle lamella and damage to the
cell wall. The pathogen reduced root length and healthy root volume and increased calcium
concentration and cell divisions in roots.

Keys-word: Soil pathogen, tropical soils, aluminum.
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(seta verde; e plano de divisdo assimétrico (C). Esporos de
P. brassicae nas células parénquimaticas do no cortex e do
cilindro vascular e em pelo menos duas fases de seu ciclo
e esporos de resisténcia plasmodio secundario (E e

Micrografias 6ticas de cortes transversais da regido de
absorcao de raizes de plantulas de couve-flor (Brassicae
oleraceae) corados com azul de toluidina apds terem sido
mantidas em solugdo nutritiva simples com 60 uM.L!
aluminio e P. brassicae por 30 dias. Visdo geral do tumor
vascular, sem organizagdo anatdmica de raiz (B e C);
Células parenquimaticas aglomeradas, de arranjo frouxo,
com presencga de feixe vascular e auséncia de epiderme,
semelhante a um calo (B); Células com patdogeno
agrupadas e hipertrofiadas (D e E); Tecido desorganizado
e mais frouxo na periferia (F)........ccoeveeieriinciececieeeen,
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1. INTRODUCAO GERAL

Dentre as espécies de hortaligas cultivadas em Nova Friburgo-RJ, a couve-flor
constitui a mais importante, principalmente no inverno, destacando por sua expressiao
econdmica na regiao.

As brassicas estdo sujeitas a varias enfermidades, e em Nova Friburgo-RJ o destaque
¢ a hémia das cruciferas, causada pelo Plamodiophora brassicae (MAY et al. 2007,
FILGUEIRA 2008). Esta doenca tornou-se um fator limitante ao cultivo de diferentes espécies
de Brassicas como a couve-flor e varias outras hortalicas como couve comum, brocolis, couve-
chinesa além de canola e varias outras espécies da familia Brassicaceae em todo mundo
(DIXON 2009a).

Esta doenca ¢ causada por um protozodario habitante do solo e parasita obrigatorio. Este
fitopatdgeno apresenta ciclo de vida complexo que inicia a partir do inoculo primario
constituido por esporos de resisténcia dispersos por tecido podre da raiz do hospedeiro no solo.

Os sintomas tipicos da doenca sdo galhas radiculares que resultam na reducdo do
sistema radicular ativo das plantas e no desenvolvimento de sintomas secundarios como
murchas nos horarios mais quentes do dia, subdesenvolvimento, amarelecimento das folhas e,
em casos mais graves, morte da planta (WALLENHAMMAR 1998, DIXON 2009a,
KAGEYAMA e ASANO 2009, HWANG et al. 2011 a,b).

Dentre os fatores que favorecem a ocorréncia da doenga estdo a umidade do solo,
principalmente quando excede a 70% da capacidade de campo (HORIUCH e HORRI, 1980), a
temperatura entre 12-30° C que favorece a germinagdo dos esporos de resisténcia (ROSA et al.
2010) e a acidez do solo. Segundo Buczacki (1983); Donald e Porter, (2009); Gossen et al.
(2014), a doenga ¢ controlada quando o pH do solo esta acima 7,2, por desfavorecer a
germinagdo dos esporos de resisténcia.

O controle da doenga ¢ dificil devido a capacidade do patégeno sobreviver por
periodos longos na forma de esporos de resisténcia e facil dispersao destes (DIXON 2009a),
sendo mais vidveis as medidas preventivas tais como: o uso de mudas sadias, cuidados com a
qualidade da agua de irriga¢do, dando prioridade para dreas com boa drenagem, reducdo da
movimentacdo do solo por maquinarios e implementos (REIS, 2009) visando reducdo da
dispersao do indculo inicial. Ainda se destaca como controle preventivo, a escolha da época de
plantio no intuido de desfavorecer as condi¢des favoraveis ao patdogeno, como épocas mais
secas (GOSSEN et al. 2012)

A aplicacdo de calcario, por meio da pratica conhecida como calagem, ¢ a forma mais
pratica e econdmica para elevacdo do pH do solo e fornecimento de calcio e magnésio. Em
adicdo, possui outros efeitos positivos como a neutralizagdo do aluminio, aumento na
disponibilidade de nutrientes e da atividade microbiana. Assim, a alteracdo do pH do solo é um
dos fatores mais tradicionais na tentativa de controle da doenca.

Apesar de intimeros trabalhos abordando o efeito do pH e dos niveis de Ca do solo
sobre o desenvolvimento, nao ha referéncias sobre a relacdo entre a acidez, teor de Al trocavel
e a severidade da doenca. Vérios autores relatam o pH como medida da acidez do solo, porém
nao relacionam a influéncia direta ou indireta do Al na severidade da Hérnia, mesmo sendo este
uma forma de acidez do solo denominada de acidez trocavel (SOUSA et al. 2007).

A utilizagdo de compostos orginicos pode ser interessante agronomicamente por
contribuir para a sanidade do sistema radicular da planta, promovendo uma melhor estrutura do
solo e aumentando sua atividade microbiana, que tem uma importante funcao na supressdo da
hérnia das cruciferas (PENALBER 2009; MURAKAMI et al. 2000b). Por isso, ¢ necessario
conhecer os fatores que podem influenciar e favorecer a diversidade microbiana e o impacto
causado por ela na populag@o de P. brassicae no solo.



O Capitulo I refere-se aos fatores do solo relacionados com a severidade da Hérnia no
Rio de Janeiro, Brasil. Esse capitulo teve como objetivo identificar as relagdes entre os atributos
do solo e a severidade da doenga no cultivo de couve-flor no municipio de Nova Friburgo-RJ.

O Capitulo II refere-se a caracterizacdo de unidades familiares em Nova Friburgo-RJ
quanto ao manejo da couve-flor e da hérnia das cruciferas, e teve como objetivo identificar as
praticas de manejo e relacionar com a ocorréncia da hérnia das cruciferas, em 3 comunidades
produtoras de couve-flor no municipio.

O Capitulo III trata da relagdo entre atributos fisicos, quimicos e microbioldgicos do
solo e ocorréncia de hérnia das cruciferas em areas de cultivo de couve-flor, visando observar
quais os atributos que estdo influenciando na ocorréncia do P. brassicae e na diversidade
bacteriana destes solos.

O Capitulo IV teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes doses de calcario na
correcdo da acidez do solo e na melhoria de sua fertilidade e a resposta de duas cultivares de
couve-flor quanto ao desenvolvimento do sistema radicular, reducdo da severidade da hérnia
das cruciferas e produtividade em Nova Friburgo, RJ.

E por fim no capitulo V, avaliou-se o efeito do aluminio e de Plamosdiophora
brassicae na anatomia radicular e crescimento da couve-flor.



CAPITULO I

FATORES DO SOLO RELACIONADOS COM A SEVERIDADE DA
HERNIA DAS CRUCIFERAS NO RIO DE JANEIRO, BRASIL.
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ABSTRACT

Soil pH and calcium levels are determining factors in the success or failure of
managing clubroot during the cultivation of Brassica spp. The aim of the present study was to
evaluate the influence of soil attributes in tropical regions on the development of roots and
clubroot and the accumulation of biomass and nutrients in cauliflower. One hundred and fifty-
one samples of soil and plants samples were collected from 16 family farms that have a history
of more than 50 years of regular cauliflower cultivation in Nova Friburgo, Rio de Janeiro,
Brazil. Chemical and physical analyses were performed on the soil samples, and the severity of
clubroot and the accumulation of biomass and macronutrients in individual plants and plant
tissues. Clustering and main principal component analyses were performed on the data. The
disease occurred on all farms, but with different intensities. A direct relationship was observed
for the soil attributes (acidity and exchangeable aluminum content in particular) with the
percentage of roots with clubroot and with the accumulation of biomass and macronutrients in
the different plant organs. To reduce losses from clubroot in weathered soils, practices should
aim to reduce the pathogen’s inoculum potential and improve the physical and chemical
conditions of the soil, which would favor root development of the plants.

Keywords: Brassica oleracea var. botrytis, Plasmodiophora brassicae, root volume,
aluminum, weathered soils, tropical region.



2. INTRODUCTION

Clubroot disease is caused by Plasmodiophora brassicae (Wor.), and occurs widely in
humid areas with routine cultivation of Brassica spp., whether in temperate or tropical high-
altitude areas (DIXON 2009b). In Brazil, its occurrence has been recorded in the states of Rio
Grande do Sul and S&o Paulo (DIXON 2009b, RUARO et al. 2009), and it is widely observed
in the mountainous region of the state of Rio de Janeiro (GRISEL and ASSIS 2012).

The incidence and severity of clubroot worsens with increased frequency and
intensification of brassica vegetables cultivation, such as cauliflower (B. oleracea L. var.
botrytis L.), bok choy (Brassica pekinensis L.), broccoli (Brassica oleracea L. var. italica
Plenck), and canola (Brassica napus L.) (DIXON 2009b; GOSSEN ez al. 2014). The life cycle
of P. brassicae is complex and can be divided into two phases: 1) germination of the resting
spores under stimulation from root exudates of host species, release of the primary zoospores,
and subsequent infection of the root hairs, and 2) colonization and proliferation of the pathogen
in the cortex of the roots and subsequent formation of root galls (NIWA et al. 2008). As the
disease progresses, there is a reduction in the effective root system of the plant and,
consequently, a reduction in the water and nutrient absorption process, which leads to the
appearance of secondary symptoms, such as wilting during the hottest hours of the day, stunting
and reduced biomass production and commercial quality of the vegetables (GOSSEN et al.
2013). With the decay and decomposition of the infected roots comes the release of resting
spores that survive in the soil for long periods, even in the absence of a host
(WALLENHAMMAR 1996).

The severity of disease and subsequent losses are related to the pathogen population
(e.g., inoculum density and distribution), to the host plant (Ievel of susceptibility and life cycle),
and to physical (texture, humidity, and temperature), chemical (pH and levels of Ca, N, and B),
and biological (macro- and microflora) factors of the soil (DONALD and POTER 2009;
DIXON 2009a; SHARMA et al. 2011; GOSSEN et al. 2014). The losses caused by clubroot in
susceptible crops are increased by sequential planting of host species, frequent soil turning,
movement of machinery and implements, and regular irrigation, which increase pathogen
survival and dissemination and subsequent plant infection. These losses, however, are difficult
to quantify and may vary according to plant species, the timing of initial infection, and the age
of the plant (DIXON 2009a; GOSSEN et al. 2014). Disease quantification is complex and is
done using descriptive (WALLENHAMMAR et al. 2000) or numeric scales (TAKAHASHI et
al. 2005).

There is consensus in the literature that pH and Ca levels in the soil are determining
factors in the management of clubroot because they affect the longevity and germination of
resting spores and the infection and colonization of the root hairs (DIXON 2014). The effects
of pH and Ca on clubroot are independent and complementary, but the effect of pH dominates
because pH also regulates Ca solubility in the soil (NIWA et al. 2007; DIXON 2009a).
Increasing the pH to values equal to or greater than 7.2 is recommended for controlling clubroot.
However, failures with this method have been reported and these have been attributed to the
high inoculum potential in the soil and issues such as the method used for applying and
incorporating limestone, its neutralization power and granulometry, and the moisture and
texture of the soil (DONALD and PORTER 2009). High levels of organic matter (OM) in the
soil have also been associated with suppression of and reduction in losses due to clubroot;
however, there are conflicting reports (Dixon 2014; Gossen et al. 2013).

Generally, studies on clubroot have focused on the pathogen’s behavior and its
interaction with the host plant but have not addressed the morphological, physiological, and
nutritional characteristics of the plant itself. Cauliflower typically presents root growth to a



depth of 85 to 115 cm. This plants horizontal root growth is approximately three times as
extensive as its vertical growth, with intense branching and root hair production in the upper
soil layers. Branching and root hair production increase with increasing N supply (Thorup-
Kristensen and Boogaard 1998). Cauliflower has a high water demand and is irrigated from
planting until harvest to maintain moisture close to field capacity. In terms of soil fertility,
cauliflower responds best when grown in soils with a pH between 6.0 and 6.8, with a base
saturation of 80%, and with high levels of macro- and micronutrients (May et al. 2007). The
availability of micronutrients for plants in soils with pH equal to or greater than 7.2 is reduced
and can lead to deficiency symptoms in the plant (Meurer et al. 2007). Moreover, acidic soils
with a pH of less than 5.5 favor the disease, reduce the availability of Ca, K, Mg, and P, and
increase the concentration of Al™, which is phytotoxic (Meurer et al. 2007).

The present study was conducted in the municipality of Nova Friburgo, located in the
mountainous region of the state of Rio de Janeiro, Brazil. This region has high natural
vulnerability to water erosion, due to its rugged topography, and a predominance of family
farmers who are organized in associations and share machinery and implements. Acidic soils
are also common. These conditions favor the dispersion of P. brassicae and clubroot
development. The farmers intensively cultivate vegetables all year round due to the area’s
favorable climate (mean temperatures of 18.4° C and precipitation of 1372 mm per year)
(CLIMATE-DATA, 2016). Previous soil fertility surveys performed in the region at more than
400 different cauliflower and tomato cropping sites point to recurrent failures to correctly
manage soil fertility, including not conducting soil acidity amelioration, excessive and
unbalanced use of chemical fertilizers, and the use of large amounts of fresh poultry manure
(i.e., uncomposted). Despite these shortcomings, the municipality is the largest producer of
cauliflower in Brazil (IBGE 2006; GRISEL and ASSIS 2012).

This study aimed to evaluate the influence of soil attributes on the development of
roots and clubroot in cauliflower and on the accumulation of biomass and nutrients in the plants.



3. MATERIALS AND METHODS

The study was conducted on 16 family farms that have a history of more than 50 years
of regular cauliflower cultivation in the communities of Serra Nova, Serra Velha and Rio
Grande in the municipality of Nova Friburgo, Rio de Janeiro state (RJ), Brazil (22° 17’ 14*’S
and 42° 32° 01°’W). Initially, a survey of the farms was performed to determine the history of
soil usage, soil characteristics, and management practices adopted. The selected farms have
steep slopes and intensive soil preparation is routinely performed via plowing and harrowing
using machines and tools shared by the community of growers. Soil conservation practices have
not been adopted. On all 16 farms, large amounts of chemical fertilizers were applied at planting
and as a top-dressing. Planting fertilizations were done with simple and triple superphosphate,
urea and KCI. In general, top-dressing fertilizations were done with uncomposted poultry
manure (approximately 30 Mg/ ha), applied about four weeks after planting, and with urea plus
KCl, applied about six and nine weeks after planting. Foliar fertilization with micronutrients
were also made. Fertilization is usually not based on results of soil analyses and liming is not
performed on most of the farms.

All plantings used one of the two standard plant spacings (0.60 x 0.60 m or 0.70 x 0.70
m) giving a mean population of 27,777 and 20,408 plants/ha, respectively. Sampling was
performed in August/September 2013 (the winter harvest) when the plants, cvs. Bola de Neve
or Teresopolis Gigante, were nearly ready to be harvested, approximately 80 to 90 days after
transplanting.

In each farm, about 8 to 10 whole plants and the soil around these plants were
harvested. In total, 151 samples of soil and 151 plant samples were obtained in the study region.
Samples were harvested every 20 m in zig-zag pattern traversing from the highest point to the
lowest of the terrain. Plants were selected at commercial harvesting point, that is, with fully
developed inflorescences and flower buds attached.

For the harvest of the aerial part of the plants, the flush cut was performed at the base
of the plant, separating the aerial part from the root. The aerial part of each plant was divided
into leaves, stems, and inflorescence, and the fresh weight of each organ was determined.

In order to maintain the integrity of the roots, these were collected together with the
soil - in undisturbed soil samples (centered on each root). These samples were collected with
the aid of a metal cylinder 25 cm in diameter and 30 cm deep. The samples of soil plus the roots
contained in the cylinders were carefully removed, labeled, and transported to the laboratory.
The volumes containing the soil and roots were broken up, and the roots were carefully
separated, washed to remove the remaining soil, and then analyzed.

The fresh weight of root was determined. Subsequently, the healthy roots and roots
with galls were separated. Their fresh weights were measured,and their volumes were
determined by measuring the volume of water displaced by galls and by the healthy roots in a
graduated beaker. The percentages of roots with clubroot (PVCR) and percentages of healthy
roots (PVHR) were calculated by using the ratio of the root volumes with clubroot (VCR) and
the healthy root volumes (VHR), respectively, to the total root volume (VTR).

To determine the dry weight, the different organs of the plants (stems, leaves,
inflorescence, and roots) were dried in a forced-air oven at 60°C until a constant weight was
reached (about 96 hours). Dried organs were then ground in an IKA model A-11 analytical mill,
and 1.0 g portions were taken to determine the Ca, Mg, K, and Al content of each organ of each
plant. These samples were digested by wet processing in a MARS Xpress® Digestor (CEM
brand) using the SW-846 3051A method (USEPA, 2007) with 10 ml of HNO3 (VETEC 65%)
(1600 W power for 16 min at 180°C). After digestion, the total concentrations of Ca, Mg, and
Al were quantified in the extracts using a Perkin Elmer OPTIMA 3000 plasma emission



spectrometer (ICP-OES) with detection limits of 0.021, 0.027, and 0.089 mg/kg and
quantification limits of 0.07, 0.09, and 0.30 mg/kg, respectively. The content of K in the extracts
was measured in a Digimed DM-62 flame photometer (Digimed Analytical Instruments, Sao
Paulo, Brazil) with a detection limit of 0.5 mg/kg and a quantification limit of 1.0 mg/kg. The
detection limit of the method was calculated as three times the standard deviation of the blank
sample of all the analyses (10 repetitions). The certified sample “SRM 1573a - Tomato Leaves”,
certified by the National Institute of Standards and Technology (NIST, 1995), was the reference
material used as an analytical standard. This sample had the following concentrations: 50.5 +
0.9 g/kg of Ca (93% recovery), 27.0 £ 0.5 g/kg of K (92% recovery), and 598 + 12.0 mg/kg of
Al (93% recovery). The results obtained from the certified reference materials were within the
ranges accepted by NIST as normal for plant samples. The nitrogen content was determined
from 1.0 g samples dried directly by combustion, using the Dumas method in RapidN Cube
equipment.

Samples from the undisturbed soil cores were collected and frozen to count the number
of resting spores of P. brassicae using the modified method of Murakami et al. (2000).
Moreover, 1 g soil samples were suspended in 50 ml of distilled and autoclaved water and
stirred for 5 min. The pH of the suspension was then adjusted to 10.0 using 1 M NaOH, and the
suspension was then subjected to another 5 min cycle of stirring. At the conclusion of the cycle,
the pH of the suspension was readjusted to 9.0 with 1 M NaOH, followed by another 5 min
cycle of stirring. The sample was sieved in a filter formed by four layers of muslin cloth, and
the filtered sample was then centrifuged at 2000 rpm for 10 min (New Instruments Benchtop
Centrifuge, model NI1814). The residue was washed with distilled and deionized water,
centrifuged three more times at 2000 rpm for 10 min, and finally resuspended in 50 ml of
distilled water. To facilitate visualization of the spores, 90 ul of cotton blue was added to 400
ul aliquots of the suspension. The number of resting spores was counted in three samples from
each suspension with the aid of a hemacytometer and visualization at 100X magnification under
an optical microscope.

For the assessment of soil attributes, the soil samples were processed (air-dried and
passed through a sieve with a 2.0 mm diameter mesh), and chemical analyses were performed
to determine the levels of organic matter (OM), pH (H20), assimilable P and exchangeable K,
Ca, Mg and Al (A1™%), the potential acidity (H+Al), the cation exchange capacity (CEC) at pH
7.0, in accordance with the methodology of EMBRAPA (DONAGEMMA et al. 2011), and the
levels of B in accordance with the azomethine-H methodology (Abreu et al. 1994, modified).
For the extraction of B, 10 g aliquots of soil plus 20 ml of extraction solution at 1.25 M
(BaCl2.2H>0) were heated for 8 min using a microwave at 700 W. Aliquots of 2 ml were taken
from each extract, and 2 ml of azomethine-H solution and 2 ml of buffer solution were added,
followed by a spectrophotometer reading at 420 nm. For validation of the Ca, Mg, and K levels
in the soil samples, the "NIST SRM 2709a - San Joaquin Soil" certified sample was used, which
had the following concentrations: Ca (19.1 + 0.9 g/kg and 95% recovery), Mg (14.6 + 0.2 g/kg
and 95% recovery), K (21.1 + 0.6 g/kg and 96% recovery), and Al*3(75.7 + 0.16 mg/kg and
91% recovery). The results of the analyses were within the ranges accepted by NIST (1995) as
normal for soil samples.

The data for the soil attributes, development of the cauliflower plants and intensity of
the clubroot (Table 1) were subjected to multivariate analysis of the main components,
clustering, and cross-validation in the discriminant analysis using R software (R Core Team,
version 3.2) and descriptive analysis using Microsoft® Office Excel®.

To assess the relationships between soil attributes, development of the cauliflower
plants, and intensity of the clubroot, principal component analysis (PCA) was performed using
prcomp function of R software (R Core Team, version 3.2). The Pearson correlation between



the response variables was measured before carrying out the PCA. To minimize the
autocorrelation effect, the highly-correlated variables were removed from the analysis. Among
the variables with autocorrelation, we selected those that had higher coefficients of correlation
with variables related to clubroot intensity.

To identify samples with similar characteristics, cluster analysis was performed
according to the soil attributes. The Euclidean distance was used as a measure of similarity,
while Ward’s hierarchical method was used as a clustering algorithm. This minimized the sum
of squares (SSQ) within the groups such that more homogeneous groups were formed in each
clustering step (Hair et al. 2005). For this, the soil attributes were used as clustering variables
with standardized data for the mean 0 and variance 1. To interpret and combine the groups, a
link distance greater than 1.25 times the standard deviation of the link distance between all the
observations was adopted as the cutoff point (MILLIGAN & COOPER 1985). For selection of
the correct number of groups, cross validation was performed in the discriminant analysis using
the same discriminating variables that were used in the clustering and assuming equality of the
covariance matrix and the classification probabilities to be equal among groups. Once the
groups were identified, the respective parameters for the position (mean) and amplitude
(standard deviation, minimum, and maximum) of the different variables related to the soil
attributes, plant development, and intensity of the clubroot were calculated. These data are
presented graphically and in tables.



Table 1. Variables of soil attributes, intensity of clubroot attributes and development of
cauliflower plant attributes used in multivariate and descriptive analysis.

Variables Abbreviation
Soil attributes

Soil pH in water pH20)

Levels of macronutrients: total N, assimilable Pand N, P, K, Ca and Mg

exchangeable K, Ca and Mg

Potential acidity H+Al

Exchangeable aluminum Al

Clay Clay

Organic matter OM

Extractable boron B

Cation exchange capacity at pH 7.0 CEC
Clubroot intensity attributes

Concentration of resting spores of P. brassicae in SPO

soil

Clubroot severity estimated with scale! SEV

Volume of healthy roots VHR

Volume of roots with clubroot VCR

Total root volume VTR

Percentage of healthy roots - (VHR/VTR)*100 PVHR

Percentage of roots with clubroot - PVCR

(VCR/VTR)*100

Plant development attributes

Plant biomass accumulation

Total fresh and dry weight of cauliflower plants TFW and TDW
Dry weight of stem SDW

Dry weight of inflorescence IDW

Dry weight of root RDW

Dry weight of leaf LDW

Macronutrients and aluminum accumulation in plant and plant organs

N, K, Ca and Mg accumulated in cauliflower plants
N, K, Ca and Mg accumulated in the stem

N, K, Ca and Mg accumulated in the leaf

N, K, Ca and Mg accumulated in the inflorescence
N, K, Ca and Mg accumulated in the root

Aluminum accumulated in the root

NAT, KAT, CaAT and MgAT
NAS, KAS, CaAS and MgAS,
NAL, KAL, CaAL and MgAL,
NAI KAI, CaAl and MgAl,
NAR, KAR, CaAR and MgAR,
AIAR

Principal component analysis

PCA

! Numeric scales of Takahashi et al. (2005).
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Table 2. Mean, standard deviation (SD), and minimum and maximum values of the severity of
clubroot, expressed by the percentages, in volume, of healthy roots and roots with clubroot; number
of spores of Plasmodiophora brassicae in the soil; total dry weight; and the dry weights for the
inflorescence, leaves, stems, and roots of cauliflower plants in the two groups of plants formed by
cluster analysis: Group 1 and Group 2 (G1 and G2).

Root Volume (%)  Spores gﬁ/soil Dry weight (g)
Healthy Clubroot (109 Total Inflorescence Leaf Stem Root
Group 1!
Mean 42.99 57.01 7.8 315.84 76.56 181.71 32.77 29.27
SD 25.44 25.44 3.5 90.33 22.13 82.62 10.69 15.88
Minimum 5.00 7.69 1.5 128.23 41.92 4493 1096 12.24
Maximum 9231 95.00 29.0 697.00 149.46 576.11 64.08 119.17
Group 2!
Mean 25.01 74.99 13.0 232.24 54.86 134.77 23.12  24.59
SD 10.77 10.77 8.5 79.80 18.55 68.67  6.49 9.23
Minimum 7.14 43.28 1.2 110.55 10.07 4493 792 9.00
Maximum  56.72 92.86 39.0 385.75 85.13 275.24 3221 52.95

! Groups 1 and 2 formed by cluster analysis according to the soil attributes.

Table 3. Mean, standard deviation(SD), and minimum and maximum values of soil attributes
in the two groups of plants formed by cluster analysis, Group 1 and Group 2 (G1 and G2), of
the areas sampled to study clubroot in cauliflower.

Group 1 pH K P Ca Mg H+Al Al CEC Clay OM B N
Mean 527 250.51 21472 448 0091 6.61 0.35 12.75 36996 31.75 0.75 2.00
SD 0.51 11479 165.71 1.88  0.31 254 044 3.04 84.26 8.08 0.60 0.66

Minimum 420 38.00 42.00 090 020 070 0.00 499 119.00 9.65 020 0.90
Maximum 6.40 714.00 638.00 1090 1.70 13.60 2.10 22.08 570.00 5844 3.60 3.60

Group 2 pH K P Ca Mg H+Al Al CEC Clay OM B N
Mean 498 23152 202.09 3.89 0.73 7.11 0.61 12.40 358.11 2947 1.02 1.68
SD 0.36 13436 137.80 227 0.31 1.41 0.58  2.85 60.99 5.86 095 0.56

Minimum  4.00 76.00  42.00 1.30 030 4.00 0.00 742 187.00 1259 0.02 0.00
Maximum 5.70 869.00 638.00 10.80 1.40 9.90 1.80 20.25 475.00 4051 4.40 2.80

pH = pH in water; K = exchangeable potassium (mg/kg); P = assimilable phosphorus (mg/kg); Ca =
exchangeable calcium (cmolc/kg); Mg = exchangeable magnesium (cmolc/kg); H+Al = potential acidity
(cmolc/kg); Al = exchangeable aluminum (cmolc/kg); CEC at a pH of 7.0 (cmolc/kg); Clay = clay (g/kg); OM =
organic matter (g/kg); B = extractable boron (mg/dm?); and N = total nitrogen (g/kg). Groups 1 and 2 formed by
cluster analysis according to the soil attributes.
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Fig. 1. Principal component analysis (biplot graph) relative to the study of clubroot in
cauliflower. A) Soil attributes x severity of the clubroot; B) severity of the clubroot x
accumulation of Ca and Mg in the plant and Al in the root x biomass production of the plant;
C) soil attributes x severity of the clubroot and concentration of spores in the soil; and D)
number of spores x root attributes. Al = exchangeable aluminum; pH in water; Ca =
exchangeable calcium; TDW = total dry biomass of the plant; PVCR = percentage of roots
with clubroot; PVHR = percentage of healthy roots; AIAR = aluminum accumulated in the
root; CaAP and MgAP = accumulated calcium and magnesium in the plant; SPO =
concentration of spores of P. brassicae in the soil; Clay = clay; VTR = total root volume; VHR
= healthy root volume; and VCR = root volume with clubroot.
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4. RESULTS

Plants with clubroot were found on all of the 16 family farms at varying intensities.
Better correlations between the production of biomass by plants and measurements of clubroot
severity were obtained with the volume data (PVCR; r = -0.26) compared to the severity
estimated based on the scale (SEV; r=-0.010). PVCR ranged from 7.69 to 95.0%, while SPO
ranged from 1.5 x 10°to 39.0 x 10° spores of P. brassicae per g of soil (Table 2). There was a
large variation among the soil samples for their attributes, especially those associated with soil
acidity - pH, K, Ca, H+ Al and Al*3, detectable by their minimum and maximum values (Table
3). It was also observed a great variation among the plant samples for the accumulation of dry
matter in the inflorescences, leaves, stems, roots and total (Table 2). The accumulation of Al in
the roots also varied significantly according to the sample, from 0.0002 to 0.1844 g / root.

The relationship among the soil attributes, the development of the cauliflower plants,
and the intensity of the clubroot was identified through PCA. Components 1 and 2 (PC1+PC2)
of the PCA between pH, Ca, and AI™ in soil and PVHR, PVCR, and TDW explain 66.8% of
the observed variance (Fig. 1A). Components 1 and 2 (PC1+PC2) between CaAT, MgAT,
AlAR, and TDW and PVCR and PVHR, explain 67.6% of the observed variance (Fig. 1B).
Components 1 and 2 (PC1+PC2) between pH, Ca, and clay in soil and SPO, PVCR, and PVHR
explain 60.0% of the observed variance (Fig. 1C). Components 1 and 2 (PC1+PC2) between
SPO, PVCR, and PVHR and VTR, VHR and VCR explain 84.8% of the observed variance
(Fig. 1D). The TDW was directly related to the pH and level of exchangeable bases, Ca and
Mg, in the soil and inversely related to Al*? (Fig. 1A). The PVCR exhibited a direct relationship
with the AIAR and an inverse relationship with the CaAT and MgAT (Fig. 1B). The SPO also
exhibited a close relationship with the PVCR, an inverse relationship with the pH and
exchangeable Ca of the soil (Fig. 1C), an inverse relationship with the VHR, and a direct
relationship with the VCR (Fig. 1D).

In the cluster analysis, when using a link distance of 0.03 — equivalent to 1.25 times
the standard deviation of the distance — as the cutoff point in the dendrogram (Milligan &
Cooper 1985), eight groups were identified (Fig. 2). This result was subjected to cross-
validation in a discriminant analysis for evaluating the overall error rate of the distribution of
the samples in the groups. Due to the lower rate for classification errors (5.95%), only two
groups were formed: Group 1 (G1) and Group 2 (G2), consisting of 107 and 44 samples,
respectively (Fig. 2).

These two groups (G1 and G2) showed very distinct characteristics in relation to soil
attributes, with consequent effects on the intensity of the clubroot and the accumulation of
biomass in the plant, as well as macronutrients in the different organs of the plants and Al in
the roots (Fig. 3). In comparison with Group 2 (G2), Group 1 (G1) was characterized by higher
values for pH, exchangeable cations (Ca, Mg, and K), total N, and OM in the soil, as well as
lower values for Al*3 and H+ALI (Fig. 3A, Table 3), greater VHR and PVHR and lower SPO in
the soil (Fig. 3B, Table 2), greater TDW, RDW, SDW, LDW and IDW (Fig. 3C, Table 2),
greater accumulation of Ca, Mg, K, and N in the different organs of the plants and less
accumulation of Al in the roots (Fig. 3D, Table 3). Group 2 (G2) stood out due to low soil pH
values and high Al*content (Fig. 3A, Table 2), greater VIR and VCR, higher SPO (Fig. 3B,
and Table 2), lower biomass accumulation in all the plant organs (Fig. 3C, Table 2), less
accumulation of all nutrients, and, in particular, greater accumulation of Al in the roots (Fig.
3D, Fig 4). The macronutrients most accumulated by the plants were, in order, N, Ca, Mg, and
K. Accumulation occurred predominantly in the leaves. Al was only detected in the roots (Fig.
4).
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S. DISCUSSION

The study was located in a tropical climate zone in the state of Rio de Janeiro, Brazil.
This area has been producing cauliflower for over 50 years, where recurrent problems with
clubroot and its management occur. In this present study, we evaluated the effect of soil
attributes on the root system, the severity of the disease, and the accumulation of biomass and
nutrients in cauliflower plants. A direct relationship between soil acidity and Al™ content with
reduction in the VHR and an increase in the VCR were observed. A direct effect these variables
on the accumulation of biomass and macronutrients in the plants was also observed.

The pH values recorded on these 16 farms ranged from very acidic (4.0) to appropriate
(6.4) for the development of cauliflower, whose ideal range is between 6.0 and 6.8 (May et al.
2007). These values are lower than the value (pH >7.2) reported as being suitable for the control
of clubroot (DONALD and PORTER 2009; GOSSEN et al. 2014). The low pH resulted in
conditions favorable for the development of clubroot as well as the increased availability of
Al™ in the soil. Al causes a thickening, shortening, and reduction in branching of the roots
and a drastic reduction in the growth of the aerial portion of plants (CLUNE and COPELAND
1999; ECHART and CAVALLI-MOLINA 2001; MEURER et al. 2007). PCA clearly showed
that the variations in the development of clubroot, expressed by the percentage of healthy roots
(PVHR), roots with clubroot (PVCR), and plant biomass production (TDW) were best
explained by the strong negative relationship between soil pH and levels of Al*? (Fig. 1A).

14



Ward's Linkage Distance

0.10+4

PRy =

Gl G2
Field Observation

0.00

Fig. 2. Dendrogram related to the cluster analysis of the soil and cauliflower samples based
on the mean soil characteristics established by the Ward method and Euclidean distance

Under the conditions studied, there are probably two factors acting directly on the
reduction of the root system and the water and nutrient absorption efficiency of the plants: a
chemical impediment caused by the phytotoxicity of Al*> and the biological impediment due to
infection and colonization of roots by P. brassicae. However, it is believed that the reduced
development of the root system was partially offset by the application, in all 16 farms, of high
doses of CaH2PO4 (simple and triple superphosphate) at the time of planting and the addition
of N and K as a topdressing. In general, the levels of P and exchangeable Ca and K in the soil
for all 16 farms are also higher than the levels recommended for the crop (May et al. 2007;
Guerra et al. 2013). Thus, the production of cauliflower has been made possible by maintaining
high levels of nutrients in the soil (Table 3). It is also believed that because of the high inoculum
density (>10° spores/g of soil) and low to medium pH values on some of the farms, production
was made possible by the low temperatures recorded during the crop cycle (10 to 15°C).

However, given that cauliflower is predominantly grown in temperate regions (FAO,
2006), where slightly weathered soils with pH values ranging from neutral to alkaline are
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predominant, reports on limitations of its cultivation because of Al** are not common. These
results are clearly supported by the inverse and very close relationships observed among the
amount of Al accumulated in the roots, the accumulation of Ca and Mg in the plants and the
total biomass production (TDW) (Fig. 1B). The data obtained do not enable separation of the
effects caused by the disease from those caused by the phytotoxicity of Al (Fig. 1A and 1B),
and it is also not possible to determine a combined effect, thus indicating the need for further
investigations. Although there are no previous reports for cauliflower, Al concentrations higher
than 15 mM/L (equivalent to half the critical level in weathered soils) have been observed to
strongly inhibit root growth in canola (B. napus) (CLUNE and COPELAND 1999).
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Fig. 3. Standardized mean of (A) soil attributes; (B) intensity of the clubroot; (C) biomass of
the root, inflorescence, stem, leaf and total of cauliflower plants; and (D) N, K, Mg, and Ca
accumulated in the inflorescence, stem, leaf, and root, as well as the aluminum accumulated in
the cauliflower root in the two groups (G1 and G2) formed via cluster analysis. Clay = clay;
CEC = cation exchange capacity at pH 7,0; OM= organic matter of the soil; B = extractable
boron; N = total nitrogen; H+Al = potential acidity; Al = exchangeable aluminum; Mg =
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magnesium; Ca = calcium; K = potassium; P = phosphorus; pH = pH in water; SPO =
concentration of spores of P. brassicae in the soil; PVCR = percentage of roots with clubroot;
PVHR = percentage of healthy roots; VHR = volume of healthy roots; VCR = volume of roots
with clubroot; VTR = total root volume; RDW = dried weight of root; IDW = dried weight of
inflorescence; SDW = dried weight of stem; LDW = dried weight of leaf; TDW = total dried
weight; AIAR = aluminum accumulated in the root; KAT = total accumulated potassium; KAR
= potassium accumulated in the root; KAI = potassium accumulated in the inflorescence; MgAT
= total accumulated magnesium; MgAR = magnesium accumulated in the root; MgAl =
magnesium accumulated in the inflorescence; CaAT = total accumulated calcium; CaAR =
calcium accumulated in the root; and CaAl = calcium accumulated in the inflorescence.

The result of the cluster analysis (Figs. 2 and 3) shows that the cauliflower population
sampled split into two distinct groups (G1 and G2) in relation to the characteristics discussed
above. The soil samples in G1 had, on average, lower concentrations of H+Al and exchangeable
Al higher pH values, and higher concentrations of exchangeable Ca, Mg, K, and total N in
comparison with those of G2 (Table 3, Fig. 3A). Of these attributes, the most significant
differences were related to pH and exchangeable Al. The mean values of pH and exchangeable
Al observed in G1 were 5.27 and 0.35 cmolc/kg, respectively, while in G2, they were 4.98 and
0.6 cmolc/kg, respectively. These pH values represent an increase of 100% in the levels of Al*3
in the soils of G2 compared to G1, reinforcing the hypothesis that Al is a limiting factor for
the production of cauliflower (Table 3). Similarly, G2 plants had a higher concentration of
spores (13 x 10° spores/g of soil) and greater PVCR (75%) and VCR (45.61 ml) compared to
G1 plants (7.8 x 10® spores/g of soil, PVCR = 57% and VCR = 29.02 ml) (Table 2, Fig. 3B). In
G1, under more favorable soil conditions, lower mean inoculum density (SPO), higher pH,
lower levels of Al*? (Table 3, Fig. 3A), and greater production of dry weight were also recorded
in all of the plant organs in comparison with G2 (Table 2, Fig. 3C). The greater production of
total dry biomass and inflorescences in G1 (316 g/plant and 77 g/inflorescence, respectively)
compared to that of G2 (232 g/plant and 55 g/inflorescence, respectively) represents a mean
gain of 36% in total biomass and 5.9 t/ha of cauliflower or an additional production of
inflorescences equal to 40%.
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and (D) nitrogen accumulated in the roots, inflorescences, stems, and leaves, as well as the total
amounts; (E) aluminum accumulated in the roots of cauliflower plants.

These results were confirmed by the higher amounts of Ca, Mg, K and N accumulated
in the roots, leaves and inflorescences of the plants of G1 in relation to those of G2 (Figs. 4A,
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B, C, D). However, the amount of Al accumulated in the roots was approximately 25% higher
in the plants of G2 compared to those of G1 (Fig. 4E).

The lower root Ca levels observed for G2 plants may have affected root hair
penetration and infection by P. brassicae and other post-infection events. Ca levels have been
reported to affect P. brassicae spore germination, root hair penetration and infection, and the
maturation rate of the remaining pathogen stages (Dixon, 2009a), whereas AI*" may inhibit a
wide variety of essential metabolic processes regulated by Ca (ECHART and CAVALLI-
MOLINA 2001).

Young et al. (1991) reported that soils suppressing clubroot were 3 to 15 times richer
in Ca and Mg than soils favorable to clubroot. It should be noted, however, that the levels of
exchangeable Ca, Mg, and K, as well as assimilable P, in the soils of both groups G1 and G2
were high and not limited to the production of cauliflower. Furthermore, the levels of Ca, Mg,
and N accumulated in the different plant organs were in accordance with the levels described
for the crop (Takeishi et al. 2009). Boron, although often associated with reduced severity of
clubroot and increased crop yield (DIXON, 2009a; RUARO et al. 2009), did not show a
relationship with a reduction in the disease in the present study. Boron levels were higher in
samples with higher disease severity, in contrast to previous reports (WEBSTER and DIXON,
1991; DIXON, 1996; GOSSEN et al., 2014). However, G1 and G2 had high and very similar
mean B concentrations (Table 3).

One component relevant to the proper development of the plant and reduction in losses
from clubroot may be related to the plant’s ability to produce new roots and compensate for
those infected by the pathogen. The limitation on the development of the plants, especially in
G2, was probably due to the greater development of galls and the losses in the water and nutrient
absorption capacity of the roots. These losses were compounded by the inhibition of the
formation and development of new roots due to the low pH and high Al*® content in the soil.
The volume and, in particular, the percentage of healthy roots had an inverse relationship with
the increased volume and percentage of roots with clubroot and direct relationships with the
increase in pH and, consequently, the reduction in H+Al content in the soil (Fig. 1A, Fig. 3B).
In other words, in the study of the relationship between clubroot and the development and
production of the plant, the quantification of the healthy roots produced by the plant is as
important as the quantification of the severity of roots affected by clubroot. Another important
aspect to consider is the tendency of the cauliflower roots to have much greater horizontal than
vertical growth (THORUP-KRISTENSEN and BOOGAARD 1998), exploring a wide range of
the soil’s superficial layers (0 to 20 cm of deep) in which there are also higher concentrations
of resting spores of P. brassicae (DIXON 2009a). In the soils typical of the region (latosols and
acrisols), the Al™ content increases with soil depth and inhibits vertical root growth (chemical
impediment) (MEURER et al. 2007), thus restricting the roots to the surface layers in which
there is a higher probability of contact between roots and spores and, consequently, occurrence
of infections.

Increased levels of soil OM have been reported to decrease the severity of clubroot,
although conflicting results have been obtained (GOSSEN et al. 2013). However, in the present
study, high levels of soil OM were observed (9.65 to 58.44 g/kg soil), with similar mean values
for the two groups.

The results of this study confirm the close relationship between soil attributes
(particularly acidity) and the severity of clubroot and losses in cauliflower. However, in
addition to the pH, for tropical soils, one more variable can be added: Al content. By
chemically inhibiting root development, A3 may compromise the production and elongation
of new roots that could compensate the loss of active roots caused by clubroot. The effects of
Al on roots might also contribute to the invasion and primary infection of root hairs by P.
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brassicae. In other words, depending on the extent to which the acidity of the soil increases, the
availability of Al™ increases and restricts root development, thus increasing the potential for
losses from the disease. Additionally, the predominant soils in the region have a high buffering
capacity, which hinders the changes in pH up to the levels suggested for management of
clubroot (>7.2). This difficulty is aggravated in land with steep slopes, which limits the uniform
incorporation of the limestone that is essential for avoiding outbreaks and failures in the
management of the disease.
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CAPITULO II

Caracterizacao de unidades familiares em Nova Friburgo-
RJ quanto ao manejo da couve-flor e da hérnia das
cruciferas.
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RESUMO

A hérnia das cruciferas, causada por Plasmodiophora brassicae, ¢ a principal doenga de
diferentes espécies do género Brassica. Ocorre de forma generalizada em areas de producao de
couve-flor e as perdas causadas podem estar diretamente relacionadas as praticas de manejo
dos solos e das culturas. O objetivo deste trabalho foi levantar aspectos e praticas adotadas por
agricultores familiares, produtores de couve-flor, em Nova Friburgo-RJ e relaciona-las com a
ocorréncia da hérnia das cruciferas bem como fazer uma proje¢@o para a ocorréncia da doenca
na regido. As informagdes foram coletadas no periodo de 19 a 30 de agosto de 2013 em 16
propriedades localizadas nas comunidades de Serra Nova, Serra Velha e Rio Grande.
Levantaram-se informagdes sobre as praticas de manejo adotadas e historico de cultivo e
coletaram-se amostras de solos para determinacdo de pH em 4gua e determinacdo da
concentracdo de esporo de resisténcia de P. brassicae no solo. Constatou-se que, a maioria dos
produtores ndo adotam praticas simples e basicas para o controle da doenca como rotagdo de
culturas e correcdo da acidez do solo, nem adotam medidas preventivas visando limitar a
dispersao do indculo do patéogeno. O quadro atual indica condicdo altamente favoravel a
ocorréncia da doenga em média a alta severidade em todas as propriedades investigadas
decorrente dos baixos valores de pH (4,5>pH>6,1) e alta densidade de indculo no solo (>2,58
x10® esporos/g de solo). Quatorze propriedades foram diagnosticadas como com proje¢io para
ocorréncia mais severa da doenca.

Palavras-chave: Brassica oleracea var. botrytis; Plasmodiophora brassicae; manejo.
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7. INTRODUCAO

O municipio de Nova Friburgo esta localizado na Regido Serrana, no centro-norte do
estado do Rio de Janeiro, préximo a Regido Metropolitana, o que facilita o escoamento de sua
producdo. O clima da Regido caracteriza-se por temperaturas médias anuais em torno de 18° C,
médias no periodo de verdo de 24° C e no periodo de inverno em torno de 13° C. As geadas sdo
comuns, no inverno, especialmente nas varzeas, ¢ as chuvas de granizo no verdo (INMET,
2016).

A olericultura em Nova Friburgo caracteriza-se pela grande diversidade de produtos,
com cultivo de mais de 50 espécies, com variedades distintas. Merece destaque pela
importancia na economia local e volume de producdo, as culturas de couve-flor, tomate, salsa,
repolho, brdcolis e inhame. Esta producao esta estruturada, em sua grande maioria, em unidades
familiares e cultivos intensivos visando a obtencao de altos rendimentos. Como resultado, tem-
se observado alguns problemas de ordem ambiental como erosdo e escassez hidrica, e de ordem
agrondmica como perdas por ataque de pragas e doencas e elevacao de custos de produgao pelo
alto aporte de insumos, além de queda de rendimento das lavouras.

A couve-flor é, ao lado do tomateiro, a cultura de maior rentabilidade. Seu cultivo ¢é
praticado na regido ha mais de 50 anos com abastecimento do mercado da capital ao longo do
ano. Entre as limitagdes a produgdo de couve-flor na regido esta a ocorréncia de hérnia das
cruciferas, causada por Plasmodiophora brassicae. Esta patogeno causa galhas radiculares,
resultante de hiperplasia das células, que chegam a atingir mais de um centimetro de didmetro.
A medida que a doenga se desenvolve ocorrem prejuizos a absor¢io e translocagdo de agua e
nutrientes levando ao aparecimento de murchas, principalmente nas horas mais quentes do dia.
Como consequéncia da infecg¢do e colonizagdo pelo patogeno, tem-se a redugdo do crescimento
das plantas e queda de producdo e qualidade da couve-flor (REIS et al. 2009). Devido a
semelhanca das galhas com tubérculos, a doenca é localmente referida como batata da couve.
Sua ocorréncia se d4 em reboleiras e € mais severa na safra de verdo.

Dentre os principais fatores do solo que contribuem para o desenvolvimento da doenca
estdo o pH e niveis de célcio no solo (WEBSTER e DIXON, 1991; NIWA et al. 2008;
DONALD e PORTER, 2009) e a distribui¢do, quantidade e viabilidade de esporos de
resisténcia do patégeno no solo (RUARO et al. 2010; PENALBER, 2009; NARISAWA et al.
2005). Estudos demonstraram que pH alcalino influencia negativamente no processo de
infeccdo e pode, inclusive, reduzir o nimero de infec¢gdes dos pelos radiculares (WEBSTER e
DIXON, 1991). A doencga ¢ mais severa em solos com pH inferiores a 5,7, e tende a reduzir-se
a medida em que o pH do solo se torna mais préximo da neutralidade (ZAMBOLIM, 2001;
SCHUTA, 2003). Altos niveis de Ca no solo também contribuem para reduzir as infeccoes
(DIXON, 2009). Concentragdes muito altas de esporos de resisténcia no solo, superiores a 5 x
107esporos.mL! (SCHUTA, 2003), comprometem a eficiéncia de qualquer medida de controle,
inclusive a elevag¢ao do pH e dos niveis de Ca no solo. A quantidade, viabilidade e distribuicdo
dos esporos de resisténcia estdo diretamente relacionados com frequéncia de cultivo de espécies
hospedeiras (RASTAS et al. 2012) e praticas de preparo do solo.

Embora ndo existam estudos que tenham quantificado o impacto da hérnia das
cruciferas sobre a produtividade, qualidade e retorno econdmico na produgido de couve-flor na
regido, relatos dos agricultores apontam para perdas de 40 a 60 % no rendimento da cultura,
especialmente na safra de verdo. No entanto, Dixon (2009b) relatou que, de forma geral, as
perdas pela doenga variam de 10-15%.

O presente trabalho teve como objetivo levantar dados sobre as principais praticas de
manejo adotadas por produtores familiares de couve-flor no municipio de Nova Friburgo, RJ,
para associar com a ocorréncia da hérnia das cruciferas e fazer uma projecao de ocorréncia da
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doenca em fungdo de dois atributos, valores de pH e quantidade de esporos de resisténcia de P.
brassicae no solo.
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8. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado em 16 unidades de producdo familiar, com historico
de cultivo regular de couve-flor. Como critério, selecionaram-se unidades pertencentes as
comunidades de Serra Nova, Serra Velha e Rio Grande, localizadas no municipio de Nova
Friburgo-RJ (-22° 17’ 14°’S e -42° 32’ 01°’W), que estavam com plantas de couve-flor em fase
de colheita.

8.1. Levantamento de dados sobre as principais praticas de manejo adotadas por
produtores familiares de couve-flor no municipio de Nova Friburgo, RJ.

Um questionario com 11 questdes foi aplicado no periodo de 19 a 30 de agosto de
2013. Nesse, foram coletadas as seguintes informagdes: 1) tempo durante o qual se cultiva
couve-flor na 4rea; 2) cultivar plantada; 3) forma de preparo e manejo das mudas; 4) método de
preparo do solo; 5) cuidados como a limpeza prévia das maquinas, implementos e ferramentas;
6) praticas de conservagdo de solo adotadas; 7) praticas adotadas para controle de plantas
invasoras; 8) método e manejo de irrigacdo; 9) procedimentos utilizados na colheita; 10) destino
e tipo de manejo adotado para os residuos culturais; 11) informagdes sobre assisténcia técnica
recebida nos ultimos anos.

8.2. Determinaciao dos valores de pH e densidade de in6culo do patégeno nas areas
avaliadas e projecdo para ocorréncia da hérnia das cruciferas

Para se determinar a expectativa quanto a ocorréncia e severidade da hérnia das
cruciferas, coletaram-se de 6 a 16 amostras de solo de cada lote ou gleba plantado com couve-
flor (Tabela 4 e Figura 5). As coletas de solos foram feitas na profundidade de 0 a 30 cm, em
caminhamento em zig-zag do ponto mais alto para o mais baixo.

As amostras de solo foram homogeneizadas e separadas em duas partes, sendo a
primeira para aferi¢do do pHigua) (DONAGEMMA et al. 2011) e a segunda, congelada para
posterior contagem do nimero de esporos de resisténcia de P. brassicae (MURAKAMI et
al.2000a, modificado). Aliquotas de 1,0 g de solo foram suspensas em 50 mL de 4gua destilada
e autoclavada e agitadas por 5 min. Em seguida, ajustou-se o pH da suspensdo para 10
utilizando-se NaOH a 1 mol/L, e submeteu-a novo ciclo de agitagdo por mais 5 min.
Terminado o ciclo, reajustou-se o pH da suspensdo para 9 com NaOH a 1 mol/L seguido de
novo ciclo de agitacdo por mais 5 min. Peneirou-se a amostra em filtro formado por quatro
camadas de tecido mousseline e, em seguida, centrifugou-se o filtrado a 2000 rpm por 10 min.
O residuo foi lavado com &gua destilada, centrifugado mais trés vezes e, finalmente,
ressuspendido em 50 mL de agua destilada. Para facilitar a visualizacdo dos esporos,
adicionaram-se 90 pL de azul de algodao a aliquotas de 400 pL da suspensdo. Contabilizou-se
o numero de esporos de resisténcia em tres amostras de cada suspensdo com auxilio de Camara
de Neubauer e visualizagdo em microscopio Optico na objetiva de 100X.
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Tabela 4: Numero de amostras retiradas em cada propriedade pertencentes nas comunidades
de Serra nova, Serra velha e Rio grande, Nova Friburgo-RJ.
Propriedade Area (m?) Comunidade N °de amostras

1 3920 Serra Nova 16
2 4900 Serra Nova 14
3 3185 Serra Nova 9

4 2940 Serra Nova 16
5 3600 Serra Nova 11
6 1980 Serra Velha

7 1800 Serra Velha 9

8 4320 Serra velha 12
9 1800 Serra velha 12
10 3920 Serra Velha 10
11 1440 Serra Velha 9

12 4320 Serra Velha 10
13 2520 Rio Grande

14 3600 Rio Grande

15 1715 Rio Grande

16 3600 Rio Grande 6

Total 168

Legenda

[:] Limite Area de Estudo
Estradas

Pontos de Coleta de Amostras

Municipio - Nova Friburgo

a3

Municipios do Estado do Rio de Janeiro

741100

Figura 5. Mapa indicando os pontos de coletas das  amostras
(http://goto.arcgisonline.com/maps/World Imagery). Fonte: Matos, 2017.

Apos a leitura do pHgguay € contagem do nimero de esporos de cada amostra,
calcularam-se as médias por propriedade e posteriormente por comunidade. Os dados de pH e
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numero de esporos de resisténcia das 16 unidades foram submetidos a analise descritiva (média,
desvio padrdo, valor minimo e méximo e coeficiente de variacdo). Os valores médios de pH
encontrados por propriedade foram alocados em faixa de pH entre 4,0 a 6,5 de acordo com sua
frequéncia de ocorréncia e comparados aos descritos por Zambolim (2001) e Schuta (2003)
quanto a expectativa de ocorréncia da doenga: pH < 5,7, condigdo altamente favoravel a hérnia
das cruciferas e expectativa de alta severidade da doenca; pH > 5,7 e <6,6, condicdo
medianamente favoravel a doenga e expectativa de severidade média a baixa; pH >6,6, condi¢do
pouco favoravel a hérnia e estimativa de baixa severidade. Considerou-se, ainda a concentragao
de esporos de resisténcia do patdgeno no solo, e as informagdes de Murakami et al. (2000b) e
Narisawa et al. (2005) que propdem como condi¢do muito favoravel ocorréncia da doencga solos
com concentragdo de esporos >10°esporos/grama de solo e como condigdo desfavoravel solos
com < 10 esporos/grama de solo. Com base nestas duas informagdes foi proposta a
classificacdo das propriedades em trés categorias quanto a expectativa de intensidade de hérnia:
alta severidade, média severidade e severidade baixa ou nula.

8.3. Severidade em escala de notas e indice de severidade na safra 2013 de couve-flor.

Para se determinar a severidade da hérnia das cruciferas, na safra de inverno de 2013,
coletaram-se de 6 a 16 raizes de couve flor por propriedade, no mesmo local em que se retirou
as amostras de solo. As raizes foram ensacadas e levadas para laboratorio na UFRRIJ, onde
foram cuidadosamente lavadas e posteriormente fez-se a afericdo da severidade em escala de
notas de Takahashi et al. (2005), variando de 0 a 4 (0=0%, 1=25%, 2=50%, 3=75% ¢ 4=100%
de raizes contendo hérnia ou galhas), conforme a porcentagem da area radicular afetada. De
posse das respectivas notas, efetuou-se o calculo do Indice de Severidade (IS), com base na
formula IS, = (In; + 2n+ 3n3 + 4n4) x 100/4Nt, onde n; ao n4 € o niimero de plantas dentro
das respectivas notas e Nt € o nimero de plantas testadas. Esses valores de indice de severidade
foram classificados como: IS < 25 pode-se considerar que a planta é resistente, valores entre 25
> IS < 50 pode-se considerar uma resisténcia intermediaria e valores de IS >50 considera-se
que a cultivar é susceptivel, j& em relacdo aos isolados, considerou-se que IA<10 baixa
agressividade, 10 > [A < 40 media agressividade e IA > 40 considerou-se o isolado como
agressivo (STRELKOV et al., 2007).
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9. RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1. Principais praticas de manejo adotadas por produtores familiares de couve-flor no
municipio de Nova Friburgo, RJ.

O cultivo de couve-flor na regido é praticado ha mais de 30 anos nas propriedades
levantadas (Figura 7), e, atualmente, com o advento das cultivares de meia estagdo ¢ de verdo
pode ser realizado praticamente o ano todo. A rotag@o de culturas ndo € praticada pela maioria
dos produtores entrevistados. O intervalo entre um cultivo e outro de couve-flor na mesma area
foi, em média, de sete meses. A rotagdo de culturas ndo ¢ usual entre os pequenos produtores
de hortalicas, pois estes, na maioria das vezes se especializam em algumas poucas culturas e,
em geral, buscam otimizar o uso de suas areas com o cultivo intensivo e sequenciado de
hortalicas mais rentaveis (LIMA NETO ez al. 2005). Muitos dos produtores da regido estudada
cultivam o tomateiro na primavera/verdo e a couve-flor no outono/inverno (56,25 %). Em
alguns poucos casos, cerca de 31,25%, cultivam milho ou aveia no verdo e apenas 12,50% das
propriedades relataram a pratica de pousio antes de retornar com a couve-flor no inverno.

Este quadro contribui significativamente para a sobrevivéncia e multiplicagdo do
inoculo do patégeno no solo, pois garante a presenca do hospedeiro em diferentes estadios
fenologicos ao longo do ano em diferentes areas. Rastas et al. (2012) relatam que a frequéncia
de cultivo de Canola e Nabo teve um efeito significativo sobre a incidéncia de hérnia. Relatam,
ainda, que o cultivo frequente de bréassicas leva ao aumento da incidéncia de plantas infectadas
¢ da severidade da doenca e que este é o fator que mais afeta a severidade da hérnia das
cruciferas (RASTAS et al. 2012). Com base neste e em outros resultados, pode-se afirmar que
a rotacdo de culturas com espécies ndo hospedeiras de P. brassicae durante longos periodos de
tempo € uma das principais formas de controle da doenca (FRIBERG et al. 2006). Ainda, alguns
resultados indicam que algumas espécies em rotagdo poderiam contribuir mais que outras na
reduc¢do das perdas pela hérnia das cruciferas. Por exemplo, HASSE et al. (2007) citam reducao
significativa do potencial de inoculo de P. brassicae no solo pelo cultivo de salsinha
(Petroselinum hortense Hoffm). O cultivo de rabano (Brassica oleracea Gongylodes Group),
espinafre (Spinacia oleracea) e aveia comum (Avena sativa) antes do plantio de couve chinesa,
favoreceu a germinacgdo dos esporos de resisténcia de P. brassicae e contribuiu para reduzir a
concentragdo de inoculo do patdégeno no solo (MURAKAMI et al. 2000; MURAKAMI et al.
2001). Outras plantas como o alho porro (A/lium porrum), centeio (Secalle cereale) e azevém
(Lolium perene), embora sejam plantas ndo hospedeiras, também sao citados como eficientes
na reducdo do inoculo de P. brassicae no solo (FRIBERG et al. 2006).

Identificou-se que, na safra de inverno, os produtores utilizam basicamente duas
variedades tradicionais de couve-flor, Bola de Neve (8 propriedades) e Teresopolis Gigante (7
propriedades), e sementes por eles colhidas (1 propriedade). O preparo das mudas ¢ realizado,
em sua maioria, por viveirista da regido ou pelos proprios produtores, ¢ em 14 propriedades das
16 entrevistadas usam bandejas de isopor, ¢ apenas 2 propriedades relatam o uso de banjejas de
plastico (Figura 7). As bandejas de isopor apesar de serem as mais usadas e de apresentar uma
série de beneficios, tem como incoveniente a mais dificil higienizag¢do ¢ eliminagdo de indculo
de patogenos. O sulfato de cobre e o hipoclorito de sddio sdo os produtos mais usados para
higienizacdo de bandejas. Inexistem, porém, informacdes sobre tempo e concentragdo mais
indicados ¢ eficiéncia destes produtos na descontaminagdo de bandejas (BRIGHENTI, 2010).
Na Australia, Donald et al. (2002) avaliaram varios produtos comerciais desinfetantes
disponiveis no mercado e constataram que, com exce¢ao de hipoclorito de s6dio (1000 mg/L),
todos foram ineficazes na eliminacdo de esporos de P. brassicae. Deve-se acrescentar, ainda,
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que ¢ préatica rotineira entre os produtores colocar e deixar as bandejas com as mudas, assim que
as recebe dos viveiristas, sobre o solo ao lado da area para onde serdo transplantadas até o
momento do transplantio (Figura 6). Esta pratica, pode favorecer a infecg¢do precoce das plantas,
antes do transplate, o que contribui para aumentar as perdas e para dispersar o patdgeno na area.
Embora ndo existam informagdes sobre a taxa de contaminag¢do das mudas com estd pratica,
estima-se que esta pode ser bastante relevante visto o fato de o esporos de P. brassicae se
concentrarem nos 5 cm superficiais do solo (DIXON 2009). Faggian et al. (1999) cita que a
contaminacdo de bandejas de plastico deve-se na maioria das vezes a esta pratica de se deixar
as bandejas com mudas diretamente no solo antes do trasplantio.

Além do mais, este contato precoce das mudas com o patdégeno pode contribuir para
uma maior severidade e perdas pela doenga uma vez que, P. brassicae pode infectar as plantas
em seus diversos estadios de desenvolvimento e que, quanto mais cedo se inicia o processo de
infec¢do, maiores sdo os danos (LIMA NETO et al. 2004; FRIBERG et al. 2005). Pesquisas
indicam que pléantulas de canola mais jovens sdo mais susceptiveis a infeccdo do que plantulas
mais velhas (HWANG et al. 2011a) e que a infecg@o de plantulas jovens resulta em uma maior
severidade da hérnia e plantas menores e de menor rendimento comparado a infec¢@o de plantas
mais velhas (HWANG et al. 2011a,b).

Figura 6: Bandejas com mudas de couve-flor depositada diretamente em contato com o solo
ao lado da area para onde as mudas serdo tranplantadas. Foto: Santos, C.A.2015.

Em todas as propriedades avaliadas, o plantio de couve-flor ¢ realizado em areas
declivosas, sendo a maioria em covas ou em canteiros. Ainda, em nenhuma das propriedades
foi relatado adogdo de praticas de conservagdo de solo como plantio em curvas de nivel,
terraceamento ou canais escoadouros de agua para reduzir e/ou evitar a erosdo do solo. A ndo
adocdo destas praticas favorece as enxurradas e arraste de solo contaminado propiciando a facil
disseminagdo de esporos do P. brassicae para areas mais baixas e contaminacdo de
reservatorios de agua.

Outro fator que pode agravar a ocorréncia de P. brassicae nas propriedades, € o uso de
implemento agricola comunitario para o preparo do solo. Treze dos produtores entrevistados
usam arado comunitario, sendo que apenas 1 produtor relatou fazer a limpeza prévia do
eugipamento (Figura 7). O problema ¢ que um dos meios de dissemina¢do do patogeno, € a
utilizagdo de implementos agricolas contendo solo contaminado (CAO et al. 2009, GOSSEN et
al. 2013b). Cao et al(2009), citam que as maquinas e implementos agricolas tem papel
releavante na disseminagdo e no padrdo de distribuicdo de plantas de canola infectadas por P.
Brassicae. Hwang et al. (2014) e Gossen et al. (2015) relatam que os esporos de solo infestado,
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carregado por maquinas agricolas, foi o principal mecanismo de disseminagdo de patdogenos
dentro e entre os campos no oeste do Canada.

Apesar de ser dificil a completa eliminacdo de estruturas do patdogeno de grande parte
dos equipamentos agricolas, por ser um processo demorado e ndo rotineiro dos produtores
(HWANG et al. 2013), esta pratica deve ser incentivada. A limpeza de equipamentos antes do
uso em uma area livre de hérnia, representa uma medida importante e que pode ao menos
reduzir a dispersdo do patogeno (GOSSEN et al. 2014).

Outra falha recorrente no manejo refere-se a nao observagdo de umas das medidas
mais importantes no controle da doenca que € a corre¢dao da acidez do solo. Dez produtores
afirmaram nunca terem feito analise quimica de solo ¢ apenas 1 fez analise do solo para planejar
a adubacdo da couve-flor. Ainda, 8 dos produtores entrevistados informaram fazer a calagem
anualmente antes do plantio de tomate, porém de forma empirica ou sem critério. Este
comportamento deve-se, provavelmente, ao fato de o tomate ser uma cultura mais rentavel que
a couve-flor e de responder negativamente em solos acidos e com baixos niveis de Ca pela
producdo de frutos com podriddo apical. Esta anomalia é bastante conhecida pelos produtores
assim como a sua associa¢ao com caréncia de Ca. Somente 2 dos produtores realizam calagem
visando o cultivo de couve-flor. Esta falta de preocupagdo com a avaliagdo e correcdo da acidez
do solo, provavelmente, se deve ao fato de desconhecerem que a cultura ¢ altamente exigente
em calcio e magnésio, que produz melhor em solos com pH entre 6,0 e 6,8, (MAY et al. 2007)
e que a correcdo da acidez e elevagdo dos niveis de Ca € essencial no manejo da hérnia das
cruciferas (WEBSTER e DIXON 1991; DIXON, 2009).

Por outro lado, mesmo sem critérios norteadores, aplicam grandes quantidades de
fertilizantes, em especial os nitrogenados na forma de ureia, para obterem altos rendimentos.
Sabe-se que a fonte, amdnio ou nitrato, e a quantidade de nitrogénio utilizada também pode
afetar a ocorréncia de doengas (HUBER e¢ THOMPSON 2007). Quando o processo de
nitrificagdo converte o ion amonio a nitrato, ions hidrogénio so liberados. Isto ¢ uma fonte de
acidez para o solo. Consequentemente, as fontes de nitrogénio que contém ou formam
nitrogénio amoniacal aumentam a acidez do solo (Instituto da Potassa e Fosfato,1998),
apresentando efeitos diretos sobre a germinagdo, sobrevivéncia, reprodugdo, crescimento e
viruléncia do patdgeno, sendo a hérnia das cruciferas favorecida pelo pH baixo (MARINGONI,
1997).

Praticamente todos os entrevistados irrigam a couve-flor por aspersdo de dgua coletada
em nascentes ¢ assim, provavelmente, a agua ndo ¢ fonte de contaminagdo das areas. Todos os
produtores controlam as plantas invasoras com herbicidas aplicados antes do transplante e 1 a
2 capinas ao longo do ciclo. Apesar da auséncia de trabalho que comprove, existe a suspeita de
que as capinas possam aumentar a severidade da doenga, por prejudicar, através de ferimentos,
o sistema radicular sadio. As plantas de couve-flor caracterizam-se pela intensa ramificacdo e
producdo de pelos radiculares nas camadas superficiais (THORUP-KRISTENSEN e
BOOGAARD 1998) e pode ser bem afetada pela realizagdo de capinas.

As inflorescencias sdo colhidas, envoltas pelas proprias folhas e embaladas em caixa
K, ou a granel, e comercializadas diretamente por atravessadores que as buscam nas
propriedades e levam para a CEASA-RJ. Os residuos culturais, folhas basais, plantas ndo
colhidas e raizes sdo deixadas no solo e posteriormente incorporadas por ocasido do preparo do
solo para o proximo plantio. Esta pratica ¢ localmente fomentada sob o argumento de estar
contribuindo para o aporte de matéria orginica ao solo. No entanto, as galhas contendo os
esporos de resisténcia do patdogeno sdo, dessa forma, redistribuidas no solo contribuindo para o
aumento ¢ dispersdo do in6culo a cada ciclo da cultura. As galhas sdo quebradigas, o que
favorece a disseminag@o da doenga com o revolvimento do solo. O arranquio ¢ a destruicao das
raizes com galhas poderiam ser uma forma de amenizar substancialmente os problemas com a
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doenca e ¢ uma pratica que merece ser avaliada na regido, visto serem propriedades pequenas.
A adocdo dessa pratica na lavoura poderia reduzir a severidade da doenga nos ciclos seguinte.
De acordo com Hasse et al. (2007), o manejo inadequado, principalmente dos restos culturais
contaminados que sdo deixados no solo, ou incorporados, associado com o tempo de
sobrevivéncia dos esporos, cerca de oito a dez anos (SCHUTA, 2003; FRIBERG et al., 2005;
HASSE et al., 2007), sdo as principais dificuldades na diminui¢do do potencial de in6culo do
patogeno no solo.

Muitos dos produtores relataram ndo receber assisténcia técnica de orgdo publico
oficial e, que quando recebem, 7 produtores, sdo representantes de lojas agropecudrias
(Privada), em sua maioria localizada nas proximidades e no entreposto do CEASA localizado
na regido (Figura 7). Segundo informacdes obtidas por Mendes e Guerra (2010), em estudo
sobre agricultura familiar e desenvolvimento rural sustentdvel em Nova Friburgo-RJ, no
periodo de 2002 a 2010 ndo havia parceria formal entre EMATER-Rio e a Secretaria de
Agricultura da Prefeitura de Nova Friburgo. Esta auséncia do poder publico na prestacdo de
assisténcia técnica pode explicar boa parte dos problemas encontrados nas praticas de manejo
e conservagao de solo e na ndo ado¢do de medidas preventivas no manejo da doenca.
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Figura 7: Caracteristicas e praticas de manejo adotadas em lavouras de couve-flor nas unidades
familiares amostradas mostrando desde o historico de cultivo de couve-flor na area a praticas
de manejo de solo. Dados obtidos em 16 unidades familiares de Serra Nova, Serra Velha e Rio
Grande no municipio de Nova Friburgo, RJ. Setembro de 2013.
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9.2. Valores de pH e densidade de indculo do patégeno nas areas avaliadas e projecio
para ocorréncia da hérnia das cruciferas

Os valores de pHguay nas 168 amostras analisadas variaram de 4,2 a 6,4, com
acentuado predominio de solos acidos (Figura 4). As médias de pH por comunidade foram
iguais a 5,12, 5,11 e 5,49 em Serra Nova, Serra Velha e Rio Grande, respectivamente (Tabela
5). As andlises indicaram também que as propriedades pertencentes a mesma comunidade
apresentaram boa homogeneidade quanto aos valores de pH do solo, com coeficientes de
variacao entre 5,47 ¢ 10,33%.

Constatou-se ocorréncia de hérnia das cruciferas em todas as areas avaliadas, bem
como alta densidade de esporos de resisténcia de P. brassicae - cerca de 1,98x10°
esporos/grama de solo em Serra Nova, 2,15x10° em Serra Velha e 3,81 x10° em Rio Grande
(Tabela 5). Para esta variavel, observou-se clevado coeficiente de variagdo, devido
provavelmente ao fato de a doenca ocorrer em reboleiras, e as dificuldades relacionadas a
metodologia de extracdo e contagem de esporos.

A estimativa dos niveis de infestagdo nos campos leva em consideragdo a densidade
da populagdo do patdgeno e as frequéncias de infeccdes (SAMUEL E GARRETT, 1945). Naiki
et al. (1978) relataram, no entanto, que nenhuma infec¢do ocorreu quando havia menos de 103
esporos de resisténcia/g de solo. Porém, elevado potencial de indculo pode comprometer a
eficiéncia de praticas de manejo da doenca.

Murakami et al. (2000b) relatam baixa severidade da hérnia em solos com
concentra¢do de esporos equivalente a 10*até 10°esporos/g de solo, € alta severidade em solos
com concentragdo acima de 10° esporos/g de solos. Narisawa et al. (2005) relatam que o uso
de Heterconium chaetospira como agente de biocontrole da doenga somente foi efetivo quando
a densidade de esporos de resisténcia de P. brassicae foi de até 103 esporos/g de solo. Penalber
(2009) relatou com base em experimentos conduzidos em campo com brocolis, que sob a alta
concentra¢do de esporos, 10® esporos/g de solo, nenhum dos compostos organicos estudados
teve efeito na reducdo da severidade da doencga.

Tabela 5: Médias, desvio padrdo e valores minimos e maximos de pH e numero de esporos no
solo de cada comunidade.

Serra Nova Serra velha Rio Grande
pH | Numero de esporos* | pH | Numero de esporos | pH | Numero de esporos*
Meédia 5,12 1,98E+09 5,11 2,15E+09 5,49 3,81E+09
Desvio padrio | 0,53 3,01E+09 0,31 3,55E+09 0,3 2,74E+09
Minimo 4,61 2,93E+08 4,71 3,17E+08 52 2,58E+08
Maximo 5,98 7,27E+09 5,56 1,01E+10 5,85 6,91E+09

*esporos/grama de solo
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Figura 8 — Distribui¢do de frequéncia de solos com valores médios de pHggua) nas trés
comunidades Serra Nova, Serra Velha e Rio Grande do municipio de Nova Friburgo-RJ. Safra
de inverno de 2013. Dados de 168 amostras de solo. pH favoraveis a doenga: pH < 5,7,
altamente favoravel e expectativa de alta severidade; pH variando de 5,7 a 6,6, severidade
intermediaria , pH >6,6, pouco favoravel a hérnia e estimativa de baixa severidade.

Com base nos dados de pH e nos de densidade de esporos do patégeno nos solos das
16 areas investigadas e, tendo como base as informagdes sobre a relagdo entre pH e ocorréncia
da doenga (ZAMBOLIM, 2001; SCHUTA, 2003; ARAUIJO et al., 2009) e entre concentracao
de esporos do patdogeno no solo e severidade da doenca (MURAKAMI et al. 2000;
NARIWASA et al. 2005), construiu-se o grafico apresentado na Figura 8. Estes autores relatam
que pH menor que 5,7 e niimero de esporos de resisténcia maior que 103 por grama de solo
caracterizam areas muito favoraveis ao desenvolvimento da hérnia das cruciferas. Com base
nestes dados e nestas informagdes pode-se estimar que a expectativa para a ocorréncia da hérnia
das cruciferas varia de média a alta severidade em todas as propriedades investigadas. Destas,
14 areas caracterizam-se como sendo altamente vulneraveis e com expectativa para ocorréncia
da doenga em alta severidade, por apresentarem pH < 5,7 e densidade de esporos >103(log>5)
por grama de solo (Figura 9).

Este quadro critico reflete uma soma de eventos e variaveis que levam a um ambiente
propicio a ocorréncia e desenvolvimento da doenca como: longo histérico de cultivo de
Brassica spp., em especial de couve-flor, a ndo ado¢do de medidas que possam reprimir o
acumulo e dispersao do in6culo entre as propriedades e dentro da propria area, o cultivo regular
de couve-flor sem um programa de rotacdo e¢ o baixo pH do solo. Outras variaveis, ndo
mensuradas, também podem interferir no desenvolvimento da doenga como umidade do solo,
temperatura, e atividade microbiana do solo (DIXON 2009b). Este quadro ¢ similar ao relatado
por Aratjo et al. (2009) para o municipio de Curitiba, PR.

Diante destes resultados e das informacdes disponiveis sobre o manejo da hérnia,
acredita-se que a reducdo das perdas pela doenga na regido somente serdo possiveis a partir de
implementacdo de pelo menos duas praticas: a) rotacdo de culturas com espécies nao
hospedeiras e aumento do intervalo entre um cultivo e outro de Brassica visando reduzir o alto
potencial de indculo hoje existentes na regido; b) corre¢do da acidez do solo com a aplicagdo
de corretivos de acidez embasada em analise prévia de solo e calculo da dose a ser aplicada,
visando tornar o ambiente menos propicio ao desenvolvimento da doenga. Além destas, outras
medidas também devem ser difundidas como o manejo correto das bandejas de mudas, o
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arranquio e destruicdo de raizes infectadas, pelo menos nas areas de reboleiras, reducdo do
revolvimento do solo, limpeza dos implementos agricolas, adog¢do de praticas de conservagao
visando reduzir o arraste de solo contaminado por meio da erosdo e/ou por enxurrada.

01 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Propriedade

BN pH 0-30

[ log esporos.g de sola™’

Figura 9 — Severidade estimada da hérnia das cruciferas considerando os valores observados
de pH(agua) e o numero de esporos de resisténcia de P. brassicae (Logaritmo) em amostras de
solo coletadas em 16 propriedades de Nova Friburgo-RJ, na safra de inverno de 2013.

9.3. Severidade em escala de notas e indice de severidade na safra 2013 de couve-flor.

Na safra de 2013 foi detectado a ocorréncia da doenca em todas propriedades e
consequentemente em todas as comunidades produtoras de couve-flor. A severidade em escala
de notas foi de 2,75 em Serra Velha, 2,67 Serra Velha e 2,96 Rio grande (Tabela 6), o que
significa que as raizes de couve flor, possuiam mais de 50% de suas raizes afetadas pelas hérnias
das cruciferas. Este resultado pode ser considerado como sendo média a alta severidade, e
confirma estimag@o quanto a expectativa para a ocorréncia da hérnia das cruciferas em todas as
propriedades investigadas. E o indice de severidade foi maior que 50% em todos os casos,
indicando que as plantas cultivadas na safra de inverno nas 3 comunidades sdo suscetiveis as
ragas de P. brassiae presente nos solos de Friburgo.
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Tabela 6: Severidade em escala de notas e indice de severidade da Hérnia das cruciferas, no
cultivo de inverno de couve-flor, safra de 2013.

Severidade em escala de notas

Serra Velha Serra Rio Grande
nova

Média 2,75 2,67 2,963
Desvio padrio 0,76 0,85 0,81
Minimo 0 1 1
Maiaximo 4 4 4

Indice de severidade (%)
Serra Velha 68,94
Serra nova 66,9
Rio Grande 73,98
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10. CONCLUSOES

1.  Praticas de manejo adotadas pela maioria dos produtores da regido como
continuo revolvimento do solo, uso de implemento agricola partilhado, sem limpeza prévia e a
falta de corre¢do de acidez do solo, contribuem para a ocorréncia generalizada da doenga;

2. Nas condigdes atuais, a area investigada tem alta propensdo a ocorréncia da
hérnia das cruciferas, e em média a alta severidade;

3.  Entre as medidas prioritarias a serem recomendadas na regido para se reduzir as
perdas pela doenca estdo a rotacdo de culturas com espécies ndo hospedeiras, o aumento do
intervalo entre o cultivo de Brassica sp. na mesma area e, a correcdo da acidez do solo;
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CAPITULO 111

RELACAO ENTRE ATRIBUTOS FiSICOS, QUiMICOS E
MICRQBIOLOGICQS DO SOLO E OCORRENCIA DE HERNIA DAS
CRUCIFERAS EM AREAS DE CULTIVO DE COUVE-FLOR
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RESUMO

A hérnia das cruciferas tem ocorréncia em regides produtores de brassicas, como Nova
Friburgo-RJ, ¢ ¢ favorecida por pH do solo acido, baixo teor de calcio e boro. Assim,
caracteristicas fisicas e quimicas do solo, e as praticas de manejo adotadas podem afetar a hérnia
das cruciferas, e também populacdo microbiana do solo. Portanto, realizou-se o presente
trabalho com objetivo de investigar as relagdes existentes entre caracteristicas fisicas e quimicas
do solo, diversidade bacteriana e intensidade da hérnia das cruciferas (Plasmodiophora
brassicae) em areas de cultivos de couve-flor no municipio de Nova Friburgo-RJ. Coletaram-
se 17 amostras de solo e plantas em 10 propriedades familiares com histérico de cultivo regular
de couve-flor ha mais de 30 anos e ocorréncia de hérnia das cruciferas. As amostras foram
colhidas em agosto de 2013, em lavouras em fase de colheita. As amostras de solo foram
processadas e submetidas a analises quimica e fisica dos solos e, as de planta, a quantificagdo
da intensidade da hérnia das cruciferas. Avaliou-se, ainda, a diversidade bacteriana com base
na técnica de DGGE (Eletroforese em gel de gradiente desnaturante). Os dados obtidos foram
submetidos a analises agrupamento e de componentes principais. Baseado na analise da
diversidade bacteriana, as amostras foram divididas em dois grupos: G1, que se caracterizou
por maiores valores de pH, Ca, Mg, SB, B, N, maior teor de areia, maior volume de raizes com
hérnia (VolH), sadias (VolS) e total (Volt), maior porcentagem de raizes sadias (PRS) em
enores valores de P e K, Al e H+Al, matéria organica (MO), CTC, silte e argila, menor numero
de bandas (UTOs- Unidades TaxonOomicas Operacionais) de bactérias, menor severidade,
porcentagem de raizes com hérnia (PRH) e numero de esporos de resisténcia do patdgeno no
solo. O grupo 2 (G2) destacou-se pelos maiores valores de P, K, Al, H+Al, MO, CTC, maiores
teores de silte e argila, maior nimero de bandas (UTOs) de bactérias, maior severidade da
hérnia porcentagem de raizes com hérnia e nimero de esporos do patogenos. Observou neste
trabalho que a intensidade da hérnia das cruciferas e a diversidade bacteriana ndo foram
correlacionadas; A matéria organica e a disponibilidade de fosforo e potassio foram os fatores
de solo que mais influenciaram positivamente a diversidade bacteriana.

Palavras-chave: Brassica oleracea var. botritys; Plasmodiophora brassicae; matéria
organica.
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12. INTRODUCAO

A hérnia das cruciferas ¢ uma doenga causada por Plasmodiophora brassicae,
protozoario habitante do solo e fitoparasita obrigatdrio. O patoégeno infecta as raizes de varias
espécies de brassicas e causa grandes perdas de produgdo (NARISAWA et al. 2005; NIWA et
al. 2008; PENG et al. 2011). O sintoma tipico da doenca ¢ a formagao de galhas ou hérnias nas
raizes que reduzem o sistema radicular e, consequentemente, a absorcao de agua e de nutrientes
pelas plantas. Em casos mais severos pode levar a morte das plantas (KONG KAW WA, 2009;
PENALBER, 2009).

A hérnia das cruciferas tem ocorréncia generalizada em diferentes areas onde se cultiva
brassicas no mundo. No Brasil, ocorre principalmente nas regides Sul e Sudeste e tem
inviabilizado o cultivo de brassicas em varias areas. A auséncia de cultivares de couve-flor
resistente a doenca, do controle quimico ser ainda restrito a um Unico principio ativo, a
ciazofamida (AGROFIT, 2016), aliado a capacidade do patdégeno sobreviver por 3 a 6 anos no
solo sem a presenca de hospedeiro (WALLENHAMMAR 1996), com relatos, porém, de
sobrevivéncia por até vinte anos (DIXON 2009), dificultam o manejo da doenca. Em Nova
Friburgo, RJ, o cultivo intensivo e continuo de couve-flor ao longo de varios anos tem levado
ao aumento das perdas pela doenga e inviabilizado diversas areas para o seu cultivo,
especialmente no periodo de verdo.

As infecgdes pelo patogeno e a severidade da doenga estdo diretamente relacionadas a
diferentes fatores como potencial de inoculo do patéogeno no solo, temperatura ¢ umidade do
solo, e caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do solo (DONALD e POTER 2009; DIXON
2009; SHARMA et al. 2011; GOSSEN et al. 2014). Estas afetam ndo s6 o patéogeno como
também a planta e o desenvolvimento da doenca. Esses diferentes atributos sdo interligados e,
altera¢des no balanco dos mesmos podem levar a um maior ou menor desenvolvimento de
doengas radiculares em geral (WHEELER e RUSH, 2001), incluindo, a hémia das cruciferas.

As caracteristicas fisicas e quimicas do solo, a matéria orgénica e as praticas de manejo
adotadas por sua vez, além de afetar a hérnia das cruciferas, também afetam populacio
microbiana do solo. Ainda, podem interferir na supressividade de forma direta, por meio de
favorecimento da atividade microbiana ou indiretamente, quando interferem no ciclo de vida
do patogeno. As principais propriedades do solo envolvidas na supressividade sdo: teor de
matéria organica, pH, macro e micronutrientes, estrutura e textura, tipo de argila, retengdo de
agua e condutividade elétrica, entre outras (LAZAROVITIS et al. 2001; 2006; ABASSI et al.
2006; GHINI et al. 2007).

O pH e os teores de calcio no solo sdo, sabidamente, fatores determinantes no manejo
da hérnia das cruciferas (DIXON 2014). Altos niveis de matéria organica no solo também tém
sido associados a supressividade e reducdo de perdas pela hérnia, porém, com relatos
divergentes (DIXON 2014, GOSSEN et al 2013). Outros fatores relacionados as
caracteristicas do solo, como quantidade de inoculo (MACFARLANE, 1952), umidade
(GOSSEN et al. 2012; KASINATHAN, 2012, RASTAS et al. 2012), textura do solo, e praticas
de manejo adotadas (frequéncia e intensidade de cultivo de espécies hospedeiras, (RASTAS et
al. 2012) provavelmente também influenciam diretamente o desenvolvimento da doenga.

A adog@o de praticas que favorecam o estabelecimento e a diversidade da microbiota
do solo pode contribuir para a supressao de alguns patdégenos de solo, e assim, na severidade
ou incidéncia de algumas doencas (WHIPPS, 2001). Penalber (2009) sugere que o numero de
microrganismos presentes no solo e as mudangas na composicdo da comunidade microbiana
sdo ferramentas importantes no controle da hérnia das cruciferas. Garbeva et al. (2006) concluiu
que a densidade de Pseudomonas foi correlacionada com a redugdo da incidéncia de R. solani
em batata. Existe, ainda, relato de reducdo da incidéncia da murcha de fusario em solos
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adubados com residuos orgénicos de leguminosas. Esta redugdo ¢ atribuida ao aumento da
atividade microbiana em fun¢do do maior aporte de matéria organica. Neste caso, a matéria
organica teria um efeito indireto na relagdo patdgeno-hospedeiro, resultando em possivel causa
da supressdo da doenga (LAZAROVITS et al. 2001).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a relagcdo entre caracteristicas fisico-
quimicas do solo, diversidade bacteriana e severidade da hérnia das cruciferas em areas de
cultivos de couve-flor no municipio de Nova Friburgo-RJ.
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13. MATERIAL E METODOS
13.1. Caracterizacao da area de estudo e coleta das amostras

O estudo foi realizado em propriedades familiares nas comunidades de Serra Nova,
Serra Velha e Rio Grande no municipio de Nova Friburgo, RJ, Brasil (-22° 17’ 14’S e -42° 32’
01’W) com historico de cultivo regular de couve-flor ha mais de 30 anos e ocorréncia
generalizada de hérnia das cruciferas. Para escolha das propriedades, consideram-se dois
critérios: pertencerem a associacdo de produtores de Serra Nova, Serra Velha e Rio Grande e
estarem com plantas de couve-flor em ponto de colheita. Inicialmente foram coletados um total
de 168 amostras de solo e de plantas de couve-flor, cultivar Teresopolis ou Bola de neve, em
16 propriedades familiares distintas. As coletas foram feitas na safra de inverno, no més de
agosto de 2013.

A coleta foi iniciada por um corte rente a base da planta em ponto de colheita
separando-se parte aérea e raiz. Para o estudo detalhado das raizes, coletaram-se amostras
indeformadas de solo com auxilio de um cilindro de metal com 25 cm de didmetro e 30 cm de
profundidade. Neste momento, foi retirada uma amostra do solo de cada cova o qual foi
guardado em tubos Falcon® de 50 mL, identificados e armazenados em Freezer a -20° para
avaliacdo da diversidade bacteriana no Laboratério de Genética Molecular e de Microrganismos
da UFRRIJ. Além disso, nesse mesmo, local foi retirada uma amostra de solo para posterior
analise fisico-quimica e contagem de esporos de resisténcia de P. brassicae.

13.2. Analise da parte aérea e raizes

Segmentou-se a parte aérea das plantas em folhas, caule e inflorescéncia e aferiu-se a
massa de matéria fresca de cada 6rgdo de cada planta. Os blocos contendo solo e raiz foram
desfeitos e as raizes cuidadosamente separadas, lavadas para remogao do solo aderido e pesadas
para determinagdo da massa fresca total. Posteriormente, as raizes foram submetidas a
determinagdo do volume total de raiz e avaliadas pela escala de notas de Takahashi et. al. (2005)
para estimar a severidade da hérnia. Em seguida, separaram-se as raizes com galhas, das raizes
sadias e quantificaram-se as respectivas massas frescas e volumes. Também, determinou-se o
volume de raizes sadias e com galhas através da afericdo do volume de 4gua deslocado em uma
proveta graduada. Calculou-se a percentagem de raizes com hérnia (PRH) e de raizes sadias
(PRS) pela relagao entre os volumes de raiz com hérnia e sadia e o volume total das raizes,
respectivamente. Os resultados desta andlise de parte aérea, raiz e intensidade da Hérnia
(volume total, sadia e doente; percentagem de raizes com hérnia (PRH) e de raizes sadias (PRS))
foram utilizados para selecionar as amostras para analise de diversidade bacteriana.

13.3. Avaliac¢ao da diversidade bacteriana

Para estimar a diversidade bacteriana foi utilizada a técnica de Eletroforese em Gel de
Gradiente Desnaturante (DGGE), no intuito de visualizar fragmentos de DNA (bandas no gel)
de acordo com diferencas em suas sequéncias de nucleotideos, que sdo chamados Unidades
Taxonémicas Operacionais (UTOs) (MESQUITA, 2011). O natmero total de UTO’s
identificado em cada tratamento esté relacionado com a diversidade de populagdes bacterianas.

Para extracdo do DNA total dos solos, utilizou-se o kit Power Soil® DNA Isolation
(MO BIO Laboratories) segundo instrugdes do fabricante. Posteriormente, realizou-se
eletroforese em gel de agarose a 0,8% acrescido de SYBER safe DNA Gel Stain (Invitrogen)
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para avaliar a concentragdo do DNA extraido, utilizando como marcador de concentragdo de
DNA o fago lambda (Promega) a 25 ¢ 50 ng.

Para aumentar o rendimento dos produtos amplificados, foram realizadas trés reagdes
de PCR. A primeira reagdo foi realizada com os primers 27F (SUZUKI e GIOVANNONI,
1996) e 1512R (KANE et al. 1993) que amplificam a regido 16S do rDNA de bactérias gerando
um fragmento de 1500 pb.As amplificagdes foram conduzidas segundo as seguintes condigdes:
Hot start'; desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos; 30 ciclos de 94°C por 1 minuto;
anelamento a 58°C por 1 minuto; extensdo a 72°C por 1 minuto; e extensdo final a 72°C por 5
minutos.

A segunda reacdo foi realizada utilizando-se como molde 2,0 pL do produto de PCR
da 1* reagdo. Foram utilizados os primers GC338F e 518R (OVREAS ef al. 1997) que
amplificam a regido V3 do gene 16S rDNA de bactérias gerando fragmentos de
aproximadamente 198 pb. As amplificacdes foram conduzidas nas mesmas condi¢gdes do
primeiro PCR, exceto para o anelamento que foi utilizado a 55°C por 1 minuto. Uma terceira
reacdo foi realizada, utilizando-se as mesmas condi¢des que na segunda para aumentar a
quantidade de produtos de PCR que foram utilizados no DGGE.

Para avaliar os produtos de amplificacdo, aplicou-se 5,0 pL do produto de PCR no gel
de agarose 1,5% realizando-se eletroforese a 100 V; 400 mA por 40 min.

Os produtos da terceira reagdo de PCR separados em géis de concentracdo 8% de
poliacrilamida e gradiente de concentragdes entre 45% - 60%, definido a partir da mistura de
uréia e formamida deionizada. A eletroferese foi realizada a 70V e 60°C por 16h em um
equipamento DcodeTM “Universal Mutation Detection System” (BIO-Rad, Richmond, EUA).

Apds a eletroforese foi realizada a coloracdo do gel com nitrato de prata para
visualizacdo das bandas. Primeiramente, utilizou-se a solu¢do de fixagdo (etanol 10%; acido
acético 1%) por 20 minutos em um recipiente de vidro. O gel foi lavado com dgua e adicionou-
se a solugdo de pré-tratamento (acido nitrico 1,5%) por 3 minutos. Lavou-se novamente o gel e
adicionou-se a solug@o por impregnagdo (nitrato de prata 0,2%). O tempo de impregnacgdo foi
de 20 minutos, o excesso de prata foi retirado na lavagem com agua. Adicionou-se entdo, a
solucdo de revelag@o (carbonato de calcio 3%; formaldeido 37%). O tempo total para revelar
as bandas foi de 5 a 7 minutos. Posteriormente, a solu¢ao de bloqueio com acido acético glacial
(5%) foi adicionada por 5 minutos, encerrando o processo de coloragdo. O gel foi transferido
para uma placa de vidro contendo papel celofane, e seco a temperatura ambiente.

Os géis foram fotografados e as imagens dos géis foram analisadas com o software
Bionumerics (AppliedMaths, Saint-Martens-Latem), determinando-se as diferengas através do
coeficiente de Dicce.

Os perfis de PCR-DGGE das amostras de solos com ocorréncia de hérnia das
cruciferas foram gerados e comparados por analises de agrupamento e componente principal.
Para a analise agrupamento utilizou-se o algoritmo UPGMA para separacdo em grupos de
amostras (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean).

13.4. Analise Fisico-Quimica e contagem de esporos dos Solos

Para aferi¢do dos atributos quimicos e fisicos dos solos, processaram-se as amostras
de terra (secas ao ar e passadas por peneira com malha de 2,0 mm de didmetro) e efetuaram-se
as analises quimicas para determinacdo dos teores de matéria organica (MO), pH (H20), P, K,
Ca, Mg e Al trocaveis, H+Al, soma de base, areia, silte e argila, seguindo metodologia da

1 Hot start ou “inicio quente”: Aquecimento da tampa do termociclador na pré-reagdo em cadeia da polimerase a
94 °C. Esse método pode evitar a amplificacdo de bandas inespecificas.
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Embrapa (DONAGEMA et al. 2011) e de B seguindo metodologia de azometina-H (ABREU
et al. 1994, modificado).

Para a contagem do ntimero de esporos de resisténcia de P. brassicae utilizou-se o
método de Murakami et al. (2000) modificado. Amostras de 1,0 g de solo foram suspensas em
50,0 mL de 4gua destilada e autoclavada e agitadas por 5,0 min. Em seguida, ajustou-se o pH
da suspensdo para 10,0 utilizando-se NaOH a 1 mol/L, e submeteu-a novo ciclo de agitacio
por mais 5,0 min. Terminado o ciclo, reajustou-se o pH da suspensao para 9,0 com NaOH a 1,0
mol/L seguido de novo ciclo de agitacdo por mais 5,0 min. Peneirou-se a amostra em filtro
formado por quatro camadas de tecido mousseline e, em seguida, centrifugou-se o filtrado a
2000 rpm por 10 minutos (centrifuga de bancada Nova Instruments, modelo NI1814). O residuo
foi lavado com agua destilada, centrifugado mais trés vezes e, finalmente, ressuspendido em 50
mL de 4gua destilada. Para facilitar a visualizacdo dos esporos, adicionaram-se 90 puL de azul
de algodao a aliquotas de 400 pL da suspensdo. Contabilizou-se o numero de esporos de
resisténcia em trés amostras de cada suspensdo com auxilio de Camara de Neubauer e
visualiza¢do em microscopio optico e objetiva de 100X.

13.5. Analise estatistica

Os dados da analise de parte aérea (acimulo de biomassa fresca) e raiz (escala de
Takahashi ef al. 2005 e volume de raiz total, sadias e doentes) das 168 amostras foram
submetidas a analise de componentes principais, cujo objetivo foi verificar quais amostras
tinham maior relagdo com os atributos da hérnia das cruciferas visando selecionar um grupo
menor de amostras a serem estudadas quanto a diversidade bacteriana.

Apobs a obtencdo de um nimero menor de amostras, os perfis de PCR-DGGE de
extratos de DNA das amostras de solos com ocorréncia de hérnia das cruciferas, foram
analisados e comparados no software Bionumerics (AppliedMaths, Saint-Martens-Latem), e os
grupos obtidos pelo método de agrupamento UPGMA (na analise da diversidade bacteriana).

Para aplicacdo da técnica de andlise multivariada em dados de PCR-DGGE, as
imagens dos géis, normalizadas e convertidas, sdo transformadas em matrizes de
presenga/auséncia de bandas a serem tratadas como espécies (SALLES et al. 2004).

Apobs a obtencdo dos grupos pelo método de agrupamento UPGMA (na analise da
diversidade bacteriana), no software Bionumerics (AppliedMaths, Saint-Martens-Latem),
foram selecionadas variaveis de solos que caracterizaram a formagdo dos grupos. Para tanto,
utilizaram —se os dados da analise Fisico-Quimica e contagem de esporos dos Solos. O software
R (R Core Team, versdo 3.2) foi usado para proceder as andlises descritas abaixo.

Uma vez identificados os grupos, calcularam-se os respectivos parametros de posigdo
(média) e de amplitude (desvio padrdo, minimo e maximo) das diferentes variaveis relacionadas
aos atributos fisico-quimicos (teores de matéria organica (MO), pH (H20), P, K, Ca, Mg e Al
trocaveis, H+Al, soma de base, areia, silte e argila) e microbioldgicos dos solos (n® de bandas/
UTO’s) e de intensidade da hérnia (volume de raiz sadia, volume de raiz com hérnia, volume
total de raiz, percentagem de raiz com hérnia e sadias; e nlimero de esporos). Estes dados foram
apresentados graficamente e em tabelas.

Em seguida, realizou-se a Analise de Componentes Principais (PCA), no software R
(R Core Team, versdo 3.2), com o objetivo de se verificar a interag@o entre os atributos do solo
(pH, P, N, MO, SB, B) e diversidade bacteriana, determinada com base no numero de bandas
observadas pela técnica de DGGE e a interagdo entre os atributos da hérnia (VOLt, PRS, PRH,
nimero de esporos no solo e severidade em escala de nota) e diversidade bacteriana do solo.
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14. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de componentes principais das 168 amostras de plantas permitiu selecionar
17 amostras das 168 amostras iniciais. O nimero pequeno de amostras selecionadas em relagao
ao numero de amostras iniciais se deve ao custo da técnica e ao tempo necessario para a
execucdo das analises.

CP1+CP=62,64%

<15 =10 =5 a 5 1d 15
1 1 1 1 1 L 1
- 2
o
= - o
E . |- i
=
&n
et} 2 _ . o
(K 3 T
= = o
] s T
™ =
(R
L
o =
o -
| o
- -
o -

PC

CP1=37,25%

Figura 10: Analise de componente principal (biplot) das 168 amostras de plantas de couve-
flor.
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Pode se observar que o numero de raizes sadias se correlacionou inversamente com a
percentagem de raizes com hérnia, e entdo as amostras que tiveram maior relagdo com as raizes
sadias, assim como as amostras com maior relacdo com PHR, foram selecionadas, totalizando
17 amostras (Figura 10).

O grupo de 17 amostras foi estudado quanto a diversidade bacteriana e o perfil que
reflete a diversidade bacteriana é apresentado na Figura 11. Nesta, consta uma das repeti¢des
do gel de DGGE utilizada para anélise da diversidade bacteriana dos solos. O niumero de bandas
de cada amostra de solo representa a soma de UTOs de quatro géis de DGGE. Com base na
soma de UTOs, estimou-se a diversidade de espécies e construiram-se os dendogramas a partir
da similaridade dos perfis eletroforéticos do DGGE.

Figura 11. Eletroforese em gel de poliacrilamida com gradiente desnaturante dos produtos de
amplificacdo da regido 16 S do rDNA de Bacterias do DNA total extraido de 17 amostras de
solo cultivado com couve-flor, em Nova Friburgo, RJ. M = Marcador II (codigo: 315-06404
Nippon Gene).
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Figura 12: Dendrograma de similiaridade genética de populagGes bacterianas de 17 amostras de solos cultivado com couve-flor em Nova Friburgo,
RJ, obtido pelo método de agrupamento UPGMA a partir dos dados gerados na eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE).
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Apos a identificacao dos grupos pelo método de agrupamento UPGMA, selecionaram-
se variaveis de solo que melhor poderiam explicar a formacdo dos dois perfis bacteriano. A
técnica de agrupamento permitiu reunir variaveis com caracteristicas semelhantes entre si e com
aumento de variabilidade entre os agrupamentos formados (YEMEFACK et al 2005).
Identificaram-se dois Grupos, sendo o Grupol (G1) formado por 9 amostras e o Grupo 2 (G2)
por 8 amostras (Figura 12). Estes dois grupos apresentaram caracteristicas bem distintas quanto
aos atributos fisico-quimicos e bioldgicos dos solos e as variaveis relacionadas a quantificacio
da hérnia das cruciferas (Figura 4).

N T
B C —
Argila -
Silte __
Areia e S
cTC __
SB __
MO __
H+Al __
Al __
Mg __
Ca ——
K —— HG2
P __ HG1
pH %
Esporos -
PRS -
PRH -
VolS __
volt C ——
VolH %
Severidade nota __
Total de Bandas __
-0,6 -0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8

Figura 13: Médias padronizadas dos atributos fisico-quimicos e microbioldgicos dos solos e
intensidade da hérnia das cruciferas, nos dois grupos (G1 e G2) formados pela analise de
agrupamento.

Severidade nota, estimada pela escala de Takahashi (2005); VolH, VolS ¢ Volt -
volume de raizes com hérnias, sadias e total; PRS e PRH - porcentagem de raizes sadias ¢ com
galhas; Esporos- nimero de esporos de resisténcia de Plasmodiophora brassicae por g de solo;
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pH- pH em agua; P- fosforo assimilavel; K, Ca, Mg - potassio, calcio e magnésio trocavel; Al-
aluminio trocavel; H+Al- acidez potencial; MO- matéria organica do solo; SB- soma de base;
CTC- capacidade de troca cationica a pH=7; B - boro extraivel e N- nitrogénio total.

O Grupo 1 (G1), caracterizado pelo menor niumero de bandas (UTOs) de bactérias
apresentou maiores valores de pH, Ca, Mg, SB, B, N, areia; maior volume de raizes com hérnia
(VolH), sadias (VolS) e total (Volt); maior porcentagem de raizes sadias (PRS); e menores
teores de P e K, Al, H+Al, matéria organica (MO), CTC, silte e argila; menor severidade,
medida pela escala de notas, bem como pela porcentagem de raizes com hérnia (PHR) e menor
namero de esporos de resisténcia do patdégeno no solo (Figura 13, Tabela 7 e 8). O grupo 2
(G2), caracterizado pelo maior nimero de bandas (UTOs) de bactérias, destacou-se pelos
maiores valores de P, K, Al, H+Al, MO, CTC, silte e argila; maior severidade da doenca
estimada com base na escala de notas e na porcentagem de volume de raizes com galhas (PHR)
e nimero de esporos do patdgenos. No G2, também se enquadram as amostras com menores
valores de pH, Ca, Mg, SB, areia, maior volume de raizes com hérnia (VolH), sadias (VolS) e
total (Volt); maior porcentagem de raizes sadias (PRS). Estes resultados da analise de
agrupamento sdo confirmados pela analise de componentes principais (PCA) entre os atributos
do solo ¢ a diversidade bacteriana e entre a diversidade bacteriana e intensidade da doenga
(Figura 4). As componentes 1 e 2 (CP1 + CP2) entre os atributos do solo e a diversidade
bacterina explicam 51,82% da variancia observada (Figura 14A) e mostram uma relagao direta
e positiva entre o nimero total de bandas e os teores de matéria orgénica, P, B ¢ N no solo, e
inversa com a saturacdo de bases e pH (Fig. 14A). E, as componentes 1 ¢ 2 (CP1 + CP2) da
PCA entre a diversidade bacteriana e varidveis relacionadas a intensidade da hérnia explicam
72,74% da variancia observada (Figura 14B). A pouca relagdo entre o numero de esporos de P.
brassicae e o nimero de bandas enfatiza que a diversidade e a populagdo de P. brassicae nao
estdo diretamente correlacionadas, mas sim, que ambos estejam sendo influenciados pelas
caracteristicas distintas dos solos. E como ja se esperava o numero de esporos de P. brassicae
apresentou uma relagdo estreita com a porcentagem de raizes com hérnia (PRH) e inversa com
o volume total de raizes e percentagem de raiz sadia (PRS) (Figura 14B).

Apesar das variagdes em muitas das caracteristicas quimicas e fisicas dos solos, nos
dois grupos, os solos exibiram perfis de DGGE muito proximos (Tabela 7), possivelmente
devido ao manejo semelhante adotado nas diferentes propriedades e as aplicagdes consecutivas
do mesmo fertilizante organico e mineral.

Os solos do G2, com maiores valores de matéria organica, apresentaram menores
valores de pH e também maior severidade da doenga e percentagem de raizes com galhas (PRH)
¢ maior nimero de bandas. Ou seja, a principio, ndo existe relagdo entre a diversidade bacteriana
e a severidade da hérnia. Acredita-se que a maior diversidade nos solos de G2 esteja relacionada
ao maior teor de matéria orginica que por sua vez propicia uma maior acidez do solo e,
consequentemente, a uma condi¢do mais favoravel a P. brassicae e ao desenvolvimento da
hérnia das cruciferas. Esta maior acidez nas amostras com maior matéria organica decorre da
aplicacdo de cama de aviario fresca. O processo de decomposicdo deste adubo provoca
acidificacdo do solo e, consequentemente, torna o um ambiente mais propicio a hérnia das
cruciferas. Este resultado contraria alguns relatos segundo os quais solos com maior teor de
matéria organica sdo mais supressivos a doengas por fomentar a atividade microbiana, melhorar
a estrutura do solo com maior aeracao e retencao de umidade. No entanto, os relatos associando
a matéria organica e hérnia das cruciferas, sdo contraditérios, alguns apontado efeito de
reducdo, de promogdo ou nenhum efeito sobre doenga (ABBASSI ef al. 2006; GHINI et al.
2007; LAZAROVITS et al. 2001; 2006). Altos niveis de matéria organica no solo tém sido
associados a supressividade e reducdo de perdas pela hérnia, porém, com relatos divergentes
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(DIXON 2014, GOSSEN et al. 2013). Entretanto, varios trabalhos t€m demonstrado que o fator
de solo mais determinante para a severidade da hérnia das cruciferas é a acidez do solo
(BHERING et. al. 2017; GOSSEN et al. 2014; DONALD e PORTER 2009).

Esta divergéncia pode estar associada aos tipos e formas de aplicacdo da matéria
organica. No presente estudo, em 100% dos casos, a cama de ave ¢ aplicada quando ainda fresca
e diretamente na cova em cobertura, aos 30 dias ap6s o transplante. Esta, ao ser mineralizada,
resulta em elevacdo de temperatura e liberacdo de acidos orgénicos e inorganicos com
consequente liberagdo de ions H' e acidificag¢@o do solo ¢ elevagao dos teores de H+Al e de Al
trocavel (ECHART ¢ CAVALLI-MOLINA 1999). A forma trocavel deste elemento, AI**, pode
causar a reducao no desenvolvimento radicular em funcdo da toxidez e pode afetar a absor¢ao
de nutrientes e dgua, tornando as plantas mais vulneraveis aos danos causados pela doenga ou
agravando os sintomas caudados pelo P. brassicae (BHERING et al. 2017).

Ainda, dentre os principais efeitos que a matéria organica promove ao solo destacam-
se: a elevacdo da capacidade de troca catidnica (CTC) (SOUSA et al. 2007). Isso foi observado
no G2, o grupo que continha maior teor de MO. Este grupo apresentou maior CTC e,
possivelmente, uma maior agregacdo das particulas por ter maior quantidade de argila.

O processo de mineralizagdo da cama de ave fresca, provavelmente, favoreceu a
atividade microbiana ¢ a maior diversidade de bactérias, representado pelo maior nlimero de
UTOs em G2. Sabe-se que a disponibilidade de matéria organica e a qualidade dos residuos
adicionados ao solo podem afetar a atividade microbiana. SEVERINO et al. (2004) relatam
influencia da MO sobre a concentracdo e atividade de microrganismos e, Da Silva et al. (2016)
relatam que a atividade microbiana foi estimulada pela decomposi¢do da cama aviaria aplicada
em cobertura em eucalipto.

Tabela 7. Médias, desvio padrdo e valores minimos e maximos de atributos quimicos e
microbiologicos do solo nos dois grupos, G1 e G2, das areas amostradas para estudo da hérnia
das cruciferas em couve-flor

pH Ca Mg K P MO C Al  H+Al N°de bandas
Grupol H>O cmolc/kg ...mg/kg... .glkg... cmolc/kg Unidade
Média 549 456 1,02 226,22 171,11 2898 1,68 0,32 5,53 37,33
DP 046 247 031 96,87 87 576 034 0,62 2,80 6,89
Minimo 4,6 1,7 0,5 93 85 21,72 1,26 0 1,4 30
Maximo 59 10,1 13 372 324 36,89 2,14 1,6 9,2 51

pH Ca Mg K P MO C Al  H+Al N°de bandas
Grupo2 H,O cmolc/kg ...mg/kg... gkg... cmolc/kg Unidade
Média 5,04 3,77 0,75 298,37 258,62 33,04 1,92 0,66 797 39,63
DP 05 1,75 0,37 184,38 200,61 542 031 0,66 1,58 11,40
Minimo 44 1,2 0,2 124 75 24,41 1,59 0 5 30
Maximo 5,6 65 14 714 672 40,51 235 1,8 9,8 63
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Tabela 8. Médias, desvio padrdao e valores minimos e maximos de atributos fisico nos dois
grupos, G1 e G2, das areas amostradas para estudo da hérnia das cruciferas em couve-flor

Grupo1l Areia silte Argila
....................................... KRG

Média 511,67 140,67 347,67

DP 117,13 27,44 121,09

Minimo 432 97 143

Miximo 718 185 457

Grupo 2 Areia silte Argila
....................................... /KGoiiiiieiee

Média 461,25 182,5 359,25

DP 58,74 41,96 53,23

Minimo 407 135 293

Miaximo 546 265 436

Tabela 9. Médias, desvio padrao (DP) e valores minimos ¢ maximos de atributos relacionados
a quantificacdo da intensidade da hérnia das cruciferas em plantas de couve-flor nos dois
grupos, G1 e G2, identificados na analise de agrupamento

Volume de raiz ml Porcentagem de raiz Nimero de
esporos/ g de
Grupo 1 Galha  Total Sadia Galhas Sadias solo(log*)
Média 33 71 37,89 53,30 46,70 6,97
DP 15,19 31,86 29,14 22,73 22,73 6,89
Minimo 15 18 3 13,91 16,67 6,48
Maximo 62 115 99 83,33 86,09 7,46
Volume de raiz ml Porcentagem de raiz Nimero de
Grupo 2 Galha  Total Sadia Galhas Sadias espor(zls(/)gg*()ie solo
Média 28,75 50,50 21,75 55,23 44,77 6,99
DP 19,04 23,71 12,08 23,12 23,12 6,52
Minimo 8 15 4 26,67 10,87 6,74
Miéximo 57 83 38 89,13 73,33 7,18

*log na base 10

Os solos de G2, que contém maior diversidade bacteriana, também apresentaram
menores teores de B, Ca e Mg que podem também ter contribuido para a maior severidade da
hérnia. Estes nutrientes, especialmente o Ca e B, sdo relatados como associados a condigdes de
supressividadea hérnia das cruciferas (DIXON, 2009a; NOTT et al. 1999; RUARO et al. 2009)).
Além disso, as argilas e a propria matéria organica podem combinar com o boro do solo,
resultando em sua menor disponibilidade (RUARO et al 2009). Isso corrobora com os
resultados apresentado em G2, detentor de maior argila e MO, e menor B.

Apesar de os niveis de P e K trocaveis encontrados nos solosde G1 serem menores que
os de G2 (P= 171,11 mgkg! GI; P= 226,22 11 mgkg' G2; K= 226,2211 mgkg! Gl e
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K=298,37 11 mg.kg! G2) estes valores sdo considerados elevados e ndo sdo limitates a produgdo
de couve-flor (FREIRE et al. 2013), e, provavelemente também ndo limitantes a atividade
bacteriana do solo. Merece destaque, porém, o maior teor de fésforo no Grupo 2 pode estar
relacionado com a MO, pois Brito ef al. (2005) constatou que o esterco de poedeiras aumenta
os teores de P no solo. Estes maiores teores de P poderiam também estar envolvidos com o
maior numero de bandas nos solos que compdem G2. De acordo com Madigan et al. (2016)
entre os muitos elementos presente nos organismos vivos, o fosforo é provavelmente o mais
importante em termos ecoldgicos. Ainda, o maior teor de fosforo pode ser relacionado com o
maior numero de bactérias no solo, pois as bactérias, assim como os fungos e actinomicetos
estdo envolvidos nos processos metabdlicos para solubilizagdo e mineralizacdo do P (PAUL e
CLARK, 1997; RICHARDSON 2001). Porém, esses processos incluem a excre¢do de ions de
hidrogénio e liberagdo de acidos organicos (MENDES e JUNIOR 2003), que podem reduzir o
pH na regido rizosférica e sugere favorecer a ocorréncia do P. brassicae. Portanto, deve se ter
o manejo racional da matéria orgénica e de fertilizantes fosfatados e solos com ocorréncia de
hérnia.
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Figura 14. Anélise de componentes principais (Grafico biplot) relativos ao estudo da relagao
entre atributos dos solos, diversidade bacterina e variaveis relacionadas a intensidade da hérnia
das cruciferas em couve flor: A: atributos do solo x diversidade bacteriana; B: severidade
bacteriana e intensidade da hérnia das cruciferas - pH em agua; SB- soma de bases; P- fosforo;
PRH e PRS- porcentagem de raizes com hérnia e sadias; Volt- volume de raiz total. N° de
esporos- concentracao de esporos de P. brassicae no solo; Total de bandas- nlimero de bandas
das trés repeti¢des do gel.
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15. CONCLUSOES

1. A intensidade da hérnia das cruciferas e a diversidade bacteriana ndo foram
correlacionadas;

2. A matéria orgénica e a disponibilidade de fosforo e potassio foram os fatores de
solo que mais influenciaram positivamente a diversidade bacteriana.
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CAPITULO IV

DOSES DE CALCARIO PARA CORRECAO DA ACIDEZ DO SOLO E
SEUS EFEITOS NO DESENVOLVIMENTO DE PLANTAS DE COUVE-
FLOR E NO CONTROLE DA HERNIA DAS CRUCIFERAS
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RESUMO

Apesar da reconhecida importancia da correcao da acidez do solo para a nutri¢do da couve-flor
¢ manejo da hérnia das cruciferas, muitos produtores ndo a realizam, ou o fazem sem critério
técnico. Assim, presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes doses de
calcario na corre¢do da acidez do solo e melhoria de sua fertilidade ¢ a resposta de duas
cultivares de couve-flor quanto ao desenvolvimento do sistema radicular, reducao da severidade
da hérnia das cruciferas e produtividade em Nova Friburgo, RJ. Realizou-se um experimento
em propriedade familiar, localizada no municipio de Nova Friburgo. Adotou-se o delineamento
de blocos ao acaso em esquema fatorial 2x4, duas cultivares de couve-flor (‘Piracicaba Precoce’
e ‘Sharon’) e quatro doses de calcario Minercal (0,0, 1,0, 2,0 e 4,0 t/ha) e quatro repeticdes.
Avaliaram-se a fertilidade do solo, logo antes do transplantio e ao final do ciclo, o
desenvolvimento radicular, a severidade da hérnia das cruciferas, o desenvolvimento das
plantas, a produtividade e qualidade das inflorescéncias e a concentracdo e acumulo de
nutrientes e aluminio. E observou que a calagem favoreceu o desenvolvimento e ganhos de
biomassa, de produtividade e qualidade de couve-flor, mesmo sem ter reduzido
significativamente a severidade da hérnia das cruciferas; a calagem ndo reduziu a formacao de
galhas, mas favoreceu a emissdo de raizes pelas plantas de couve-flor; as plantas da cultivar
Sharon responderam melhor a calagem que as plantas de Piracicaba Precoce.

Palavras-Chave: Brassica oleracea var. botrytis, Plasmodiophora brassicae; acidez do solo.
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17. INTRODUCAO

A couve-flor (Brassica oleracea var. botrytis) destaca-se pela sua importancia
econdmica, principalmente nas Regides Sul e Sudeste do Brasil. Na regido Sudeste, um dos
principais municipios produtores ¢ o de Nova Friburgo, RJ, localizado na Regido Serrana. Este
municipio apresenta grande producao de hortalicas e ¢ um dos responsaveis pelo abastecimento
do mercado local e da capital do Estado, a cidade do Rio de Janeiro.

Devido as condigdes climaticas favoraveis a cultura e a proximidade com a capital,
cultiva-se couve-flor na regido praticamente o ano todo ha varios anos. Esse historico, associado
as caracteristicas do relevo e as praticas de cultivos adotadas na regido, favorece a ocorréncia e
disseminac¢do da hérnia das cruciferas, causada por Plasmodiophora brassicae. Essa ¢ a doenga
mais limitante ao cultivo de Brassica spp. em todo o mundo, inclusive na regido do presente
estudo. Esse patdégeno ¢ um protozoario biotréfico, habitual do solo e especifico de plantas da
familia Brassicaceae. As perdas pela doenga na regido sao agravadas pelo cultivo intensivo e
regular de couve-flor, repolho e/ou brocolis, pela possibilidade de mais de uma safra por ano,
e pela ocorréncia de condigdes de ambiente favoravel, especialmente nas safras de meia estacdo
e de verdo - temperaturas amenas, de 20 a 26°C, e alta pluviosidade (ROSA et al. 2010;
GOSSEN et al. 2013; INMET 2017).

O patdgeno apresenta duas fases em seu ciclo de vida: a) no solo, onde sobrevive como
esporos de resisténcia por mais de 3 a 6 anos em campos fortemente infestados
(WALLENHAMMAR 1996), e ha relatos de sobrevivéncia por até vinte anos sem a presenga
de hospedeiro (DIXON 2009); b) infectando plantas da familia Brassicaceae. Ao infectar e
colonizar as raizes das plantas induz a formac¢ao de galhas ou hérnias que levam a reducao do
sistema radicular efetivo, consequentemente, da absor¢do de agua e nutriente, o que
desencadeia um conjunto de sintomas secundarios como murcha nos horarios mais quentes do
dia, subdesenvolvimento e, em casos mais severos, morte da planta (KONG KAW WA, 2009;
PENALBER, 2009; MARINGONI, 1997). Ao final do ciclo da cultura, as raizes apodrecem e
0 patdgeno entra na fase de sobrevivéncia na forma de esporos de resisténcia no solo.

A dispersdo dos esporos e disseminagdo da doenga ocorrem por meio de transporte ou
arraste de solos, uso de agua para irrigagdo contaminada e utilizacdo de mudas infectadas
(COSTA e VENTURA, 2004). O desenvolvimento da doenca ¢ favorecido por temperaturas de
10 a 30°C (ROSA et al. 2010), sendo a 6tima 25°C (SHARMA et al. 2011), umidade do solo
elevada, superior a 70% da capacidade de campo (HORIUCH e HORI, 1980; AYERS 1944;
GLUDOVACZ 2013), e solos acidos ¢ com baixos niveis de Ca (WEBSTER e DIXON, 1991;
DONALD e PORTER et al. 2002 e 2004)

A inexisténcia, at¢é o momento, de um produto quimico eficiente para controle da
doenca e de cultivares resistente dificultam o controle da doenga. Recentemente foi registrado
no MAPA o primeiro principio ativo para controle da doenga, o ciazofamida (AGROFIT, 2016).
Além disso, a ndo ado¢do de medidas basicas de carater preventivo, o manejo inadequado dos
solos, a ndo observacdo de praticas como pousios e rotacdo de culturas e calagem contribuem
para o agravamento da doenca na regido de Nova Friburgo (BHERING ef a/l. 2017) e em varias
outras regides (ARAUJO et al. 2009; RUARO et al. 2009, 2010).

A elevacao do pH do solo ¢ medida basica para manejo da doenga. Segundo Schuta
(2003) e Hasse (2005), a doenga ¢ mais severa em solos com pH inferior a 5,7; menos severa
em solos com pH variando de 5,7 a 6,2; praticamente inibida em solos com pH maior que 7,8.
Ainda, a couve-flor caracteriza-se por ser uma cultura exigente em fertilidade e por produzir
melhor em solos com pH variando entre 6,0 a 6,8, saturagdo por bases (V) igual a 80% e teor
de Mg + Ca de no minimo 3,0 cmolc/dm?® (GUERRA ef al. 2013). A cultura também ¢ citada
como exigente em micronutrientes como molibdénio, boro, cobre, ferro, manganés e zinco ¢ a
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disponibilidade adequada desses elementos ¢ citada como importante para se garantir plantas
sadias e produtivas (MAY et al. 2007).

Apesar da reconhecida importancia da corre¢do da acidez do solo para a nutrigdo da
couve-flor e manejo da hérnia das cruciferas, muitos produtores néo a realizam, ou o fazem sem
critério técnico. No caso particular dos agricultores pertencentes as comunidades de Serra Nova,
Serra Velha e Rio Grande em Nova Friburgo-RJ, apenas 12% dos agricultores a realizam
visando o cultivo de couve-flor (vide capitulo 1). Em levantamentos feitos nas propriedades
locais, constatou-se cultivo de couve-flor em solos com pH variando de 4,5 a 6,1, em sua
maioria aquém do recomendado para a cultura (MAY et al. 2007) e do recomendado para
manejo da hérnia das cruciferas (RASHID et al. 2013; NARISAWA et al. 2005; RASTAS et
al. 2012). Ainda, apesar da importancia da cultura na regido e da calagem para a mesma,
inexistem trabalhos voltados para ajustes de doses e avaliacdo de respostas da cultura.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes doses de
calcario na correcdo da acidez do solo e na melhoria de sua fertilidade e a resposta de duas
cultivares de couve-flor quanto ao desenvolvimento do sistema radicular, reducao da severidade
da hérnia das cruciferas e produtividade em Nova Friburgo, RJ.
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18. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em uma propriedade familiar localizada no municipio
de Nova Friburgo, préximo ao Parque Estadual dos Trés Picos RJ, na Serra do Mar, Estado do
Rio de Janeiro (coordenadas -22° 19° 45°° - 22°23” 45> S ¢ -42° 35” 05°’- 42°40° 10”> W), no
periodo de setembro de 2014 a margo de 2015.

A area escolhida foi previamente cultivada com aveia preta (4vena strigosa), semeada
em junho de 2014 e dessecada com aplicacdo de glifosato (1L/200L de agua) cerca de dois
meses antes da aplicacdo dos tratamentos. As doses de calcario para a realizacdo da curva de
calibracdo e a adubacdo de plantio e cobertura foram realizadas conforme a analise quimica do
solo (Tabela 10).

Tabela 10. Resultado da analise quimica do solo antes da aplica¢do dos tratamentos.
pH Al Ca Mg Corg. V m P K

Agua ... Cmol/dm®...... .o, Youeerreeeeiens e, mg/L.......
0-20 cm 529 0,30 5,45 1,20 2,15 42,50 1,00 144,50 1354,00
20-40 cm 5,00 0,50 2,95 095 2,03 21,50 10,36 97,50 1633,00

Corg- carbono orgéanico; m- satura¢do por aluminio.

A palhada da aveia, apds dessecacdo, foi triturada com a passagem de um
triturador/compactador (Triton) e deixada na superficie do solo. Em setembro de 2014, cerca
de 90 dias antes do transplantio da couve-flor, efetuou-se a aplicacao das diferentes doses de
corretivo (0; 1,0; 2,0 e 4,0 t/ha). Utilizou-se o corretivo Minercal, calcario parcialmente
calcinado (PRNT igual a 104,5 %), seguido de incorporagdo com auxilio de enxada rotativa.

A defini¢do das doses de corretivo para neutralizar o aluminio do solo foi feita a partir
de curva de neutralizagdo, a partir da incubacdo de 200 g de TFSA oriunda da area experimental,
que foram acondicionadas em potes plasticos e mantidos a 70% da capacidade de campo. As
respectivas amostras, adicionaram-se doses crescentes do corretivo utilizado. Mediu-se o pH
uma semana apos o inicio do periodo de incubagdo e, aos 9, 11, 15 e 30 dias apos, até a sua
estabilizacdo. Calculou-se a quantidade de calcario necessaria para alcangar-se o pH 6,5,
considerado ideal para a cultura (MAY et al., 2007), sendo este alcangado com a dose de 4,0
t.ha'l. As demais doses foram obtidas pela divisdo sequencial da dose maxima.

Aproximadamente 12 dias antes do transplantio, efetuou-se uma aracdo e uma
gradagem em nivel, seguido de aplicacdo de herbicida oxifluorfem e paraquat (3L/ha) para
controle de plantas espontaneas. Também foi realizado o coveamento manual, observando-se o
espacamento de 0,5 x 0,5 m.

Antes do transplantio, coletaram-se amostras compostas de solo de cada uma das
parcelas para posteriores analises de fertilidade e contagem do nlimero de esporos de resisténcia
de P. brassicae. Para a avaliacdo dos atributos do solo, as amostras de solo foram processadas,
e as analises quimicas foram realizadas para determinar os teores de matéria organica (MO) (e
passados através de uma peneira com uma malha de 2,0 milimetros de didmetro secos ao ar);
pH (H20); P assimilavel e de K, Ca, Mg e Al (Al *3); o potencial de acidez (H+Al); a capacidade
de troca cationica (CTC) em pH 7,0, de acordo com a metodologia da EMBRAPA
(DONAGEMA et al. 2011). As amostras de solo destinadas a contagem de esporos de
resisténcia foram congeladas até o momento da avaliagdo.

Para a contagem do nimero de esporos de resisténcia do patogeno, tomaram-se
aliquotas de 1,0 g de solo que foram suspensas em 50,0 mL de 4gua destilada e autoclavada e
agitadas por 5,0 min. Em seguida, ajustou-se o pH da suspensdo para 10,0 utilizando-
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se NaOH a 1 mol/L, e submeteu-a novo ciclo de agitagdo por mais 5,0 min. Terminado o ciclo,
reajustou-se o pH da suspensdo para 9,0 com NaOH a 1,0 mol/L seguido de novo ciclo de
agitacdo por mais 5,0 min. Peneirou-se a amostra em filtro formado por quatro camadas de
tecido mousseline e, em seguida, centrifugou-se o filtrado a 2000 rpm por 10 min (centrifuga
de bancada Nova Instruments, modelo NI1814). O residuo foi lavado com agua destilada,
centrifugado mais trés vezes e, finalmente, ressuspendido em 50 mL de agua destilada. Para
faciliatar a visualiza¢cdo dos esporos, adicionaram-se 90 puL de azul de algoddo a aliquotas de
400 pL da suspensdo. Contabilizou-se o nimero de esporos de resisténcia em tres amostras de
cada suspensdo com auxilio de Camara de Neubauer e visualizagdo em microscopio optico e
objetiva de 100X (MURAKAMI et al. 2000 modificado).

No transplantio, utilizaram-se mudas sadias da cultivar de couve-flor Piracicaba
Precoce (Top Seed Garden) e do hibrido Sharon (Sakata), produzidas em bandejas de
prolipropileno (primeiro uso) e substrato comercial Plantmax. Efetuou-se o transplantio aos 34
dias apos o semeio, quando as mudas apresentavam quatro folhas definitivas.

Na adubacado de plantio, utilizaram-se 2,34 g/planta de KCI, 3,13 g/planta de ureia e
20,23 g/planta de superfosfato simples, calculados com base nas recomendacdes técnicas para
a cultura e resultados das andlises quimicas de solo. Na adubagdo de cobertura utilizaram-se
7,5 g/planta ureia e 5,81 g/plantade KCI aos 20 ¢ 60 DAT. Aos 40 DAT aplicou-se na projecao
das copas cerca de 120 g/planta de cama de aviario curtida, conforme pratica dos produtores da
regido. No inicio do florescimento, aplicou-se com 4cido borico (2 g L™!). Seguiu-se o manejo
usual para a cultura na regido, irrigacdo por aspersdo e duas capinas manuais.

Observou-se o delineamento de blocos ao acaso em esquema fatorial 2x4, duas
cultivares e quatro doses de calcario e quatro repetigdes. Cada parcela era composta por oito
linhas contendo oito plantas cada, em um total de 64 plantas, totalizando 16 m?.

Iniciaram-se as colheitas aos 53 dias apés o transplante, quando as primeiras
inflorescéncias atingiram ponto comercial que prosseguiu por mais 33 dias. Coletaram-se ao
acaso para analise, dez plantas por parcela e determinaram-se o nimero total de plantas com
padrio comercial por parcela. Nas dez plantas coletadas, determinou-se, individualmente: a
massa fresca das folhas e do caule e a massa fresca e diametro das inflorescéncias.  Para
avaliac@o das raizes, removeu-se o solo aderido e em seguida estas foram fotografadas, pesadas
para determinacdo da massa fresca total, e avaliadas quanto a severidade da hérnia das
cruciferas por meio de escala de notas (TAKAHASHI et al. 2005), onde 0=0%, 1=25%, 2=50%,
3=75% e 4=100% de raizes infectadas. Em seguida, separaram-se as raizes com galhas das
sadias e determinaram-se os respectivos volumes. O volume foi determinado pelo deslocamento
de 4gua em uma proveta graduada. Calculou-se a percentagem de raizes com hérnia e de raizes
sadias pela razdo entre os volumes de raiz com hérnia e sadia e o volume total das raizes,
respectivamente.

Durante o periodo de colheita, contabilizaram-se o numero de plantas mortas,
subdesenvolvidas e normais por parcela. Como plantas subdesenvolvidas consideraram-se
aquelas com folhas raquiticas, emissdo precoce de inflorescéncias ou inflorescéncias
deformadas e, como normais, aquelas com folhas completamente expandidas e inflorescéncias
bem formadas, mesmo que aquém do ponto de colheita.

Uma amostra composta da parcela, com aproximadamente 500g de folha e 300 g de
raizes e caules, foram acondicionadas em sacos de papel e secas em estufa a 60°C, até peso
constante. Em seguida, estas amostras foram pesadas e moidas em moinho analitico IKA
modelo A-11 para as posteriores analises quimicas visando a determinacgdo dos teores de Ca,
Mg, Al, K, Zn, Mn e Cu. Para tanto, tomaram-se aliquotas de 1,0 g dos respectivos orgaos,
secos ¢ moidos, que foram digeridos por via imida em sistema fechado em Digestor MARS
Xpress®, pelo o método SW-846 3051 A (USEPA, 2007) utilizando 10 mL de HNO3.
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Ap6s a obtencdo dos extratos, os mesmos foram filtrados e diluidos para 50 ml com
agua milliQ. Os brancos tiveram o mesmo tratamento. As concentracdes de Zn, Mn, Fe, Ca,
Mg, Al e Cu nos extratos foram determinadas por Espectrometria de Absor¢do Atdmica
(equipamento de marca Agilent Technologies, modelo Varian SpectrAA 55B). Os teores de N
total (%) foram determinados no Rapid N Cube (marca ELEMENTAR), por combustdo, de
acordo com a metodologia deDumas (KEENEY e BREMMER, 1967) e o K por fotometria de
emissdo de chamas.

Os dados obtidos foram submetidos as analises de variancia, teste de médias (Tukey
p<0.05) e quando significativos para as doses, realizou a analise realizou analise de regressao
linear ou quadratica (p<0,05).

Quando necessario foi realizada a transformacgdo dos dados. Os dados de magnésio,
aluminio e saturac@o por aluminio no solo; desenvolvimento das plantas (MFF-Massa fresca de
folha, MFC- Massa fresca de caule, MFPA- Massa fresca de parte aérea, MFR- Massa fresca
de raiz e MFI- Massa fresca de inflorescéncia) foram transformados por Vx, assim como o
volume total de raizes e o volume de raizes sadias. Ja os dados de MFH- Massa fresca de hérnia,
VolH- volume de raiz com hérnia, PRH-percentagem de raiz com hérnia, severidade, numero
de plantas mortas, subdesenvolvidas e a produtividade foram transformados por Vx+1. Para
todas as analises utilizou o programa estatistico SISVAR.
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19. RESULTADOS E DISCUSSAO

19.1. Registro de temperatura e umidade

Durante o periodo entre a aplicacdo do corretivo e transplantio da couve-flor, a
precipitagdo variou de 0 a 60 mm e, durante o ciclo foi de 378,2 mm (Figura 15). Acredita-se,
porém, que este volume de precipitagdo tenha sido suficiente para uma adequada reagdo do
corretivo no solo, especialmente por ser este de reagdo rapida. Aos 10 dias ap6s o transplantio,
registrou-se forte precipitagdo, cerca de 60 mm, coincidente com temperaturas na faixa de 17-
22°C que pode ter favorecido o desenvolvimento inicial da doenga.

Rastas et al. (2012) relatam que a ocorréncia de precipitacdo alta ou moderada,
associada a temperatura mais elevada, no inicio do ciclo da cultura resultam em maiores
severidades da doenca. A média da temperatura registrada no periodo do experimento oscilou
entre 15 e 20° C (Figura 15), sendo esta faixa de temperatura adequada para o desenvolvimento
da doenca (ROSA et al. 2010; GOSSEN et al. 2013). Segundo Sharma et al. (2011a, 2011b) o
desenvolvimento da hémia em Brassica rapa subsp. Chinensis (“mostarda”) ¢ lento em
temperaturas abaixo de 17°C e ¢ muito favorecido sob condi¢cdes com temperaturas de 23 a
26°C. Abaixo destes valores, e a medida que a temperatura se eleva acima de 30°C, os autores
relatam redug@o da severidade. Este mesmo padrdo de resposta foi observado em infecg¢des
primarias e intensidade da doenga em canola, em ensaio sob condigdes controladas (GOSSEN
et al. 2012a).
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Figura 15: Temperatura (°C), méxima, média e minima, e precipitagdo (mm) registrada no
periodo de setembro de 2014 a margo de 2015, desde a aplicagdo das doses de corretivo até a
colheita da couve-flor. Nova Friburgo-RJ, 2014/2015.
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19.2. Efeito das doses de corretivo sobre a fertilidade do solo

Houve acréscimo dos teores de calcio no solo com aumento da dose de corretivo
(Figura 16). Os teores de Ca+Mg, porém, se situaram acima do recomendado para a cultura, 3,0
cmolc/dm? (GUERRA et al. 2013), tendo apresentado os valores de 4,10; 7,27; 8,08 ¢ 9,58
cmolc/dm? nos tratamentos com 0, 1, 2 e 4 t/ha, respectivamente (Figura 16). Ou seja, mesmo
no tratamento sem adicdo de corretivo, os teores de Ca+Mg, estavam de acordo com o
recomendado para a cultura e, provavelmente, ndo limitante a cultura.

Dentre os macronutrientes, apenas o Ca, Mg e o N sdo tratados na literatura como
capazes de influenciar na severidade da hérnia, pouco se conhece sobre a influéncia direta do
fosforo e do potassio sobre o P. brassicae. Porém, a maior quantidade desses elementos no solo
pode proporcionar um efeito indireto, ocasionando efeitos compensatorios ou pelo
favorecimento do desenvolvimento radicular (AVALHAES et al., 2009; LOPEZ-BUCIO et al.
2003.

Os acréscimos nos teores de calcio no solo com aumento da dose de corretivo (Figura
16) também ndo foram suficientes para reduzir a severidade da doenga, possivelmente pelo
mesmo motivo descrito anteriormente. A auséncia de feito das doses crescentes de Ca pode
ainda estar associada ao fato deste ndo ter sido limitante, mesmo no tratamento testemunha,
Ot/ha de corretivo. O Ca ¢ frequentemente citado como sendo um nutriente com efeitos
consideravéis na reducdo das perdas pela doenga por afetar diversas fases do ciclo do patogeno
por reduzir o numero ¢ a taxa de maturagdo dos esporangios ¢ a eficiéncia na reproducdo do
plasmodio primdrio no interior do pelo radicular. Na rizosfera, este elemento pode influenciar a
viabilidade e germinacdo dos esporos de resisténcia e a mobilidade dos zodsporos primarios
(DIXON, 2006, 2009, 2014). Além disso, o célcio pode afetar também a propria reagao da planta
e a expressao de fatores de resisténcia do hospedeiro, por ter um papel critico na constituicao da
parede celular (DIXON, 2006).

Quanto ao K trocavel, sua disponibilidade s6 aumentou de forma significativa na maior
dose de corretivo (Figura 16D). Avalhées et al. (2009) relatam ndo haver crescimento da raiz
da couve-flor sob deficiéncia de potassio. Sharma (1988) também apontaram a importancia do
potassio para o crescimento da couve-flor. Assim, acredita-se que o potassio, apesar de ndo
referido como associado ao desenvolvimento de hérnia das cruciferas possa contribuir para a
reducdo das perdas pela doenga por favorecer o sistema radicular. Além do mais, a sequéncia
de absor¢do pela planta de couve-flor em ordem decrescente, para os macronutrientes foi
Potassio (K) > Nitrogénio (N) > Calcio (Ca) > Enxofre (S) > Magnésio (Mg) > Fosforo (P).

Os teores de P assimildavel aumentaram com o aumento das doses de corretivo devido
a redugdo da acidez do solo e, consequentemente, elevagdo do P disponivel na solug¢do do solo
(SOUSA et al. 2007). O aumento da disponibilidade de P contribui para aumentar a producao
de raizes laterais (LOPEZ-BUCIO et al. 2003).

A saturagdo de bases (V) média nos quatro tratamentos foi de 29,95%, 46,67%, 54,77
e 68,10 para as doses 0,0 1,0 2,0 e 4,0 t/h de corretivo, respectivamente. Estes valores, mesmo
no tratamento com 4,0 t/ha ficou aquém do recomendado para a cultura, que ¢ de 80% (MAY
et al. 2007). A saturagdo por Al (m) no tratamento testemunha (0,0 t/ha) foi de 5,07%,
levemente acima do limite aceitopara a cultura de couve-flor, que ¢ 5,0 (RIBEIRO et al. 1999).
Os valores de m decresceram com a corre¢ao do solo e atingiram valores iguais a 0,00% nos
tratamentos com 1, 2 e 4 t/ha de corretivo (Figura 17C).

A aplicagdo de 2,0 e de 4,0 t/ha de corretivo resultou em ajuste do pH do solo para
6,26 e 6,75 respectivamente (Figura 17B), valores estes dentro da faixa favoravel a cultura que
¢ de 6,0 2 6,8 (MAY et al. 2007). Todos os tratamentos que receberam a calagem aumentaram
o pH para a faixa minima recomendavel para reducdo das perdas pela hérnia das cruciferas,
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acima de 5,7 (SHUTA 2003 ¢ HASSE 2005; WEBSTER e DIXON 1991), com maior valor no
tratamento com 4,0 t/ha, 6,75. Este valor de pH foi o mais proximo do valor recomendado como
adequado para o controle de hérnia das cruciferas (DONALD e PORTER, 2009; GOSSEN e¢
al. 2014).
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Figura 16. Teores de célcio (A); magnésio (B); fosforo (C) e de potassio (D); soma de bases
(E) e saturagdo por bases (F), em fun¢@o das doses de corretivo (calcario parcialmente
calcinado com PRNT =104,5%), 90 dias apds a aplicagdo.
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Figura 17: Acidez potencial (A); pH (B); saturacdo por Al (C) e aluminio trocavel (D), em
fungdo das doses de corretivo (calcario parcialmente calcinado com PRNT =104,5%), 90 dias
apos a aplicacao.

19.3. Efeito dos tratamentos no desenvolvimento radicular e da hérnia das cruciferas

A massa fresca das raizes total aumentou com o incremento nas doses de corretivo em
ambas as cultivares, sendo este efeito mais acentuado em Sharon (Tabela 11 e Figura 18A) e
bem ajustado por equagdo linear simples. Ainda, os valores de massa fresca de raiz total foram
sempre significativamente superiores nas plantas de Sharon comparados aos de Piracicaba
Precoce (Figura 18A).

Registraram-se maiores volumes de raiz, total e sadia, na cultivar Sharon comparada a
Piracicaba (Tabela 11) e nas doses crescentes de corretivo, descrito por equacdes lineares
simples em funcdo da dose de corretivo (Figura 18B e C).

A ndo detecgao de efeito dos tratamentos sobre a severidade da doenga, considerando
apenas a escala de notas, pode estar relacionada a dificuldades de se quantificar esta doenca e
a pouca precisdo desta avaliacdo. A severidade, definida como a porcentagem da area ou do
volume de tecido lesionado ¢ frequentemente estimada com o uso de escalas (AMORIM, 1995).
No caso da hérnia das cruciferas tem sido estimada com o uso de uma escala descritiva, a de
Wallenhammar et al. (2000) ou, uma escala quantitativa, de Takahashi et al. (2005). No
presente trabalho utilizou somente a escala de Takahashi ez al. (2005). No entanto, esta possui
poucos niveis de severidade e ndo permitem discriminar com precisdo o efeito dos tratamentos.
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Melhores resultados foram obtidos com a medida de volume de raizes total e sadias.
Este resultado estd parcialmente de acordo com Nutter Jr et al. (2006) que afirma ser a
quantificagdo de doencas que causam galhas em caules e raizes ou de podriddes em fruto, mais
adequada por meio de estimativa ou medidas de volumes ou propor¢do do volume do 6rgao
afetado. Neste trabalho, observou-se efeito dos tratamentos apenas sobre o volume de raizes
total e sadias, com ganhos nos volumes em funcdo do incremento das doses de -corretivo (Figura
18 B-C).

Um maior volume de raizes, especialmente sadias, pode aumentar a eficiéncia das
plantas na absor¢ao de 4gua e nutrientes. Ou seja, mesmo que as plantas contenham raizes com
galhas, o ganho em volume de raizes sadias pode, até certo ponto, compensar as perdas causadas
pela doenca. Assim, uma resposta importante para o bom desenvolvimento da planta e redugdo
das perdas pela hérnia das cruciferas pode ser o favorecimento da emissdo de raizes pela planta.
Acredita-se que condicdes que possam favorecer uma maior emissdo de raizes possam
compensar a perda de raizes infectadas. Ou seja, com a elevacao do pH do solo e neutralizacao
do Al toxico ha também um efeito indireto positivo como estratégia de manejo da doenga que
¢ o favorecimento do desenvolvimento radicular e compensagdo daquelas raizes
comprometidas pela doenga.

Além destes aspectos, porém, deve-se considerar que um maior ou menor €xito da
calagem depende da carateristica do produto aplicado, modo de aplicagdo e eficiéncia de sua
distribuigcdo no solo ¢ da natureza do sistema radicular ¢ do volume de solo efetivamente
explorado pela cultura (RAIJ, 2011).
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Figura 18: Valores médios massa fresca de raiz (A); volume total de raizes (B) e volume de
raizes sadias (C), em duas cultivares de couve-flor, em func¢ao das doses de corretivo aplicado
(calcario parcialmente calcinado com PRNT =104,5%).

Tabela 11. Valores médios de massa da matéria fresca total de raizes; volume total de raiz e
volume de raiz sadia, observadas na hibrido Sharon e na cultivar Piracicaba.

Cultivar MFR-total Volume total de raiz (mL) Volume de raiz sadia (mL)

Sharon 96,56 a 79,84 a 74,37 a
Piracicaba 62,77b 58,38b 5393 b

CV (%) 21,48 19,99 22,85

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade

A auséncia de efeito dos tratamentos sobre a massa e volume de raizes com galhas
pode também estar relacionada ao alto potencial de indculo no solo, acima de 10® esporos/grama
de solo (Figura 19). Falhas no controle da hérnia tém sido frequentemente atribuidas ao alto
potencial de indculo no solo e a questdes como método de aplicagdo e incorporacao do calcario,

77



caracteristicas do produto, eficiéncia da distribui¢do de suas particulas e umidade e textura do
solo (DONALD e POTER 2009).
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Figura 19: Numero de esporos de resisténcia de Plasmodiophora brassicae registrados nas
diferentes parcelas (log nimero de esporos/g de solo).

Segundo Myers et al. (1981), o pH ¢ a concentragdo de in6culo do patdégeno no solo
afetam de forma interativa diferentes processos no ciclo de vida do patégeno como invasio e
colonizacdo das células e o desenvolvimento dos sintomas. Webster & Dixon (1991)
verificaram que o efeito do pH no controle da doenca foi mais efetivo em baixas concentragdes
de indculo do patdgeno. Ainda, segundo Ruaro et al. (2010), em solos altamente infestados, o
uso da calagem pode ser falho para controlar a doenga.

19.4. Efeito das doses sobre desenvolvimento das plantas e das inflorescéncias

Observou-se efeito de cultivar sobre o acimulo de massa fresca de todos os 6rgaos da
planta (Tabela 12), e constatou incrementos de massa fresca de caule e total em resposta aos
aumentos de dose de corretivo e maiores acumulos em Sharon comparados a Piracicaba Precoce
em todas as doses (Figura 20 A-C). O acimulo de massa fresca da parte aérea aumentou com a
dose de corretivo, independente da cultivar (Figura 20D ).
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Tabela 12. Valores médios de massa de matéria fresca de folha (MFF),de massa de matéria
fresca de caule (MFC), de massa de matéria fresca de parte aérea (MFPA), de massa de matéria
fresca total (MFT), observadas no hibrido Sharon e na cultivar Piracicaba.

Cultivares MFF MFC MFPA MFT
Sharon 1270,39a 277,66 a 2053,04 a 45,79 a
Piracicaba 850,88 b 151,30b 1471,64Db 38,33 b
CV (%) 22,43 17,14 18,31 17,95

*M¢édias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade

O aumento no ganho de massa pode estar relacionado com aumento da disponibilidade
de P com a correcdo do solo, e com o aumento do volume de raizes, total e sadia (Figura 16C e
Figura 18B-C). As plantas de couve-flor apresentam crescimento das raizes até a profundidade
de 85 a 115 cm, porém tendem a apresentar maior crescimento horizontal que vertical e maior
explorado da camada superficial do solo com intensa ramificagdo e producdo de pelos
radiculares nas camadas superficiais (THORUP-KRISTENSEN E BOOGAARD, 1998).

Avalhdes et al. (2009) cita que plantas de couve-flor suprimidas de fosforo,
apresentaram diminui¢cdo do numero de folhas, altura, didmetro do caule, bem como area foliar
em relagdo ao tratamento completo. Enfatizando com estes resultados a importancia da corre¢do
do solo para a disponibilidade de fosforo e o bom desenvolvimento da planta e consequente,
acimulo de massa.
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massa fresca de parte aérea - MFPA (C), em plantas das cultivares Sharon e Piracicaba Precoce
em fun¢do das doses de calcario (calcério parcialmente calcinada com PRNT =104,5%).

19.5. Produtividade e qualidade

Observou-se efeito significativo de dose e de cultivar no acumulo de massa fresca e
didmetro das inflorescéncias de couve-flor com aumento tanto da massa fresca como do
diametro das inflorescéncias em fun¢@o do aumento da dose de corretivo (Figura 21 A-B) e
maiores valores em Sharon, comparado a Piracicaba Precoce. Os ganhos em massa e diametro
implicaram em ganho de qualidade, visto ser o didmetro transversal um atributo importante na
classificagdo comercial de couve-flor (PROGRAMA HORTI e FRUTI PADRAO, 1999).

Observou-se, ainda, efeito significativo de dose sobre nimero de plantas normais ¢
produtividade por parcela. Houve acréscimo significativo de produtividade com as doses,
decorrente tanto do aumento do nimero de plantas normais como do aumento da massa média
das inflorescéncias (Figura 21). Pode-se notar, ainda, que a aplicacdo de apenas 1 t/ha de
corretivo resultou em aumento expressivo do nimero de plantas normais e de produtividade em
relacdo a testemunha, O t/ha, e com menores acréscimos nas doses de 2,0 e 4,0 t/ha. Este
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resultado deve-se a melhoria das condigdes de fertilidade do solo e, provavelmente, ao aumento
do volume de raizes sadias pelas plantas.
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Figura 21. Valores médios de massa fresca de inflorescéncia — MFI (A); didmetro da
inflorescéncia (B); produtividade por parcela (C) e nimero de plantas normais (D), em funcao
das doses de calcario (calcario parcialmente calcinada com PRNT =104,5%).

19.6. Concentracio e acimulo de nutrientes

Nao houve diferenca significativa, tanto para cultivar quanto para dose, na
concentracdo de nutrientes na parte aérea e na inflorescéncia.

Verificou-se efeito significativo de cultivar nos valores de N, K, Mg acumulados na
parte area e nenhum efeito de dose. As plantas da cultivar Sharon apresentaram maior acumulo
de Mg e K na parte aérea (Tabela 13).

Dentre os micronutrientes, observou-se, efeito de cultivar sobre o acuimulo de Zn e Mn
na parte area e Fe na inflorescéncia, com maior acimulo Fe na inflorescéncia de Piracicaba e
de Zn na parte aérea de Sharon (Tabela 13). Castoldi ef al. (2009) e Souza et al. (2007) citam
a ordem decrescente de acumulo de micronutrientes pela couve-flor ‘Verona’ de
Fe>Mn>Zn>Cu, semelhante ao encontrado neste estudo.
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Tabela 13. Valores médios de Macro e micronutrientes acumulados na inflorescéncia e
acumulado na parte aérea de plantas de couve-flor das cultivares Sharon e Piracicaba Precoce.

Cultivar

Acumulado na inflorescéncia

Acumulado na Parte aérea

N K Ca Mg

Sharon

Piracicaba

CV(%)

Cultivar

Sharon

Piracicaba

4,68 A 43,74 A 652,57TA 2456 A
3b69A  3199B 52588 A 18,76 B

CV(%)

25,89 11,14 30,82 9,64

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 10%

de probabilidade.
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20. CONCLUSOES

1. A calagem favoreceu o desenvolvimento e proporcionaou ganhos de biomassa,
de produtividade e de qualidade de couve-flor, mesmo sem ter reduzido significativamente a
severidade da hérnia das cruciferas;

2. A calagem nao reduziu a formacao de galhas, mas favoreceu a emissao de raizes
pelas plantas de couve-flor;

3. As plantas da cultivar Sharon responderam melhor a calagem que as da
Piracicaba Precoce.
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CAPITULO V

EFEITO DO ALUMINIO E Plasmodiophora brassicae NA ANATOMIA
RADICULAR E CRESCIMENTO DE COUVE-FLOR
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RESUMO

A hérnia das cruciferas ¢ uma doenca causada pelo protozoario Plasmodiophora brassicae
(Woronin), parasita obrigatdrio e habitante do solo, e tem como sintomas formacao de galhas
nas raizes. Existe um consenso na literatura de que o pH acido ¢ a condi¢do preponderante no
desencadeamento e desenvolvimento da infec¢do do pelo radicular pelo patégeno. Inexistem,
porém trabalhos relacionando a acidez trocavel e o desenvolvimento da hérnia das cruciferas.
O presente trabalho tem como objetivos avaliar, em sistema hidroponico, os efeitos de trés doses
de aluminio sobre: a) o desenvolvimento das raizes e de plantas de couve-flor; b) as infecg¢des
das raizes por P. brassicae; c) a relacdo entre o aluminio e o patégeno no desenvolvimento
radicular das plantas; d) caracterizar os danos do aluminio as raizes de couve-flor em
microscopia Otica. Avaliou-se o efeito de trés doses de aluminio (0, 30 e 60 uM.L") e de dois
valores de pH (4,3 e 6,3) em plantas inoculadas, ou ndo, com P. Brassicae. Utilizaram-se
plantas da cultivar Verona, conduzidas durante 35 dias em vasos de 2,5 L contendo solugéo
nutritiva, em ambiente sob tela sombrite com bloqueio de 50% da luz incidente. O pH da
solugdo foi ajustado diariamente, de acordo com o tratamento, com HCI 0,01N, e a solucdo
trocada a cada cinco dias para garantir a presenga do aluminio na solugdo. O aluminio (AICIs.
6 H>O) foi adicionado aos vaso uma semana apés o transplante e sempre que o pH excedia o
valor de 4,8. A inoculacdo foi realizada com a adicdo de 6,0 mL de suspensdo de esporos de
P. brassicae por vaso. Avaliou-se a biomassa fresca e seca, o volume total de raizes, ¢ os
volumes de raizes sadias e doentes. Determinou-se o aluminio e calcio no tecido vegetal e fez-
se analise microscopica da raiz. O aluminio reduziu o comprimento de parte aérea, a
concentragdo ¢ acimulo de calcio nas folhas e raizes. O aluminio ocasionou ma formagéo da
lamela média e danos na parede celular. O patogeno reduziu o comprimento de raiz e o volume
de raiz sadia e aumentou a concentracdo de calcio e as divisdes celulares nas raizes.

Palavras-chave: Brassica oleracea var. botrytis; hérnia das cruciferas; fitotoxidez; parede
celular.
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22. INTRODUCAO

A hérnia das cruciferas é uma doenga causada pelo protozoario Plasmodiophora
brassicae (Woronin), parasita obrigatorio e habitante do solo. As infec¢des e colonizagdo pelo
patogeno se ddo nos pelos radiculares e cortex das raizes de diferentes espécies da familia
Brassicacea (DIXON 2009b). O sintoma tipico caracteriza-se pela formagao de galhas
resultante de divisdo celular desordenada e do aumento do tamanho das células do cortex da
raiz. Dependendo da intensidade doenga tém-se uma correspondente reducdo do processo de
absorcdo de agua e nutrientes pelas raizes e, consequentemente, prejuizo ao crescimento da
planta, murchas temporarias e, em casos mais severos, morte da planta (DIXON 2009a,
KAGEYAMA E ASANO 2009, HWANG et al. 2011).

A doenga ¢ favorecida por solos acidos com pH <5,5 (DONALD E PORTER 2009;
GOSSEN et al. 2014), baixos niveis de calcio (DIXON, 2009), de boro (DIXON, 2009;
DEODORA et al. 2011) e alta umidade no solo (DIXON 2009b, RASTAS et al. 2012). Ainda,
temperaturas de 20 a 26°C (SHARMA et al. 2011a, 2011b; GOSSEN et al. 2013) e areas com
alta densidade e distribuicao de esporos de resisténcia do patdgeno sdo condicdes favoraveis a
severas perdas, pelo ataque do patdgeno.

A couve-flor (Brassica oleracea var. botrytis) esta entre as espécies suscetiveis
(DIXON 2009) e com relatos frequentes de perdas pela doenga no Brasil (ARAUJO et al. 2010).
Trata-se de uma cultura exigente em fertilidade do solo e que produz melhor em solos com
saturagcdo de bases acima de 70%, pH entre 6,0 até¢ 6,8 ¢ teor de Mg + Ca de no minimo 3,0
cmolc/dm? (GUERRA et al. 2013) e sensivel ao aluminio toxico (MAY et al. 2007).

Segundo Agrios (2005), o pH acido é a condigdo preponderante no desencadeamento
e desenvolvimento da infec¢do do pelo radicular por P. brassicae, e com frequéncia ¢ verificada
uma relagdo inversa entre pH do solo e severidade da hémia (DONALD E PORTER 2009;
GOSSEN et al. 2014). Niwa et al. (2008) relata que valores neutros de pH inibem a germinacao
dos esporos de resisténcia e este ¢ um fator primario para supressao da doenca.

O aluminio geralmente provoca severas mudangas na morfologia da raiz, sendo
observada inibi¢cdo do alongamento radicular, resultando em raizes mais curtas com os apices
mais grossos, com poucos ou nenhum pelo radicular (GUPTA et al., 2013). Ainda tem como
efeito a interferéncia na absorg¢do, transporte ¢ utilizacdo de elementos como Ca, K, P ¢ Mg,
bem como da dgua (FOY et al. 1978; WAGATSUMA et al. 1987).

Existem poucos trabalhos na literatura indicando os danos que este causa em brassicas.
Dos Santos et al. (2010) relatou que o crescimento das plantas de ricula foi significativamente
reduzido na presenga do aluminio (AICI3) em condigdes de solugdo nutritiva. E em canola (B.
napus) concentragdes de aluminio acima de 60 mM inibiu fortemente o crescimento radicular
(CLUNE E COPELAND 1999).

Apesar de a couve-flor ser citada como intolerante ao aluminio téxico, poucos sdo os
trabalhos mostrando os efeitos fitotoxicos desse elemento em plantas de couve-flor. Ainda,
apesar da muito bem conhecida relagdo entre acidez do solo e fitotoxicidade por aluminio (em
solos com pH <5,5) (SOUSA et al. 2007) e da acidez do solo com a severidade da hérnia (pH
<5,5) (DONALD E PORTER 2009; GOSSEN et al. 2014), ndo existe até 0 momento nenhum
estudo investigando a relacdo entre danos pelo aluminio e infecgdo por P. brassicae em raizes
de Brassica spp. Assim, tendo em vista as informagoes sobre os danos de aluminio as raizes,
questiona-se se esses danos nao poderiam potencializar as infec¢des por P. brassicae. Especula-
se aqui se as lesoes e a desorganizacdo da parede celular causada pelo excesso de aluminio no
solo, poderiam contribuir ou favorecer o processo de penetracdo das células dos pelos
radiculares e do cortex das raizes pelo patogeno. Ou, ainda, se a redugdo dos pelos absorventes
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e do sistema radicular pelo efeito fitotoxico do aluminio (MEURER et al. 2007) ndo seria um
fator agravante para as perdas pela hérnia em solos acidos.

O cultivo hidroponico pode ser utilizado nos estudos de alteragdes morfologicas e
anatomicas e histologicas sob a a¢do de elemento toxico, como ao aluminio. A grande vantagem
de emprego de solugdes nutritivas nesse caso é o facil acesso as raizes (MARTINEZ E
CLEMENTE 2011).

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivos avaliar, em sistema
hidroponico, os efeitos de trés doses de aluminio e dois niveis de pH sobre: o desenvolvimento
das raizes e de plantas de couve-flor; as infec¢Oes das raizes por P. brassicae e caracterizar os
danos do aluminio as raizes de couve-flor em observacdes sob microscopia Otica.
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23. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetagdo da Universidade Federal de Vigosa,
no periodo de 10 de outubro a 23 de novembro de 2016. Foram avaliados trés doses de aluminio
(0, 30 e 60 pM.L"), dois valores de pH (4,3 e 6,3) em plantas inoculadas ou ndo com P.
Brassicae. Adotou-se o delineamento interiramente ao acaso, com seis repeti¢des constituidas
por uma planta cada.

A condugdo das plantas de couve-flor foi realizada em vasos 2,5 L contendo solucao
nutritiva ¢ mantidos sobre uma bancada instalada a 1,00 m do solo e coberta com tela tipo
sombrite com bloqueio de 50% da radiagdo incidente. A solugdo nutritiva foi composta de N=3;
P=0,01; K= 2,9; Ca=1,8; Mg=1; S=3,2 mmol.L! e, B=46,3; Cu=0,3; Fe=60; Zn= 0,76;
Mn=9,11; Mo=0,1 pmol.L-! na forma dos seguintes sais: Ca(NO3)2.2H20, KNO3, K>SO,
NH4NO3, MgS04.7H20, KH2PO4, para os macro e H3BOs3, CuS04.5H,O, MnCl».4H>O0,
ZnS04.7H20, Na2Mo0Os, Fe-EDTA para os micronutrientes.

Mudas de couve-flor, cultivar Verona, com 20 dias apds a semeadura em substrato
comercial (Tropstrato), tiveram suas raizes lavadas e, em seguida, transplantadas para vasos
contendo a solugdo nutritiva aerada. A fixa¢ao das mudas foi feita em placas de isopor com 20
mm de espessura (Figura 22A). O sistema de aeracdo foi acionado por um compressor no qual
se um acoplou filtro para reten¢do de impurezas. As mangueiras de aera¢do dos vasos eram
transparentes e foram posicionadas na lateral do vaso. A aerag@o era continua e a reposi¢ao da
agua evapotranspirada foi realizada antes do ajuste do pH pela adi¢do de agua deionizada
(MATINEZ E CLEMENTE 2011). O pH de cada vaso foi ajustado diariamente, de acordo com
o tratamento, com HCI 0,01 mol/L. A solug¢do nutritiva dos vasos foi trocada a cada cinco dias.

Figura 22: A: Visdo geral do sistema de conducdo do experimento; B: Medi¢ao de pH no vaso.

O aluminio foi adicionado aos vasos uma semana apos do transplante, na ocasido da
troca de solugdo nutritiva e, sempre que o pH se elevava para valores acima de 4,8. Utilizou-
se aluminio na forma de cloreto de aluminio (AICI3. 6 H20).

As plantas foram inoculadas com adi¢do de 6,0 mL por vaso de suspensdo de esporos
de resisténcia de P. brassicae, aos trés dias ap6s a aplicagdo do aluminio, 11 dias apds o
transplante. A suspensdo foi preparada a partir de 1 grama de galhas congelada, trituradas e
filtradas em quatro camadas de mousseline e avolumada para 50 mL. Em todas as trocas de
solugdo foi adicionada suspensdo de esporos nos tratamentos com presenca do patogeno.
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23.1. Desenvolvimento da planta e atributos de raiz

Aos 35 dias ap6s a inoculacdo, foram realizadas medidas de comprimento de parte
aérea e comprimento total das raizes. Também realizou-se a pesagem, em balanga de precisao,
para obten¢do da massa fresca das folhas, caules e raizes. Em seguida, separaram-se as raizes
com galhas das sadias e determinaram-se as respectivas massas frescas e volumes. Determinou-
se o volume de raizes sadias e com hérnias através da afericdo do volume de agua deslocado
em uma proveta graduada. Calculou-se a percentagem de raizes com hérnia e de raizes sadias
pela relagdo entre os volumes de raiz com hérnia e sadia e o volume total das raizes,
respectivamente. Posteriormente, os diferentes 6rgdos das plantas (folhas, caules e raizes)
foram secos em estufa com circulagdo forgada a 65°C e pesados para obtengdo da massa seca.

23.2. Determinacio de aluminio e calcio nas folhas e raizes

Para a determinacdo dos valores de aluminio e de calcio nas amostras de folhas e
raizes, foi usada a metodologia da EPA 3050, descrito por USEPA (2008). Pesou-se 1,0 g da
amostra de folha e 0,5g da de raiz, ambos secos e moidos em moinho tipo Wiley. Apds pesagem,
as amostras foram colocadas em tubos de ensaio e foram adicionados 5,0 mL de HNO3
concentrado. A seguir, o material foi mantido por 15 min em bloco digestor a 95°C. Apos este
tempo, foram acrescidos 10 mL de HNO; concentrado, levando-se novamente ao bloco digestor
a 95°C por mais 2 h. Apds essa etapa, adicionaram-se 5 mL de H2O: e, ao cessar a efervescéncia,
o produto da digestdo foi avolumado para 25 mL com agua destilada e filtrados, dando origem
a extratos que posteriormente foram lidos em aparelho de espectrofotometria de absorcao
atdomica (EAA), marca Perkin Elmer, modelo OPTIMA 3000, para determinag¢do das
concentragdes de calcio na folha e na raiz ¢ aluminio na raiz. Para validagdo da determinacao
do teor de calcio, e aluminio, utilizou-se a amostra certificada “SRM 1573a - Tomato Leaves”
como material de referéncia. Esta apresenta concentragdes de calcio igual a 50,5+ 0,9 gkg' e
de Al igual a 598 + 12,0 mg kg™'.

23.3. Analise microscépica

Para analise microscopica foram coletadas amostras de raizes, aos 30 dias apds a
inoculacdo (DAI). De cada tratamento foram retirados dois fragmentos de raiz com cerca de
1,0 cm, sendo um da regido do apice (coifa e regido lisa ou de alongamento) e outro da regido
de absorgdo ou pelifera (onde estio os pelos absorventes). Estes fragmentos foram fixados com
paraformaldeido 8,0% + 2,5% de glutaraldeido em s6dio 0,05 mol/L e pampao de fosfato, pH
7,2 (GAHAN 1984 modificado), desidratados em série etanolica ¢ emblocadas em Historesin®
(Leica Microsystems, Heidelberg, Alemanha). Secgdes de 1-3um foram obtidas com navalhas
de vidro um microtomo rotativo RM2255 (Leica) e coradas com azul de toluidina O (FEDER
e O'BRIEN 1968).

As fotomicrografias foram obtidas através de um microscopio Olympus BX-41
(Olympus, Toquio, Japdo) com sistema de captura composto por camera Imaging Source e
software Image-Pro Insight.
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23.4. Analise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos as analises de varidncia utilizando-se o programa

estatistico SISVAR e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey
(p<0.10).
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24. RESULTADOS E DISCUSSAO
24.1. Desenvolvimento da planta e atributos da raiz

A resposta ao pH dependeu da presenga ou auséncia do patégeno. Na solugdo mais
acida (4,3) e em plantas inoculadas, observou-se reducdo da MFF (43,44¢g), MSF (2,9 g), MFC
(11,3g) e MSC (0,93g) em relagdo a solugdo ajustada para pH 6,3 (MFF=83,32, MSF= 6,5,
MFC=18,9 e MSC= 1,56 gramas) (Tabela 14). Isso indica que o pH baixo favoreceu as perdas
pela doenga.

Na auséncia do patégeno o pH ndo afetou significativamente o acimulo de massa
(fresca e seca de folha - MFF ¢ MSF; de caule- MFC ¢ MSC e de raiz — MFR e MSR) das
plantas. Este resultado esta de acordo com o padrdo normalmente observado em ensaios em
solucdo nutritiva.

Na interacdo entre pH e patdgeno, as plantas inoculadas com P. brassicae tiveram o
comprimento e o volume de raiz sadia reduzidos no tratamento com pH 4,3. (Tabela 15¢e 16) e
um correspondente efeito no desenvolvimento da parte aérea. E Gossen ef al. (2013) ja haviam
relatado que com o desenvolver da doenga ha reducdo do sistema radicular efetivo da planta e,
consequentemente, do processo de absor¢ao de 4gua e nutrientes levando ao aparecimento de
sintomas secundarios como murchas nos horarios mais quentes do dia, subdesenvolvimento e
reducdo da producdo de biomassa. Por outro lado, a presen¢a de P.brassicae na solugdo
nutritiva aumentou o crescimento de raiz e a producdo de massa de folhas e caules nas plantas
mantidas sob pH 6,3. Essa maior produ¢@o de massa em pH 6,3, mesmo na presenga dpatdogeno,
enfatiza que o pH acido favorece o desenvolvimento e as perdas perdas pela doenga.

A resposta das plantas quanto a producdo de biomassa e comprimento da parte area
em fungdo do aluminio na solugdo nutritiva dependeu da presenga ou auséncia do patdogeno
(Tabela 14 e 15). Na auséncia do patégeno, houve redugcdo da massa fresca de folha e
comprimento de parte aérea devido ao aluminio, mas ndo houve diferengas entre as dose 30 e
60 umol.L!. Na dose igual 60 pmol.L"! de aluminio houve redu¢do do comprimento da parte
aérea nas plantas inoculadas comparda a ndo inoculadas (Tabela 15). Dos Santos et al. (2010)
estudando rucula (Eruca sativa Mill — Brassicaceae) submetidas a diferentes concentragdes de
aluminio em cultivo hidropdnico também constatou decréscimo do comprimento total da
planta. Ainda, Cruz et al., (2008), relatam que o crescimento da parte aérea das plantas de sorgo
representado pela altura das plantas, sofreu uma reducdo pela acdo das doses crescentes de
aluminio. Aquino ef al. (2013) afirmam que, independentemente, da cultura os altos teores de
aluminio no solo afetam o crescimento das plantas.

Na presenca do patogeno, houve aumento da produgdo de matéria seca de raizes com
o aumento da dose de Al (Tabela 14). Este acréscimo de massa seca de raizes deve-se a
formacgao de galhas e ao acimulo de massa nestas. A presenca de P. brassicae na solucio
nutritiva aumentou o volume de raiz sadias e reduziu a percentagem de raizes com hérnia em
pH 6,3. Na auséncia do patogeno ndo houve diferengas quanto ao volume das raizes em pH 4,3
e 6,3.

O efeito do aluminio sobfre o volume radicular também dependeu da presenca ou
auséncia do patdgeno. Na auséncia do P. brassicae ndo houve variagao significativa no volume
radicular corroborando o baixo efeito do aluminio sobre o crescimento das plantas. Ja na
presenca do patdgeno, observa-se o maior volume total e maior volume de raizes com hérnia.

Nas condigdes deste estudo, possivelmente, existem dois fatores atuando diretamente
na reducdo do sistema radicular e eficiéncia de absor¢do de agua e nutrientes pelas plantas: o
impedimento quimico - pela fitoxicidade do Al* e, o bioldgico pela infecgdo e colonizagio de
raizes por P. brassicae. Porém, o impedimento biolégico foi mais marcante que o quimico.
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Este efeto pode ser devido ao fato de que a maioria das solugdes nutritivas ndo terem
capacidade tampao. Dessa forma, o pH varia continuamente (FURLANI et al., (2009).
Acredita-se que, com essa variagdo continua, o pH ndo se manteve dentro da faixa ideal para
manuteng¢io da forma toxica do AI**. Quando o pH do solo esté abaixo de 5,0, predomina o ion
AP, em pH igual a 5,0 a metade do AI** em solugdo ja foi hidrolisado e 8 medida que o pH se
eleva o AP** ¢ hidrolisado e constitui formas hidrolisadas de Al (OH)**, AI(OH)," e Al (OH)3
(SOUSA et al. 2007). Além disso, a variagdo do pH ¢ proporcional a velocidade de crescimento
das plantas. Logo, plantas com grande velocidade de crescimento, proporcionardo grandes
alteracdes do pH das solugdes nutritivas (MARTINEZ E CLEMENTE 2011).

Neste trabalho, supde-se que devido ao fato de a condugdo do experimento ter sido
feita apenas durante o segundo estadio de desenvolvimento da cultura, caracterizado pela fase
de expansao das folhas externas, houve uma maior variacdo do pH, por ser uma fase de intenso
crescimento da planta. Contudo, espera-se que a realizacdo de um novo estudo utilizando um
maior volume de solucdo por planta ou um sistema de fluxo continuo que permita uma
constancia do valor do pH no meio nutritivo, possa revelar melhor a influéncia do aluminio no
desenvolvimento da couve-flor e da hérnia das cruciferas. Embora ndo existam dados para a
couve-flor, sabe-se que em canola e riicula, que também sdo pertencentes a familia brassicaceae,
ha reducdo no crescimento radicular na presenca de aluminio na solugdo (CLUNE E
COPELAND 1999; DOS SANTOS et al. 2010)
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Tabela 14. Efeito de pH e de concentragdo de Al na solugéo nutritiva, da inoculagdo com Plasmodiophora brassicae, ¢ da interagdo entre estes,
sobre a massa de matéria fresca e seca de folhas, caules e raizes de plantas de couve-flor, cultivar ‘Verona’, avaliada aos 35 dias apds a aplicacao

dos tratamentos, em soluc¢do hidropdnica.

pH solucio Massa Folha (g) Massa de Caule (g) Massa de Raiz (g)
Fresca Seca Fresca Seca Fresca Seca

Testem. P. brassic | Testem P. brassic. | Testem. P. brassic Testem  P. brassic. | Testem P. brassic. Testem P. brassic.
4,3 56,06Aa 43,44Ab | 3,2Aa  29Ab 12,8 Aa 11,4 Ab 0,88 Aa 0,93 Ab 8,0Aa 8,0Aa 0,46Aa 0,57Aa
6,3 55,99Ba 83,32Aa | 3,7Ba  6,5Aa 12,1 Ba 18,9 Aa 0,86 Ba 1,56 Aa 6,7Ba 10,7Aa 0,48Ba 0,75Aa
CV(%) 34 40,2 33,3 38,69 36,9 37,93
Concentracio Al
0 56,1Aa 43,4Aa 3,08a 12,10a 0,88Aa 0,93 Aa 8,0 Aa 8,6 Aa 0,46Aa 0,57Aa
30 30,1Ab 43,4Aa 2,59a 9,53a 0,60Ba 0,96 Aa 5,2Ba 10,1 Aa 0,38Ba  0,71Aab
60 33,5Ab 45,1Aa 2,71a 9,26a 0,59Aa 0,80 Aa 52Ba 119 Aa 0,41Ba 0,94Ab
CV(%) 34,6 41,8 37,7 41,51 38,5 39,49

*Meédias seguidas pela mesma letra, maitscula na linha e minfiscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,10). (1) Experimento realizado em pH

43

Tabela 15. Efeito de pH e de concentragdo de Al na solugéo nutritiva, da inoculagdo com Plasmodiophora brassicae, ¢ da interagdo entre estes,
sobre o comprimento de raiz e de parte aérea em plantas de couve-flor, cultivar ‘Verona’, avaliada aos 35 dias apos a aplicagdo dos tratamentos,

em solugdo hidroponica.

pH solucio Comprimento Raiz (¢cm) Comprimento Parte Aérea (cm)
Testemunha P. brassicicae Testemunha P. brassicicae

4,3 32,6 Aa 26,3Ab 40,4 Aa 36,3 Aa

6,3 31,4 Aa 38,5 Aa 37,2 Aa 43,5Aa

CV(%) 20,9 15,3

Concentracio Al

0 29,5 a 40,4 Aa 36,3 Aa

30 25,7 a 31,6 Ab 34,8 Aa

60 23,8 a 28,3 Bb 36,6 Aa

CV (%) 22,5 13,1

*Médias seguidas pela mesma letra, maitscula na linha e minfiscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,10). (1) Experimento realizado em pH

43
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Tabela 16. Efeito de pH e de concentracdo de Al na solug¢do nutritiva, da inoculagdo com Plasmodiophora brassicae, ¢ da interag@o entre estes
sobre o volume de raizes , total, sadia e com hérnia, e porcentagem de raiz sadia e com hérnia em plantas de couve-flor, cultivar ‘Verona’, avaliada
aos 35 dias apos a aplicagdo dos tratamentos, em solugdo hidroponica.

pH Volume (ml) Porcentagem

Total Sadia Hérnia Sadia Hérnia

Testem. P. bras | Testem. P.bras | Testem. P. bras | Testem. P. bras Testem. P. bras

4,3 8,1 Aa 8,1Aa | 8,2Aa 6,0Ab 0,0Ba 2,1 Aa 100Aa 78,7Bb 0,0Ba 21,3 Aa
6,3 6,2 Aa 10,6Aa | 62Ba 99Aa | 0,0Aa 0,7 Aa 100Aa 93,0 Aa 0,0Ba 6,9 Ab
CV(%) 38,81 34 215,38 11,48 151,16
Concentracio Al
0 82Aa 82Aa 7,11 a 0,0 Aa 2,1 Aa 100Aa 78,7Ba | 0,0 Ba 21,3 Aa
30 5,2 Ba 10,0Aa 5,56a 0,0Ba 4,0 Aa 100Aa 57,8Ba | 0,0 Ba 36,1 Aa
60 5,2 Aa 12,2Aa 6,31a 0,0Ba 4,7 Aa 100Aa 63,8 Ba | 0,0Ba 42,4 Aa
CV(%) 42,41 39,63 144,22 21,52 108,14

*Médias seguidas pela mesma letra, maitscula na linha e mintiscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,10). (1) Experimento realizado em pH
4.3
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24.2. Concentracio de aluminio e calcio no tecido vegetal

Na auséncia do patdgeno, a concentracdo de calcio radicular foi maior em pH 6,3 que
4,5. Ja na presenca do patogeno, a concentragdo de calcio nas raizes ndo variou em fung¢do do
pH da solu¢do. Em pH mais acido, porém, a presenca do patoégeno favoreceu o aumento da
concentragdo de calcio radicular. E, a concentragdo de célcio nas raizes, variou em fun¢do do
aluminio, dependendo da presenca ou ndo do patdégeno, com maior concentragdo de calcio
radicular na presenga do patogeno.

Nos tratamentos com e sem patégeno, a presenga do aluminio reduziu a concentragdo
de calcio radicular (Figura 23), sem diferir nas doses de 30 ¢ 60 pmol.L™!. O Ca no tecido da
planta, por sua vez, tem um papel critico na estabilidade de membranas bioldgicas e manutengao
da integridade da célula, além de dar resisténcia a parede celular (MARTINEZ E CLEMENTE
2011). Sua maior ou menor concentracdo pode afetar os seguintes eventos: invasdo dos pelos
radiculares pelos zodsporos primarios e secundarios e a subsequente migracdo da P. brassicae
através do cortex e as divisdes mitdticas plasmodiais; a migracdo das subunidades plasmodiais
e hipertrofia celular (DIXON, 2009).

Assim, acredita-se que o fato de o aluminio ter reduzido o célcio nas raizes pode ter
levado a um efeito indireto sobre as infec¢des e a severidade da doenca devido ao aumento da
permeabilidade da membrana nas células da raiz, o que faciliatraia a penetracdo do patdégeno
nos pelos radiculares. Neste estudo ndo foi possivel observar muitos danos as raizes e nem
quantificar esse possivel efeito indireto, provavelmente devido o pouco tempo de condugdo do
experimento. Entretanto, ha evidéncias diretas de que, a inibi¢do da germinacao de esporos ¢ a
causa primaria da supressdao da doenga sob pH neutro (NIWA et al., 2008) seja pelo seu efeito
direto como pelo seu efeito na disponibilidade do Ca. Maiores teores de calcio no solo afetam
negativamente a germinag¢do dos esporos germinados e a penetragdo do patdgeno nos
radiculares (DIXON, 2009).

O pH néo influenciou a concentracdo de Al radicular, tanto na preseng¢a quanto na
auséncia do patogeno. Entretanto, constatou-se como tendéncia, um aumento na concentracao
de aluminio nas raizes no tratamento com maior dose de aluminio na solu¢do nutritiva, tanto na
presenga quanto na auséncia do patogeno (Figura 23). Este resultado pode ter ser explicado pela
retengdo na parede celular das células das raizes da maior parte do aluminio absorvido, cerca
de 99% do total, devido as cargas negativas de grupos carboxilicos livres de pectinas
(TAYLOR et al. 2000). O acamulo preferencial do aluminio nas raizes leva a reducdo de seu
crescimento e desenvolvimento, aumento de seu didmetro e diminui¢do do nimero de raizes
laterais (AQUINO et al. 2013). Apenas uma pequena quantidade ¢ translocada para a parte
aérea da planta (BEUTLER et al. 2001).

A concentragdo de calcio foliar ndo variou com o pH tanto em presenga quanto em
auséncia de P. brassicae, mas variou com as doses de Al. A resposta, porém, dependeu da
presenca ou auséncia do patdogeno. Na dose 0 de aluminio, as concentracdes foliares fde calcio
foram iguais em presenca ou auséncia do patégeno. A concentragdo de calcio na folha reduziu
com a presenca de aluminio na solugdo, apesar de ndo variar com a dose, 30 € 60 pmol.L",
todavia na presenga do patdgeno essa reducdo foi agravada (Figura 24). Este resultado, € o
inverso do observado nas raizes, sugerindo que, por algum motivo, a coloniza¢do das raizes
pelo patogeno resulta em aumento na concentracao de calcio e, consequentemente, reducdo de
sua concentragdo na parte aérea. Salvador et a/. (2000) constataram que doses crescentes de
aluminio reduziram a absor¢do e o transporte de P, Ca, Mg, S, Fe e Mn para a parte aérea
sugerindo que a redugdo de Cae Mg deve-se a uma inibi¢do interidonica desses cations pelo
aluminio. Freitas et al. (2006) concluiram que existe correlagdes entre teores de aluminio na
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solugdo nutritiva e a absor¢do de fosforo, magnésio, calcio e potassio e o desenvolvimento do
sistema de raizes em plantas de diferentes gendtipos de arroz.
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Figura 23: Concentracdo de Calcio na raiz em func¢do do pH da solucdo hidroponica (A);
concentragdo de célcio na raiz em funcdo da concentracdo de Al na solug@o hidropdnica (B);
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Figura 24: Concentragdo de Calcio na folha em fun¢do do pH da solugdo hidroponica (A);
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O acumulo de célcio e aluminio também foram analisados nas folhas e raizes. Houve
uma redugao do acumulo de calcio em tratamentos com aluminio. Plantas mantidas em solugdo
sem aluminio tiveram o acumulo de célcio nas folhas cerca de 50% maior, quando comparadas
as plantas mantidas em solu¢do com 30 pmol.L! de aluminio. As raizes apresentaram o mesmo
comportamento, porém, as plantas inoculadas apresentaram maior concentra¢ao de calcio nas
raizes. Esse fato refor¢a a hipotese de que o aluminio reduz a absor¢édo e o transporte de calcio
para a parte aérea e sugere que em plantas infectadas a maior presenca de calcio nas raizes se
deve a reducdo da absor¢@o de agua e nutrientes (DIXON 2009a, KAGEYAMA E ASANO
2009, HWANG et al. 2011).

O acumulo de aluminio na raiz também foi maior em plantas mantidas em solugdes
hidropodnicas acrescidas de aluminio. Ainda, as plantas inoculadas obtiveram maiores acimulo
desse elemento nas raizes.
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Figura 25: Calcio acumulado na raiz em fun¢ao da concentragdo de Al na solug@o hidroponica
(A); aluminio acumulado na raiz em fungdo da concentracdo de Al na solucao hidropdnica (B);
Célcio acumulado na folha em funcdo da concentracao de Al na solucao hidropdnica (C)
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24.3. Analise microscopica

Com as analises de microscopia foi possivel observar nos cortes longitudinais da
regido da coifa de raizes em plantas mantidas em solug¢do nutritiva com 60 uM.L™! aluminio por
30 dias, houve o excesso de nicleos, e as paredes ndo estdo totalmente integras, algumas regides
da parede estdo lisadas e as células corticais hipertrofiadas (Fig. 26 A-C).

Ainda nos cortes longitudinais da regido da coifa de plantas mantidas em solugao
nutritiva simples com 60 uM. L' aluminio por 30 dias foi possivel verificar ma formagio da
epiderme (Fig. 27 A e B). Espacos entre as células meristematicas indicando a ma/ndo formacao
da lamela média (Fig. 27C) quando comparado com coifa integra, sem espacos na lamela média
e sem danos a parede celular em pH 6,3 e auséncia de Al (Fig. 27D); Quando se fez um o
aumento na regido da epiderme, pode-se verificar ma formagado e morte da epiderme na regido
de diferenciagdo, ocasionando aberturas e falta de protecdo externa (Fig. 27E); Além disso a
zona de transicdo apresentou degeneragdo da parede celular da protoderme na regido
meristematica o que leva a ndo formacgao da epiderme na zona de alongamento (Fig. 27F).

Esses resultados corroboram com os de Vasconcellos (2014), que observou que as
células das raizes de caju de tratamentos com as maiores concentragdes de Al apresentaram
parede celular tortuosa ou colapsada.

No intuito de observar a interagdo do Al com patogeno P. brassicae, foram realizados
cortes transversais na raiz no inicio da formagao das galhas. Nas raizes de plantulas mantidas
em solu¢@o nutritiva inoculada com P. brassicae por 30 dias e com aluminio ausente. Observou
a ocorréncia de floema e xilema secundario, porém com presenga de cortex, além do inicio de
uma periderme de origem nas camadas mais externas do cortex (Fig. 28B e C). A periderme
deveria estar se originando do periciclo e ndo da camada externa do cortex, como observado.
Esse fato se deve a possivel ruptura das células do periciclo, mencionado como um efeito
citoloégico em plantas com toxidez por aluminio (SOUSA et al. 2007), j& que nao foi possivel o
distinguir nas capturas de imagens, embora neste trabalho ndo tenha sido observada a ruptura
propriamente dita.

Nas plantas inoculadas, se notou divisdo celular intensa nos planos: anticlinal
(seta vermelha), periclinal (seta azul) e obliquo (seta verde) e plano de divisao assimétrico (Fig.
28C). O aumento de auxina na regido colonizada pelo P. brassicae ¢ citado na literatura esse, e
este hormonio ¢ responsavel por aumento de divisdes celulares, por estar envolvido no
crescimento de plantas (LUDWIG-MULLER E SCHULLER, 2008).

Os esporos de P. brassicae se encontram nas células parenquimaticas do no cortex e
do cilindro vascular e em pelo menos duas fases de seu ciclo, sendo que um encontra-se na fase
esporos de resisténcia e outro na fase de plasmodio secundario (Fig. 28E e F).

Ao realizar os cortes transversais nas plantulas de couve-flor (apds terem sido mantidas
em solugdo nutritiva simples com 60 uM.L"! aluminio e P. brassicae por 30 dias, verificou um
tumor vascular, sem organizagdo anatomica de raiz (Fig. 29B e C); Além disso, as células
parenquimaticas encontram-se aglomeradas, com arranjo frouxo, com presenga de feixe
vascular e auséncia de epiderme (Fig. 29B). Essas caracteristicas se assemelham a de um calo,
que ¢ basicamente um tecido tumoral, mais ou menos organizado, que geralmente surge sobre
feridas de orgdos e tecidos diferenciados (SOARES et al., 2002). As células com patégeno estdo
agrupadas e hipertrofiadas (Fig. 29D e E). A hipertrofia ocorre devido o aumento da divisao
celular para a formacdo das galhas ou hérnia, e os tecidos da periferia estdo desorganizados e
frouxos (Fig. 29F).
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Figura 26. Microfotografias de cortes longitudinais da regido da coifa de raizes de plantulas de
couve-flor (Brassicae oleraceae var. botrytis) corados com azul de toluidina apds terem sido
mantidas em solugdo nutritiva com 60 uM.L™! aluminio por 30 dias. Detalhe mostrando excesso
de nucleos (A; B; e C), paredes lisadas e células corticais hipertrofiadas (B); nucleo
extranumerario (C).
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Flgura 27 Mlcrofotograﬁas de cortes longitudinais da regido da coifa de raizes de plantulas
de couve-flor (Brassicae oleraceae var. botrytis) corados com azul de toluidina ap6s terem
sido mantidas em solugdo nutritiva com 60 uM.L"! de aluminio por 30 dias. Observa-se ma
formac@o da epiderme (A e B); espacos entre as células meristematicas indicando a ma/nao
formagdo da lamela média (C );coifa integra, sem espacos na lamela média e sem danos a
parede celular em pH 6,3 e auséncia de Al (D); Ma formagao da epiderme e morte da mesma
na regido de diferenciacdo, ocasionando aberturas e falta de protegdo externa (E); Zona de
transicdo mostrando a degeneracdo da parede celular da protoderme na regido meristematica
levando a ndo formacao da epiderme na zona de alongamento(F).
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Figura 28. Microfotografias de cortes transversais da regido de absorcdo de raizes de plantulas
de couve-flor (Brassicae oleraceae var. botrytis) corados com azul de toluidina apos terem sido
mantidas em solug@o nutritiva e inoculadas com Plasmodiophora brassicae por 30 dias.
Observa-se ocorréncia de floema e xilema secundario, porém, com presenga de cortex além do
inicio de uma periderme de origem nas camadas mais externas do cortex (B e C). Divisdo celular
intensa nos planos: anticlinal (seta vermelha), periclinal (seta azul) e obliquo (seta verde; e
plano de divisdo assimétrico (C). Esporos de P. brassicae nas células parénquimaticas do
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cortex e do cilindro vascular e em pelo menos duas fases de seu ciclo e esporos de resisténcia
no plasmodio secundario (E e F).

- ke 1 L) - »
Figura 29. Micrografias oticas de cortes transversais da regido de absor¢do de raizes de
plantulas de couve-flor (Brassicae oleraceae var. botrytis) corados com azul de toluidina
ap0s terem sido mantidas em solugdo nutritiva, com 60 uM.L! aluminio e inoculada com
Plasmodiophora brassicae, por 30 dias. Visdo geral do tumor vascular, sem organizagao
anatdmica de raiz (B e C); células parenquimaticas aglomeradas, de arranjo frouxo, com
presenga de feixe vascular e auséncia de epiderme, semelhante a um calo (B); Células com
patogeno agrupadas e hipertrofiadas (D e E); tecido desorganizado e mais frouxo na

periferia (F).
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Os resultados da microscopia sugerem que o aluminio causa danos as raizes que podem
facilitar a entrada do patdgeno e /ou aumentar a severidade da doenga, embora estes efeitos nao
tenham sido constatados neste trabalho, através das andlises de desenvolvimento da planta e
atributos de raizes. Suspeita-se que o pouco tempo, 35 dias, de cultivo das plantas em solucdo
contendo aluminio e patdégeno, ndo tenha sido suficiente para observar e quantificar danos mais
visiveis.

Agrios (2005) e Kageyama e Asano (2009) relataram que na fase de infec¢@o do pelo
radicular e do cortex, que geralmente vai até o 14° dia apds a inoculagdo, ndo havia sintomas
visiveis e que a formagdo das galhas caracteristicas se forma por volta de 30 dias apos a
inoculacdo. Kageyama e Asano (2009) também observaram que a germinagdo dos esporos ¢
iniciada apenas 2 dias ap0s o inicio da inoculacdo, e aumenta durante 6 dias, € que a germinacao
de esporos de repouso maduros pode ser afetada por fatores ambientais como pH, umidade,
temperatura, ions inorgénicos e fatores biologicos (FRIBERG et al. 2005).

Diante do exposto nota-se que a infec¢do do pelo radicular pode ter ocorrido dias apos
a inoculacdo (DAI) e que apenas 35 dias ndo foram suficientes para causara significativos no
desenvolvimento da planta. Além disso, as plantas de couve-flor ndo chegaram ao estadio de
diferenciagdo floral e desenvolvimento da inflorescéncia, que sdo estadios mais propicios para
quantificagdo de perdas.
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25. CONCLUSOES

A resposta ao pH dependeu da presenga ou auséncia do patogeno, sendo que o pH
baixo favoreceu as perdas pela doenga.

O aluminio reduziu o comprimento de parte aérea, a concentragdo e acumulo de
calcio nas folhas e raizes;

O aluminio ocasionou ma formag¢ao da lamela média e danos na parede celular de
células das raizes;

O patdgeno reduziu o comprimento de raiz e o volume de raiz sadia e aumentou a
concentragdo de calcio e as divisdes celulares nas raizes.

A interag@o aluminio x patdgeno, afetou o crescimento e a morfologia radicular
das plantas.
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27. CONCLUSOES GERAIS

Existe uma relag@o direta entre os atributos do solo, em particular acidez e teor de
aluminio trocavel, com a hérnia e com acimulo de biomassa e de macronutrientes nos diferentes
orgdos das plantas de couve-flor.

A maioria dos produtores ndo adotam praticas simples e basicas para o controle da
doenca como rotagdo de culturas e correcao da acidez do solo nem adotam medidas preventivas
visando limitar a dispersdo do indculo do patdégeno. O quadro atual indica condi¢do altamente
favoravel a ocorréncia da doenga em média a alta severidade em todas as propriedades
investigadas.

Existe uma relacdo indireta entre a diversidade e intensidade da hérnia das cruciferas,
devido ao efeito da matéria orgénica na acidificacao do solo.

A corregdo da acidez do solo favoreceu o desenvolvimento das raizes, expresso pelo
maior volume total de raizes, mas ndo reduziu a porcentagem de raizes com galhas. As melhores
condi¢des quimicas do solo e maior desenvolvimento radicular com aumento das doses de
corretivo favoreceram o incremento de massa fresca das plantas e das inflorescéncias.

O aluminio reduziu o comprimento de parte aérea, a concentragao e acumulo de calcio
nas folhas e raizes e ocasionou ma formacao da lamela média e danos na parede celular. O
patogeno P. brassicae em solugdo hidropdnica reduziu o comprimento de raiz e o volume de
raiz sadia e aumentou a concentragdo de calcio e as divisoes celulares nas raizes.
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ANEXO A

Questionario
Cédigo da Amostra:
Identificacao
Municipio: Data
Proprietario: Local
Tamanho da Propriedade: Assisténcia Técnica
Amostras
1 2 3 4
5 6 7 8
9 10 11 12

Caracterizacio da propriedade

Ha quanto tempo cultiva bréssicas:

Data tltimo plantio de Couve flor neste talhdo

Quantos ciclos:

Porque interrompeu:

Fez pousio:

Caso ndo tenha plantado brassica quais foram as culturas anteriores neste talhdo

Preparo do solo

Implementos usados

() arado () pessoal () comunitario
() grade
() enxada rotativa () fazlimpeza prévia () ndo faz limpeza prévia
() encanteirador
)
Pritica de conservacio de solo () plantio direto () sem canteiros
() plantio em nivel () canteiros morro abaixo
() terragos () canteiros em nivel
() cultivo de faixa de retengdo () canteiros diagonal
() ()
Forma de preparo do solo |
Aterro () sim Quando:
(  )ndo
Fertilidade do solo
Andlisedesolo  (_ )sim ( ) nfo Quando:
Calagem ( )sim Quando:
( ) ndo Quanto:
Tipo de Calcario:
Cultivo da Couve-Flor
Cultivar:
Mudas () preparo na propriedade ou ( ) viveirista
() bandeja de isopor ou () bandeja de plastico ou ( )copinho ( )
() substrato comercial ou () substrato de preparo local
() transplante imediato ou ( ) deposicdo na area até transplante

Agua usada para irrigar as mudas:
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| Data do Transplante: | Espacamento:

Controle do mato

() uso de herbicida

Produto/quantidade:

() mulching

() cultivador () limpeza do implemento () ndo limpeza
(_ ) enxada (_ ) limpeza do implemento () ndo limpeza

Irrigacao
() aspersdo ( ) gotejamento () mangueira
Origem da agua
( ) Cisterna
() Mina ou nascente
( )Rio - Localizacido
() Poco - Localizacido

Doencas
) Hérnia - Intensidade na visdo do produtor:

) Mildio
) Podriddo negra

) Podridao mole

(
(
(
() Sclerotinia
(
P

rodutos usados no controle Quantidade

Branqueamento da cabeca: ( )sim Como:
(_ )ndo
Colheita
Colhe ¢ embala no campo ( )sim () ndo
Embalagem (_ )caixaK () caixa pléstica retornavel () saco

Destino dos residuos da colheita

Manejo dos residuos no campo

Proxima cultura
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ANEXO B

Quadro 2. Descrigdo dos primers e tamanho dos fragmentos gerados na amplificagdo do da regido 16S do rDNA de bactérias.

Nome Sequencia 5’3’ Regidodo Tamanho
DNA do
fragmento
27f AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 16S rDNA de bactérias
1512r ACGGCTACCTTGTTACGACT 1500 pb
GC-338f CGCCCGCCGCGLCGELCGEGLGEGGCGGGGECEGGEGGCACGGGGGGACTCCTACGGGAGGCA Regido V3 do 16S rDNA
GCAG de bactérias

518r ATTACCGCGGCTGCTGG

198 pb
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ANEXO C

Quadro 3. Resumo da analise de variancia dos atributos do solo do solo aos 70 dias ap6s a correcdo, antes do transplantio.

Quadrado médio

Fonte de
variacio GL  Ca Mg' H+Al Al SB CTC V% mt pH  Corgénico P K
cmol..dm’ % (1:2,5) % mg.L!
Doses de calcario 3 38,11* 0,080* 64,08* 0,035* 7832* 2,38 2035,58* 3,63* 3,38%* 0,101"s 4361,15* 99944,98*
Bloco 3 3,07 0,042" 0,90 0,007 15,37* 17,47 113,32™ 0,66 0,100 0,049 13816,49*  119580,43*
Residuo 25 1,55 0,027 2,93 0,004 3,41 3,46 64,99 0,351 0,07 0,253 897,66 14723,88
CV(%) 20,01 13,62 18,71 9,26 19,95 10,1 16,16 56,75 4,41 27,74 23,83 22,83

*F significativo a 5%; NS ndo significativo
t- transformado \ X
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ANEXO D

Quadro 4. Resumo da analise de variancia das caracteristicas de severidade, massa fresca de raiz (MFR), massa fresca de hérnia (MFH), volume

de raizes total (VOLT), volume de raizes com hérnia (VOLH), volume de raizes sadia(VOLS); percentagem de raiz sadia (PRS) e percentagem
da raiz com hérnia (PRH).

Fonte de variagdo ~ GL Quadrado médio

Severidade MFR-total' MFH! VoIT! VolH! VoIS' PRH! PRS

Cultivar 1 0,0166™ 315,50 0,0414™ 151,77* 0,720™ 156,59% 3,84™ 483,43™
Dose 3 0,110™ 27,19% 3,098 11,23* 3,880™ 16,79* 3,56™ 475,96™
Cultivar x Dose 3 0,025 21,77* 2,004 6,55  0,952™  4,94™ 117" 107,61
Residuo 312 0,097 3,45 2,17 2,63 242 315 385 2781
CV(%) 25,96 21,48 8453 1999 82,56 22,85 91,13 18,02

*F significativo a 5%; ™ ndo significativo
t- transformado \/ X
1- transformado V x + 1
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ANEXO E

Quadro 5. Resumo da analise de variancia das caracteristicas de massa de matéria fresca de folha (MFF),de massa de matéria fresca de caule
(MFC), de massa de matéria fresca de inflorescéncia (MFI), de massa de matéria fresca de parte aérea (MFPA), de massa de matéria fresca total

(MFT), didametro da inflorescéncia e classe.

Fonte de variagdo ~ GL Quadrado médio

MFF* MFC' MFI' MFPA' MFT Diimetro
Cultivar 1 3637,84* 1650,86* 113,92% 4155,75% 4441,09* 86,154
Dose 3 68,99  17,90* 137,29* 150,28* 169,23*  74,16*
Cultivar x Dose 3 114,43 17,37* 42,20 120,22™ 133,63  42,66™
Residuo 312 49,85 5,96 22,26 56,73 57,02 24,18
CV(%) 22,43 17,14 21,87 18,31 17,95 24,89

*F significativo a 5%; ™ ndo significativo
t- transformado \ X
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ANEXO F

Quadro 6. Resumo da andlise de variancia das caracteristicas de plantas mortas, plantas subdesenvolvidas, plantas normais e produtividade por

parcela.

Fonj[es~de GL Quadrado médio

variagao Mortas! Subdesenvolvida' Normais  Produtividade/parcela!
Cultivar 1 0,0042ns 1,494ns 211,66™ 5564,90*
Doses 3 0,126" 3,329 275,99% 2521,82*
Cultivar x Doses 3 0,288ms 0,1320s 49,57ms 1260,37"s
Bloco 3 0,102m 4,323ms 220,34* 625,61
Residuos 21 0,102 1,401 69,28 868,57
CV(%) 24,56 28,43 28,71 26,4

*F significativo a 5%; NS ndo significativo
1- transformado V X + 1
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ANEXO G

Quadro 7. Resumo da analise de variancia das caracteristicas de concentra¢do de nitrogénio na inflorescéncia (NCI), concentragao nitrogénio na
parte aérea (NPA), concentracdo potassio na inflorescéncia (KCI), concentracdo potassio na parte aérea (KPA), concentracdo célcio na
inflorescéncia (Cal), concentragdo calcio na parte aérea (CaPA), concentracdo magnésio na inflorescéncia (Mgl) e concentracdo Magnésio na parte

aérea (MgPA). Dados transformados por Raiz quadrada de X.

Quadrado médio

Fonte de variagio GL NI* NPA' KI' KPA" Cal" CaPA" Mgl MgPA*

Cultivar 1 058N 0,53N8 0,2NS 0,068 769,27NS 1237,23NS 51,05N8  57NS
Dose 3 1,538 09N 0,028 0,09N 197,11N8 450588 30,5N  32,16N
Cultivar*dose 3 LI8NS 1,03NS 0,11NS 0,13NS 270,44N  143,44NS 11,06NS  9,73ns
Bloco 3 1,4NS0,67N 0,05N 0,17N5  996,32*  7292,69*  70,11Ns  43,79Ns

Erro 21 0,69 0,42 0,09 0,22 322,79 400,95 33,02 19,41

CV% 11,2 5,8 16,51 14,83 31,54 15,54 16,23 6,56

*F significativo a 5%; ™ ndo significativo
t- transformado V X
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ANEXO H

Quadro 8. Resumo da andlise de variancia das caracteristicas de concentragao cobre na inflorescéncia (Cul), concentracdo cobre na parte aérea
(CuPA), concentragdo zinco na inflorescéncia (Znl), concentracdo zinco na parte aérea (ZnPA), concentracdo ferro na inflorescéncia (Fel),
concentragao ferro na parte aérea (FePA), concentragdo manganés na inflorescéncia (Mnl) e concentragdo manganés na parte aérea (MnPA).Dados

transformados por Raiz quadrada de X.

Quadrado médio
Cul® CuPA' Znl' ZnPA! Fel' FePA! Mnl! MnPA!

Fonte de variacio GL

Cultivar 1 0,04% 0,22 0,69N 0,238 20,10N 22,40 0,51 4,60E-04™S
Dose 3 0,028 0,16%  0,96% 243N 328N 17,62N  0,13N8 0,85
Cultivar*dose 3 0,05* 0,46 027N 0,078 2,548 72,888 0,18 1,53~
Bloco 3 0,13*%* 13,39** 0,65 4,108 24,09* 2767,39** 131*  2337**
Erro 21 0,02 1,02 1,17 1,93 5,78 189,05 0,41 0,81
CV% 13,15 25,89 15,99 11,14 23,80 30,82 13,26 9,64

**F significativo a 1%; *F significativo a 5% ; N ndo significativo

t- transformado \/ X
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ANEXO1

Quadro 9. Resumo da andlise de variancia das caracteristicas de Nitrogénio acumulado na inflorescéncia (NAcuml), Nitrogénio na parte aérea
(NAcumPA), potassio acumulado na inflorescéncia (KAcuml), potassio acumulado na parte aérea (KAcumPA), Calcio acumulado na
inflorescéncia (CaAcuml), Célcio acumulado na parte aérea (CaAcumPA), Magnésio acumulado na inflorescéncia (MgAcuml) e Magnésio
acumulado na parte aérea (MgAcumPA).

Quadrado médio
Fonte de variacio GL NAcuml' NAcumPA' KAcuml' KAcumPA' CaAcuml’ CaAcumPA' MgAcuml' MgAcumPA'

Cultivar 1 4,46** 0,0072% 0,0002~  0,55%* 2,17 64,43 Ns 0,26 135,43**
Dose 3 0,34™  0,0068N  0,0001N  0,015N 0,698 38,71 0,14~ 15,67
Cultivar*dose 3 0,66M 0,0051% 0,0002~  0,03%8 0,43ns 44,72 N8 0,01ns 6,83 NS
Bloco 3 0,78*  0,0054~ 0,0005%  0,15™s 2,65% 1300,23* 0,35% 27,37%*
Erro 21 0,23 0,0041 0,0002 0,06 0,64 90,97 0,07 5,19
CV% 7,79 19,89 16,94 2,45 32,34 15,3 17,65 6,96

**F significativo a 1%; *F significativo a 5%; ™ ndo significativo
t- transformado \ X
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ANEXO J

Quadro 10. Resumo da analise de varidncia das caracteristicas de cobrea cumulado na inflorescéncia (CuAcuml), cobre acumulado na parte aérea
(CuAcumPA), zinco acumulado na inflorescéncia (ZnAcuml), Zinco acumulado na parte aérea (ZnAcumPA), Ferro acumulado na inflorescéncia
(FeAcuml), Ferro acumulado na parte aérea (FeAcumPA), Manganés acumulado na inflorescéncia (MnAcuml) e Manganés acumulado na parte

aérea (MnAcumPA).
Quadrado médio
Fonte de variacio GL CuAcumPA' CuAcuml' ZnAcumPA' ZnAcuml' FeAcumPA' FeAcuml' MnAcuml’  MnAcumPA'
Cultivar 1 0,24 s 1,30E-05™s 6,77** 0,0059Ns 34,078 0,06* 0,0034xs 3,07**
Dose 3 0,01ns 1,10E-05™s 0,8N 0,004 ns 2,868 0,013 0,0009 s 0,07
Cultivar*dose 3 0,09ns 9,00E-05™s 0,07~ 0,0001ns 22,88Ns 0,006 0,000064~s 0,451
Bloco 3 3,84%* 2,30E-04 s 2,55™ 0,0056Ns 799,73 0,072**  0,004118* 7,50%*
Erro 21 0,24 6,00E-05 0,45 0,003 42,02 0,01 0,0011 0,15
CV% 25,43 18,56 10,99 18,65 29,49 23,41 15,87 8,65

**F significativo a 1%; *F significativo a 5%; ™ nfo significativo
t- transformado \ X

123



ANEXO K

Quadro 11. Resumo da analise de variancia referente aos dados de comprimento de parte aérea (PA) e de raiz, e de massa fresca e seca de folha,
raiz e caule de couve-flor em fungdo do pH da solugdo nutritiva, da presenga ou ndo do patéogeno na solugdo nutritiva e da interagdo entre estes, ¢
em fungdo da concentragdo de Al, presenca ou ndo do patdégeno na solucdo nutritiva, ¢ da interacdo entre estes em ensaio em sistema hidroponico.

Fonte G Comprimento Massa Folha Massa Caule Massa Raiz
Variagdo L PA Raiz Fresca Seca Fresca Seca Fresca Seca
pH solugdo 1 23,68 180,4%**  2378,0** 24, 7*** 69,7* 0,56* 1,1NS 0,06 N8
Inocul. Pb 1 7,4NS 1,0N8 324,408 10,2* 433N 0,85%* 31,7* 0,22%*
pH x Pb 1 161,2%* 268,0%** 2393 6** 13,4%* 104,5%* 0,64* 18,3 0,04 N8
Erro 20 36,3NS 45,4 412,8 2,7 21,1 0,17 9.8 0,05
CV 15,3 20,9 34,0 40,2 33,3 38,69 36,9 37,93
Conc. Al 2 156,3*%** Q9 g* 572,3% 0,7Ns 29,5N8 0,13\ 2,45N8 0,098
Inocul. Pb 1 302N 27,78 151,28 3,3N8 28,68 0,39%* 144,2%** () 94**%*
Al x Pb 2 85,8%* 78,4N8 631,0%* 1,58 252N 0,078 29,1* 0,138
Erro 18 203 35,3 210,4 1,3 15,0 0,11 9,9 0,05
Cv 13,1 22,5 34,6 41,8 37,7 41,51 38,5 39,49

*#*F gignificativo a 1%; **F significativo a 5%; *F significativo a 10% ; NS ndo significativo
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ANEXO L

Quadro 12. Resumo da analise de variancia referente aos dados de volume de raiz, total, sadia e com hérnia, e de percentagem de raiz sadia e com
hérnia em plantas de couve-flor em fun¢do do pH da solugdo nutritiva, da presenga ou ndo do patdégeno na solugdo nutritiva e da interagdo entre

estes, e em funcdo da concentracdo de Al, presenca ou ndo do patdogeno na solugdo nutritiva, ¢ da interagdo entre estes em ensaio em sistema
hidroponico.

Fonte GL Volume de Raiz Porcentagem de Raiz
Variagdo Total Sadia Hérnia Sadia Hérnia
pH solugdo 1 0,45N 5,610 2,87 309,31M 309,31M
Inocul. Pb 1 29,35 N 3,561 12,47%** 1195,68%** 1195,7%**
pH x Pb 1 29,71 51,04%** 2,87 309,311 309,311
Erro 20 10,4 6,65 2,41 113,83 113,83
8% 38,81 34 215,38 11,48 151,16
Conc. Al 2 3,310 6,911 5,330 345,46 345,46 NS
Inocul. Pb 1 139,43%** 0,87 118,23%** 9914,52%** 9914,52%**
Al x Pb 2 38,66* 15,33 NS 5,330 345,46 345,46 NS
Erro 18 11,94 6,3 6,83 322,08 322,08
Ccv 42,41 39,63 144,22 21,52 108,14

*#k*F significativo a 1%; **F significativo a 5%; *F significativo a 10% ; ™ ndo significativo
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ANEXO M

Resumo da analise de variancia referente aos dados de concentracdo de aluminio e célcio nas raizes e folhas de couve-flor em funcao do pH da
solugdo nutritiva, da presenca ou ndo do patégeno na solugdo nutritiva, e da interacdo entre estes, e em funcao da concentracdo de Al, presenca ou
ndo do patdégeno na solucdo nutritiva, e da interagdo entre estes em ensaio em sistema hidropdnico.

Fonte de variagao GL Raiz Folha

Al Ca Al Ca
pH da solugio I 2 40B+06N  3.04E+06NS  939E+05*** 1 45E+04NS
Patogeno (Pb) 1 6: 1SE406NS  2.22E+07** 1 3E+06***  1,01E+07NS
pH x Pb I 360E+04N  LI4ET07™S  3,5E+05***  6,62E+07 *
Erro 12 5378406 4,23E+06 7,8E+03 1,50E+07
CV% 45,35 26,64 4,42 9,97
Concentragdo de Al (Al) 2 1,15E+09 *** 4 AGE+Q7*** 5,92+05%** 4,85E+08 ***
Patogeno (Pb) 1 2,74E+07 NS 3,46E+Q7*** 2,32+06*** 3,36E+07**
Alx Pb 2 6,46E+06 NS 4,59E+06 * 1,48+05%** 3, 7AE+Q7***
Erro 18 3,71E+07 1,41E+06 1,21+04 5,83E+06
CV% 32,55 25,95 441 8,09

##*F gignificativo a 1%; **F significativo a 5%; *F significativo a 10% ; ™ ndo significativo
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