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1 RESUMO

O trabalho objetivou verificar os fatores quimicos e microbioldgicos
do lodo de esgoto e do solo responsaveis pela incidéncia da podriddo do colmo do milho,
causada por Fusarium em solo fertilizado com lodo, e foi desenvolvido em condigdes de
campo, numa area que vem sendo tratada com lodo e cultivada com milho desde 1999 em
latossolo vermelho distroférrico (textura argilosa), localizada no municipio de Jaguaritina/SP.
Os dois lodos utilizados foram obtidos nas Estagdes de Tratamento de Esgoto de Franca e de
Barueri/SP. Os lodos foram incorporados ao solo nas concentragdes de 0, 1, 2, 4 ¢ 8 vezes a
dose recomendada com base no teor de nitrogénio, em dois cultivos sucessivos de milho
(Savana 133S) nas safras 2001/2002 e 2002/2003, em parcelas de 200 m?. As doses de lodo
foram comparadas com a aduba¢do mineral recomendada para a cultura do milho. Os
tratamentos foram distribuidos em delineamento experimental casualizado em blocos € com
trés repeticdes. Foram verificadas, nas safras de 2001/2002 e 2002/2003, diferengas
significativas entre as doses de lodo de esgoto, sobre a variagdo de Fusarium spp. no solo, na
rizosfera, na raiz, no colmo e na semente, bem como sobre a incidéncia de plantas com
podriddo no colmo e nas espigas. As analises de regressdo mostraram que a porcentagem de
plantas doentes foi positivamente correlacionada com a concentragdo dos lodos incorporados
ao solo. Os coeficientes de determinagio para o cultivo de 2001/2002 foram de R*=0,61 e
R2=0,32, enquanto para o cultivo de 2002/2003 foram de R2=0,76 e R2=0,45, para os lodos de

Franca e Barueri, respectivamente. As concentragdes de lodos também apresentaram
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correlagdo positiva com a comunidade de Fusarium do solo e da rizosfera e com a incidéncia
de Fusarium na raiz, no colmo e na semente. As correlagdes entre a comunidade de Fusarium
do solo e da rizosfera e o percentual de plantas doentes com os atributos quimicos do solo
foram significativas e positivas, para os dois tipos de lodos ao nivel de 1 e 5%, para o teor de

fosforo, célcio, condutividade elétrica, CTC, N-amonio e N-nitrato, nos dois anos de cultivos.



2 SUMMARY

The effect of the swage sludge incorporation about the corn fusariose. Botucatu, 2004.130.
Tese (Doutorado em Agronomia/Protecdo de Plantas) — Faculdade de Ciéncias Agrondmicas,
Universidade Estadual Paulista.

Author: Nara Lucia Perondi Fortes

Advisor: Dr. Raquel Ghini

This work aimed at verifying the chemical and microbiological sewage

sludge and soil factors re

Osponsible for the incidence of the corn stalk rot caused by Fusarium in
soil fertilized with sludge and has been developed in field conditions, in an area that has been
treated with sludge and cultivated with corn since 1999, in red dystroferric latosol (clayey
texture), in Jaguariuna/SP. Both sludges used were obtained in the sewage sludge treatment
stations of Franca and Barueri/SP. Sludges were incorporated into the soil in concentrations of
0, 1, 2, 4 and 8 times in relation to the recommended rate based on the nitrogen contents, in
two successive corn cultures (Savana 133S), in 2001/2002 and 2002/2003, in plots of 200 m2.
Sludge doses were compared to the mineral fertilization recommended to the corn culture. The

treatments were distributed in a randomized design experimental drawing in blocks and with



three repetitions. Significant differences were verified in both 2001/2002 and the 2002/2003
crops among the sewage sludge doses about the variation of Fusarium spp. in soil, root, stalk
and seed, as well as about the incidence of plants with stalk and corn rot. The regression
analyses have showed that the percentage of diseased plants was positively correlated to the
concentration of the sludges incorporated to the soil. The determination coefficients to the
2001/2002 culture were R?>=0.61 and R2=0.32, while the 2001/2003 culture showed R?=0.76
and R’=0.45, to Franca and Barueri sludges, respectively. The sludges concentrations also
presented positive correlation with the Fusarium community of the soil and the rhizosphere,
and with the incidence of Fusarium in the root, stalk and seed. The correlations between the
Fusarium community of the soil and rhizosphere and the percentage of diseased plants with
chemical soil attributes were significant and positive, for both kinds of sludges, in the level of
1 and 5%, to phosphorus and calcium contents, electrical conductivity, CEC, N-ammonium

and N-nitrate, during both culture years.

Keywords: Sewage sludge, Zea mays, Fusarium spp., organic matter, soilborne pathogen, corn
stalk rot, biossolid.



3 INTRODUCAO

O uso agrondémico de lodo de esgoto é uma pratica que vem sendo
utilizada desde 1925, nos Estados Unidos e em alguns paises da Europa, como uma forma
alternativa para a disposi¢édo final desse residuo. Essa técnica tem como principio o fato de que
o lodo apresenta em sua composig¢do quimica alguns nutrientes importantes para a nutrigdo
mineral das plantas e matéria orgénica para o solo. Porém, também contém metais pesados,
compostos organicos persistentes e organismos patogénicos, a0 homem o que exige alguns
cuidados durante a sua utilizagdo em areas agricolas e florestas.

A reciclagem agricola do lodo, quando praticada dentro de critérios
ambientais e sanitarios adequados, apresenta uma série de vantagens, tais como: redugio do
custo operacional da estagdo de tratamento e do aterro sanitario, aumento do tempo de vida
util do aterro sanitéario e melhorias nas condi¢des de fertilidade do solo e nutrigio de plantas.

A experiéncia brasileira a respeito do uso agricola de lodo de esgoto é
praticamente recente, e os trabalhos de pesquisas intensificaram-se a partir da segunda metade
da década de 90 e, nesse periodo, inclusive, foi elaborada a norma CETESB 4.230, com o
objetivo de regulamentar no estado de Sdo Paulo a aplicagdo de lodo em areas agricolas.

Os trabalhos referentes a utilizagdo agricola de lodo, em sua maioria,
relatam sobre a avaliagdo da qualidade agrondmica, levando em consideragio a fertilidade do
solo e o rendimento das culturas agricolas, e a verificagdo do potencial do lodo em liberar
agentes contaminantes para o solo e planta. Contudo, apesar de a incorporagdo do lodo
provocar alteragdes nas caracteristicas quimicas e microbioldgicas do solo, responsaveis pela
inducdo da conducividade e/ou supressividade a fitopatogenos, sdo poucos os estudos

realizados para avaliar a ocorréncia de doengas provocadas por fungos fitopatogénicos em

solos tratados com lodo.



21

No Brasil, o primeiro trabalho com o uso de lodo de esgoto no
controle de fitopatogenos foi realizado por Bettiol & Kriigner (1984), no qual foi verificado
que a severidade da prodriddo de raiz do sorgo causada por Pythium arrhenomanes diminuiu
com o aumento das doses de lodo incorporadas ao solo. Entre os fitopatogenos mais estudados
para avaliar o efeito do lodo de esgoto sobre a severidade das doengas, destacam-se o Pythium
e a Rhizoctonia (Lumsden, et al., 1983; Lewis, et at., 1992; Craft, et al., 1996; Dissanayake &
Hoy, 1999).

A resposta dos fitopatogenos a aplica¢do de lodo no solo € variada e
depende das espécies do patégeno e do hospedeiro, da composi¢do quimica do lodo e da
caracteristica quimica do solo. Assim, foi verificado que a adigdo de lodo se mostrou eficiente
no controle da murcha de Fusarium em manjericdo, causada por Fusarium oxysporum
Schlecht; na podriddo de raiz em pimentdo, causada por Phytophthora capsici Leoniam;
“damping-off”, causado por Rhizoctonia solani Kuhn e Pythium ultimum Trow, em pereira e
algodao; podriddo de esclerotinea em alface, causada por Sclerotinia minor (Lib) de Bary;
“damping-off” e podriddo em plantas de feijdo, causados por Sclerotium rolfsii Sacc; podriddo
em raizes de cana, causada por Pythium arrhenomanes;, e podriddes de raizes em mudas de
limdo cravo, causadas por Phytophthora nicotianae (Millner, et al. 1982; Lumsden, et al.
1983; Lumsden, et al. 1986; Lewis, et al. 1992; Dissanayake & Hoy, 1999; Santos & Bettiol,
2003; Leoni & Ghini, 2003). Por outro lado, alguns trabalhos tém revelado que o uso do lodo
tem estimulado o desenvolvimento de fitopatdgenos e o favorecimento da ocorréncia de
doengas, como, por exemplo, Pythium ultimum e Fusarium solani f. sp. pisi no tombamento
em ervilha; podriddo do colo em macieira, causada por Phytophthora cactorum; podriddo do
colmo em milho, causada por Gibberella e por Fusarium (Mcllveen & Cole, 1977; Lumsden
et al. 1983; Utkhede, 1984, Bettiol, 2004).

Com base no exposto, o presente trabalho teve como objetivo
verificar quais os fatores do lodo e do solo sdo responsaveis pela ocorréncia de Fusarium spp.
no solo, na rizosfera, na raiz, no colmo e na semente de milho, e também avaliar a campo a
incidéncia de podriddo no colmo e nas espigas de plantas de milho fertilizadas com lodo de

esgoto de Franca e Barueri.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Podridao de Fusarium spp. em milho

As podriddes de raizes, de colmo e de espigas em milho sdo doengas
causadas entre outros, pelo fungo Fusarium verticilioides Sheld. [Teleomorfa: Gibberella
moniliformis (Sheld) Wineland; sin=G. Fujikuroi (Saw.)Wr.] e Fusarium verticilioides var.
subglutinans (Wr & Reik.) (Booth, 1971; Marasas et al., 1979). Por ser um organismo
polimérfico, na forma de Gibberella moniliformis, o fungo desenvolve um tipo de frutificagdo
chamado peritécio, no qual ha a reprodugdo sexual do organismo. Os peritécios sdo globosos,
lisos e negro-azulado. As ascas sdo oblongas, 75-100 x 10-16 mm, contendo oito ascosporos,
retos, extremidades afiladas, com constrigdo nos septos, a maioria com septos medindo 4,5-7,0
X 12-17 pm e arranjados em duas filas irregulares. O estagio perfeito de Fusarium
verticilioides € raramente observado na natureza, ndo se tendo encontrado nenhuma referéncia
de sua ocorréncia no Brasil. Na forma de Fusarium verticilioides, tipicamente, apenas
conidios em esporodoquios sdo produzidos. Os macroconidios do fungo sdo raros, hialinos,
medindo de 2,5-5 x 15-60 pm de tamanho, curvados nas extremidades e com trés a cinco
septos. Os microconidios sdo abundantes, medindo 2-3 x 5-12 pum de tamanho e sdo
unicelulares, ndo produzem clamidésporos. O pigmento da cultura é de péssego-salmao para

violeta (Booth, 1971; Nelson, et al., 1983; Reis & Casa, 1996).
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A doenga manifesta-se somente apds a polinizagdo, quando essa fase é
antecedida por periodo seco, seguido por tempo chuvoso, e se torna mais severa a medida que
a planta atinge o estadio da maturagdo. Os sintomas, porém, s3o mais notaveis e caracteristicos
na medula, na qual ha uma descoloragio de branco-rosada a rosa-salméo. A quebra do colmo e
a maturagdo prematura s@o sintomas da doen¢a. Comumente, a Podriddo de Fusarium é
diagnosticada por eliminagdo de sinais, pois, quando nem os peritécios de Gibberella nem os
picnidios de Diplodia estdo presentes, a podriddo é atribuida a Fusarium moniliforme, isso
porque ndo ocorrem sinais do patégeno que auxiliem uma diagnose mais facilmente (Reis &
Casa, 1996; Pereira, 1997).

Dentre as condigées do solo favoraveis ao desenvolvimento e
ocorréncia do patégeno, no estadio inicial da cultura, estdo a alta umidade, temperaturas sub-
Otimas para a germinagdo e a presenga dos restos culturais na superficie do solo. A umidade
associada as baixas temperaturas geralmente impede a germinagdo e reduz a velocidade de
emergéncia das plantulas, propiciando assim maior exposi¢do ao ataque do Fusarium
moniliforme. Porém, na maioria dos casos, os restos culturais s3o a principal fonte de in6culo
do Fusarium moniliforme, pois € sua tnica forma para sobreviver no solo, tendo em vista que
o0 patogeno ndo produz clamidésporos. Essa habilidade de competigdo saprofitica permite que
esse fungo permanega viavel por muito tempo no solo (Tanaka & Balmer, 1980; Reis & Casa,
1996; Costamilan et al., 1999).

No controle da doenga, devido ao carater inicial assintomatico do
patégeno, ndo se recomenda o uso de fungicidas; recomenda-se apenas o controle, pela
utilizagdo de cultivares resistentes, adubagdo equilibrada, principalmente de potassio,
densidade de plantio e colheita na época apropriada (Pereira, 1997).

Considerando, portanto, as caracteristicas da doenga e as dificuldades
de controle, os fatores do solo responsaveis pela indugdo da supressividade e conducividade
devem ser estudados, para melhor compreensido dos aspectos responsaveis pela ocorréncia da
podriddo do colmo de milho.

Em condi¢des de solos naturalmente supressivos a Fusarium, a
severidade da doenga mantém-se estavel, mesmo em presenga de altas concentragdes de
in6culos no solo. Em solo conducente, porém, a severidade da doenga aumenta mesmo em

baixas concentragdes de indculo no solo (Alabouvette, 1986). Resultado similar também foi
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observado anteriormente por Henis et al. (1979), que verificaram que a incidéncia de
“damping-off” em rabanete foi 100% no solo com cinco propagulos de Rhizoctonia solani por
grama de solo, ao passo que, no solo com 40 propagulos, a incidéncia foi 46%. Isso sugere,
entdo, que a ocorréncia da doenga nio esta diretamente relacionada somente com a densidade
de indculo do patdgeno no solo, mas sim com a interagdo dos fatores abidticos e bidticos do
solo, que poderdo prevenir o estabelecimento de fitopatégenos ou inibir as suas atividades
patogénicas. Ou seja, a indugdo dos mecanismos de conducividade e supressividade é
resultante da relagdo entre o hospedeiro, o patégeno, os antagonistas e as alterages quimicas e

fisicas do solo.

4.2 Fatores abidticos e bi6ticos do solo na ocorréncia de Fusarium spp.

Dentre os fatores abidticos do solo responsaveis pela indugdo da
conducividade e/ou supressividade, estdo: pH, textura, umidade, temperatura, cations
trocaveis, saturagdo por aluminio, teor de matéria orgéanica e nitrogénio (Baker & Cook, 1974;
Papandick & Cook, 1974; Amir & Alabouvette, 1993; Hopper et al., 1995; Hopper &
Alabouvette, 1996; Michereff et al., 1996; Rodrigues et al., 1998). Esses fatores regulam a
dindmica da atividade microbiana, por meio da variagdo do pH, propor¢do entre argila e areia,
teor de 4gua, mudanga de temperatura e disponibilizagdo de nutrientes e formas nitrogenadas
no solo. Alguns estudos confirmam que, geralmente em solos acidos a conducividade a
Fusarium spp. ocorre porque, nessas condigdes, a presenga de ions de hidrogénio disponiveis
no solo inibe o desenvolvimento de bactérias antagdnicas; porém, também tem sido verificado
que, com baixo pH, a supressividade pode ocorrer devido a a¢do antagdnica do Trichoderma
spp., que € favorecido pela condi¢do de acidez do solo. Ja em solos alcalinos, a tendéncia é de
induzir a supressividade, pois as condi¢ées de neutralidade e alcalinidade favorecem o
desenvolvimento de bactérias em nimero e diversidade e reduzem a disponibilidade de
micronutrientes necessarios para o desenvolvimento, produg¢io de enzimas extracelulares,
viruléncia e esporulagdo dos patdgenos. (Scher & Baker, 1980; Trillas-Gay et al., 1986; Tivoli
et al., 1990; Huber, 1989). Quanto a textura, Amir & Alabouvette (1993) verificaram que a

adig@o de argila em um solo arenoso aumentou o nivel de fungistase e a supressividade do solo
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ao Fusarium oxysporum, e Oyarzun et al. (1998) observaram que solos com alto contetido de
silte foram conducentes a Thielaviopsis basicola. Esses resultados sugerem que a
supressividade esta relacionada com o equilibrio entre o oxigénio e a agua no solo. Em relagio
a umidade, Liu & Baker (1980) constataram que os solos uUmidos favoreceram o
desenvolvimento de Trichoderma spp e, conseqiientemente, controlaram a Rhizoctonia solani
em area cultivada com rabanete. Quanto a umidade e a temperatura, Tivoli et al. (1983)
observaram que Fusarium solani var. coeruleum, Fusarium roseaum var sambucinum e
Fusarium roseum arthosporioides permaneceram no solo nas formas de conidios e micélios e
persistiram por um longo periodo de tempo, mantendo a patogenicidade, quando a umidade
variou entre 1,9 a 9,2% e a temperatura, entre 5 a 23°C. Ja em condi¢des de umidade entre 9,2
a 27,9% e temperatura entre 23 a 30°C, observaram uma redugo acentuada na densidade das
trés espécies de Fusarium, devido a ocorréncia da lise de conidios e inibi¢do de esporos,
provocada pelo desenvolvimento de bactérias no solo.

Quanto a presenga de nutrientes minerais € ao desenvolvimento de
Fusarium spp. no solo, Rodriques-Molina et al. (2000), analisando a ocorréncia natural de
Fusarium oxysporum, F. solani, F. roseum e F. moniliforme em amostras de solo coletadas em
diferentes profundidades, constataram que esses fungos foram predominantes na camada
superficial do solo, devido & maior disponibilidade de matéria organica, fosforo, nitrogénio e
potassio. Esses resultados ressaltam a importdncia do conhecimento da dindmica desses
nutrientes no solo, com o objetivo de estabelecer os mecanismos quimicos responsaveis pela
supressividade e conducividade, pois esses elementos sdo importantes para a sobrevivéncia,
germinagdo, penetragdo e viruléncia dos fitopatégenos. Assim, Hopper & Alabouvette (1995),
em uma revisdo sobre a importdncia das propriedades quimicas do solo na indugdo da
supressividade, verificaram que a disponibilizagdo de alguns macro e micronutrientes pode
favorecer a supressividade do solo as doengas causadas por Aphanomyces spp., Fusarium
oxysporum, F. roseum, F. solani, Gaeumannomyces graminis, Phytophthora spp.,
Plasmodiophora brassicae, Pythium spp., Rhizoctonia solani, Sclerotium spp., Streptomyces
scabies, Thielaviopsis basicola e Verticillium spp.

Os estudos para a verificagdo da relagdo dos nutrientes sobre o

desenvolvimento das doengas sdo baseados na evidéncia dos minerais em afetar a severidade
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da doenga, na comparagdo da concentragdo dos minerais nos tecidos de plantas suscetiveis e
resistentes, e na correlagdo entre os minerais e a severidade da doenga (Huber, 1989).

Dentre os nutrientes, o nitrogénio tem sido o elemento mais
pesquisado para avaliar a incidéncia e a severidade das doengas. Assim, alguns autores tém
verificado que doses excessivas de nitrogénio, tanto na forma mineral, como na organica, tém
proporcionado aumento na incidéncia dos seguintes fitopatégenos: Fusarium spp.; Pythium
spp; Puccinia recondita; Erysiphe graminis, Phytophthora spp.; Puccinia sorghi e
Colletotrichum fragariae (Smiley et al., 1972; Workneh et al., 1993; Von-Tiedmann, 1996,
Agrios, 1997; Huber, 1989; Blum et al., 2000; Tanaka et al., 2002). Verifica-se também que,
dependendo da forma mineral, o nitrogénio pode inibir ou estimular o desenvolvimento de
grupos distintos de fitopatogenos. Dessa forma, a fertilizagdo nitrogenada na forma amoniacal
induziu a conducividade para Fusarium oxysporum e a supressividade para a murcha de
Verticillium spp. em batata e Thielaviopsis basicola; ja as formas nitricas favoreceram o
desenvolvimento de Verticillium spp. em batata e inibiram a viruléncia de Fusarium spp. e
Rhizoctonia spp. (Schneider, 1985; Trillas-Gay et al., 1986; Oyarzun, et al., 1998). Ainda em
relagdo as formas nitrogenadas, Celar (2003), ao estudar a competigdo entre fitopatdgenos e
fungos antagonistas pelo amoénio e nitrato no solo, verificou que os Fusarium solani,
Fusarium sambucinum e Fusarium moniliforme superaram a comunidade de Trichoderma
spp., porque eles usavam simultaneamente as duas formas nitrogenadas.

Alguns estudos revelam que a redugdo do ion ferro esta diretamente
relacionada com a supressividade do solo, isto porque esse ion € imobilizado pelos
microrganismos sider6foros, ficando, dessa maneira, indisponivel para os fungos
fitopatogénicos utiliza-los em seus processos metabolicos (Scher & Baker, 1982, Tamietti &
Alabouvette, 1986; Lemanceau et al., 1988; Hoper & Alabouvette, 1996). Quanto a agdo
isolada dos nutrientes, Rodrigues et al. (1998) verificaram, para Rhizoctonia solani, que a
supressividade correlacionou-se positiva e significativamente aos teores de potassio, calcio e
magnésio e a conducividade, com presenga de aluminio no solo. J4 Oyarzun et al. (1998)
observaram que a agdo desses elementos € seletiva, em fungdo das espécies de fungos, pois a
supressividade para Thielaviopsis basicola foi correlacionada significativa e positivamente
com NH'4, P, Mg, N e C total, enquanto o pH e o NO'; foram negativamente correlacionados

com a supressividade. A supressividade para Fusarium solani apresentou correlagdo
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significativa e negativa com K, P, Mg, N e C total. Esses resultados sugerem que a indugdo da
supressividade pelos nutrientes esta relacionada a preferéncias nutricionais dos fungos
fitopatogénicos.

Em relacdo aos fatores bidticos, estdo citados a presenga de
microrganismos antagonicos e a competigdo da comunidade microbiana do solo por substratos
energéticos e nutrientes (Marshall & Alexander, 1960; Finstein & Alexander, 1962; Toledo &
Cardoso, 1975a, Toledo & Cardoso, 1975b; Nakamura et al., 1977; Alabouvette et al., 1985a;
Alabouvette et al., 1985b; Perucci, 1992; Larkin et al., 1993; Liu et al., 1995; Michereff et al.,
1996; Ghini et al., 1998; Tilston, et al., 2002). Entre os microrganismos antagdnicos aos
fungos fitopatogénicos do solo, destacam-se as bactérias do género Bacillus spp., que inibem o
desenvolvimento dos fungos por meio da liberagdo de compostos antibidticos no solo, € as do
género Pseudomonas spp., com a formagdo de sider6foros que competem com maior
eficiéncia por Fe**, fundamental para o desenvolvimento do tubo germinativo dos fungos,
tornando o solo supressivo ao patégeno (Scher & Baker, 1982; Yuen et al., 1985; Lemanceau
et al., 1988; Larkin et al., 1993; Toyota et al., 1994). Quanto a presenga de fungos antagonicos
a Fusarium spp., alguns estudos demonstram controvérsias em relagdo a esse grupo de
microrganismos, no controle de fungos fitopatogénicos. Toledo & Cardoso (1975¢c)
observaram que alguns isolados pertencentes aos géneros Chaetomium, Aspergillus, e
Trichoderma controlaram Fusarium e que outros interagiram com o patégeno, elevando os
niveis da doenga. Nakamura et al. (1977), em um estudo similar com 78 isolados incluindo
actinomicetos e fungos dos géneros Gliocladium, Penicillium,. Trichoderma, constataram que
87% desses isolados comprovaram o seu antagonismo, 5,1% ndo se mostraram antagonicos e
7,7% apresentaram rea¢des que ndo permitiram tirar conclusdes. Entre os fungos, Aspergillus
spp., Gliocladium spp., o Trichoderma spp., Penicillium spp. e Verticillium spp. mostraram-se

antagonistas, em sua maioria, a Fusarium spp.
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4.3 Adi¢ao de matéria organica e Fusarium spp. no solo

A adi¢do de matéria organica no solo, devido a sua caracteristica
fisico-quimica e a interdependéncia entre os fatores fisicos, quimicos e microbianos do solo,
pode ser um fator condicionante para a supressividade ou conducividade a doengas de plantas.

Em relag@o a utilizagdo de matéria organica no controle de patogenos
de solo, a maioria dos trabalhos esta relacionada a incorporagdo de residuos orgéanicos de
origem rural e urbana, nos quais sdo constatados que esses residuos apresentam efeitos sobre a
comunidade de fitopatégenos do solo (Cook, 1976, Hoitink & Bohen, 1991; Perucci, 1992;
Pereira et al., 1996; Serra-Wittling et al., 1996; Zambolim et al., 1996). Essa tendéncia dos
residuos organicos em suprimir ou estimular os fungos fitopatogénicos no solo esta
relacionada a origem do residuo, ao tamanho das particulas, aos teores de nutrientes, a
presenga de celulose, de lignina, ao pH e aos inibidores organicos liberados durante a
decomposi¢do no solo (Hoitink & Fahy, 1986; Hoitink & Bohen, 1991; Serra-Wittling et al.,
1996; Tilston et al., 2002). Outro fator também citado por alguns autores é a indugdo da
resisténcia das plantas & ocorréncia de doengas, proporcionada pelo aporte de nutrientes no
solo (Widmer et al., 1999; Szczech & Smolinska, 2001; Tilston et al., 2002).

Quanto aos estudos realizados para avaliar a relagdo da origem do
residuo no controle de fitopatégenos do solo, alguns autores tém verificado que a
supressividade e a conducividade variam de uma maneira geral de acordo com a espécie do
patégeno. Assim, Osunlaja (1990), ao avaliarem o efeito da adi¢do de diferentes fontes de
matéria organica na indugdo da supressividade a Fusarium moniliforme e Macrophomina
phaseolina em milho, constatou que o esterco de frango estimulou o desenvolvimento de
Macrophomina phaseolina e reduziu a incidéncia de Fusarium moniliforme. Ainda em relagio
a cama de frango, Ghini et al., (2002) constataram que este foi mais eficiente na indugdo da
supressividade do solo a Pythium spp., do que o lodo de esgoto e a casca de Pinus. Szczech
(1999) e Szczech & Smoliviska (2001), estudando a comparagdo da supressividade induzida
pela adig¢do de vermicomposto produzido de esterco de eqiiino, bovino, ovino e lodo de esgoto
sobre Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici e Phytophthora nicotiane, verificaram que o
vermicomposto de origem animal foi mais eficiente na redugdo da infec¢do de plantas e

sementes de tomate do que o vermicomposto produzido com base no lodo de esgoto.
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Os resultados desses trabalhos sugerem que a composi¢do quimica
dos residuos orgénicos propicia as condigdes para o desenvolvimento e/ou inibi¢do dos
fitopatégenos no solo. A esse respeito, Dissanayabe & Hoy (1999), ao aplicarem diferentes
fontes de matéria organica no controle da podriddo em raizes de cana-de-agucar, observaram
que a supressividade do solo a Pythium arrhenomanes foi condicionada pela concentragdo de
nitrogénio, manganés, calcio, cobre, magnésio e fosforo existentes na composi¢do dos
residuos.

Em resposta & composi¢ido quimica dos residuos, Tanaka et al. (2002)
constataram que a liberagdo de nitrogénio proveniente da decomposig¢do de esterco de curral
favoreceu o desenvolvimento de Colletotrichum fragariae em morangueiro. Tilston et al.
(2002), ao avaliarem a eficiéncia de diferentes compostos organicos na supressividade do solo,
observaram que os compostos organicos com teores mais elevados de nitrato favoreceram o
desenvolvimento de Gaeumanomyces graminis var. tritici e Pseudocercosporella
herpotrichoides. A presen¢a de concentragdo elevada de amoénio no composto favoreceu a
indugdo da conducividade para o Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. (Cotxarrera et al.,
2002).

O pH e a condutividade elétrica da matéria organica podem
influenciar a ocorréncia de fitopatdgenos no solo; assim, tem sido verificado que compostos
com caracteristicas alcalinas podem elevar o pH do solo e induzir a supressividade, pois,
nessas condigdes, os micronutrientes, como ferro, cobre e zinco, ficam indisponiveis para o
crescimento e esporulagdo dos patégenos. Os elevados teores de sais no composto foram
favoraveis a supressividade a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici em mudas de tomate,
porque nessas condigdes as células do patéogenos foram desidratadas, reduzindo, dessa forma,
o potencial de indculo no solo. Por outro lado, a caracteristica acida e a baixa condutividade
elétrica do composto favorecem a sobrevivéncia e o desenvolvimento de Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici no solo (Jones & Woltz, 1981; Amir & Riba, 1990; Alabouvette, 1999;
Cotxarrera et al., 2002).

A relagdo C/N € um outro fator referente a composi¢do da matéria
orgénica e, geralmente, a supressividade esta relacionada a elevada relagdo C/N do residuo
(Phae et al., 1990; Osunlaja, 1990; Hoitink & Fay, 1986; Dissanayake & Hoy, 1999).

Entretanto, Fenille & Souza (1999) alertam que ndo se pode generalizar que exista correlagdo
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entre a relagcdo C/N do residuo e a severidade de doengas, visto que muitos residuos com baixa
relacdo C/N reduzem a podriddo-da-raiz do feijoeiro, da mesma forma que residuos com alta
relagdo C/N.

A presenga de acidos orgéanicos de baixo molecular, como o acético,
propidnico e butirico, e as substincias hidrofébicas, como terpenos e compostos fendlicos
liberados durante a decomposi¢do da matéria orginica, inibem o desenvolvimento dos
fitopatogenos habitantes do solo (Hoitink & Fay, 1986; Yu & Komada, 1999; Tilston et al.,
2002).

A composi¢@o quimica dos residuos orgénicos ndo é o unico fator
responsavel pela supressividade dos fitopatogenos. Varios autores tém verificado, em amostras
de residuos esterelizadas e inoculadas com fitopatdgenos, uma tendéncia de aumento na
intensidade da doenga devido a auséncia de microrganismos no substrato. Esses resultados
sugerem que 0s microrganismos existentes no residuo e suas atividades metabdlicas sdo
também responsaveis pela indugdo da supressividade, devido a competicio entre os
microrganismos do solo e do residuo pelos nutrientes e carbono (Filippi & Péra, 1996; Serra-

Wittling et al., 1996; Dissanayake & Hoy, 1999; Cotxarrera et al., 2002).

4.4 Lodo de esgoto e a ocorréncia de patégenos veiculados pelo solo

No Brasil, o primeiro trabalho que relatou o uso de lodo de esgoto no
controle de fitopatéogenos habitantes de solo foi realizado por Bettiol & Kriigner (1984), no
qual os autores verificaram que a severidade da podriddao de raiz do sorgo causada por
Pythium arrhenomanes diminuiu com o aumento das doses de lodo incorporadas ao solo.
Dentre os fitopatogenos mais estudados para avaliar o efeito do lodo de esgoto sobre a
severidade das doengas, destacam-se o Pythium e a Rhizoctonia (Lumsden et al., 1983; Lewis
et at., 1992; Craft et al., 1996; Dissanayake & Hoy, 1999).

A aplicagdo e posterior incorporagdo de lodo no solo tem inibido a
incidéncia de fitopatogenos e a severidade de uma série de doengas nas mais variadas culturas.
Assim, foi verificado que a adi¢do de lodo se mostrou eficiente no controle da murcha de

Fusarium em manjericdo, causada por Fusarium oxysporum; na podriddo de raiz em pimentio,
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causada por Phytophthora capsici; “damping-off”, causado por Rhizoctonia solani e Pythium
ultimum, em pereira e algoddo, podriddo de sclerotinia em alface, causada por Sclerotinia
minor; “damping-off” e podriddo em plantas de feijdo, causados por Sclerotium rolfsii;
podriddo em raizes de cana, causada por Pythium arrhenomanes; e podriddes de raizes em
mudas de limdo cravo, causadas por Phytophthora nicotianae (Millner et al., 1982; Lumsden
et al., 1983; Lumsden et al., 1986; Lewis et al., 1992; Dissanayake & Hoy, 1999; Santos &
Bettiol, 2003; Leoni & Ghini, 2003). Por outro lado, alguns trabalhos tém revelado que o uso
do lodo tem estimulado o desenvolvimento de fitopatogenos e o favorecimento da ocorréncia
de doengas, como, por exemplo, Pythium ultimum e Fusarium solani f. sp. pisi no tombamento
em ervilha; podriddo do colo em macieira, causada por Phytophthora cactorum; podriddo do
colmo em milho, causada por Gibberella e por Fusarium (Mcllveen & Cole, 1977, Lumsden
et al., 1983; Utkhede, 1984; Bettiol, 2004).

A forma pela qual o lodo inibe ou estimula o desenvolvimento de
fitopatdgenos no solo esta relacionada a atividade microbiana, a presenga de fitopatogeno no
lodo, & indugédo de microrganismos antagdnicos e a alteragdo quimica do solo.

Quanto a atividade microbiana, tem sido observado que a adigdo de
lodo tende a elevar as taxas de liberagdo de CO; no solo. Isso ocorre porque o lodo estimula o
desenvolvimento e o crescimento das comunidades microbianas responsaveis pela
decomposi¢do da matéria organica no solo (Chen et al. 1987; Dissanayake & Hoy, 1999;
Leoni & Ghini 2002; Santos & Bettiol, 2003). Durante a decomposi¢do, o oxigénio €
consumido pelos microrganismos saproéfiticos, reduzindo, dessa forma, a sua disponibilidade
para os fungos patogénicos. Atrelada a essa situagdo, ha o acimulo de CO,, cuja presenca
tende a inibir a germinagdo de esporos dos fungos patogénicos no solo. A esse respeito, Blok
et al. (2000) constataram que a condi¢do de baixo potencial de O, provocada pela aplicagdo de
quantidades elevadas de matéria organica reduziu o potencial de indéculo de Fusarium
oxysporum f.sp. asparagi Cohen e Rhizoctonia solani. Outras medidas para determinar a
atividade microbiana, tais como hidrolise de diacetato de fluoresceina (FDA), carbono da
biomassa e enzimas, também foram testadas para avaliar a relagdo com a supressividade aos
patégenos de solo (Kim et al., 1999; Ghini et al., 1998; Hoiting & Boehn, 1999; Pascual et al.,
2000; Santos & Bettiol, 2003).



32

Analisando os trabalhos relacionados a incorporagdo de lodo e a
indugdo da supressividade do solo, verifica-se que sdo raros aqueles em que sdo identificados
os fitopatdgenos no lodo. Entretanto, Gambale et al. (1987), realizando um levantamento de
fungos em amostras de lodo submetido aos tratamentos quimico e térmico, constataram a
ocorréncia de Fusarium, Aspergillus, Penicillium, Verticillium e Cephalosporium. Esses
resultados sugerem que os fitopatdgenos podem ser introduzidos via aplicagdo de lodo no solo.

A incorporagdo do lodo de esgoto tende a aumentar as comunidades
de bactérias e fungos no solo. Em decorréncia disso pode haver também um aumento das
comunidades de microrganismos antagdénicos aos fitopatogenos do solo (Lewis et al., 1992;
Fortes Neto, 2000). Entre os microrganismos antagdénicos estimulados pela aplicagdo de lodo
de esgoto, destacam-se os géneros Pseudomonas spp., Trichoderma spp. e Aspergillus spp. no
controle de Phytophthora spp. e Fusarium spp. (Trillas-Gay et al., 1986; Larkin et al., 1993;
Cotxarrera et al., 2002; Leoni & Ghini, 2003).

A adigdo de lodo ocasiona alteragdes na composi¢do quimica do solo,
tais como varia¢des no pH, condutividade elétrica e nos teores de nutrientes (Berton et al.,
1989; Oliveira, 1995; Poggiani et al., 2000). Essas mudangas podem proporcionar aumentos
ou redugdes na severidade das doengas provocadas por fitopatogenos do solo. Assim,
Cotxarrera et al. (2002) e Tilston et al. (2002) observaram que a elevagé@o do pH induzida pelo
composto de lodo foi responsavel pela inibigdo do crescimento de Fusarium culmorum,
Gaeumamomyces graminis var. tritici, Pseudocercosporella herpotrichoides, Phoma
medicaginis var. pinodella e Fusarium oxysporum. Em condi¢gées de redugdo do pH
ocasionada pela incorporagédo de lodo, Bettiol (2004) constatou que a intensidade da podridao
do coimo de milho e o nimero de propagulos Fusarium spp. no solo aumentaram em
decorréncia do aumento da acidez do solo.

Quanto a presenga de sais na solugdo do solo, apds a adi¢do do lodo,
tem sido verificado que a elevagdo da condutividade elétrica tende a induzir a supressividade
para Phytophthora nicotianae, Phoma medicaginis var. pinodella e Sclerotium rolfsii (Tilson
et al.,, 2002; Santos & Bettiol, 2003; Leoni & Ghini, 2003). Por outro lado, Bettiol (2004)
verificou que o aumento na condutividade elétrica estimulou o desenvolvimento de Fusarium

spp. no solo.
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Em relagdo aos nutrientes adicionados pelo lodo no solo, Utkhede
(1984) e Bettiol (2004) constataram que a disponibilidade de nitrogénio tende a estimular o
desenvolvimento Phytophthora cactorum em macieira e Fusarium spp. em milho e, por outro
lado, Lumsden et al. (1986) e Dissanayake & Hoy (1999) verificaram a indug¢do da
supressividade a Sclerotinia minor em alface e a Pythium arrhenomanes em cana-de-agucar.
Bettiol (2004), ao estudar o efeito de dois tipos de lodo de esgoto sobre a podriddao do colmo
de milho causada por Fusarium spp. em trés cultivos sucessivos, constatou que o calcio, boro,
cobre, ferro, manganés e zinco correlacionaram-se positivamente com o aumento da
ocorréncia da doenga até o segundo cultivo, e o fosforo, até o terceiro cultivo.

Deve-se ressaltar que resultados relativos a composigdo quimica do
solo tratado com lodo cru e o seu efeito sobre os fitopatogenos do solo sdo raros e pouco
conclusivos, devendo ser mais pesquisados sob condigdo de campo, com varias culturas

agricolas e diferentes tipos de solo.



5 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido em condi¢des de campo, numa
area localizada na Embrapa Meio Ambiente (Centro Nacional de Pesquisa de Monitoramento
e Avaliagdo de Impacto Ambiental), situada no municipio de Jaguariina, SP, Brasil, latitude

22° 41’ sul, longitude 47° W.Gr. e altitude 570 m.

5.1 Instalagdo do experimento

O experimento foi montado em uma 4&rea experimental, que,
anteriormente, nos anos agricolas de 1999, 1999/2000 e 2000/2001, recebeu aplicagdes de
lodo de esgoto nas concentragdes de 0, 1, 2, 4 e 8 vezes a dose de nitrogénio recomendada
para a cultura do milho (testemunha, 1N, 2N, 4N e 8N, respectivamente).

As unidades experimentais de 200 m? (10 x 20 m) foram distribuidas
em um delineamento experimental de trés blocos ao acaso, e seis tratamentos (fertilizagéo
mineral, sem adi¢do de lodo e com lodo nas doses de 0, 1, 2, 4 e 8 vezes a dose recomendada
com base no teor de nitrogénio) e dois tipos de lodo coletados nas estagdes de tratamento de

esgoto de Franca e de Barueri.
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5.2 Caracteristica do solo

O solo da éarea é caracterizado como um latossolo vermelho
distroférrico textura argilosa. A caracterizagdo para fins de fertilidade foi realizada em
amostras de solo coletadas na camada de 0-20 cm de profundidade, conforme a metodologia
preconizada por Raij et al. (1987). O solo apresentou as seguintes caracteristicas quimicas: pH
(CaCly)=5,2; M.O=21gdm’, P=4mgdm’ K=1,0, Ca=29, Mg=12, H+ Al =286,
CTC =70,4, S = 41,7 mmolc dm®; V=59,3% e C.E =281 uS cm’".

5.3 Caracterizacio do lodo de esgoto

Os lodos de esgoto, resultantes da digestdo aerdbica e anaerdbica,
foram obtidos junto as Estagdes de Tratamento de Esgoto da Companhia de Saneamento
Basico do Estado de Sido Paulo (SABESP), situadas nos municipios de Franca e Barueri —SP,
em setembro de 2001/2002. Sua composi¢do quimica, conforme especificado pela norma
CETESB P 4230, foi determinada no laboratério do Instituto Agronémico de Campinas (IAC)
(Tabela 1).

5.4 Aplicagao do lodo de esgoto, fertilizante mineral e semeadura do milho

O lodo de esgoto foi aplicado e distribuido superficialmente em cada
parcela nas quantidades apresentadas na Tabela 2 e, posteriormente, com o auxilio de uma
enxada rotativa, foi incorporado até 20 cm de profundidade do solo. No tratamento com
adubagdo mineral, foram aplicados fertilizantes a base de nitrogénio, de P,Os e de K;0 no
plantio; e 40 dias apds a emergéncia do milho foi realizada uma aplicagdo de cobertura com
fertilizante nitrogenado (Tabela 2).Os tratamentos com doses de lodo de Franca e Barueri
receberam adubagdo complementar com K,O nos anos agricolas de 2001/2002 e 2002/2003,

conforme apresentado na Tabela 2.
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A semeadura do milho foi realizada no dia 19 outubro nos anos
agricolas de 2001/2002 e 2002/2003, mecanizada, com a distribui¢do de 6 a 7 sementes por
metro linear e com um espagamento de 0,80 cm entre as linhas. A cultivar de milho utilizada

foi o hibrido Savana 133S.

5.5 Periodo de amostragem e preparo das amostras de solo

As amostras de solo ndo-rizosférico no ano agricola de 2001/2002
foram coletadas na camada de 0 - 20 cm de profundidade, com o auxilio de um trado, antes da
adigdo dos tratamentos e, mensalmente, até o 120° dia apds o plantio do milho. Assim, a
amostragem foi realizada em cinco periodos, distribuidos entre o dia do plantio e,
subseqiientemente, no 30°, 60°, 90° e 120° dias ap6s o plantio. No ano agricola de 2002/2003,
as amostras de solo foram coletadas na mesma profundidade, no 90° dia apds o plantio do
milho.(Tabela 3).

No ano agricola de 2001/2002, as amostras de solo rizosférico foram
coletadas aos 90 e 120 dias e no ano agricola de 2002/2003, foram coletadas aos 90 dias apds
a semeadura. Para isso, foram retiradas trés plantas por parcela com as raizes aderidas ao solo;
apos a coleta, realizou-se a retirada manual dos agregados de solo que envolvia as raizes do
milho.(Tabela 3).

As amostras compostas de solo rizosférico e ndo-rizosférico de cada
parcela foram constituidas da coleta e da homogeneizagdo de trés subamostras. Apods a
homogeneizagdo das amostras de solo, elas foram acondicionadas em sacos plasticos de 2 L e
mantidas a, aproximadamente, 10° C durante o tempo de transporte até o laboratdrio.

O processamento para a determina¢do de comunidade de bactérias
fungos e Fusarium spp. e a extragdo para a determinagio das formas nitrogenadas e a umidade
no solo e na rizosfera foram realizadas no dia da coleta das amostras no campo. Ja as amostras
para a determinagdo quimica do solo e da rizosfera foram secadas ao ar durante sete dias e,

apos esse periodo, peneiradas em peneiras com 2 mm.
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Tabela 1. Caracteristicas quimicas dos lodos de esgotos das Estagdes de Tratamento de Esgoto
de Franca e de Barueri, localizadas no estado de Sdo Paulo, utilizados nos dois

plantios de milho.

Atributo " Ano agricola 2001/2002 Ano agricola 2002/2003
Franca Barueri Franca Barueri
P(gkg") 13,8 17,7 27,3 17,9
K (gkg"h 1,5 1,5 1,0 1,0
Na (gkg") 0,5 0,5 0,4 0,9
As (mgkg") <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Cd (mg kg™) 1,14 16,2 0,6 14,0
Cu (mg kg™ 78,9 137,9 43,0 148,7
Cr total (mg kg") 202,0 609,3 182,4 639,6
Hg (mg kg™) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Mo (mg kg™) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Ni (mgkg™) 63,9 331,3 49,5 270,0
Se (mg kg™) <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Zn (mgkg™) 773,0 2327,9 890,6 3330,0
B (mg kg™) 10,4 10,7 13,6 17,6
C(gkgh 370,9 354,2 475,4 534,4
pH 8,9 8,5 8,3 8,0
Umidade (%) 81,4 77,3 76,69 64,8
Sélidos volateis (%) 67,0 62,6 58,65 59,6
N-Kjeldahl (mg kg™) 47,4 44,6 43,1 448
N-amoniacal (mg kg™)® 2330,6 2094,8 2008,8 2330,8
N-nitrato-nitrito (mg kg™)® 56,4 15,4 38,6 23,0
S (gkgh 9,3 11,7 10,1 14,5
Mn (mg kg) 439,8 277,5 712,9 246.,9
Fe (mgkg™) 39895 39058 64900 32100
Mg (g kg 2,7 3,7 5,0 3,8
Al (mg kg™ 18189 11959 21672,2 14230,7
Ca(gkg") 13,3 20,1 11,5 19,4

| £

" Os valores de concentragdo sdo dados com base na matéria seca.

p -~ . -~ . . . -

@ Qs valores de concentragdo para o nitrogénio nas formas amoniacal e nitrato foram determinados na
amostra nas condigdes originais.



38

Tabela 2. Quantidade de lodo de esgoto e de N, P,Os e K,0 aplicados via fertilizantes minerais

nos dois cultivos de milho nos anos agricolas 2001/2002 e 2002/2003.

Lodo de esgoto N plantio + N cobertura P,0s K,O
(kg ha''- base seca) (kg ha™)
(kg ha™) (kg ha™h)

2001 2002 2001 2002 2001 2002 2001 2002
Test - - - - - - - -
NPK - - 20+70 20+80 70 70 56 70
FIN 4432 4300 - - - - 96 63
F2N 8863 8700 - - - - 90 54
F4N 17726 17400 - - - - 75 36
F8N 35452 34800 - - - - 42 3
Test - - - - - - - -
NPK - - 20+70 70 70 56 72
BIN 5295 3200 - - - - 87 57
B2N 1051 6500 - - - - 69 45
B4N 21182 12900 - - - - 33 21
B8N 42363 25800 - - - - - -

F = lodo de esgoto da Estagdo de Tratamento de Esgoto (ETE) de Franca, SP. B = lodo de esgoto da Estagdo de
Tratamento de Esgoto (ETE) de Barueri, SP.Test = testemunha; AM = adubag¢do mineral recomendada; FIN,
F2N, F3N, F4N e F8N= doses de lodo de Franca necessarias para fornecer uma, duas, quatro e oito vezes a
quantidade de N da adubagdo mineral; BIN, B2N, B3N, B4N e B8N= doses de lodo de Barueri necessarias para
fornecer uma, duas, quatro e oito vezes a quantidade de N da adubagdo mineral.

5.6 Caracteristicas quimicas do solo e da rizosfera

Este procedimento foi realizado por meio das analises de pH, matéria
organica, foésforo, potassio, calcio, magnésio, aluminio trocavel, capacidade de troca de
cations, soma de bases e saturagdo de bases, conforme a metodologia descrita por Raij et al.
(1987). A condutividade elétrica do solo foi determinada conforme o procedimento

estabelecido por Camargo et al. (1986) em extrato de saturagédo 1:1.
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As formas de nitrogénio no solo também foram determinadas. Para

tanto, foram colocados 5 g de solo peneirado em um frasco de Erlenmeyer (50 mL) contendo

40 mL de KCIl (2N), e em seguida, submetidos a agitagdo por 1 h. Depois da filtragem,

aliquotas do extrato foram utilizadas para determinar NH'4 e NO3 + NO, por destilagio a

vapor com MgO e liga de Devarda (Bremner, 1965).

Tabela 3. Periodos de amostragens para a coleta de amostas de solo ndo-rizoférico e

rizosférico, determinagdes de Fusarium spp, bactérias e fungos, e avaliagdo de

doenga, nos anos agricolas de 2001/2002 e 2002/2003.

Atividades

Peridos de coletas (dias)

30 40 60 90 120 90 120
Ano 2001/2002 Ano 2002/2003

Analises Sglo 28 S S S =

Rizosfera X X X

Solo X X X X X
Fusarium spp Riz.osfera 2 S

Raiz X

Colmo X X
Bactérias Sl 28 = S X X

Rizosfera X X X
BTTE Solo X X X X X

Rizosfera X X X

Colmo X X
Doengas Espigas X X

Sementes X X

5.7 Caracteristicas microbiolégicas

Foram determinadas pela quantificagdo de Fusarium spp. no solo, na

rizosfera e a incidéncia de Fusarium na raiz e no colmo e pela contagem de bactérias e fungos

totais no solo e na rizosfera.
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5.7.1 Quantifica¢do de Fusarium spp. no solo e rizosfera

Foi realizada no solo e na rizosfera por meio do método da diluigdo
seriada seguida por plaqueamento em meio de cultura seletivo. A diluigdo foi preparada com
base em uma suspensio obtida da mistura de 10 g e 90 mL de 4gua. A suspensio resultante foi
diluida em série e 1 mL das dilui¢gdes 102, 10® e 10™ foi distribuido em placas, em trés
réplicas, contendo 20 mL de meio de cultura especifico para o isolamento de Fusarium spp.
(Nash & Snyder, 1962). Posteriormente, as placas foram mantidas em estufa para o
crescimento das coldnias a temperatura de, aproximadamente, 24°C, durante cinco dias, € o
numero de col6nias por placas foi expresso por unidades formadoras de col6nias por grama de

solo seco (ufc g™ solo seco).
5.7.2 Ocorréncia de Fusarium spp. na raiz e no colmo

A avaliagdo de Fusarium spp. na raiz e no colmo foi realizada aos 40
e 90 dias apds a semeadura, em trés plantas de milho colhidas aleatoriamente em cada parcela.
As raizes e os colmos foram lavados por 30 min em agua corrente e, em seguida, desinfestados
por 1 min com hipoclorito de sédio (1 %). Apds a lavagem em agua esterilizada, as raizes e os
colmos foram cortados assepticamente em pedagos de 3 a S mm de tamanho e transferidos
para placas com meio de cultura de BDA com adig¢do de oxitetraciclina. Foram cortados 25
fragmentos de raizes e colmos por plantas e depois colocados em placas as quais foram
mantidas durante sete dias em estufa de crescimento a temperatura de 25 + 2 °C, com 12 horas
de luz e 12 horas de escuro (Reis et al. 1998). Apds a incubagdo, os microrganismos
desenvolvidos nos fragmentos de raizes e colmos foram examinados em laminas para
microscopia em microscopio Optico e pela observagdo direta dos colmos e raizes em
microscopio estereoscopico. A ocorréncia de Fusarium spp. foi determinada pela porcentagem
de raizes e colmos com crescimento micelial em relagdo ao total de fragmentos de raizes e

colmos amostrados.
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5.7.3 Quantificagdo de bactérias e fungos

Foram utilizadas amostras de solo ndo-rizosférico coletadas antes da
aplicagdo do lodo e aos 30, 60, 90 e 120 dias ap6s a semeadura do milho; ja as amostras de
solo rizosférico foram coletadas aos 90 e 120 dias. Os microrganismos foram estimados pela
técnica da diluigdo seriada em placas. As diluigdes, para determinagdo de bactérias e fungos,
foram realizadas com base numa suspensdo obtida pela mistura de 10 g de terra em 90 mL de
agua destilada em um frasco de Erlenmeyer. Os frascos foram agitados por cerca de 10 min e,
em seguida, foram realizadas as dilui¢es sucessivas e utilizadas para plaqueamento as
diluigées 10™, 107 e 10, para bactérias, e 107 e 107, para fungos.

O plaqueamento do meio de cultura foi realizado em ciamara de fluxo
laminar, com a distribui¢do de uma aliquota de 1 mL para fungos e 0,1 mL para bactérias da
suspensdo sobre a superficie do meio e depois distribuida com o auxilio de uma alg¢a de
Drigalski. Para o crescimento de bactérias, o meio de cultura utilizado foi o de Thornton e,
para os fungos, o meio de Martin. No meio utilizado para a contagem de bactérias foi
adicionado actidione (ciclohexamida), na concentragdo de 500 mg/Lg. No meio utilizado para
fungos, foi adicionado 50 mg/Lg de estreptomicina. As placas de Petri foram mantidas em
estufa a temperatura de aproximadamente, 28°C, as colonias de fungos foram quantificadas

apos trés dias de incubagdo, e as de bactérias, apds seis dias.
5.8 Avaliagdo da ocorréncia da doen¢a no campo
5.8.1 Plantas com sintomas de podridao no colmo
Esta avalia¢do foi realizada aos 120 dias apds a semeadura, em todas

as plantas de milho coletadas na linha central da parcela. A incidéncia da podridio foi avaliada

nos 30 cm basais dos colmos. (Borges et al. 2001; Blum et al. 2003).
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5.8.2 Espigas com sintomas de podridao

Foram utilizadas plantas de milho coletadas para avaliar a incidéncia
de podriddo no colmo. A incidéncia de espigas doentes em cada parcela foi avaliada por meio
da porcentagem de espigas com sintomas de podridio em relagdo ao total de espigas

amostradas.

5.8.3 Avaliagdo da ocorréncia de Fusarium spp. nas sementes de milho

Para a avalia¢do da sanidade das sementes, foram coletadas 200
sementes por parcela e colocadas em placas de petri de 9 cm de didmetro, contento trés discos
de papel filtro umedecidos com agua destilada esterilizada. As placas foram mantidas
inicialmente por 24 horas em camara de incubag&o regulada a 20-22°C e sob um regime de 12
horas de luz e 12 horas de escuro. Em seguida, foram submetidas ao congelamento por (-20°C)
por 24 horas. Apos esse periodo, as sementes retornaram a cidmara de incubagdo por mais 7
dias. Apos essa etapa, as sementes foram examinadas sob microscopio estereoscopico (50X)

para a quantificagdo de Fusarium spp.

5.9 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados estatiscamente por meio de analises de
variancia, € os efeitos dos tratamentos foram testados pelo teste F. Quando atinginda a
significancia estatistica, foi feita a comparagdo entre médias pelo teste de Duncan em nivel de
porcentagem de probabilidade de erro. Também foi realizada analise de correlagdo entre as
medidas microbiolégicas e a composi¢do quimica do solo e de regressdo entre composigio
quimica da terra x periodo de coleta, ocorréncia de Fusarium spp. x periodo de coleta e

incidéncia da doenga x doses de lodo de esgoto.



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Composi¢ao quimica do solo tratado com lodo de esgoto

Quanto as caracteristicas quimicas do solo rizosférico e ndo-
rizosférico, nos anos agricolas de 2001/2002 e 2002/2003, observa-se nas Figuras de 1 até 21
que as varidveis quimicas apresentaram variagdes em fung¢do das doses e do tipo de lodo
aplicado no solo. De uma maneira geral, percebe-se que, nas parcelas tratadas com o lodo de
Barueri, ocorreram as maiores alteragdes na composi¢do quimica do solo. Esse
comportamento em relagdo ao lodo de Barueri talvez esteja relacionado as reagdes de
interagdo do lodo com o solo, pois, com exce¢do do calcio, os demais componentes nio
apresentam grandes diferengas em suas concentragdes quando comparados com o lodo de
Franca.

Analisando as Figuras 1, 14 (A e B), 18 e 20, constatam-se, em
todos os periodos de coleta, a ocorréncia de duas fases na variagao do pH em fungio das doses
de lodo aplicadas no solo: a primeira com elevagdo no pH entre as doses de ON e 4N; e a
segunda com declinio entre as doses de 4N e 8N. Provavelmente, esse comportamento na
curva do pH esteja relacionado a disponibilidade de aménio para ser convertido em nitrato,
pois, durante a nitrificagdo, s3o liberados ions H, reduzindo assim o pH do solo. Essa reagio
foi mais acentuada nas parcelas tratadas com a dose de 8N de lodo, pois esse tratamento

proporcionou o aporte de quantidade elevada de nitrogénio, e que, ao ser convertido em
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amonio, teve uma parte absorvida pelo milho e o restante remanescente transformado em
nitrato, conforme se pode verificar nas Figuras 8, 15 (G e H) e 19, 21. Todavia, nas parcelas
com a incorporagdo de IN, 2N e 4N, a quantidade de amdnia excedente foi menor do que no
tratamento 8N e a sua transformagdo em nitrato gerou poucos ions H" no solo. Esse resultado
também foi constatado por e Leoni (2002), quando incorporaram lodo de esgoto ao solo.
Também se deve ressaltar que a acidificagdo podera ocorrer devido a oxidagdo de sulfitos e a
produgdo de acidos orgénicos liberados durante a decomposi¢do do lodo no solo (Oliveira et
al., 2002).

Os valores na variagdo da matéria organica estdo apresentados nas
Figuras 2, 14 (C e D), 18 e 20, em que se verifica que os teores de matéria orginica aumentam
proporcionalmente, 8 medida que se elevam as doses de lodo incorporadas ao solo. O aumento
no teor da matéria organica observado no presente estudo ocorreu devido a quantidade e as
sucessivas aplica¢des de lodo ocorridas no solo desde 1999 (Melo et al., 1994; Oliveira et al.,
2002).

As quantidades de fésforo no solo aumentaram em todos os periodos
de coleta e foram mais acentuados com a incorporagdo da dose 8N de lodo (Figuras 3, 14E,
14F, 18 e 20). O incremento de fésforo no solo devido ao aumento nas doses de lodo foi
ocasionado possivelmente pela mineralizagdo do fosforo orgénico durante a decomposigdo do
lodo no solo (Silva et al., 2002; Vaz & Gongalves, 2002).

O potassio, de uma maneira geral, tende a ter sua concentragdo
diminuida a medida que se elevam as doses de lodo incorporadas ao solo (Figuras 4, 14G e
14H, 18 e 20). Essa redugdo nos teores de potassio podera estar associada a sua perda por
lixiviagdo e absor¢do pelo milho, pois, com a diminui¢do do pH no solo, o potassio se desloca
para a solugéo, tornando-se, assim, disponivel para ser lixiviado e absorvido pelo milho. Outro
fator responsavel pela redugdo de potassio é o aumento de calcio e magnésio proporcionado
pela adig¢do de lodo. Nessa situagdo o célcio e o magnésio deslocam o potassio dos sitios de
trocas para a solugdo do solo. Dessa forma, em razdo da baixa concentragdo no lodo e do
comportamento do potassio no solo e da sua importdncia na indugéo de resisténcia das plantas
ao ataque de fitopatogenos, fica evidente a necessidade de uma adubagdo complementar a base
de potassio quando se for realizar uma fertilizagao a base de lodo de esgoto (Silva et al., 2002;

Vaz & Gongalves, 2002).
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Houve uma variagdo do magnésio (Figuras 5, 15A e 15B, 18 e 20)
devido as doses de lodo, porém os teores de magnésio foram mais elevados nas parcelas
tratadas com doses de lodo de Franca, porém ndo se pode estabelecer uma relagdo de causa e
efeito entre a composi¢do quimica do lodo de Franca e os teores de magnésio determinados no
solo, porque a concentragdo do magnésio no lodo de Franca praticamente apresenta 0 mesmo
valor do lodo de Barueri. Em relagdo aos resultados referentes ao magnésio no solo em
resposta a aplicagdo do lodo, Oliveira (1995) e Tamiso et al. (2000) verificaram aumentos
significativos no solo somente apos a adigdo de doses elevadas de lodo, conforme também
observado no presente estudo.

O comportamento do célcio (Figuras 6, 15C e 15D, 18 e 20) no solo
refletiu a relagdo existente entre a composi¢do quimica do lodo e os teores de calcio no solo,
pois se pode verificar que, nas parcelas que receberam as doses do lodo de Barueri, os valores
de célcio ficaram acima dos observados nas parcelas tratadas com o lodo de Franca.
Provavelmente este fato ocorreu porque a concentragdo de calcio no lodo de Barueri foi em
média igual a 19,7 g/kg, e, no lodo de Franca, o valor foi de 12,4 g/kg. Resultados similares a
estes também foram verificados por Berton et al. (1989), Oliveira et al. (1995), e Vaz &
Gongalves (2002).

As quantidades de amoénio apresentadas nas Figuras 7, 15E, 15F, 19 e
21 e de nitrato, nas Figuras 8, 15G, 15H, 19 e 21, demonstram que a elevagio nos teores de
aménio e nitrato no solo, ap6s a adigdo do lodo, ocorreu em razdo da transformagio do
nitrogénio orgéanico proveniente dos compostos nitrogenados existentes no lodo e, também, da
quantidade de lodo aplicada no solo (Lindermam et al., 1989; Serna & Pomares, 1991).

A incorporagdo de doses crescentes de lodo de esgoto, tanto de
Franca, quanto de Barueri, ocasionou aumentos na condutividade elétrica do solo (Figuras 9,
16A, 16B, 19 e 21). A elevagdo da condutividade elétrica observada no presente estudo foi
devida a liberag@o de calcio, magnésio, aménio, nitrato e outros sais durante a decomposigio
do lodo no solo (Oliveira et al., 2002).

A capacidade de troca de cétions foi influenciada pela elevagdo nas
doses de lodo aplicadas no solo (Figuras 10, 16C, 16D, 19 e 21), pois a adi¢do de lodo
proporcionou aumentos expressivos nos teores de calcio e magnésio no solo. Depreende-se

que o aumento da capacidade de troca de cétions no solo foi provavelmente devido ao aporte
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de célcio e magnésio provenientes do lodo, pois, neste estudo, a capacidade de troca de cations
foi calculada pela soma de bases, o que, segundo Oliveira et al. (2002), podera levar a valores
superestimados devido a presenga de elevadas concentragdes de calcio e magnésio.

A acidez potencial tende a aumentar com a elevagdo das doses de lodo
de Franca e Barueri em conseqiiencia justamente do processo de nitrificagdo da amonia no
solo (Figuras 11, 16E, 16F, 19 e 21), conforme discutido anteriormente com o pH do solo.

Os valores de saturagdo de bases no ano agricola de 2001/2002 para o
solo rizosférico e nédo-rizosférico apresentaram tendéncia de eleva¢do com as doses de lodo
(Figuras 12 e 16G e 16H). Por outro lado, no ano agricola de 2002/2003, foi constatado o
inverso com a saturagdo de bases, que apresentou uma tendéncia de redugdo com as doses de
lodo (Figuras 19 e 21). A diminuig&o da saturagdo de bases ocorreu porque, no ano agricola de
2002/2003, houve também uma redu¢do nos valores da soma de bases no solo.

A adigdo de lodo proporcionou aumentos na soma de bases nos dois
anos agricolas de 2001/2002 e 2002/2003, devido ao aporte de célcio e magnésio no solo
(Figuras 13, 17A e 17B, 19 ¢ 21).
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(C), 90 (D) e 120 (E) dias da adigdo de lodo no ano agricola de 2001/2002.
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Dose de lodo baseado no contetido de N

Figura 3. Teor de fosforo (P) na camada de 0 a 20 cm de profundidade de solo tratado com

dose de lodo de esgoto de Franca (#,-) e Barueri (A, --), e apds 30 (B), 60 (C),
90 (D) e 120 (E) dias da adig@o de lodo no ano agricola de 2001/2002.
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Dose de lodo baseado no contetido de N

Figura 4. Teor de potassio (K) na camada de 0 a 20 cm de profundidade de solo tratado com
dose de lodo de esgoto de Franca (#,-) e Barueri (A, --), antes (A) e apds 30 (B),
60 (C), 90 (D) e 120 (E) dias da adigdo de lodo no ano agricola de 2001/2002.
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