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1 RESUMO

Os residuos orgénicos e agentes de biocontrole podem constituir em alternativas no
controle dos fitopatogenos habitantes do solo. O trabalho teve por objetivo estudar o
controle de Fusarium spp. com residuos orgéanicos e agentes de biocontrole. Inicialmente
foi avaliado o efeito de hidrolisado e emulséo de peixe, nas concentracgdes de 0, 10, 20, 30,
40 e 50% do volume de 4gua para atingir a capacidade de campo do solo; e de alga, casca
de camardo, concha de marisco e carogo de abacate moidos, nas concentragdes de 0, 1, 2,
3, 4 e 5% v/v, na germinacdo de microconidios de Fusarium oxysporum f. sp. lactucae, em
casa de vegetacdo. Enquanto a emulséo e o hidrolisado de peixe reduziram a germinagao
de microconidios do patégeno, os demais residuos ndo apresentaram efeito. Também foi
avaliado o efeito de residuos de alga, concha de marisco, casca de caranguejo e repolho
triturado fresco, nas concentracdes de O, 1, 2 e 4% v/v, sobre a germinacdo de
microconidios de Fusarium circinatum em condicbes controladas, e associado ou ndo, a
Trichoderma harzianum, no controle da fusariose (F. circinatum) em plantas de Pinus
radiata mantidas em casa de vegetacdo. Nenhum residuo reduziu a germinacdo de
microconidios de F. circinatum ou a doenca em casa de vegetacdo. No terceiro estudo foi
avaliado o efeito de hidrolisado de peixe nas concentracdes de 0, 5, 10, 15 e 20% do
volume de 4gua necessério para atingir a capacidade de campo, a partir do solo seco,
associados ou ndo a T. harzianum (Iblf 006) e Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis no
controle de F. oxysporum f. sp. lycopersici (raca 3) em tomateiro, em casa de vegetacdo. O
hidrolisado de peixe e 0s agentes de biocontrole ndo controlaram a doenga.

Palavras-chave: Alface, Fusarium, matéria organica, Pinus, supressividade, tomateiro.



EVALUATION OF ORGANIC RESIDUES TO MANAGEMENT OF FUSARIUM IN
DIFFERENT PATHOSYSTEMS. Botucatu, 2016. 94f.

Thesis (Doctor in Agronomy/Plant Protection) — Faculdade de Ciéncias Agrondmicas,
Universidade Estadual Paulista

Author: CASSIANO FORNER

Adviser: Dr. Wagner Bettiol

2 SUMMARY

The organic residues and biocontrol agent might be alternative in the control of soilborne
plant pathogens. This work aimed to study the control of Fusarium species with organic
residues and biocontrol agents. First, the effect of fish hydrolyzed and fish emulsion was
evaluated, at concentrations of 0, 10, 20, 30, 40 and 50% of volume of water required to
reach the water retention capacity of the soil; and the seaweed, shrimp shells, clamshell
and grounded avocado seeds at concentration of 0, 1, 2, 3, 4 and 5% v/v in the
microconidia germination of Fusarium oxysporum f. sp. lactucae in greenhouse. Fish
emulsion and fish hydrolyzed reduced the microconidia germination and none of the other
residues presented effect. Also, it was evaluated the effect of seaweed, clamshell, crab
shell and fresh triturated cabbage, at concentrations of 0, 1, 2 and 4% vl/v, in the
germination of Fusarium circinatum microconidia under controlled conditions and
associated or not with Trichoderma harzianum in Pinus radiata to control the disease
caused by F. circinatum in greenhouse. Neither residue reduced the F. circinatum
microconidia germination or the disease in greenhouse. In the third study the effect of fish
hydrolyzed was evaluated at concentration of 0, 5, 10, 15 and 20% of volume of water to
required to reach the water retention capacity of the soil, from dry soil, associated or not
with T. harzianum (Iblf 006) and Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis in the control of
F. oxysporum f. sp. lycopersici (race 3) in tomato plants in the greenhouse. Neither residue
or biocontrol agents controlled the disease.

Keywords: Lettuce, Fusarium, organic matter, Pinus, suppressiveness, tomato.



3 INTRODUCAO

Os fitopatogenos sdo responsaveis por grandes perdas na
agricultura. O género Fusarium est4 entre 0os mais importantes, pois é de dificil manejo e
destaca-se pela agressividade e sobrevivéncia por longos periodos nas areas infestadas.

Diversos métodos alternativos de controle de fitopatdgenos sdo
empregados na agricultura a fim de reduzir ou racionalizar o uso de agrotdxicos e garantir
0 manejo de doencas de plantas com menor impacto na saide humana e ambiental. Dentre
estes metodos, destacam-se o0 uso de residuos orgénicos com potencial de induzir a
supressividade do solo aos patdgenos habitantes do solo e agentes de biocontrole.

Residuos organicos sdo utilizados na agricultura desde épocas
remotas para aumentar a fertilidade dos solos, mas também colaboram como destino final
de residuo da agropecuaria, da inddstria e urbanos. Estes residuos podem alterar as
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas dos solos, fornecendo nutrientes e estimulando
a vida do solo, com consequente geragéo de compostos que podem controlar fitopatdgenos.

Os agentes de biocontrole estdo presentes em muitos solos,
exercendo um controle biolégico natural nesse ambiente. Entretanto, diversos deles séo
explorados comercialmente como Trichoderma e Bacillus. Estes agentes de biocontrole
podem agir por parasitismo, competicdo, predacdo, antibiose, indugdo de resisténcia e
promogcé&o de crescimento das plantas.

Considerando as diversas possibilidades de controle de
fitopatdgenos e a necessidade de desenvolver praticas de controle alternativas, o estudo
objetivou: 1) avaliar o efeito de hidrolisado de peixe, emulséo de peixe, concha de marisco,

casca de camardo, alga e carogo de abacate moidos na inibicdo da germinacdo de



microconidios de Fusarium oxysporum f. sp. lactucae no solo; 2) avaliar o efeito de alga,
concha de marisco, casca de caranguejo e repolho fresco triturado sobre a inibicdo da
germinacdo de microconidios de Fusarium circinatum, além da associacdo ou ndo com
Trichoderma harzianum, no controle da doenga causada por F. circinatum em mudas de
pinus; e 3) avaliar o potencial de hidrolisado de peixe, associado ou ndo a Trichoderma
harzianum e Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis, no controle de F. oxysporum f. sp.

lycopersici (raga 3) em tomateiro.



4 REVISAO DE LITERATURA

Vérios residuos organicos incorporados ao solo apresentam
capacidade de suprimirem fitopatdgenos, aumentando a funcionalidade destes residuos na
agricultura. A aplicagdo de emulsédo de peixe ao solo controlou R. solani e Pythium
aphanidermatum em rabanete e pepino, sendo esse efeito relacionado com o estimulo da
atividade microbiana no substrato e solo (ABBASI, CONN e LAZAROVITS, 2004). Nas
concentragdes de 0,5 e 1% p/p, a emulsdo de peixe também reduziu a murcha de
Verticillium em berinjela e a sarna da batata, em alguns dos solos testados (ABBASI,
CONN e LAZAROVITS, 2006).

Abbasi, Lazarovits e Jabaji-Hare (2009) atribuiram a supressdo de
microesclerddios de V. dahliae aos &cidos graxos voléteis presentes na emulsdo de peixe,
como &cidos glicolico, acético, formico, n-butirico e propidnico. A agdo foi maior em solo
com pH mais 4cido. A agdo toxica da emulsdo de peixe depende do solo ou substrato, pois
foi maior em solos organicos e franco-arenosos, mas ndo em turfa (ABBASI,
LAZAROVITS e JABAJI-HARE, 2009). E importante salientar que a emulsio de peixe
ndo exerceu efeito residual (de um ano de cultivo para o outro) no controle de sarna da
batata (ABBASI, CONN e LAZAROVITS, 2006).

Outro produto obtido da fermentacdo de residuos de peixe, 0
hidrolisado de peixe também apresenta potencial para induzir a supressividade a
fitopatdgenos, conforme demonstrado para Cylindrocladium spathiphylli e F. oxysporum f.
sp. chrysanthemi (PINTO, BETTIOL e MORANDI, 2010; VISCONTI, BETTIOL e
MORANDI, 2010).



Dentre os residuos organicos de origem solida, a casca de camardo
na concentragdo de 4% suprimiu a doenga causada por F. oxysporum f. sp. chrysanthemi
através das alteracBes quimicas e bioldgicas no substrato (PINTO, BETTIOL e
MORANDI, 2010). Este residuo também reduziu a doenca causada por F. oxysporum f. sp.
zingiberi em gengibre, possivelmente devido ao estimulo de actinobactérias, por acdo da
quitina presente na casca de camardo (GHINI, DOMINGUES e BETTIOL, 2006). B.
subtilis (NPU 001), isolado do solo, quando cultivado em meio contendo casca de camaréo
e caranguejo, libera quitinase que antagoniza F. oxysporum (CHANG, CHEN e WANG,
2010). A quitina extraida de casca de camardo/caranguejo ndo reduziu a severidade da
doenca causada por F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum em pepino, mas houve maior
crescimento de planta na auséncia do patdgeno (ROSE, PARKER e PUNJA, 2003). Porém,
a casca de camaréo pode ocasionar fitotoxicidade em plantas, dependendo da concentragdo
incorporada ao solo. A concentragdo de 5% de casca de camardo ao solo causou a morte
das plantas de crisdntemo, relacionado a alta concentracdo de nitrato no substrato (PINTO,
BETTIOL e MORANDI, 2010). Em gengibre, a concentracdo de 20% v/v reduziu o
desenvolvimento da planta comparado a concentracdo de 15% (GHINI, DOMINGUES e
BETTIOL, 2006).

Outros residuos organicos solidos podem ser utilizados na
agricultura para o controle de doencas de plantas. Benchimol, Sutton e Dias-Filho (2006)
verificaram que a mortalidade de mudas de pimenteira-do-reino por F. solani f. sp. piperis
foi reduzida em 20% com a adigdo de 1% de casca de caranguejo ao solo. Visconti (2011)
verificou que com 6% de p6 de concha de marisco, incorporada ao substrato ocorreu
reducdo da doenga causada por R. solanacearum em tomateiro, possivelmente associada ao
nitrogénio presente no residuo e a elevacéo do pH do substrato.

No caso de algas, alguns autores ndo demonstraram efeitos diretos
sobre a germinacdo do patdgeno. Paulert et al. (2009) e Gongalves e Stadnik (2012),
estudando o efeito de extratos sollveis e insoliveis em metanol e solucdo aquosa de ulvana
(Ulva fasciata) na germinacdo de conidios de Colletotrichum lindemuthianum e
Colletotrichum gloeosporioides, ndo verificaram efeito direto desses extratos.

A adicéo ao solo de pd de algas Stokeyia variabile, Spatoglossum
variabile e Melanothamnus afaghusainii, duas semanas antes da semeadura de berinjela ou
melancia, apresentaram resultados inconsistentes no controle de R. solani, F. solani e F.

oxysporum (BALOCH et al., 2013). Resultados similares foram obtidos com a adicdo de



M. afaghusainii, S. variabile e Halimeda tuna sobre Macrophomina phaseolina, R. solani,
F. solani e Meloidogyne javanica em tomateiro e girassol (SULTANA et al., 2011). No
entanto, S. variabile e M. afaghusainii reduziram o ataque de M. phaseolina e nematoides
de galha (BALOCH et al., 2013). O tratamento por irrigagdo das raizes, pulverizacdo foliar
ou ambos, em pepinos com extrato comercial da alga (Ascophyllum nodosum) nas
concentragdes de 0,5 e 1%, induziu resisténcia contra Alternaria cucumerinum, Didymella
applanata, Botrytis cinerea e F. oxysporum, através do aumento da atividade das enzimas
quitinase, glucanase, peroxidase, polifenol oxidase, fenilalanina amoénia liase e
lipoxigenase nas folhas (JAYARAMAN, NORRIE e PUNJA, 2011).

As bréssicas podem ser eficientes no controle de fitopatdgenos,
pois isotiocianatos produzidos durante a sua decomposicao, apresentam acdo fungistatica
ao crescimento micelial de F. oxysporum patogénicos de coniferas. A acdo pode estar
relacionada com a concentracdo aplicada e o isolado do patogeno (SMOLINSKA et al.,
2003). Diversas bréssicas reduziram o crescimento micelial de R. solani, Phytophthora
erythroseptica, P. ultimum, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium sambucinum e F.
oxysporum. Em especial a Brassica juncea reduziu em grandes propor¢des 0s patdgenos do
género Fusarium (LARKIN e GRIFFIN, 2007).

A formagdo de conidios de F. oxysporum ndo foi afetada por
isotiocianatos, porém a germinacdo de conidios e clamiddsporos foi suscetivel,
principalmente a propenil, etilico, benzilico e feniletil que inibiram totalmente a
germinacdo (SMOLINSKA et al., 2003). A incorporagdo de B. juncea no solo e cobertura
com filme plastico, reduziu a Murcha de Fusarium em espinafre (F. oxysporum f. sp.
spinaciae), sendo o controle relacionado com o acumulo de &cido graxos volateis e a
mudanca da comunidade microbiana (MOWLICK et al., 2013). Em casa de vegetacdo, as
brassicas (nabo, mostarda indiana, colza, canola, rabanete e mostarda amarela) reduziram o
indculo de R. solani, e rabanete, colza e mostarda indiana reduziram a severidade e a
incidéncia da doengca em mudas de batata (LARKIN e GRIFFIN, 2007). No campo,
diferentes brassicas, em rotagdo seguida da incorporagdo, proporcionaram controle de
doencas em tubérculos de batatas. A mostarda indiana reduziu a incidéncia e a severidade
da sarna pulverulenta (Spongospora subterranea), enquanto que canola, colza e mostarda
amarela reduziram a presenga de esclerodios de R. solani em tubérculos de batata
(LARKIN e GRIFFIN, 2007).



4.1 Agentes de controle biolégico

4.1.1 Trichoderma sp.

O género Trichoderma compreende espécies de fungos de vida
livre do solo, que podem ser simbiontes oportunistas de plantas. Algumas espécies podem
induzir de resisténcia e promover o crescimento em plantas, ou antagonizar patdgenos por
parasitismo e antibiose (HARMAN et al., 2004). Comercialmente, no Brasil, até o
momento, existem seis produtos biolégicos a base de Trichoderma spp. registrados para
utilizacdo na agricultura, sendo dois de Trichoderma asperellum, trés de Trichoderma
harzianum e um de Trichoderma stromaticum (BRASIL, 2016).

Diversos exemplos sdo encontrados na literatura mostrando o
sucesso de Trichoderma spp. no controle bioldgico de doengas de plantas. Os isolados de
T. harzianum (CEN287 e CEN316), utilizados em ensaios no campo, reduziram o nimero
de apotécios de S. sclerotiorum na area e a severidade de mofo branco em feijoeiro
(CARVALHO et al., 2015b). Também em feijoeiro no campo, 0s mesmos isolados
reduziram a incidéncia e a severidade de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli
(CARVALHO et al., 2015a). Por sua vez, o T. harzianum (T22) reduziu a severidade da
doenga causada por Fusarium oxysporum f. sp. lactucae em alface, em substrato sob
condi¢do Umida (-0,03 MPa) e seca (-0,5 MPa) (INNOCENTI, ROBERTI E PIATTONI,
2015). Dezenove isolados de Trichoderma spp. induziram resisténcia em pepino contra C.
lagenarium (SILVA et al., 2011). O T. asperellum, por meio do tratamento de sementes,
protegeu plantulas de tomate contra o tombamento de pré e pds emergéncia causado por P.
aphanidermatum (KIPNGENO et al., 2015).

Algumas espécies de Trichoderma podem ser endofiticos, como
Trichoderma atroviride (77) ou Trichoderma koningiopsis (26 e 36), isolados de diferentes
plantas do bioma da Caatinga, os quais reduziram a severidade de Fusarium guttiforme em
plantulas de abacaxi, em ensaios a campo (SOUZA, TROCOLI e MONTEIRO, 2016).

Outro mecanismo de acdo de espécies de Trichoderma é a
producdo de enzimas degradadoras da parede celular de fitopatdgenos, como verificado
para o isolado CCTCC-RWO0014 de T. asperellum, na reducéo de F. oxysporum f. sp.
cucumerinum em pepino. O CCTCC-RWO0014 tem grande atividade de quitinase, protease,

celulase e B-(1-3) glucanase, além de produzir compostos que podem diminuir a expressao



da proteina Snt2 de F. oxysporum f. sp. cucumerinum, responsavel pelo crescimento e
patogenicidade (SARAVANAKUMAR et al., 2016). Similarmente, T. harzianum (Tr9)
produz as enzimas exoquitinase e [3-(1-3) glucanase. Este isolado reduziu a mortalidade de
plantas de Amorphophallus paeonifolius causada por Sclerotium rolfsii (JOHN et al.,
2015).

Além de controlar patdgenos, espécies de Trichoderma podem
promover o crescimento de plantas (SILVA et al.,, 2011; INNOCENTI, ROBERTI E
PIATTONI, 2015; SARAVANAKUMAR et al., 2016). Li et al. (2015) demonstraram que
0 T. harzianum (SQR-T037) solubiliza fitato, Fe;O3, CuO e Zn in vitro, aumentando a
absorgéo de nutrientes e a biomassa em tomateiro. No entanto, em condigdes de deficiéncia

de fasforo (fitato), 0 SQR-T037, compete com o0 tomateiro e reduz o crescimento da planta.

4.1.2 Bacillus sp.

O género Bacillus é composto por bactérias ndo patogénicas e
formadoras de enddsporos que apresentam diversos mecanismos de a¢do no controle de
doengas de plantas, tal como antibiose, competi¢do e a indugéo de resisténcia de plantas
(CAWOY et al., 2011). No Brasil, h4 dois produtos a base de Bacillus pumilus e Bacillus
subtilis para o controle de doengas de plantas (BRASIL, 2016).

O tratamento de sementes com B. subtilis (BS 01) protegeu
plantulas de tomate contra o tombamento de pré e pds emergéncia causado por P.
aphanidermatum (KIPNGENO et al., 2015). Bacillus amyloliquefaciens (W2) reduziu a
incidéncia e a severidade de F. oxysporum em acafrdo (GUPTA e VAKHLU, 2015). A
aplicacdo de B. subtilis (RC 218), associado ou ndo a Brevibacillus sp. (RC263), no estadio
de antese do trigo, reduziu em um ano de cultivo a incidéncia e em dois anos a severidade
da doenca causada por Fusarium graminearum. Os agentes de biocontrole também
reduziram o acimulo da microtoxina desoxinivalenol no trigo (PALAZZINI et al., 2016).

Baysal, Caliskan e Yesilova (2008) e Grover et al. (2010)
demonstraram que diversos isolados de B. subtilis produzem iturina, fengicina, surfactina e
bacilomicina os quais possuem agdo contra diversos fitopatdgenos. De forma similar, a
iturina A (iturina) e plipastatina A (fengicina) produzidas por B. amyloliquefaciens (S76-3)
inibem a germinacdo de conidios e o crescimento de hifas de F. graminearum (GONG et

al., 2015). J& o B. subtilis subsp. subtilis apresentou especificidade na antibiose contra
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Setophoma terrestris in vitro. A producdo de compostos antifingicos é estimulada pela
presenca do patégeno, j& que a suspensdo livre de células do antagonista crescida com
auséncia do patdgeno, ndo inibiu S. terrestris (ORIO, BRUCHER e DUCASSE, 2016).

O isolado de Bacillus sp. (DFs1414) reduziu a area abaixo da curva
de progresso da doenga causada por F. oxysporum f. sp. lycopersici em tomateiro, sob
condicbes de casa de vegetacdo. Os compostos volateis produzidos pelo antagonista
reduziram o crescimento micelial do patdgeno in vitro, porém néo foi descartada a indugédo
de resisténcia no tomateiro como o mecanismo de acdo (ROCHA E MOURA, 2013). A
inducéo de resisténcia é frequentemente observada por agentes microbianos do género
Bacillus. Akram, Anjum e Ali (2015) observaram que o éster metilico, do &cido ftalico,
produzido e liberado por B. subtilis (IAGS174), induz resisténcia de tomateiro a F.
oxysporum s. sp. lycopersici.

Bacillus sp. também promovem o crescimento de plantas (SWAIN
e RAY, 2009; YU et al., 2010; KIPNGENO et al., 2015).

4.2 Patossistemas

4.2.1 Fusarium oxysporum f. sp. lactucae

A murcha de Fusarium da alface, causada por F. oxysporum f. sp.
lactucae, ocorre tanto em viveiros de mudas como em campo (KOBORI, BRUNELLI E
GIORIA, 2011). O patogeno foi separado em grupos, pelos diferentes cultivares de alface
que atacam. O grupo 1, ataca severamente cultivares de alface crespa e roxa, enquanto
ataca levemente lisa e “Green leaf”. O grupo 2 ataca severamente cultivares do tipo lisa,
mas levemente os tipos crespa e “leaf”. Por sua vez, o grupo 3 causam sintomas leve a
moderados na maioria das cultivares (YAMAUCHI, HORIUCHI E SATOU, 2001).
Fujinaga et al. (2003) afirmaram que as ragas 1, 2 e 3 de F. oxysporum f. sp. lactucae
correspondem aos grupos 3, 1 e 2, respectivamente.

A murcha de Fusarium foi relatada em varios paises: Italia, Ird,
Japdo, Taiwan, Portugal, Estados Unidos da Ameérica e Brasil (SCOTT et al., 2012). As
trés racas foram identificadas no Japdo, enquanto nos Estados Unidos da América e na
Italia, apenas a raca 1 foi identificada (FUJINAGA et al., 2005). No Brasil, a murcha de
Fusarium foi relatada no ano de 2000 (VENTURA e COSTA, 2008) em vérios estados
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brasileiros (LOPES, QUEZADO-DUVAL e REIS, 2010). Brunelli et al. (2010)
identificaram apenas a raga 1 do patdgeno na regido sul e sudeste, com diferentes niveis de
agressividade, podendo ser a Unica raga presente no pais, ou pelo menos, a prevalecente.

A doenca causa reducdo no crescimento da planta, escurecimento
dos vasos do xilema e amarelecimento e murcha foliar (LOPES, QUEZADO-DUVAL e
REIS, 2010). Quando a planta morre, o patdgeno produz clamiddsporos dentro do tecido
doente, que incorporados ao solo permanecem vidveis por mais de um ano (SCOTT et al.,
2012).

A época de semeadura, relacionada com a temperatura do solo, e o
estddio de desenvolvimento da cultura sdo importantes na ocorréncia da murcha de
Fusarium (MATHERON et al., 2005). Temperaturas altas favorecem o desenvolvimento
da doenca em cultivares de alfaces altamente suscetiveis ao patdgeno, porém, ndo em
cultivares resistentes (SCOTT et al., 2010). Assim, as perdas por murcha de Fusarium
podem ser reduzidas evitando o cultivo de cultivares suscetiveis em periodos quentes do
ano (SCOTT et al., 2012).

A disseminagdo de F. oxysporum f. sp. lactucae ocorre via
sementes, provavelmente como um contaminante externo. A desinfestacdo das sementes
com hipoclorito de sodio reduz sua disseminacdo (GARIBALDI, GILARDI e GULLINO,
2004). O tratamento de sementes, artificialmente inoculadas, com dichlofluanid,
mancozeb, prochloraz, carbendazim e azoxystrobin reduziu a porcentagem de plantas de
alface doentes (GILARDI et al., 2005).

Algumas variedades de alface apresentam resisténcia contra F.
oxysporum f. sp. lactucae raga 1, como Costa Rica No. 4, River Green, Salinas e Salinas 88
(McCREIGHT et al., 2005). No Brasil, todas as cultivares apresentaram sintomas da
doenca causada por F. oxysporum f. sp. lactucae raga 1, mas algumas destacaram-se, como
a Roxa 01, pela baixa severidade a vérios isolados do patégeno (CABRAL E REIS, 2013).

Em solo infestado com F. oxysporum f. sp. lactucae, mantido em
pousio por 6 e 12 meses, a densidade do in6culo reduziu em 71% e 86%, respectivamente.
Apobs 34 meses, foi recuperado apenas 0,5% das unidades formadoras de colbnias da
populacéo inicial. Isso indica que aproximadamente um ano sem o cultivo de culturas

suscetiveis, ha uma significante reducdo do indculo (SCOTT et al., 2012).
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4.2.2 Fusarium circinatum X Pinus radiata

O cancro resinoso do pinus, causado por Fusarium circinatum, foi
relatado pela primeira vez nos Estados Unidos da América em 1945 (HEPTING e ROTH,
1946). Atualmente, a doenca é encontrada em Vérias partes do mundo (GORDON, 2006).
Especificamente na América do Sul, F. circinatum foi identificado no Chile em Pinus
radiata (WINGFIELD et al., 2002), ainda que a ocorréncia seja restrita a viveiros
(JACOBS et al., 2007), sintomas da doenca sdo encontrados em Pinus spp. em cultivos
comerciais, porém a doenca ndo esti estabelecida. Estas ocorréncias provavelmente séo
originarias de plantas infectadas provenientes de viveiros. No entanto, o risco do
estabelecimento é intensificado pela predominancia do cultivo de P. radiata, altamente
suscetivel ao patégeno (WINGFIELD et al., 2008).

O pat6geno também foi encontrado em viveiros de mudas de Pinus
taeda no Uruguai (ALONSO e BETTUCCI, 2009). Na Colémbia o patdgeno foi isolado
tanto de viveiro de mudas, como em &rvores em plantacfes de até 11 anos de idade
(STEENKAMP et al., 2012). Recentemente, foi relatado no Brasil, ocasionando doenga em
viveiro com plantas de Pinus patula, no estado de Santa Catarina (PFENNING et al.,
2014).

Especula-se que a auséncia de insetos vetores especificos
associados ao patdgeno e fatores ambientais desfavordveis ao estabelecimento da doenca
sdo responsaveis pelo patdgeno ndo se estabelecer em cultivos comerciais no Chile
(WINGFIELD et al., 2008). Na Africa do Sul, F. circinatum permaneceu restrito em
viveiros por aproximadamente 15 anos, até causar doenca em plantacfes de P. radiata. A
ocorréncia estd associada as condicOes climaticas favoraveis, a associacdo do patdgeno
com a infestacdo do gorgulho Pissodes nemorensis, além da prética de poda causar
ferimentos e favorecer o desenvolvimento da doenga (COUTINHO et al., 2007).

Os sintomas causados por F. circinatum em viveiros sdo a podrid&o
radicular, do colo e da parte aérea, podriddo da ponteira e morte da planta (FOURIE et al.,
2014). Em plantas adultas, os sintomas caracterizam-se principalmente pela clorose das
aciculas préximo ao sitio de infec¢do e consequente morte de ramos (anelamento do ramo).
Podem ocorrer repetidas infecgBes que causam extensos danos & copa do hospedeiro.

Grandes infecgdes ocupam uma parte do ramo ou tronco, acarretando em intensa produgéo
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de resina. Lesdes proximas ao nivel do solo podem anelar o tronco e causar clorose em
todas as aciculas em plantas jovens (GORDON, STORER E WOOD, 2001).

Plantulas de P. radiata inoculadas com F. circinatum aumentam a
quantidade de resina exsudada. As plantulas que exsudaram moderada ou elevada
quantidade de resina em 21 dias ap6s a inoculacdo do patdgeno, morreram 56 dias apos a
inoculagdo. A produgéo de resina favorece a infec¢do de F. circinatum, pois, este tolera a
resina e utiliza os dutos de resina para colonizago vertical em novas zonas (MARTIN-
RODRIGUES et al., 2013).

O crescimento de F. circinatum apresenta trés fases, primeiro,
ocorre aumento da biomassa até sete dias apds a inoculacdo, a qual coincide com a
colonizacdo do coértex e floema. Entre 7-21 dias a biomassa continua aumentando, mas
lentamente, ocorre a colonizacdo do xilema e floema, com producdo de conidiéforo no
floema. O menor crescimento do fungo neste periodo deve-se a mudanca morfoldgica de
micélio vegetativo para conidiogénese, o que requer grande quantidade de energia. A
producéo de conidios na cavidade medular dispersa o patdgeno para &reas abaixo e longe
do sitio de infeccdo. A colonizagdo na medula, em locais acima do ponto de inoculagéo,
parece estar associada a colonizagdo do xilema. Apds 21 dias o crescimento estabiliza,
surgem os sintomas de clorose, murcha das aciculas e dessecacdo da ponta da plantula
(MARTIN-RODRIGUES et al., 2013). O patégeno avanca via radial, em direcdo & medula
e tangencial, através do floema e cortex. A colonizacdo do cortex e medula da-se pelos
espacos intercelulares e provavelmente o fungo libera enzimas degradadoras da parede
celular no apoplasto, liberando nutrientes nos tecidos da planta (MARTIN-RODRIGUES
et al., 2013).

Trabalhos com resisténcia ao patégeno estdo sendo realizados. De
cinco familias de pinheiros inoculadas com dois isolados de F. circinatum, na Colémbia,
0s acessos de P. maximinoi (PM1564CA e PM1517CA) e P. tecunumanii (FTECSUIZ)
originados de &reas de baixa altitude apresentaram lesdes menores (STEENKAMP et al.,
2012).

4.2.3 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici x tomateiro

A murcha do tomateiro, causada por F. oxysporum f. sp. lycopersici

(Fol) € uma das doengas mais destrutivas do tomateiro, eventualmente pode destruir
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campos inteiros antes da colheita (AGRIOS, 2005). O patdgeno estd presente nos
principais centros produtores de tomate do mundo (REIS et al., 2005).

A ocorréncia da raca 3 de Fol foi observada na Australia em 1978
(GRATTIDGE e O'BRIEN, 1982). No Brasil, foi identificada pela primeira vez em 2005
em campos produtores de Venda Nova do Imigrante, Espirito Santo (REIS et al., 2005). No
ano seguinte foi relatada nas cidades de S&o José de Ub4 e Itaocara (Rio de Janeiro). A
ocorréncia quase simultanea dessa raca em regides geogréaficas isoladas pode ser devido a
lotes de sementes contaminadas (REIS e BOITEUX, 2007).

Marlatt et al. (1996) identificaram diferengas de grupos de
compatibilidade entre isolados de Fol raga 3 (VCG 0030 e 0033) de diferentes regides dos
Estados Unidos da América. Estes dois grupos apresentaram duas populacdes
geneticamente distintas, sugerindo duas linhas de evolucéo. Cai et al. (2003), utilizando
métodos moleculares, sugerem que a raca 3 de Fol presente na Califérnia, é originaria de
uma populacéo local de Fol raga 2.

Os genes de aviruléncia do Fol (AVRL, 2 e 3) e de resisténcia do
tomateiro (I, 12 e 13) séo responsaveis pela compatibilidade do patégeno e hospedeiro
(INAMI et al., 2012). Houterman et al. (2009) apresentam um esquema evolucionério da
raca 3 de Fol, no qual a raga 1 perdeu gene AVR1 e originou a raga 2. A raga 3 emergiu da
mutacdo na raga 2 em AVR2 (avr2). Uma evolucdo alternativa para o isolado KoChi-1,
obtido no Jap&o, que possui em seu cromossomo: avgl, avg2 e AVG3, foi apresentado por
Inami et al. (2012), em que a raca 1 do patdgeno sofreu uma insercéo no transposon dentro
de AVR1, emergindo a raga 2. A raga 3 (KoChi-1) originou da mutagéo de AVR2

Os sintomas da murcha de Fusarium em plantas jovens séo a
paralisagéo do crescimento, desfolha das folhas velhas e algumas tornam-se amareladas,
também ocorre o escurecimento do tecido vascular (CSIZINSZKY et al., 2005). Ap6s 0s
primeiros sintomas, normalmente as mudas murcham e morrem (AGRIOS, 2005). Em
plantas adultas, predomina o amarelecimento das folhas velhas, ocorre a progressdo do
amarelecimento foliar, murcha da planta, principalmente nos periodos quentes do dia
(GRATTIDGE e O'BRIEN, 1982; CSIZINSZKY et al., 2005), desfolha e necrose marginal
das folhas (AGRIOS, 2005) e eventualmente a planta morre. O sistema vascular sofre
escurecimento (GRATTIDGE e O'BRIEN, 1982; AGRIOS, 2005; CSIZINSZKY et al.,
2005).
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O patdgeno penetra as raizes diretamente através dos pelos
absorventes ou por ferimentos, assim colonizando o sistema vascular da planta
(KUROZAWA e PAVAN, 2005). O patdgeno pode permanecer por varios anos no solo. A
temperatura ideal de crescimento é de 28 °C. A disseminacgdo ocorre via sementes, estacas,
solo, mudas infectadas (CSIZINSZKY et al., 2005), vento, agua, implementos agricolas e
tratos culturais (KUROZAWA e PAVAN, 2005).

No controle podem ser utilizadas cultivares resistentes, rotacdo de
cultura de 5 a 7 anos (CSIZINSZKY et al., 2005), tratamento de sementes e plantio em
areas com auséncia do patégeno (KUROZAWA e PAVAN, 2005).

O esterco de galinha peletizado reduziu a severidade da doenga
(Fol raca 2). Maior efeito ocorreu com o residuo na concentragdo de 1% v/v e incubado a
35 °C. O esterco de galinha peletizado e a compostagem de bagaco de azeitona reduziram a
populacdo do patdgeno no solo (BORREGO-BENJUMEA et al., 2014). Cinco diferentes
compostos, sendo dois comerciais (Plant-mix e Ferticompost) e os compostos de esterco
ovelha, vaca e frango, em mistura com turfa na proporgdo de 1:4, reduziram a murcha de
Fusarium em tomateiro (TAGHDI et al., 2015). Fusarium solani (305) e Streptomyces sp.
(A19), isolados da rizosfera de plantas sadias de tomate crescidas em composto de residuos
de uva e cortica, reduziram a area abaixo da curva do progresso da doenca, causado por
Fol raca 2, em substrato de fibra de coco (conducente ao patégeno). Em substrato de
composto de cortica (moderadamente supressivo), Streptomyces sp. (A19) aumentou a
supressividade a Fol raga 2. Em composto de residuo de uvas (altamente supressivo) nao
houve diferenca no controle (CASTANO et al., 2013). Trichoderma asperellum (CT9),
isolado de composto de esterco de frango, e Trichoderma virens (ST11), isolado do solo,
reduziram a murcha de Fusarium (TAGHDI et al., 2015).
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CAPITULO 1

EFEITO DA INCORPORACAO DE MATERIAIS ORGANICOS SOBRE A
GERMINACAO DE CONIDIOS DE Fusarium oxysporum f. sp. lactucae

Este capitulo foi redigido em formato de artigo de acordo com as normas da revista

Tropical Plant Pathology
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Efeito da incorporacdo de materiais organicos sobre a germinacéo de conidios de
Fusarium oxysporum f. sp. lactucae

Cassiano Forner"; Dalton Dorighello'™; Wagner Bettiol?

Faculdade de Ciéncias Agrondémicas, Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita
Filho” (UNESP), Campus Botucatu, CEP 18.610-307 - Botucatu, SP, Brasil. *Bolsista
CNPq e **Bolsista CAPES.

’Embrapa Meio Ambiente, CP 69, CEP 13.820-000 Jaguaritina, SP, Brasil. Bolsista do

CNPg.

Autor para correspondéncia: Cassiano Forner, e-mail: forner687 @hotmail.com

Resumo

A murcha de Fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. lactucae) causa prejuizos consideraveis
aos produtores de alface. A incorporacdo de residuos orgénicos é uma alternativa para a
adequada disposicdo dos residuos agricolas e urbanos, podendo também colaborar na
fertilidade e na inducdo de supressividade a patdgenos habitantes do solo. O estudo
objetivou avaliar o efeito de hidrolisado de peixe, emulsdo de peixe, alga, concha de
marisco, casca de camardo e carogo de abacate, incorporados em substrato, sobre a
germinacdo de microconidios de F. oxysporum f. sp. lactucae (Fola). Para isto, suportes
foram construidos com buchas e luvas de reducdo hidraulica, nos quais foram depositadas
duas membranas de ester de celulose, contento uma suspensdo de microconidios de Fola.
Os suportes foram enterrados na mistura de substrato e residuos organicos duas horas e
sete dias apds a incorporagdo dos residuos organicos. Os suportes permaneceram por 24

horas enterrados, quando foram removidos e as membranas retiradas, dispostas sobre
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l&minas de vidro e os microconidios fixados em meio de cultura 4gar-agua. A germinacéao
dos microconidios foi paralisada com azul de lactofenol, seguida da determinacdo da
porcentagem de microconidios germinados. Duas horas ap6s a incorporagdo desses
residuos ao substrato foi observado que tanto o hidrolisado, como a emulsdo de peixe
reduziram a germinacdo de microconidios. Alga, casca de camardo, concha de marisco e
caroco de abacate ndo inibiram a germinacdo dos microconidios de Fola.

Palavras chave: Alface, murcha de Fusarium, supressividade.

Effect of organic matter incorporated in container media on the conidia germination
of Fusarium oxysporum f. sp. lactucae

Abstract

Fusarium wilt, caused by Fusarium oxysporum f. sp. lactucae (Fola), may causes
serious losses to growers of lettuce. The incorporation of organic residues to induce
suppressiveness is an alternative control with a sustainable disposal of rural and urban
residues. This study aimed to evaluate the potential of fish hydrolyzed, fish emulsion,
shrimp peel, seaweed, mussel shell and grounded avocado seed to induce
suppressiveness against Fola in container media. For this, supports were built with
hydraulic pieces. Into the supports were deposited two cellulose ester membranes,
containing a Fola microconida suspension. Two hours and seven days after
incorporation of organic residue, the supports were buried in a mixture of substrate and
organic residues. The supports remained buried for 24 hours, then it was removed, the
membranes were arranged on glass slides and the microconidia were fixed in agar-water
media. The germination of microconidia was paralyzed with lactophenol blue, followed
by determining the percentage of microconidia germinated. The fish hydrolyzed and

fish emulsion inhibited microconidia germination after 2 h of incorporation in the
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substrate. We concluded that fish emulsion and fish hydrolyzes induced suppressiveness
in the substrate to this soilborne fungi. Seaweed, mussel shell, shrimp peel and avocado
seed did not inhibit microconidia germination.

Keywords: Fusarium wilt, lettuce, suppressiveness.

INTRODUCAO

A alface é uma das principais hortaligas consumidas no mundo (Henz & Suinaga, 2009;
Kobori et al., 2011). No Brasil, é a hortaliga folhosa mais popular (Lopes et al., 2010), com
estimativa de 35 mil hectares cultivados e uma producdo de 290.000 toneladas (Kobori et
al., 2011). A murcha de Fusarium, causada por Fusarium oxysporum f. sp. lactucae (Fola)
causa perdas no Brasil e no mundo (Lopes et al., 2010), ocorrendo desde viveiros de
producéo de mudas até no campo (Kobori et al., 2011).

O patégeno é encontrado na Italia, Japdo, Ird, Taiwan, Portugal, Estados Unidos da
América e Brasil (Scott et al., 2012), entre outros. Trés ragas de Fola foram catalogadas
(Fujinaga et al., 2003). No Japéo, estdo presentes as trés ragas (1, 2 e 3), enquanto nos
Estados Unidos da América e na Italia, apenas a raga 1 é encontrada (Fujinaga et al., 2005).
No Brasil, Fola foi relatada no ano de 2000 (Ventura & Costa, 2008), porém até o
momento, apenas a raga 1 foi identificada (Brunelli et al., 2010).

O patogeno causa reducdo no crescimento, escurecimento dos vasos do xilema e
amarelecimento e murcha foliar (Lopes et al., 2010). Fola pode produzir clamiddsporos
dentro do tecido doente da planta, que, incorporados ao solo, podem sobreviver por anos
(Scott et al., 2012).

A severidade da doenga é influenciada pela densidade do in6culo, condigBes ambientais e
cultivares de alface. Scott et al. (2012) discutem o manejo da murcha de Fusarium,

incluindo rotacéo de culturas e o uso de cultivares resistentes nos periodos mais quentes.
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Agricultores utilizam ha séculos materiais organicos para manter ou aumentar a fertilidade
do solo. O uso de materiais organicos na agricultura é também uma alternativa para o
aproveitamento de residuos rurais e urbanos, aumentando a fertilidade do solo e
melhorando as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas. Esses efeitos podem colaborar
no manejo de fitopatdgenos habitantes do solo. Estratégias para 0 manejo da murcha de
Fusarium da alface, que minimizem as perdas causadas pela doenca, necessitam ser
investigadas. Dessa forma, considerando os efeitos da incorporagéo de residuos organicos
h& necessidade de estudar quais materiais organicos possuem a capacidade de induzir a
supressividade do solo a Fola para se tornar uma alternativa vidvel ao seu controle.
Materiais organicos incorporados no solo ou substratos podem suprimir pat6genos
diretamente devido a presenca de compostos (acido himico, acidos graxos voléteis, &cido
nitroso e amonia, entre outros) e indiretamente pelo estimulo de microrganismos residentes
com atividades antagonistas (Borrero et al., 2006; Conn & Lazarovits, 1999; Du et al.,
2015; Gravel et al.,, 2015; Hoitink & Boehm, 1999; Postma et al., 2008; Postma &
Schilder, 2015; Tenuta et al., 2002; Tenuta & Lazarovits, 2002). Residuos marinhos sdo
descritos como indutores de supressividade para patégenos de plantas, embora com efeitos
variaveis, dependendo do tipo de residuo, concentracdo e modo de aplicacdo (Bailey &
Lazarovits, 2003).

A supressividade do solo induzida por materiais organicos foi verificada com o uso de
emulséo de peixe no controle de Rhizoctonia solani, Pythium aphanidermatum, Pythium
ultimum, Streptomyces scabie e Verticillium dahliae em rabanete, pepino, berinjela e
batata, respectivamente, por Abbasi et al. (2004, 2006, 2009); de hidrolisado de peixe para
controle de Cylindrocladium spathiphyllii em espatifilio (Visconti et al., 2010); de casca de
camardo moido para o controle de F. oxysporum f. sp. zingiberi em gengibre (Ghini et al.,

2006); F. oxysporum f. sp. chrysanthemi em crisantemo (Pinto et al., 2010); de concha de
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marisco no controle de Ralstonia solanacearum em tomateiro (Visconti, 2011) e de alga
(Ulva radiata) para controle de Alternaria porri em cebolinha (Aradjo et al., 2012), entre
outros.

Um dos possiveis mecanismos de acdo da incorporacdo de fontes de matéria orgénica ao
solo para controlar fitopatdgenos é a inibicdo da germinacdo de esporos. Assim, este
estudo objetivou avaliar o potencial do hidrolisado e emulséo de peixe, casca de camarao,
alga, concha de marisco e sementes de abacate incorporadas no solo para inibir a

germinacdo de microconidios de F. oxysporum f. sp. lactucae.

MATERIAL E METODOS

O isolado de F. oxysporum f. sp. lactucae Fola 281 (Sakata Seeds Sudamerica SA) foi
crescido em meio BDA (Batata, dextrose e agar), com adi¢do de sulfato de estreptomicina
(1000 mg L™) e eritromicina (100 mg L), por cinco dias & 25 + 1 °C. Transcorrido esse
periodo foi acrescentada agua esterilizada ao meio, sendo em seguida filtrada em gaze para
obter uma suspensdo de microconidios que foi ajustada para 2 x 10° microconidos mL™.

O hidrolisado de Peixe (HP) foi fornecido por FishFértil Active®Fish Fertilizantes Ltda.,
Estiva Gerbi — SP e a emulsdo de Peixe (EP), por JK Fertilizantes, Paulinia — SP. A alga —
Sargassum sp. (AL), casca de camardo (CC) e concha de mariscos (CM) foram coletados
no litoral do estado de Santa Catarina (Balne&rio Camboril e Penha), secos em estufa de ar
forgado a 40 °C, triturados, moidos e separados em peneira de 60 Mesh (0,25 mm). O
caroco de abacate (CA), coletado em S&o Sebastido do Paraiso (S&o Paulo), foi seco,
triturado, moido e passado por um peneira de 60 Mesh. Os atributos quimicos dos
materiais séo apresentados na Tabela 1.

Uma suspenséo de 150 pL de Fola foi dispensada entre as duas membranas de ester de

celulose (Millipore 0,22 um de poro) de 25 mm de didmetro e fixadas em um suporte de
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anel de PVC. Os suportes foram preparados com luvas hidraulicas de %.” de didmetro e
buchas de redugdo hidréulicas. Dentro de cada suporte foram acomodados
sequencialmente: um anel de borracha de vedagéo, as membranas de Millipore contendo a
suspensdo de Fola e novamente um anel de borracha de vedagéo. Em seguida os suportes
foram rosqueados para utilizagéo (Figura 1).

Uma mistura (3:1) de solo (latossolo) + substrato & base de casca de pinus foi depositada
em vasos plasticos de 850 mL de volume. A essa mistura foram incorporados HP e EP nas
concentragdes de 0 (Testemunha), 10, 20, 30, 40 e 50% do volume de &gua para atingir a
capacidade de campo a partir da mistura solo+substrato completamente seca. Os residuos
foram dispensados na superficie da mistura solo + substrato e o percolado foi coletado e
novamente dispensado na mistura por duas vezes. A mesma metodologia foi utilizada para
AL, CC, CM e CA, porém a incorporacao foi nas concentracbes de 0 (Testemunha), 1, 2,
3, 4 e 5% (v/v) para cada material organico. Para esses materiais organicos, a incorporagéo
foi anterior & transferéncia da mistura para os vasos plasticos. Apds a homogeneizagéo, o
solo recebeu &gua até atingir a capacidade de campo, determinada anteriormente. A
umidade da mistura solo+substrato, antes da incorporagdo das matérias organicas, é
apresentada na Tabela 2.

Os suportes (dois por vaso) foram enterrados na mistura de solo + substrato, duas horas
apls e sete dias ap6s a incorporagdo dos residuos a uma profundidade de 4 cm. O
delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com trés vasos para cada
concentracdo dos materiais organicos, cada vaso consistiu em uma repeticao.

Os suportes permaneceram enterrados por 24 horas, nesse periodo a temperatura do ar
(méxima e minima) foi registrada. Apds este periodo, os suportes foram removidos do solo
e cada par de membranas foi recuperado com auxilio de uma pin¢a. As membranas foram

depositadas sobre I&minas de vidro, com a face contendo as estruturas do patdgeno
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voltadas para cima. Com auxilio de anéis de aluminio, o meio de cultura &gar-agua foi
depositado sobre a superficie das membranas. Apoés a solidificacdo do agar, as membranas
foram removidas e as estruturas remanescentes do fungo foram mantidas aderidas a
superficie do meio de cultura. Subsequentemente, duas gotas de azul de lactofenol foram
depositadas sobre o meio de cultura para facilitar a determinacdo da porcentagem de
microconidios germinados, sendo avaliados 100 microconidios por disco de &gar.

Os resultados foram analisados por meio de regressdo polinomial usando o programa
estatistico SAS v. 9.0, considerando apenas as regressdes de primeiro, segundo e terceiro
grau. Cada experimento foi repetido duas vezes, exceto os ensaios com hidrolisado e
emulsdo de peixe com microconidios incubados duas horas apds a incorporacdo dos

materiais organicos, que foram realizados trés vezes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os materiais organicos liquidos (HP e EP) reduziram a germinac¢do dos microconidios de
Fola (Figuras 6 e 7). Tanto para HP e EP, duas horas apds a incorporacéo, foi verificado
um modelo de regressdo quadratica, com uma redugdo da germinacdo mais expressiva na
concentracdo de 10% (Figuras 2A).

O potencial desses dois residuos no controle de patégenos de plantas foi relatado por
diversos autores. A emulsdo de peixe (0,5% v/v) reduziu a severidade de F. solani e F.
oxysporum em aspargo. A emulséo de peixe reduziu a populacdo de Fusarium no solo e
aumentou a populacdo de bactérias cultivaveis, além de ocasionar um aumento inicial do
pH do solo, seguido de um rapido declinio, a partir do segundo ao sétimo dia (Borrego-
Benjumea et al., 2014). Por outro lado, Abbasi (2013) verificou que a aplicagdo de baixas
doses de emulsdo de peixe (0,1% v/v), duas vezes ao ano, antes do plantio e depois da

colheita de batata, reduziram a sarna da batata durante os quatro anos e a infeccdo de
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Verticillium dahliae nos trés anos de ensaio. O controle foi atribuido ao aumento da
populacdo bacteriana nos dois primeiros anos. A emulséo de peixe, além de aumentar a
atividade microbiana do solo, serviu como fonte de nutriente para 0s microrganismos
promotores de crescimento de plantas de rabanete (El-Tarabily et al., 2003).

Abbasi et al. (2009) verificaram, em solo franco-arenoso, que a emulsdo de peixe (1 e 2%
m/m de solo seco) reduziu a germinacéo de microesclerddios de V. dahliae em avaliagbes
de 1, 3 e 6 dias ap6s a incorporacdo. Essa rapida inativacdo do patdgeno, também foi
observada no presente estudo, onde 24 h apds a incorporagdo, a germinacdo de Fola foi
reduzida, tanto com a emulséo, quanto com o hidrolisado de peixe. Abbasi et al. (2009)
também mostraram que 0s acidos graxos volateis, presentes na emulsdo de peixe,
principalmente acido acético, férmico n-butirico e propidnico, inibiram a germinacéo de V.
dahliae em pH baixo (3-4). Em pH 6, apenas as concentracdes de emulséo de peixe ou
solucdo de &cidos equivalentes & concentracdo de 10% de emulsdo, reduziram a
germinacdo de microesclerddios. Os &cidos graxos volateis também foram toxicos para P.
ultimum.

Os &cidos graxos volateis presentes na emulsdo de peixe protegeram plantulas de pepino
contra P. ultimum em solos orgénicos e franco-arenosos, mas ndo em turfa, sugerindo que
a acdo tdxica da emulsdo de peixe depende do tipo de solo e do substrato (Abbasi et al.,
2009).

Apesar da baixa germinagdo de microconidios observada sete dias apds a incubacéo,
possivelmente devido as temperaturas atingidas durante a incubacdo, que podem ter
prejudicado a germinacdo de microconidios, observou-se um efeito da EP na reducdo na
germinacdo dos microconidios de Fola. Algumas concentracfes de HP aumentaram a
germinacdo de microconidios (Figura 2B). Abbasi et al. (2006) afirmam que a aplicacéo da

emulséo de peixe em um ano ndo exerce efeito residual de controle no ano seguinte.
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Visconti et al. (2010) verificaram que o hidrolisado de peixe reduziu o crescimento
micelial e a germinacdo de conidios de C. spathiphylli. Entretanto, ndo observaram
supressividade do substrato, naturalmente infestado com C. spathiphylli, apds 60 dias. No
presente trabalho, similarmente, o hidrolisado de peixe ndo foi efetivo sete dias apos a sua
incorporagdo ao substrato. Possivelmente, os &cidos graxos volateis, presentes no
hidrolisado, séo disponibilizados mais rapidamente que na emulsdo, sendo esgotados em
menos de sete dias. O ligeiro aumento na germinagdo, proporcionado por algumas
concentracdes de hidrolisado, pode ser devido ao uso de alguma fonte de nutrientes pelo
patdgeno. No entanto, essa reducdo inicial da germinag&o, poderia possibilitar a reducdo do
potencial de indculo no solo, reduzindo a doenca no campo. Esse fator é importante,
principalmente, para a cultura de ciclo curto como a alface, o que pode proporcionar o
escape da cultura, minimizando os prejuizos.

Nenhum dos residuos solidos (alga, concha de marisco, casca de camardo e caroco de
abacate) reduziu a germinagdo de microconidios de Fola (Tabela 4).

Em relacdo a alga, os resultados obtidos estdo de acordo com trabalhos que sugerem que
algumas algas ndo tem efeito direto sobre os patogenos (Gongalves & Stadnik, 2012;
Paulert et al., 2009). Entretanto, a escolha dessa matéria organica foi motivada pela
possibilidade dos produtos de sua degradacdo interferir na germinagdo do patdgeno.
Paulert et al. (2009) verificaram que os extratos sollveis e insoliveis em metanol e a
solucdo aquosa de ulvana, obtida de U. fasciata, ndo inibiram a germinagdo de
Colletotrichum lindemuthianum, ocorrendo inclusive estimulo da germinacéo. No entanto,
esses autores verificaram que o extrato soltvel em metanol reduziu o crescimento micelial
in vitro. A ulvana também ndo interferiu na germinacdo de esporos de C. gloeosporioides.
Porém, em um primeiro momento atrasou a formacéo do apressorio, pois é utilizada como

fonte de nutriente e uma vez esgotada essa fonte, o patdgeno inicia a formagdo do
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apressorio (Gongalves & Stadnik, 2012). No entanto, diversos trabalhos indicam o
potencial de algas induzirem a resisténcia das plantas, como os observados para A. porri
em cebolinha (Aradjo et al., 2012), antracnose em feijoeiro (Paulert et al., 2009), C.
gloeosporioides em mudas de macieira (Araujo & Stadnik, 2013) e Alternaria
cucumerinum, Didymella applanata, Botrytis cinerea e F. oxysporum em pepino
(Jayaraman et al., 2011).

A casca de camardo moida ndo apresentou efeito na germinacgéo de microconidios de Fola.
Entretanto, existem evidéncias de que a casca de camardo suprime F. oxysporum f. sp.
chrysanthemi e F. oxysporum f. sp. zingiberi, sendo principalmente relacionado a ativagdo
de antagonistas do solo (Ghini et al., 2006; Pinto et al., 2010). O potencial de residuos de
outros crustaceos no controle de fitopatdgenos foi demonstrado por Benchimol et al.
(2006) os quais verificaram que casca de caranguejo a 1% v/v reduziu a morte de mudas de
pimenteira-do-reino, causada por Fusarium solani f. sp. piperis, quando aplicados em solo
de mata.

O Bacillus subtilis NPU 001, isolado do solo, quando cultivado em meio de cultura
contendo casca de camardo e caranguejo, liberou quitinase, a qual antagoniza F.
oxysporum (Chang et al., 2010). Trabalhando com casca de camardo, bem como 0s
residuos de cogumelo e quitosana, Lopez-Mondéjar et al. (2012) verificaram que esses
residuos ativaram os genes quitinoliticos de Trichoderma harzianum (T-78), protegendo as
mudas de melBes do ataque de F. oxysporum f. sp. melonis, sem no entanto diminuir a
populacdo do patdgeno. Esses relatos, aliados ao presente trabalho, apontam que a casca de
camardo adicionada no solo, ndo exerce efeito direto sobre o patdgeno e, possivelmente,
age na microbiota do solo. Assim, necessita maior periodo poés-incorporacdo para este
estimulo e um solo habitado por potenciais antagonistas. Uma alternativa seria a adigdo

concomitante de microrganismos antagdnicos que utilizem este residuo como fonte de



251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

275

27

nutriente, como realizado por Lopez-Mondéjar et al. (2012). Assim, os resultados ora
obtidos podem ser devido ao curto tempo de incubagdo dos residuos sélidos, ndo tendo
ocorrida a sua degradacdo e consequente liberacdo de metabdlitos que inibissem a
germinagdo dos microconidios.

Poucos sdo os trabalhos com concha de marisco no controle de doenga de plantas. No
presente estudo, a concha de marisco ndo influenciou na germinacdo de microconidios de
Fola. Entretanto, na concentracdo de 6% de p6 de concha de marisco, Visconti (2011)
verificou reducdo na severidade e na incidéncia de R. solanacearum em tomateiro,
possivelmente associada ao nitrogénio presente no residuo e a elevacdo do pH do substrato.
Entretanto, o mesmo autor verificou que a concha de marisco ndo reduziu a doencga
causada por C. spathiphylli em espatifilo.

O carogo de abacate, possivelmente sendo a primeira vez estudado para o controle de um
fitopatdgeno, também ndo afetou a germinacdo de microconidios de Fola. A sua lenta
degradacdo sugere a hipotese de que em sua composicao pode ter algum composto com
efeito antagonista a Fola, mas o tempo de degradagdo pode ter sido insuficiente para
verificar este efeito.

A realizacdo dos estudos avaliando os efeitos de fontes de matéria organica sobre a
germinacdo de microconidios de Fola, simulando condi¢cbes de casa de vegetacéo,
possibilitou avaliar o efeito dos residuos em sua interacdo com o solo e com as variacdes
do ambiente. Esses resultados apontam o potencial da emulséo e do hidrolisado de peixe
no controle de Fola. No entanto, o hidrolisado de peixe teve um breve efeito, pois sete dias
apods a incorporagdo, com a nova adigdo de microconidios, ndo foi reduzida a germinagéo
de Fola, indicando uma vulnerabilidade com a reinfestacdo do solo. Em dados néo
publicados, em experimento sob casa de vegetacdo utilizando solo em vasos pléasticos, a

adicdo e revolvimento de hidrolisado de peixe, principalmente nas concentragdes de 15 e
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20% do volume necesséario para atingir a capacidade de campo, a partir do solo seco,
causaram compactagdo do solo e fitotoxicidade em plantulas de tomate, transplantadas 7-
14 dias apds a incorporacdo. Visto isso, é importante avaliar o efeito de diferentes fontes
de matéria orgéanica para diferentes patossistemas e estabelecer adequados periodos de

incubacéo antes de realizar o plantio.
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392  Tabela 1. Atributos quimicos dos materiais organicos utilizados nos estudos.

Hidrolisado Emulséo Casca de Concha de
Atributo Alga
de peixe* de peixe* camarao marisco

N (g kg™) 12 32,7 58,1 18,6 14,5
P,0s (g kg™ 20 13,8 1,2 49
K,0 (g kg™t 6 1,65 1.8 11,4

Ca (g kg™ 5 13,5 154.4

Mg (g kg™ 1 5,23 1,4 1,3

C (g kg™ 80 448 50

pH 4,5 33 8,7 6,9 79

393  *Dados fornecidos pelas empresas responsaveis pela produgéo dos produtos.



394  Tabela 2. Umidade da mistura solo + substrato determinada antes da incorporacgao dos

395  materiais organicos. Os valores sdo relativos as médias dos dois ensaios de cada material.

Material organico Umidade do solo+substrato (%)
Alga 25,64 + 3,14
Casca de camaréo 25,64 + 3,14
Concha de marisco 26,03 +£1,69
Caroco de abacate 23,24 +£1,63
Hidrolisado de peixe 12,91 + 164

Emulsdo de peixe 15,77 £ 5,03
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Tabela 3. Temperatura minima e maxima do ar durante as 24 horas de incubagdo dos
microconidios de Fusarium oxysporum f. sp. lactucae, duas horas e sete dias apos a

incorporacgdo dos respectivos materiais organicos.

Temperatura (°C)
Material organico

2 horas* 7 dias*

Alga 11,7-246 13,5-38,9

Casca de camaréo 11,7-24,6 13,5-38,9

Concha de marisco 99-313 12,8 -28,4
Caroco de abacate 99-31,3 11,3-28,4

Hidrolisado de peixe 18,2-37,0 17,3-375
Emulsdo de peixe 18,2-37,0 17,3-375

*Temperatura Minima e Mé&xima do ar atingida nos dois ensaios de cada material organico.
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Tabela 4. Média da germinagdo de microconidios de Fusarium oxysporum f. sp. lactucae
em solo+substrato previamente (duas horas e sete dias) incorporado com 0s materiais

organicos.

Incubacéo apds Germinagéo (%)

a incorporagdo™ Alga™ Casca de camardo™ Concha de marisco™ Semente de abacate™

2 horas 54,2 478 71,0 68,2

7 dias 62,8 65,0 75,7 64,9

*Incubacédo de microconidios apds a incorporacdo dos materiais organicos. Incubacéo dos
microconidios por 24 horas. ns = ndo significativo pela regressao polinomial (5% de

significancia).
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406

407  Figura 1. Suportes construidos para receberem as membranas contendo microconidios de

408  Fusarium oxysporum f. sp. lactucae.
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Figura 2. Efeito da incorporacédo de hidrolisado de peixe (e) (—) e emulsdo de peixe (o)

(= -) nas concentragdes de 0, 10, 20, 30, 40 e 50% do volume de &gua para atingir a

capacidade de campo em mistura de solo + substrato secos sobre a germinacdo de

microconidios de Fusarium oxysporum f. sp. lactucae. Microconidios depositados no solo

duas horas (A) e sete dias (B) ap6s a incorporacdo do material organico. Média de trés

ensaios para duas horas (A) e dois ensaios para 7 dias (B) apds a incorporacdo dos

materiais organicos.
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Efeito de residuos organicos e Trichoderma harzianum no controle de Fusarium circinatum
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RESUMO

Fusarium circinatum, agente causal da Fusariose do pinus, pode atacar tanto mudas quanto plantas
adultas, sendo que a ocorréncia em viveiros compromete todo o lote de mudas. A utilizacdo de
agentes de biocontrole e residuos organicos podem constituir alternativas ao controle. O estudo
teve por objetivo avaliar o potencial de residuos a base de algas, casca de caranguejo, concha de
marisco e repolho sobre a germinacgdo de microconidios de F. circinatum, bem como da doenca em
plantulas de Pinus radiata em viveiro, associados ou ndo a Trichoderma harzianum. Tanto os
residuos organicos, quanto o agente de biocontrole, ndo inibiram a germinacdo dos microconidios,
nem controlaram a doenca.

Palavras-chave: controle biolégico, supressao, cancro resinoso, matéria organica.

ABSTRACT

Fusarium circinatum, the agent that causes the fusariosis of pine, can attack pine seedling and adult
plants. In nursery, the pathogen can cause high losses in batches, because had restrictions of
transplant in the field. The pathogen control is difficult, and the use of biocontrol agents and
organic matter may be an alternative control. In this work we evaluated the potential of seaweed,
crab shell, clamshell and cabbage on the microconidia germination of F. circinatum, as well as in
the control of pitch canker in seedling of Pinus radiata in nursery, associated or not with
Trichoderma harzianum. The organic matter and biocontrol agent did not inhibit the microconidia
germination, neither controlled the disease.

Keywords: Biological control, suppressiveness, pitch canker, organic matter.

INTRODUCAO
O cancro resinoso do pinus, causado por Fusarium circinatum (Gordon, 2006), foi relatado pela
primeira vez nos Estados Unidos da América em 1945 (Hepting e Roth, 1946). Atualmente, a

doenga é encontrada em varias partes do mundo (Gordon, 2006). Especificamente na América do
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Sul, F. circinatum foi identificado no Chile. Ainda que a ocorréncia seja restrita em viveiros
(Jacobs et al., 2007), sdo verificadas plantas com sintomas da doenca em cultivos comerciais,
porém a doenca ndo esta estabelecida. Estas ocorréncias, provavelmente, sdo originarias de plantas
infectadas nos viveiros. No entanto, o risco do estabelecimento é intensificado pela predominancia
do cultivo de Pinus radiata, altamente suscetivel ao patdgeno (Wingfield et al., 2008). O patdgeno
também foi encontrado em viveiros de mudas de Pinus taeda no Uruguai (Alonso e Bettucci, 2009)
em viveiros de mudas e em cultivos comerciais na Colémbia (Steenkamp et al., 2012) e,
recentemente, relatado no Brasil, causando doenca em viveiro com plantas de Pinus patula, no
estado de Santa Catarina (Pfenning et al., 2014).

No Chile, ndo se conhece exatamente 0 motivo do ndo estabelecimento do patégeno em cultivo
comercial. A auséncia de insetos vetores especificos associados a doenga é uma hipotese. Fatores
ambientais, como 0 clima seco e temperaturas baixas, desfavoraveis ao estabelecimento ou
disseminac&o do patdgeno também s&o considerados (Wingfield et al., 2008). Na Africa do Sul, F.
circinatum permaneceu restrito em viveiros por, aproximadamente, 15 anos, até surgir o primeiro
relato do patdgeno causando doenca em cultivo comercial de P. radiata. A ocorréncia esta
associada as condicdes climaticas favoraveis, a associacdo do patdgeno com a infestacdo do
gorgulho Pissodes nemorensis, além dos ferimentos causados pelo manejo de poda que
favorecerem o desenvolvimento da doenca (Coutinho et al., 2007).

Os sintomas causados por F. circinatum em viveiros sdo podriddo radicular, do colo e da parte
aérea, podendo causar a morte da planta (Fourie et al., 2014), além de murcha (Martin-Rodrigues et
al., 2015). Em plantas adultas, observa-se, principalmente, clorose das aciculas préximas ao sitio de
infeccdo e consequente morte de ramos (lesbes que anelam o ramo). Podem ocorrer repetidas
infeccdes que causam extensos danos a copa do hospedeiro. Uma grande infecgdo ocupa uma larga
extensdo do ramo ou tronco, acarretando em grande produgdo de resina. Les6es proximas ao nivel
do solo, em plantas jovens, podem causar clorose em todas as aciculas, por consequéncia do
anelamento do tronco (Gordon et al., 2001).

Plantulas de P. radiata infestadas com F. circinatum apresentam aumento da quantidade de resina
exsudada. As plantulas que, aos 21 dias ap0s a inoculagdo do patdgeno, apresentavam exsudacao
moderada ou elevada de resina, morreram 56 dias apds a inoculagdo. O F. circinatum tolera a
resina e utiliza os dutos de resina para colonizacgdo vertical em novas zonas (Martin-Rodrigues et
al., 2013).

Existem relatos de controle de patégenos habitantes do solo com utilizacdo de materiais organicos:
casca de caranguejo no controle de Fusarium solani f. sp. piperis em pimenta-do-reino (Benchimol
et al., 2006); Brassica juncea no solo na reducéo de Murcha de Fusarium em espinafre (Mowlick et

al., 2013); po de algas (Stokeyia variabile, Spatoglossum variabile e Melanothamnus afaghusainii)
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no controle de Rhizoctonia solani, F. solani e F. oxysporum em berinjela e melancia (Baloch et al.,
2013).

Outra alternativa crescente disponivel para o controle de patdgenos habitantes do solo é o controle
bioldgico. Especificamente, para o controle de F. circinatum, Trichoderma isolados UDC-23 e
UDC-408 e Clonostachys UDC-A32 e UDC-222, em substrato esterilizado, sete dias antes da
infestacdo com do patdgeno, foram promissores no controle da doenca (Moraga-Suazo et al.,
2011). Quatro isolados de Bacillus subtilis (B1, B2, B3 e B4) e um de Burkholderia sp. (B5),
endofitico de P. taeda, inibiram quatro isolados de F. circinatum em testes in vitro (Soria et al.,
2012). Penicillium chrysogenum e Fusarium lateritium, isolados de insetos vetores e ndo vetores de
F. circinatum, competem por recursos com o patdgeno. Em elevada concentracdo do patdgeno, o
tratamento de sementes com os antagonistas ndo foi eficaz, porém em baixas concentragdes, houve
parcial protecdo (Romon et al., 2008).

Considerando a recente expansdo do patdgeno pela América do Sul, torna-se relevante o
desenvolvimento de técnicas de controle para evitar o alastramento do patégeno para cultivos
comerciais. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o uso de residuos organicos sobre a
germinagdo de microconidios de F. circinatum e de residuos associados ou ndo a Trichoderma

harzianum na reducdo de mortalidade de plantulas de P. radiata pelo patdgeno.

MATERIAL E METODOS

Multiplicacdo do patdgeno e antagonista

O isolado de F. circinatum Pr 444641 (Fc) foi obtido da colecdo do Laboratorio de Patologia
Forestal da Universidad de Concepcidn, e multiplicado em meio batata-dextrose-agar (BDA), por
sete dias em temperatura de 25 + 1 °C. Posteriormente, discos de BDA contendo o micélio do
patdgeno foram dispensados em meio liquido SNA (1g de KH,PO,; 0,5 g de MgSO,4 7H,0; 0,5 g
de glicose; 0,2g de sacarose e 1g de KNO; por litro de agua) por um periodo de 72 h, quando foi
padronizada uma suspensdo na concentracdo de 1 x 10* microconidios mL™ para os testes em casa
de vegetacao.

O antagonista utilizado, Trichoderma harzianum CBF84, foi multiplicado em BDA. Apds
incubacdo por sete dias, discos contendo micélio do antagonista foram dispensados em bolsas de
polipropileno contendo grdos de arroz, previamente autoclavados. As bolsas foram mantidas a
25°C + 1 °C, por 21 dias, quando os conidios foram suspensos em frascos de vidro por meio da
adicdo de agua destilada autoclavada, seguida de agitacdo por 1 h, em agitador orbital a 150 rpm. A

suspensdo foi filtrada em dupla camada de gaze e a suspenséo padronizada a 1 x 10’ conidios mL™,
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Materiais organicos

Os materiais organicos utilizados nos experimentos foram: concha de marisco (CM), casca de
caranguejo (CC), alga (Mazzaella sp.) (AL) e repolho - Brassica oleracea var. capitata - (RE). Os
materiais organicos marinhos (CM, CC e AL) foram coletados no litoral da VIII Region del Bio
Bio (Chile), Playa Blanca, Colcura, Balneareo EI Morro e Cocholgue em setembro de 2013. Estes
materiais foram lavados com agua de abastecimento da rede publica, pré-secados ao sol e secados
em estufa com circulacdo de ar forcada com temperaturas de 55 + 5 °C. Em seguida, os materiais
organicos foram triturados, com auxilio de um moinho manual, e passados em peneira de 25 mesh
(0,71 mm de diametro). Os materiais organicos foram armazenados em sacos plasticos até o dia da
incorporacdo. O RE foi triturado no dia anterior a incorporagdo no substrato, com auxilio de um

ralador manual, e mantido a 4 °C até o momento de uso.

Efeito dos residuos organicos incorporados ao solo sobre a germinagao de microconidios.

F. circinatum foi multiplicado em meio BDA por sete dias, entdo foi preparada uma suspenséo de
microconidios através da dispensa de 10 mL de agua destilada esterilizada em cada placa, seguida
da raspagem superficial. A suspensdo foi filtrada em dupla camada de gaze e calibrada em 2 x 10°
microconidios mL™. Em seguida, 150 pL desta suspenséo foi dispensada entre as duas membranas
de ester de celulose (Millipore 0,45 um de poro) de 25 mm de didmetro e fixadas em um suporte de
anel de PVC. Os suportes foram preparados com luvas hidraulicas de %" de didmetro e buchas de
reducdo hidraulicas. Dentro de cada suporte foram acomodados sequencialmente: um anel de
borracha de vedagdo, as membranas de Millipore contendo a suspensdo de Fola e novamente um
anel de borracha de vedacdo. Em seguida os suportes foram rosqueados para utilizacdo (Figura 1).
Simultaneamente, vasos de 500 mL foram preenchidos com uma mistura de areia, proveniente do
viveiro Proplantas (localizado no km 22 em Chillan), com os materiais organicos, nas
concentracfes de O (testemunha), 1, 2 e 4% v/v. A mistura foi irrigada e depois de duas horas
foram colocados dois suportes contendo os microconidios de Fc por vaso, a uma profundidade de 4
cm. Os vasos foram mantidos em camara de crescimento a 25 + 1 °C e fotoperiodo de 12 h. Os
suportes permaneceram por 24 h nessas condi¢fes. Quatorze dias apds, no mesmo vaso, outros dois
suportes também foram enterrados, permanecendo novamente por 24 h, para avaliar o efeito de
uma decomposi¢éo por um tempo maior.

Apos a retirada dos suportes, as membranas (duas por suporte) foram retiradas e dispostas sobre
laminas microscopicas, com a face interna voltada para cima. Circundando as membranas foram
colocados anéis plasticos com 2 mm de altura e 22 mm de didmetro. Dentro de cada anel foi
depositado meio agar-agua (AA) a 2%. Imediatamente apds a solidificacdo do meio, o filtro foi

retirado e sobre 0 meio, agora contendo os microconidios de F. circinatum, foi dispensado azul de
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lactofenol para paralisacdo da germinacdo dos microconidios. A germinacdo foi determinada a
partir de 100 microconidios amostrados em cada disco.

O delineamento foi inteiramente casualizado, com trés repeticdes (vasos), contendo dois suportes
com duas membranas em cada suporte, por concentracdo de cada residuo. Cada residuo foi

analisado separadamente, sendo que todos os ensaios foram realizados duas vezes.

Experimento em casa de vegetacéo

O experimento foi instalado em casa de vegetacéo na cidade de Los Angeles, provincia de Bio Bio,
Chile. Os residuos foram incorporados ao substrato nas concentragdes de 0 (testemunha), 1, 2 e 4%
(v/v), com ou sem a aplicacdo do antagonista. Cada residuo foi considerado como um experimento
separadamente. O delineamento utilizado foi o de parcelas subdivididas com trés repeticfes. Para
tanto, cada parcela foi composta por duas bandejas (com e sem aplicacdo do antagonista), sendo
divididas nas concentracBes de cada residuo. As bandejas continham 88 tubetes, com capacidade
para 140 mL de substrato. Para cada repeticdo das concentracGes foram utilizados 16 tubetes (duas
fileiras), deixando uma fileira de 8 tubetes livre para separar as concentrages do residuo. A
incorporacdo dos materiais organicos marinhos (CM, CC e AL) no substrato, ocorreu sete dias
antes da semeadura de P. radiata, enquanto que RE foi incorporado um dia antes da semeadura.

A aplicacéo do antagonista foi com uma suspensdo com 1 x 10’ conidios mL™ até atingir 25% do
volume necessario para atingir da capacidade de campo do substrato, trés dias antes da semeadura
de P. radiata.

O substrato foi infestado com o patdgeno em uma concentracdo de 1 x 10* UFC mL™?, um dia antes
da semeadura de P. radiata. O volume de suspensdo do patégeno utilizado foi para atingir 25% da
capacidade de campo do substrato.

A desinfestacdo das sementes de P. radiata foi realizada por imersdo em solucdo de peroxido de
hidrogénio, por 15 minutos, e, posteriormente, lavadas duas vezes em agua destilada, um dia antes
da semeadura. Em cada tubete foi semeada uma semente.

As avaliaces foram realizadas semanalmente determinando o nimero de plantas emergidas e o de
plantulas mortas. As plantulas mortas foram coletadas e o patdgeno foi isolado para confirmacéo da
causa. As varidveis de crescimento (comprimento de raiz, altura de planta, massas fresca e seca de
raiz e parte aérea) foram avaliadas no final do experimento a partir de cinco plantas selecionadas

aleatoriamente de cada repeticdo de cada concentracdo do residuo.

Andlise estatistica
Com os resultados de germinacdo de microconidios foi realizada analise de variancia e os dados
submetidos & analise de regressdo a 5% de significancia, utilizando o programa estatistico SAS®

9.0. Com os dados dos ensaios em casa de vegetacdo foi realizada anlise de variancia e os dados
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de mortalidade foram transformados em x + 0,5. Para essa analise foi utilizado o programa
estatistico Sisvar 5.5. Aplicou-se a analise de regressdo para o fator concentracdo de materiais

organicos.

RESULTADOS
Efeito dos residuos organicos incorporados ao solo sobre a germinacao de microconidios
Né&o houve efeito dos residuos analisados sobre a germinacdo de microconidios de Fc (Figura 2).
Apesar da concha de marisco, apés 14 dias de incubagdo apresentar uma reducdo da germinacgdo de
microconidios com o aumento da concentragdo. Entretanto, com baixo valor de R2 o gue ndo

permite uma conclusdo sobre este tratamento.

Experimento em casa de vegetacéo

Néo foram verificadas interacGes entre o T. harzianum e 0s materiais organicos na emergéncia e a
reducdo da mortalidade de plantulas para nenhum dos residuos organicos e o antagonista. A
aplicacdo de T. harzianum ndo interferiu na emergéncia e mortalidade de P. radiata (Figuras 3 e 4).
O aumento da concentracdo de AL no substrato proporcionou uma reducdo da emergéncia de
plantulas de Pinus, seguindo um modelo linear (Figura 3A). No entanto, ndo reduziu a mortalidade
de plantas causadas por F. circinatum (Figura 4A). A adicdo de CC ndo alterou a emergéncia de P.
radiata (Figura 3B). Tanto a emergéncia, quanto o controle de F. circinatum ndo foram
significativos para as diferentes concentrac@es incorporadas de CM e RE (Figura 3CD e 4CD).

Para as varidveis de crescimento, ndo se pode concluir com base nos resultados obtidos devido ao

valor de R? muito baixo (Figuras 5, 6, 7 e 8).

DISCUSSAO
A metodologia do teste de germinacdo utilizada permitiu avaliar diretamente o efeito dos residuos
em mistura no substrato sobre a germinacdo dos microconidios. Tal efeito abrange a inducdo da
microbiota do substrato, bem como as substancias volateis liberadas durante a decomposicdo dos
residuos organicos. Utilizando metodologia similar, o hidrolisado de peixe e a emulsdo de peixe,
reduziram a germinagdo de microconidios de Fusarium oxysporum f. sp. lactucae, 2 h apos a
aplicacdo. Possivelmente, esse efeito deve-se a compostos volateis fungitoxicos liberados no solo
durante a sua decomposicdo (Bettiol et al., 2014). Ao contrario, materiais organicos sélidos,
necessitam de um periodo de tempo maior para serem decompostos e liberarem compostos
organicos toxicos aos patdgenos ou estimularem a microbiota do solo. Isso poderia explicar a
auséncia de efeito na germinacdo dos microconidios, duas horas apds a incorporacdo dos materiais
organicos. Benchimol et al. (2006) verificaram que a mortalidade de mudas de pimenteira-do-reino

por F. solani f. sp. peperis foi reduzida com a adicdo de 1% de casca de caranguejo, incubados por
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15 dias, em solo de mata ndo autoclavado, ou por 30 dias, em solo de mata autoclavado.
Supostamente, o controle deve-se a inducdo de microrganismos quitinoliticos. Porém, no presente
estudo, os materiais organicos, mesmo quando incorporados por 14 dias, ndo reduziram a
porcentagem da germinacdo dos microconidios de F. circinatum. Um periodo de tempo maior
poderia ser necessario para ocorrer uma maior decomposicao e visualizar um possivel efeito dos
residuos organicos na germinacao dos microconidios de F. circinatum.

Em relagdo as algas, alguns trabalhos realizados in vitro ndo mostraram efeitos diretos sobre a
germinacgdo do patdgeno. Extratos sollveis e insollveis em metanol e a solucdo aquosa de ulvana
de Ulva fasciata ndo inibiram a germinacédo de Colletotrichum lindemuthianum. No caso da ulvana,
inclusive estimulou a germinacgdo. No entanto, o extrato sollvel em metanol reduziu o crescimento
micelial in vitro (Paulert et al., 2009). A ulvana, extraida de U. fasciata, em testes de laboratorio,
também ndo apresentou efeito contra a germinacdo de C. gloeosporioides, porém em um primeiro
momento atrasou a formacdo do apressorio, isto é explicado, pois a ulvana é utilizada como
nutriente e uma vez esgotada essa fonte, o patdgeno inicia a formacédo do apressério (Gongalves e
Stadnik, 2012). A incorporacdo de AL ndo apresentou efeito sobre a germinacdo de microconidios
de F. circinatum.

Na literatura sdo encontrados diferentes trabalhos sobre o efeito direto de brassicas em
fitopatdgenos. Isotiocianatos, produzidos por brassicas, apresentaram acdo fungistatica ao
crescimento micelial de quatro isolados de F. oxysporum patogénicos de coniferas. A agdo
fungistatica pode estar relacionada com a concentracao aplicada. Os efeitos foram variaveis contra
os diferentes isolados. Maior inibicao foi obtida com propenil e isotiocianato etilico (Smolinska et
al., 2003). Diversas brassicas promovem reducdo do crescimento micelial de patdgenos como
Rhizoctonia solani, Phytophthora erythroseptica, Pythium ultimum, Sclerotinia sclerotiorum,
Fusarium sambucinum e F. oxysporum. Porém, a Brassica juncea foi a Unica que reduziu em
grandes proporg¢des os dois patégenos do género Fusarium (Larkin e Griffin, 2007). A formacéo de
conidios de F. oxysporum nédo foi afetada por isotiocianatos, porém a germinacdo de conidios e
clamiddsporos foi suscetivel, principalmente a propenil, etilico, benzilico e feniletil que inibiram
totalmente a germinacdo (Smolinska et al., 2003). No presente trabalho ndo foi obtido controle do
patdgeno pela incorporacdo de repolho. Pode-se presumir a insensibilidade do patdgeno aos
isotiocianatos produzidos ou mesmo a baixa concentracdo destes compostos no repolho utilizado.

T. harzianum ndo controlou de F. circinatum. Resultado semelhante foi observado utilizando um
isolado endofitico de T. viride, que, apesar de apresentar antibiose em diferentes graus contra sete
isolados de F. circinatum, ndo foi observado o mesmo resultado no controle da doenca em mudas
de P. radiata, com excecdo a um isolado de F. circinatum, no qual ocasionou menor mortalidade
de plantulas na presenca do antagonista na concentragdo de 10° esporos mL™ (Martinez-Alvarez et
al., 2012). Por outro lado, a aplicacdo dos isolados de Trichoderma UDC-23 e UDC-408 em
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substrato esterilizado, sete dias antes da infestacdo com F. circinaum, reduziu a doenca (Moraga-
Suazo et al., 2011). A adicdo de T. viride em substrato na concentracdo de 10" esporos mL™,
reduziu a germinacéo de P. radiata (Martinez-Alvarez et al., 2012). A baixa mortalidade de plantas
causada por F. circinatum possivelmente mascarou a eficiéncia do agente de controle biologico.

A casca de caranguejo aumentou a mortalidade de plantas de P. radiata por F. circinatum nas
maiores concentracfes. Esse resultado esta de acordo com os observados por Rose et al. (2003), no
qual a adicdo de 4% (v/v) de quitina extraida de casca de camardo e caranguejo em substrato,
aumentou a incidéncia de F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinus 24 dias apds a semeadura. 1sso
pode ser atribuido a liberacdo de nitrogénio na forma de amonia, que torna a planta mais suscetivel
ao ataque do patdgeno.

Os dados do presente trabalho relativos as variaveis de crescimento ndo séo conclusivos, devido ao
valor de R? obtido que foi muito baixo. Alguns trabalhos apresentam promogdo de crescimento
pelos materiais organicos testados. Aradjo et al. (2012) verificaram que aplicagfes semanais do
extrato de alga (U. fasciata) aumentaram o peso fresco das folhas e um inicial incremento do
comprimento das folhas de pepino. Rose et al. (2003) verificaram que a adi¢do de 4% (v/v) de
quitina, extraida de casca de camardo e caranguejo, em substrato, aumentou a altura e o peso fresco
de plantulas de pepino.

Os resultados do presente trabalho sugerem que os residuos organicos testados ndo agiram sobre o

patdgeno até 14 dias apds a incorporacao.

CONCLUSAO
Os residuos organicos (alga, casca de caranguejo, concha de marisco e repolho) ndo inibiram a
germinagdo dos microconidios de F. circinatum. Em casa de vegetacdo também ndo foram
observados efeitos dos residuos organicos e de T. harzianum sobre a mortalidade de plantulas,

causada por F. circinatum, nem sobre a promoc¢éo de crescimento de P. radiata.
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351 Figura 1. Suportes construidos para receberem as membranas contendo microconidios de

352  Fusarium oxysporum f. sp. lactucae.
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360 harzianum, sobre a emergéncia de Pinus radiata.
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harzianum, sobre a mortalidade de Pinus radiata.
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Figura 5. Efeito da incorporacdo de alga em substrato infestado com Fusarium circinatum,
associado (- -) ou ndo (—) a Trichoderma harzianum, sobre o comprimento de raiz (A), altura de
planta (B), massa fresca de raiz (C), massa fresca de parte aérea (D), massa seca de raiz (E) e massa

seca de parte aérea (F) de Pinus radiata.
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371  Figura 6. Efeito da incorporacdo de casca de caranguejo em substrato infestado com Fusarium
372  circinatum, associado ou ndo a Trichoderma harzianum, sobre o comprimento de raiz (A), altura de
373  planta (B), massa fresca de raiz (C), massa fresca de parte aérea (D), massa seca de raiz (E) e massa

374  seca de parte aérea (F) de Pinus radiata.
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Figura 7. Efeito da incorporagdo de concha de marisco em substrato infestado com Fusarium
circinatum, associado ou ndo a Trichoderma harzianum, sobre o comprimento de raiz (A), altura
de planta (B), massa fresca de raiz (C), massa fresca de parte aérea (D), massa seca de raiz (E) e

massa seca de parte aérea (F) de Pinus radiata.
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Figura 8. Efeito da incorporagdo de repolho picado em substrato infestado com Fusarium
circinatum, associado ou ndo a Trichoderma harzianum, sobre o comprimento de raiz (A), altura de
planta (B), massa fresca de raiz (C), massa fresca de parte aérea (D), massa seca de raiz (E) e massa

seca de parte aérea (F) de Pinus radiata.
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CAPITULO 3

HIDROLISADO DE PEIXE ASSOCIADO A Trichoderma harzianum e
Bacillus spp. NO CONTROLE DA MURCHA DE FUSARIUM EM
TOMATEIRO

Este capitulo foi redigido em formato de artigo de acordo com as normas da revista

Tropical Plant Pathology
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Hidrolisado de peixe associado a Trichoderma harzianum e Bacillus spp. no controle
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Resumo

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) causa a murcha de Fusarium em tomateiro. A
raga 3, recentemente relatada no Brasil, encontra condi¢cbes ideais para 0 seu
desenvolvimento e uma alternativa a inexisténcia de variedades resistentes pode ser o
controle biol6gico e materiais organicos na supressdo do patégeno. No presente trabalho
foi avaliado o efeito de hidrolisado de peixe, associado ou ndo a Trichoderma harzianum
ou Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis, no controle de Fol. O hidrolisado de peixe,
nas concentragdes de 0, 5, 10, 15 e 20% do valor necessario para atingir a capacidade de
campo a partir do solo seco, foi incorporado no solo infestado com o pat6geno, associado
ao tratamento das mudas com os bioagentes. No transcorrer dos ensaios foram mensurados
0 pH, a condutividade elétrica e a atividade microbiana do solo, bem como a severidade da
doenga. O hidrolisado de peixe estimulou a atividade microbiana, acidificou o solo e
aumentou a condutividade elétrica. Entretanto, ndo foram observados efeitos do
hidrolisado de peixe e dos bioagentes sobre a doenca. O hidrolisado de peixe nas

concentragdes elevadas causou fitotoxicidade as plantas.
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Palavras-chave: Controle bioldgico, residuo organico, supressividade.

Abstract

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) causes Fusarium wilt in tomato. The race 3
recently has being reported in Brazil, place where fond good conditions to the
development. As an alternative to the inexistence of resistant varieties, the biological
control and organic matter in suppression of the pathogen may be used. The study
evaluated the effect of fish hydrolyzed, with or without the Trichoderma harzianum or
Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis in the control of F. oxysporum f. sp. lycopersici.
In the infested soil with pathogen was incorporated the fish hydrolyzed at concentration of
0, 5, 10, 15 and 20% of volume of water required to reach the water capacity of the soil,
from the dry soil, associated or not with the treatment of seedlings with bioagents. In the
tests were measured the pH, electrical conductivity and soil microbial activity as well as
the disease severity. The fish hydrolyzed stimulated the soil microbial activity, acidify the
soil and increased the electrical conductivity. However, did not have effect of fish
hydrolyzed and bioagents over the disease. The hydrolyzed in high concentrations caused
phytotoxicity to the plants.

Keywords: Biological control, organic matter, suppressiveness.

INTRODUCAO

A murcha de Fusarium do tomateiro, causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(Fol), é uma das principais doencas da cultura. O patdgeno esta presente nos principais
centros produtores de tomate do mundo (Reis et al., 2005). Os sintomas tipicos da murcha

de Fusarium caracterizam-se pelo amarelecimento das folhas baixeiras, progredindo para
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as folhas superiores e o escurecimento vascular (castanho avermelhado) que se estende até
0 &pice da planta (Grattidge & O'Brien, 1982).

As principais variedades comerciais de tomate possuem resisténcia as racas 1 e 2 de Fol,
mas desde o relato da raga 3 de Fol, na Austrélia em 1978 (Grattidge & O'Brien, 1982),
houve necessidade de desenvolver métodos alternativos para o seu controle. No Brasil, a
raca 3 foi identificada pela primeira vez em 2005 em Venda Nova do Imigrante, ES (Reis
et al., 2005). No ano seguinte foi relatada em Séo José de Uba e Itaocara, RJ, sugerindo
que a ocorréncia quase simultanea dessa raca em regides geogréficas distantes pode ser
devido a lotes de sementes contaminadas (Reis & Boiteux, 2007). Marlatt et al. (1996)
identificaram diferengas de grupos de compatibilidade entre isolados de Fol raga 3 (VCG
0030 e 0033) de diferentes regibes dos Estados Unidos da América. Ainda, estes dois
grupos apresentaram duas populagdes geneticamente distintas, sugerindo duas linhas de
evolucdo. Cai et al. (2003), utilizando métodos moleculares, sugeriram que a raca 3 de Fol,
presente na California, é originéria de uma populacédo local de Fol raga 2.

Como alternativa para o controle da doenca, pode-se lancar mdo do controle bioldgico.
Castafio et al. (2013), trabalhando com Fusarium solani (305) e Streptomyces sp. (A19),
isolados da rizosfera de plantas sadias de tomate desenvolvidas em composto de residuos
de uva e corti¢ca, respectivamente, verificaram redugdo da éarea abaixo da curva do
progresso da doenga, causado por Fol raca 2, em substrato a base de fibra de coco,
conducente ao patdgeno. Em substrato moderadamente supressivo (composto de cortica),
Streptomyces sp. (A19) aumentou o nivel de supressividade.

Cawoy et al. (2011), em uma revisdo sobre o género Bacillus, discutem as vantagens e 0s
principais mecanismos de agdo deste género como agente de biocontrole, destacando a
antibiose, a competicdo e a inducéo de resisténcia. Dentre as vantagens, se destacam a sua

ndo patogenicidade e a formagdo de enddsporo. O potencial de B. subtilis e Bacillus
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licheniformis foi demonstrado por Touré et al. (2004), Ongena et al. (2005b), Baysal et al.
(2008), Wang et al. (2009) e Yang et al. (2009) no controle de fitopatdgenos, como F.
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, Pythium ultimum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia
sclerotiorum, Rhizopus sp., Botrytis cinerea, Dothiorella gregaria, Gibberella zeae,
Colletotrichum gossypii e Bipolaris maydis. Baysal et al. (2008) e Grover et al. (2010)
demonstraram que diversos isolados de B. subtilis produziram iturina, fengicina, surfactina
e bacilomicina que possuem agéo contra diversos fitopatodgenos.

O género Trichoderma compreende espécies de fungos de vida livre do solo, que podem
ser simbiontes oportunistas de plantas. Algumas espécies podem induzir de resisténcia e
promover o crescimento em plantas, ou antagonizar patdgenos por parasitismo e antibiose
(Harman et al., 2004). Diversos sdo os relatos desse antagonista no controle de Fusarium
sp., como os isolados de T. harzianum (CEN202, CEN234, CEN238 e CEN240) reduzindo
a incidéncia de F. oxysporum f. sp. phaseoli em feijoeiro (CARVALHO et al., 2011), T.
harzianum (T22) no controle de murcha de Fusarium em alface (GILARDI et al., 2007), T.
harzianum (T-78) controlando F. oxysporum f. sp. melonis em meldes (BERNAL-
VICENTE et al., 2009) e Trichoderma asperellum (T34) reduzindo a doenga causada por
F. oxysporum f. sp. lycopersici em tomateiro (SEGARRA et al., 2010).

Alguns materiais organicos tem a habilidade de induzir a supressividade de solos ou de
substratos a patdégenos especificos. O composto de lodo de esgoto induziu a supressividade
a F. oxysporum f. sp. crysanthemi (Pinto et al., 2013); a emulsdo de peixe controlou R.
solani e P. aphanidermatum em rabanete e pepino (Abbasi et al., 2004), murcha de
Verticillium em berinjela e sarna da batata (Abbasi et al., 2006) e Verticillium dahliae
(Abbasi et al.,, 2009). O hidrolisado de peixe reduziu o crescimento micelial e a
germinacdo de conidios de Cylindrocladium spathiphylli, aléem de reduzir a doenca em

espatifilo em casa de vegetagdo, por até 60 dias, em substrato & base de casca de pinus



100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

63

(Visconti et al., 2010). O hidrolisado de peixe também suprimiu Fol raca 3 (isolados 145,
146 e 149) em tomateiro, nas concentracdes de 5 a 50% do volume de &gua necessario para
atingir a capacidade de campo, em substrato composto por 40% de substrato & base de
casca de pinus e 60% de solo (Mattos & Bettiol, 2007).

A associacgdo de esterco de ovelha (6 e 10%) com T. harzianum (Jn14) apresentou efeito
sinérgico no controle de Fol, quando comparado aos tratamentos isolados, durante 28
meses, diminuindo a populacéo de Fol no solo (Barakat & Al-Masri, 2009).

Considerando a possibilidade de realizar manejo da murcha do Fusarium utilizando
diversos métodos alternativos, o presente trabalho teve como objetivo estudar o controle de
F. oxysporum f. sp. lycopersici por meio de hidrolisado de peixe associado ou ndo a T.

harzianum e B. subtilis + B. licheniformis.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados dois isolados de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (149 e 157),
cedidos pelo Dr. Romulo Kobori, da Sakata Seeds Sudamérica. Os isolados foram
multiplicados em meio batata-dextrose-agar suplementado por estreptomicina (0,1%), por
sete dias. Em seguida, foram transferidos para meio batata-dextrose e incubados por 31 e
24 dias, respectivamente para Fol 149 e Fol 157, para a produgdo de microconidios. Os
antagonistas utilizados foram os produtos comerciais & base de T. harzianum Iblf 006 e a
mistura de B. subtilis e Bacillus licheniformis (Nemix C, FMC).

Antes de realizar a incorporagdo do hidrolisado de peixe ao solo, foi determinada a
capacidade de campo do solo seco. Com esse resultado foi realizada a adicdo do
hidrolisado de peixe: testemunha (sem a adi¢do de hidrolisado de peixe e sem a infestagcédo
do solo com Fol), 0 (testemunha infestada com Fol), 5, 10, 15 e 20% do volume de agua

para atingir a capacidade de campo do solo.
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O experimento com o solo infestado com Fol e tratado com hidrolisado de peixe foi
realizado em esquema fatorial, no qual o Fator 1 consistiu nas concentra¢des de hidrolisado
de peixe e o Fator 2 no tratamento com ou sem Trichoderma ou B. subtilis + B.
licheniformis. Cada tratamento foi composto por 10 vasos, com uma planta de tomate cada
(considerado uma repeticdo por vaso). O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado. O experimento foi conduzido com dois isolados de Fol (149 e 157), cada
isolado foi considerado um experimento independente. Cada ensaio foi realizado duas

Vezes.

Infestacédo do solo, incorporacgéo do hidrolisado de peixe e tratamento de produtos
biolégicos

Vasos de 2,2 litros de capacidade foram completados com solo (latossolo amarelo, pH =
5,1; matéria organica = 18 g dm™), previamente infestado com Fol 149 ou Fol 157 na
concentragdo de 10° microconidios/mL de solo. Quatro dias ap6s a infestacdo do solo, o
hidrolisado de peixe foi incorporado conforme indicado anteriormente.

Trés dias apds a incorporagéo do hidrolisado de peixe, amostras de solo das 10 repeticOes
de cada tratamento foram coletadas e homogeneizadas para realizar medicOes de pH e
condutividade elétrica. Para tanto, trés subamostras de 10 g de solo foram retiradas e
depositadas em trés diferentes frascos de plastico. A seguir, foi adicionado 25 mL de agua
deionizada em cada frasco, que foram agitados a 120 rpm por 30 minutos. Passado o
periodo, os frascos foram mantidos em repouso por 2 h, quando se realizou a leitura do pH
com auxilio de um medidor de pH de bancada. Para a analise da condutividade elétrica, a
metodologia foi basicamente a mesma descrita para avaliagdo do pH, mas utilizando 50

mL de &gua deionizada e o repouso por uma noite. A leitura da condutividade elétrica (LS
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cm™) foi realizada com auxilio de um condutivimetro portatil: Cond 3110. As analises
foram realizadas em intervalos de 15 dias, num total de cinco avaliagdes.

Sete dias apds a incorporacdo de hidrolisado de peixe, foram transplantadas mudas de
tomateiro cultivar Santa Clara, com 30 dias de idade, cujo sistema radicular, juntamente
com o substrato, foram imersos por cinco minutos em uma suspensdo de 2 x 10°
conidios/mL de Trichoderma harzianum e 3,2 x 10® UFC/mL de solo para a mistura
contendo dois isolados de Bacillus (B. subtilis + B. licheniformis). A adubacéo foi
realizada semanalmente com 2 g do formulado NPK 10:10:10, a partir da segunda semana
apos o transplante das mudas de tomateiro.

Devido a morte de plantas, possivelmente por fitotoxidez ou compactacdo do solo e
consequente encharcamento, pela aplicacdo de hidrolisado de peixe, principalmente nas
doses mais altas, houve substituicdo das plantas mortas sete dias apds o primeiro
transplante. Grande parte dessas plantas substitutas também morreram.

A severidade foi avaliada por meio de duas escalas de notas modificadas, a partir da
proposta de Tokeshi and Galli (1966). Assim, para os sintomas externos utilizou-se as
seguintes notas: 1 - planta sem sintomas; 2 - planta com amarelecimento até a segunda
folha; 3 - planta com amarelecimento até a terceira folha; 4 — planta com murcha e sem
amarelecimento; 5 - planta com murcha e amarelecimento; 6 - planta morta. Os sintomas
externos foram avaliados a cada duas semanas. Na primeira repeticdo dos experimentos
foram realizadas quatro avaliagdes. Para o segundo experimento foram realizadas cinco
avaliacdes. Com os resultados destas avaliages foram calculadas as areas abaixo da curva
de progresso da doengca (AACPD). Para os sintomas internos a escala de nota utilizada foi:
1 - planta sem escurecimento dos vasos; 2 - planta com escurecimento dos vasos até a
altura da primeira folha; 3 - planta com escurecimento dos vasos até a segunda folha; 4 -

planta com escurecimento dos vasos até a terceira folha; 5 - planta com escurecimento dos
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vasos até a metade do comprimento do caule; 6 - planta com escurecimento até proximo ao
ponteiro. Para esta avaliagdo, 13 semanas apés o transplante das plantas, foi realizado o
corte longitudinal e avaliado o escurecimento vascular.

Para avaliar o desprendimento de CO, do solo um novo experimento foi realizado, de
forma semelhante ao descrito anteriormente, exceto que os vasos foram mantidos em uma
camara de incubagdo a 22 + 2 °C. Um dia apds a incorporacdo do hidrolisado de peixe,
realizou-se a medicdo do CO- desprendido, com auxilio de um IRGA a cada duas semanas,

até atingir um total de cinco avaliacbes. O experimento foi repetido duas vezes.

Andlise estatistica

Nos ensaios de respiracdo do solo por desprendimento de CO, foi realizada a analise de
variancia e os dados foram submetidos & analise de regresséo, considerando a significancia
até nivel de terceiro grau.

Com os dados da avaliagdo dos sintomas externos (AACPD) e internos foram realizadas as

analises de variancia das médias dos tratamentos.

RESULTADOS

Severidade da doenca

Como nas concentragdes de 15 e 20% houve forte compactagéo do solo e/ou fitotoxicidade
que ocasionaram morte das plantas, esses tratamentos foram excluidos da andlise. Para
ambos experimentos com os dois isolados de Fol ndo houve interacgéo significativa entre os
tratamentos bioldgicos e o hidrolisado de peixe quando analisados os sintomas internos.
Diferengas foram observadas entre o tratamento ndo infestado com Fol e os demais
tratamentos. O hidrolisado de peixe ndo reduziu a doenga até a concentracdo de 10% do

volume para atingir a capacidade de campo (Tabelas 1). Considerando os sintomas
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externos, nos ensaios com os dois isolados de Fol, nenhuma das concentragdes estudadas

de hidrolisado de peixe reduziu a severidade da doenca (Tabela 2).

pH e condutividade elétrica

A adicéo de hidrolisado de peixe, principalmente nas concentra¢des de 10, 15 e 20% do
volume necessario para atingir a capacidade de campo, inicialmente reduziram o pH do
solo. Isso foi menos visivel ap6s a quinta semana, onde a maioria dos tratamentos
apresentaram valores similares aos tratamentos testemunha (sem adi¢éo de hidrolisado de
peixe e sem a infestacdo de Fol) e 0% (sem adig&o de hidrolisado de peixe e infestado com
Fol). Apds a sétima semana, o tratamento com 20% de hidrolisado de peixe apresentou
valores de pH superiores a testemunha ou o tratamento 0% (Figura 1A).

Os tratamentos sem a adi¢cdo de hidrolisado de peixe (testemunha e 0%) apresentaram
valores iniciais de condutividade elétrica baixa e com o passar das semanas houve um
incremento desses valores. A adigéo de hidrolisado de peixe, em todas as concentracdes,
aumentou a condutividade elétrica do solo, onde as maiores concentracfes proporcionaram
maiores aumentos (Figura 1B).

Néo foi observado efeito consistente dos produtos bioldgicos sobre o pH e a condutividade

elétrica do solo.

Desprendimento de CO,

Com o aumento da concentragéo de hidrolisado de peixe incorporado ao solo foi verificado
aumento no desprendimento do CO,, sendo esse aumento proporcional & concentra¢do do
produto. As concentragcfes de 5% e 10% apresentaram praticamente 0 mesmo
comportamento, sendo que o desprendimento de CO, foi, aproximadamente, trés vezes

maior do que a testemunha até a terceira semana. A partir da quinta e setima semana, as
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concentracdes de 5% e 10% respectivamente, ndo diferiram da testemunha e testemunha
infestada (0%).

Nas concentragdes de 15 e 20% o desprendimento de CO; foi entre 10 e 15 vezes superior
a testemunha e trés vezes superior que as concentraces de 5 e 10%. Também para as
maiores concentragdes ocorreu uma reducéo no desprendimento de CO, com o transcorrer
da avaliagdo, sendo que na nona semana praticamente, em todos os tratamentos os valores
foram semelhantes. Para a concentracdo de 20%, o pico mé&ximo obtido foi na terceira
semana, com aproximadamente 25.000 ppm de CO,. Foi atingida intensa degradacéo da
matéria orgénica no inicio da incorporacdo do hidrolisado de peixe até praticamente se

igualar & testemunha e a testemunha infestada (0%) apds nove semanas (Figura 2).

DISCUSSAO

Vérios derivados da indUstria pesqueira tem potencial no controle de doencas de plantas. A
supressdo de microesclerddios de Verticillium dahliae foi atribuida aos acidos graxos
volateis presentes na emulsdo de peixe, como acidos glicélico, acético, férmico, n-butirico
e propionico (Abbasi et al., 2009). Especificamente, o hidrolisado de peixe reduziu o
crescimento micelial e a germinacéo de conidios de C. spathiphylli e controlou a doenca
em espatifilo em casa de vegetacdo por até 60 dias (Visconti et al., 2010), além de suprimir
Fol em tomateiro (Mattos, 2007; Mattos & Bettiol, 2007). No presente trabalho, o
hidrolisado de peixe ndo reduziu a severidade da doenca causada por Fol, fato que também
pode estar relacionado com a agressividade dos isolados utilizados nos dois estudos ou a
forma de infestacdo do solo, bem como as caracteristicas do solo, pois Mattos (2007)
utilizou um substrato enriquecido com matéria organica. Também uma alteracdo nas
caracteristicas dos produtos ao longo do tempo pode explicar os diferentes efeitos.

Resultados similares foram obtidos por Pinto et al. (2010) em crisantemo, onde 0 aumento
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da concentragdo do hidrolisado, proporcionou um aumento da doenga causada por F.
oxysporum f. sp. chrysanthemi.

No entanto, o trabalho de Mattos (2007) mostra um grande potencial do hidrolisado de
peixe no controle de Fol em plantas de tomateiro, onde concentragdes de 5-50% de
hidrolisado de peixe a partir do volume de &gua necessario para atingir a capacidade de
campo controlaram a doenga. No presente trabalho, foram aplicadas as concentragdes de
hidrolisado de peixe a partir da capacidade de campo considerando o solo seco, o que
proporcionou maiores volumes de hidrolisado de peixe em aplicado no solo. Mattos (2007)
aplicou um volume de 12,5 mL de hidrolisado de peixe em 2,8 L de solo, correspondendo
a concentragdo de 5%. Enquanto no presente trabalho foram adicionados 49 mL de
hidrolisado de peixe em um volume de 2,2 L de solo, para a mesma concentragéo de 5%.
Ao contrério do esperado, esta maior concentracdo adicionada ao solo ndo controlou Fol.
Também foi observado, nas concentrac@es elevadas, problemas graves com a compactacéo
do solo e fitotoxidez. Pode estar associado a compactagdo o fato de ter utilizado apenas o
solo sem acréscimo de substrato a base de casca de pinus. Também o periodo de incubagéao
no presente estudo foi inferior ao utilizado por Mattos (2007).

A auséncia de controle, no presente trabalho, pode ser explicada pelo solo utilizado. Mattos
(2007) utilizou uma mistura de 60% de substrato comercial e 40% de solo, enquanto no
presente trabalho utilizou-se apenas solo. Essa mistura pode proporcionar diferengas nas
propriedades fisicas do solo, microbiota presente e pH do solo. Abbasi et al. (2009) atribui
a supressdo de microesclerddios de V. dahliae aos acidos graxos volateis presentes na
emulsdo de peixe, 0os quais tem maior acdo em pH mais cido. Estes &cidos protegem
plantulas de pepino contra Pythium ultimum em solos organicos e franco-arenosos, mas

ndo em turfa, sugerindo que a acdo toxica da emulsdo de peixe é dependente do solo e
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substrato. Assim, para o hidrolisado de peixe, alteragdes do pH do solo podem influenciar
na liberacdo de compostos toxicos ao patdgeno.

Neste estudo, o hidrolisado de peixe, nas concentragfes superiores de 10%, reduziram
inicialmente o pH do solo. Pinto et al. (2010) também observaram uma redugdo do pH com
0 aumento da concentracdo de hidrolisado de peixe, contrariamente, Visconti et al. (2010),
obtiveram aumento do pH ap6s a incorporacédo do hidrolisado de peixe, que atingiu valores
proximos ao tratamento sem aplicacdo, ap6s 182 dias, mas este utilizou somente um
substrato a base de casca de pinus. No presente estudo foi observado o aumento do pH com
0 passar das semanas, atingindo valores similares a testemunha e testemunha infestada com
0 patégeno (0%), possivelmente devido a degradacdo dos compostos e a adicdo de
fertilizante a cada duas semanas.

A condutividade elétrica (CE) foi altamente influenciada pela adicdo de hidrolisado de
peixe, aumentando-a em todas as concentragdes de hidrolisado. Pinto et al. (2010)
obtiveram aumento exponencial com a adicdo de hidrolisado de peixe ao substrato em
concentracdes de 0-50%. De forma similar, Visconti et al. (2010) obtiveram aumento
linear da CE com a adigéo de hidrolisado de peixe (0-50%) no momento do plantio de
espatifilo, porém 182 dias ap6s a adi¢do, a CE atingiu valores similares a ndo aplicacdo de
hidrolisado de peixe. Mattos (2007) obteve um aumento linear com o aumento da
concentracdo de hidrolisado de peixe no substrato.

A partir da quinta semana, os tratamentos controle infestados e ndo infestados com o
patdgeno iniciaram um aumento da condutividade elétrica, possivelmente devido a adi¢do
de fertilizante quimico. No entanto, a adi¢do de hidrolisado de peixe possibilitou maior
condutividade elétrica por nove semanas.

A adicdo de hidrolisado de peixe aumentou instantaneamente o desprendimento de CO,

indicando uma elevacdo da atividade microbiana do solo. Isso é devido aos nutrientes
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prontamente disponiveis, principalmente carbono e nitrogénio, estimulando a microbiota
do solo. Visconti et al. (2010) também observaram aumento da atividade microbiana do
substrato por meio do desprendimento de CO,, carbono da biomassa microbiana e hidrdlise
do diacetato de fluoresceina pela aplicacéo de hidrolisado de peixe. Fator que associaram
ao controle de C. spathiphylli.

No estudo foi observado um répido declinio no desprendimento de CO,, principalmente
nas menores concentracdes, possivelmente a atividade microbiana é tdo intensa nas
primeiras semanas que provoca exaustdo dos nutrientes adicionados. A adicdo de
hidrolisado de peixe, nas concentragdes 15 e 20%, mantiveram elevado desprendimento de
CO; por um maior periodo de tempo, possivelmente devido a maior oferta de nutrientes,
prolongando a atividade microbiana. Abbasi et al. (2004) apontam que a supressdo
exercida pela emulsdo de peixe contra R. solani e P. aphanidermatum em rabanete e
pepino esta relacionada com o estimulo biolégico do solo. Assim, 0 aumento da atividade
microbiana no solo pode ser um fator auxiliar no controle de fitopatégenos do solo.

Na literatura estdo disponiveis diversos trabalhos relacionados a Bacillus sp. no controle de
fitopatdgenos (Bais et al., 2004; Baysal et al., 2008; Grover et al., 2010; Ongena et al.,
2005a; Ongena et al., 2005b; Wang et al., 2009). No entanto, no presente trabalho ndo foi
observado controle consistente pela acdo de B. subtilis + B. licheniformis. Possivelmente,
os isolados utilizados ndo produziram metabdlitos capazes de inibir o crescimento de Fol,
ou mesmo produzir lipopeptideos, relacionados & inducdo de resisténcia de plantas
(Ongena et al., 2007).

Vérios trabalhos mostram o potencial de Trichoderma sp. no controle de Fusarium sp.
(Bernal-Vicente et al., 2009; Carvalho et al., 2011; Gilardi et al., 2007). O isolado de T.
harzianum, utilizado neste trabalho, € registrado para o controle de Sclerotinia

sclerotiorum. Marzano et al. (2013) obtiveram o extrato organico de Fol (F02797), dos
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quais um dos principais compostos é o &cido fusarico. Tanto o extrato quanto o acido
fuséarico foram altamente inibitérios ao crescimento de T. harzianum (Th908), motivo que
pode explicar a auséncia de antagonismo contra Fol a campo. Os autores, através de
mutacdo UV-C, obtiveram um mutante de T. harzianum (Th908-5), resistente tanto ao
extrato quanto ao acido fuséarico produzidos por Fol. Este mutante obteve sucesso em
proteger plantas de tomate contra Fol. Assim, os isolados de Fol utilizados podem produzir
compostos que inibam e impossibilitem a agéo antagonista de Trichoderma harzianum.

O objetivo final do trabalho foi associar materiais organicos com agentes de controle
biolégicos no controle de Fol. Na literatura sdao encontrados trabalhos com sucesso na
associacdo de diferentes métodos no controle de patégenos de solo, como a mistura de
Trichoderma viride (Tv1), Pseudomonas fluorescens (Pfl) e B. subtilis (Bs16) com torta
de nim, esterco de animais e sulfato de zinco reduzindo a doenga causada por
Lasiodiplodia theobramae em pinh&do manso (Latha et al., 2011). A mistura de extrato de
Allium cepa x Allium sativum com P. fluorescens (Pfl e Pyl5) e B. subtilis (Bs16)
apresentaram efeito sinérgico no controle de Alternaria solani em tomateiro. Ocorreu acdo
direta sobre o patdgeno e indugéo da resisténcia de plantas pelo acimulo de peroxidase,
polifenol oxidase, fenilalanina amonia-liase, B-1,3-glucanase, quitinase e fendis (Latha et
al., 2009).

No entanto, algumas associacdes de controle ndo se mostraram promissoras. A mistura de
agentes de controle biolégico (T. virens, B. subtilis e R. solani) apresentou resultados
inconsistentes quando associado com a rotacdo com colza e compostos & base de coniferas
(Bernard et al., 2014). A adicéo de biofertilizante, hidrolisado de peixe ou T. asperellum
[SFO4 (URM-5911)] ndo proporcionou maior do supressdo do lodo de esgoto sobre F.

oxysporum f. sp. crysanthemi em crisdntemo (Pinto et al., 2013).
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No presente trabalho ndo foi obtido qualquer efeito sinérgico de hidrolisado de peixe

associados com T. harzianum ou B. subtilis + B. licheniformis.

CONCLUSAO

Hidrolisado de peixe, T. harzianum, B. subtilis + B. licheniformis ndo reduziram a
severidade da doenca causada por F. oxysporum f. sp. lycopersici em tomate. O hidrolisado
de peixe proporcionou aumento da condutividade elétrica e atividade microbiana do solo

mensurada pelo CO; do solo.
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Tabela 1. Severidade da doenca causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici 149 e
157 no sistema vascular (internos) de plantas de tomateiro tratadas com hidrolisado de
peixe e 0s produtos bioldgicos a base de Trichoderma harzianum ou Bacillus subtilis e

Bacillus licheniformis. Utilizando a escala de notas adaptada de Tokeshi and Galli (1966).

Nota
Tratamento
Fol 149 Fol 157
*Controle 1,78 A 2,20 A
**0% 448 B 4,92 B
5% 5,50 C 5,23 B
10% 517 BC 4,80 B

Cada dado representa a media de dois experimentos.
*Tratamento controle com solo néo infestado.

**Tratamento controle com solo infestado.
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Tabela 2. Area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD) causada por Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici 149 e 157 a partir dos sintomas externos em tomateiro
cultivado em solo tratado com hidrolisado de peixe e os produtos biolégicos & base de
Trichoderma harzianum ou Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis. Utilizando a escala

de notas adaptada de Tokeshi and Galli (1966).

AACPD
Tratamento
Fol 149 Fol 157
*Controle 20,30 A 19,97 A
**0% 22,42 AB 22,82 AB
5% 22,58 AB 24,29 B
10% 25,45 B 30,27 C

Cada dado representa a media de dois experimentos.
*Tratamento controle com solo néo infestado.

**Tratamento controle com solo infestado.
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Figura 1. Efeito do hidrolisado de peixe sobre o pH (A) e a condutividade elétrica (B) do

solo infestado com Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

O hidrolisado de peixe e a emulsdo de peixe reduziram a
germinacdo de microconidios de F. oxysporum f. sp. lactucae. A liberacdo de compostos
toxicos ou o estimulo da atividade microbiana, possivelmente, estdo relacionados a
supressdo do fitopatdgeno.

Os residuos solidos (casca de camardo, concha de marisco, caroco
de abacate, alga, casca de caranguejo e repolho) néo proporcionaram efeito na germinagéo
dos microconidios dos patdgenos testados (F. oxysporum f. sp. lactucae e F. circinatum),
ou o controle de F. circinatum em casa de vegetacdo. Talvez, para esses residuos, um
maior periodo de degradagdo seria necessario para apresentar efeito na inducdo da
supressividade. Outros efeitos, como a inducdo de resisténcia de planta podem estar
associados a estes residuos, mas ndo foram testados.

O hidrolisado de peixe ndo controlou a murcha de Fusarium em
tomateiro. O tipo de solo e a comunidade microbiana presente podem ser fundamentais
para tal controle, visto os exemplos na literatura com resultados variando nos diferentes
tipos de solo/substrato testados. O pH também pode alterar a forma disponivel dos
compostos volateis, alterando a eficcia na supressividade do solo.

Por fim, os agentes de biocontrole estudados ndo exerceram
controle aos patogenos testados. Possivelmente, a especificidade seja um fator limitante
que explicaria a auséncia de controle. No caso de T. harzianum x F. circinatum, o baixo

nivel da doenca pode ter mascarado um eventual controle do patégeno.
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5 CONCLUSOES

1. O hidrolisado e a emulséo de peixe inibiram a germinagdo de
microconidios de F. oxysporum f. sp. lactucae, quando incorporados ao solo.

2. A casca de camardo, a concha e marisco, o carogo de abacate e
as algas ndo inibiram a germinagdo de microconidios de F. oxysporum f. sp. lactucae,
quando incorporados ao solo.

2. Alga, casca de caranguejo, concha de marisco e repolho nédo
inibiram a germinacdo de microconidios de F. circinatum e ndo controlaram o cancro
resinoso de pinus, mesmo quando associado a Trichoderma.

3. O hidrolisado de peixe ndo controlou a Murcha de Fusarium

(Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici) em tomateiro cultivado em um latossolo amarelo.
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