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RESUMO

LIMA, G. S. Modelagem da microdisseminacao de Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae em ambientes heterogéneos simulados. Cruz das Almas, 2016.
Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Agricola). Universidade Federal do

Recbdncavo da Bahia.

Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (FOP) € um fungo que causa seérios
prejuizos a passicultura brasileira. Por ser um habitante de solo, esse patdgeno
pode se microdisseminar por crescimento micelial e expansdo de colbnias. Essa
disseminacdo depende da distribuicdo espacial de sitios colonizados e né&o
colonizados, bem como da influéncia de fatores ambientais. O objetivo deste
trabalho foi modelar a dindmica in vitro envolvida no processo de
microdisseminacdo de FOP em ambientes heterogéneos simulados. A
microdisseminacdo de FOP foi avaliada a partir de um sistema formado por sitios
de agar espacialmente separados em uma estrutura triangular. Inicialmente foram
realizados testes em branco. Posteriormente, foi avaliada a influéncia de
diferentes fatores ambientais na microdisseminacdo de FOP, sendo eles: pH,
fontes de nitrogénio inorganico, potencial osmético e materiais vegetais. Por fim,
foi realizado um ensaio simulando a heterogeneidade entre sitios de colonizagao.
Para se determinar limites de disseminacao invasiva e nao invasiva foi aplicada a
teoria da percolacdo, em que distancias criticas foram associadas a uma
probabilidade critica de colonizac&o entre sitios. O Modelo Logistico de Resposta
a Doses (LDR) foi ajustado as curvas obtidas por regressdo nao linear, com
auxilio do programa TableCurve 2D v.5.01. Os resultados obtidos indicaram que
o estado nutricional de sitios influencia na microdisseminacdo de FOP. Distancias
criticas maiores foram obtidas com pH alcalino, utilizagdo de sulfato de amoénio
como fonte de nitrogénio inorganico, baixos potenciais osmaéticos e utilizacdo de
materiais vegetais como fonte de matéria organica. Com relacdo a
heterogeneidade, os resultados demonstraram que ambientes heterogéneos
podem prevenir a invasdao de FOP, uma vez que reduzem a distancia critica
alcancada pelo patégeno.

Palavras-chave: invasdo, pH, sulfato de aménio, potencial osmaotico, materiais

vegetais, heterogeneidade.



ABSTRACT

LIMA, G. S. Modeling of Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae microspread
in simulated heterogeneous environments. Cruz das Almas, 2016. Dissertation

(Master of Agricultural Microbiology). Federal University of Bahia Reconcavo.

Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (FOP) is a fungus that causes serious
damage to the Brazilian passiculture. Being soilborne, this pathogen can
microspread by mycelial growth and colonies expansion. The spread depends on
the spatial distribution of colonized and non-colonized sites, as well as the
influence of environmental factors. The objective of this study was to model an in
vitro dynamics involved in the process of microspread of FOP in simulated
heterogeneous environments. Pathogen spread was evaluated in a system formed
by agar sites spatially distributed in a triangular lattice. Initially blank tests were
conducted. Later analysis of different environmental factors in microdissemination
of FOP were carried out: pH, sources of inorganic nitrogen, osmotic potential and
plant materials. Finally, has conducted a test simulating the heterogeneity between
colonization sites. To determine the limit of pathogen spread, the percolation
theory was applied, in which critical distances were associated to a critical
probability of colonization among sites. Logistic Dose Response model (LDR) was
fitted by nonlinear regression with the aid of TableCurve 2D5.01 program to the
obtained curves. Results indicated that the nutritional state of sites had an
influence on the microspread of FOP. Critical greater distances were obtained with
alkaline pH, use of ammonium sulfate as inorganic nitrogen source, low osmotic
potential and the use of plant materials as source of nutrients. With respect to
heterogeneity, the results demonstrate that heterogeneous environments can
prevent invasion of FOP, since they reduce the critical distance reached by the
pathogen.

Keywords: invasion, pH, ammonium sulfate, osmotic potential, plant materials,
heterogeneity.
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INTRODUCAO GERAL

O maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deneger) é uma
frutifera de grande importancia agricola, por apresentar frutos de qualidade e ser
bem aceito no mercado mundial. O Brasil se destaca como o maior produtor
mundial de maracujd amarelo, com uma producdo no ano de 2014 de 823.284
toneladas de frutos em uma area de 56.825 ha. Essa producdo se concentra na
regido Nordeste do pais, sendo o Estado da Bahia o principal produtor com
381.192 toneladas em uma é&rea colhida de 30.657 ha (IBGE, 2014). Apesar
dessa posicdo de destaque, a produtividade média da cultura € muito inferior ao
seu potencial de producéo, devido, principalmente, a problemas fitossanitarios.

Dentre os problemas fitossanitarios destaca-se a fusariose, causada pelo
fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (FOP), patdégeno habitante do solo
que vive saprofiticamente sobre a matéria organica e restos de cultura. Dentro da
area de cultivo o fungo se dissemina através do solo e restos culturais
contaminados, passando rapidamente de uma planta para outra de forma radial
(LIMA et al., 2006).

Fungos habitantes do solo tém a capacidade de se microdisseminar por
crescimento micelial e expansao de colbnias por meio de pequenos espacos e
manchas de nutrientes disponiveis. Essa disseminacdo depende do fornecimento
de nutrientes, translocacdo de nutrientes dentro da coldnia, habitos de
crescimento da colénia e da distancia dos sitios de colonizacdo disponiveis.
Esses sitios correspondem a fontes de nutrientes como raizes suscetiveis ou
fragmentos de matéria organica (BAILEY et al., 2000).

A distribuicdo espacial e disponibilidade de sitios suscetiveis determinam
de forma critica a capacidade de invasao de patdgenos em uma populacdo. Se o0s
sitios disponiveis para a colonizacdo se encontram muito distantes, a energia
disponivel para o patdgeno se deslocar de um sitio a outro se esgota e 0 mesmo
nao consegue causar novas infecgdes (BAILEY et al., 2000).

A maioria dos estudos sobre o desenvolvimento de fungos baseia-se em
meios uniformes. No entanto, novos estudos estdo revelando que uma rica
variedade de comportamentos existe quando fungos sao cultivados em
circunstancias em que o0s recursos disponiveis sdo distribuidos de forma
heterogénea (RITZ, 2007).
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Além da distribuicdo de sitios em uma populacao, fatores ambientais como
temperatura, umidade, pH, nutrientes e teores de matéria organica influenciam o
comportamento de patégenos habitantes de solo. Para FOP, entretanto, pouco se
sabe como esses fatores influenciam em seu comportamento e em qual fase de
seu ciclo de vida ocorre maior interferéncia, se na sobrevivéncia,
microdisseminacéo, infec¢do, colonizagdo ou reproducdo, sendo necesséario que
haja estudos especificos para cada fase do ciclo do patdogeno. O presente
trabalho se concentrou na fase de microdisseminacéo, tendo como objetivos: (i)
determinar limites de disseminacdo invasiva e nao invasiva de FOP; (i)
determinar a eficacia da microdisseminacdo de FOP; (iii) quantificar a influéncia
de materiais vegetais, potencial osmaético, pH e fontes de nitrogénio na
microdisseminacdo de FOP; (iv) caracterizar as estratégias de forrageamento de

FOP diante da heterogeneidade dos sitios.
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A cultura do maracuja

O termo maracuja é uma denominacéo geral dada ao fruto e a planta de
varias espécies do género Passiflora (MEDINA, 1980). E derivado da palavra
indigena “Mara-cuia”, que significa alimento preparado em cuia (RUGGIERO,
1996). O maracujd também é conhecido como “flor da paixao”, devido a
semelhanca da sua flor com o0s aspectos da paixdao de Jesus Cristo
(VANDERPLANK, 1996).

Dentre as principais espécies do género Passiflora, 150 a 200 s&o
originarias do Brasil, podendo ser utilizadas como alimenticias, medicinais e
ornamentais, muitas até com finalidade mditipla, porém, apenas 70 espécies
possuem frutos comestiveis (CUNHA et al., 2004). No Brasil, o cultivo do
maracuja em escala comercial iniciou no comec¢o da década de 70, com a espécie
Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deneger (maracuja amarelo) (CUNHA et al.,
2004). O maracuja amarelo é a espécie mais cultivada no pais, pois suporta bem
altas temperaturas e apresenta frutos grandes, com peso entre 43 g e 250 g
(LIMA et al., 2006).

O maracujazeiro amarelo € uma dicotiledénea. Apresenta sistema radicular
do tipo pivotante, pouco profundo, com maior volume de suas raizes entre 30 e 45
cm de profundidade do solo (SOUSA, 2000; DANTAS et al., 2006). O caule na
base é lenhoso, bastante lignificado, apresentando diminuicédo no teor de lignina a
medida que se aproxima o apice da planta, que se caracteriza por ser herbaceo
(SILVA; SAO JOSE, 1994). Do caule surgem as gemas vegetativas, que dao
origem as folhas e gavinhas. As folhas sdo alternadas e na fase adulta
geralmente sao trilobadas, apresentando tamanho e forma bem variada.

As flores sdo hermafroditas, com estigmas localizados acima das anteras
e, para florescer, exigem mais que 11 horas de luz (MARTINS, 1998). Geralmente
as flores sdo auto incompativeis. Sendo assim, 0 maracujazeiro amarelo torna-se
dependente da polinizagao cruzada realizada por agentes polinizadores como as
abelhas mamangavas (Xylocopa spp.) ou de polinizagao artificial, na auséncia de
insetos polinizadores (SOUZA; MELETTI, 1997; MELETTI, 2003).

O fruto € do tipo baga, podendo ser variado-globoso, ovoide oblongo e
piriforme (MARTINS, 1998; DANTAS et al., 2006). Apresenta casca dura, com 3 a

10 mm de espessura, de textura coriacea e coloracdo amarelo-canario, brilhante,
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quando maduro (MARTIN; NAKAZONE, 1970; SILVA, SAO JOSE, 1994;
DURIGAN, 2002).

O Brasil tem se destacado como o maior produtor mundial de maracuja
amarelo. Essa espécie ocupa aproximadamente 95% dos plantios de maracuja no
pais (MELETTI et al., 2011), totalizando uma producdo de 823.284 toneladas,
produzidas em 56.825 ha no ano de 2014. O Nordeste brasileiro se destaca com
uma participacdo na producdo de cerca de 70%. A Bahia é o principal estado
produtor, com uma producéo de 381.192 toneladas (IBGE, 2014).

Embora o Brasil apresente essa posicdo de destaque no cultivo do
maracujazeiro amarelo, a sua produtividade média é baixa (12 a 15 t ha™)
comparada ao potencial de producao da cultura, que se encontra entre 30 a 35t
ha® (NOGUEIRA FILHO et al., 2010). A baixa produtividade do maracujazeiro
amarelo é devida, muitas vezes, a problemas fitossanitarios, destacando-se a
fusariose, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae
(MCKNIGHT, 1951).

Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae

O género Fusarium é constituido por espécies de fungos, muitos deles
habitantes de solo, que causam graves doencas de plantas em todo o mundo
(AGRIOS, 2005). Fusarium oxysporum € a espécie mais amplamente dispersa do
género e pode ser encontrada na maioria dos solos, sendo, por isso, e também
devido aos seus numerosos hospedeiros e ao nivel de perdas resultantes quando
infecta uma planta, a espécie mais importante do género Fusarium (LESLIE;
SUMMERELL, 2006).

F. oxysporum pertence ao filo Ascomycota, classe Pezizomycotina, ordem
Hypocreales, familia Nectriaceae e género Fusarium (SCHLECHTENDAL, 1824).
Mais de 100 formae speciales e ragcas de F. oxysporum foram reconhecidas e
relatadas (GEISER et al., 2013). Dentre essas, esta o fungo Fusarium oxysporum
Schlecht. f. sp. passiflorae Purss (FOP), agente causal da murcha ou fusariose do
maracujazeiro.

Morfologicamente, FOP apresenta inicialmente, em meio de cultura BDA,
coloragéo branca, com variacdes para as cores vinho e violeta, apos 14 dias de
cultivo. Os microconidios sdo produzidos abundantemente em fialides

apresentando formato oval a elipsoide, ligeiramente curvados e sem septos,
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medindo 5-12 ym X 2-3,5 um. Os macroconidios sdo esparsos a abundantes,
produzidos em conidiéforos ou na superficie de esporodoquios, medindo 27-69
pm X 3-5 pum, com trés a cinco septos. Os clamiddsporos constituem a estrutura
de resisténcia do patdgeno e caracterizam-se por apresentarem paredes
espessas, duplas, lisas ou rugosas e serem abundantes e formados terminal ou
intercaladamente no micélio (NELSON et al., 1983; SANTOS FILHO et al., 2004).

F. oxysporum tem seu ciclo de vida dividido em duas fases distintas:
saprogénese e patogénese. A saprogénese corresponde ao periodo em que o
patbgeno ndo estd causando doenca, mas estd se desenvolvendo em tecidos
mortos ou substratos. A sobrevivéncia do patégeno no solo se da través da
formacdo de clamidésporos, excelente fonte de indculo para novos plantios
(BASTOS, 1976; AGRIOS, 2005). A patogénese corresponde ao periodo de
desenvolvimento da doenca, desde o contato inicial do patdgeno e seu
hospedeiro, até a expressao completa dos sintomas ou sinais, sendo entédo, a
fase em que o organismo esta causando doenca no hospedeiro suscetivel vivo.

Quando as plantas saudaveis crescem em solo infestado, o tubo
germinativo dos esporos de resisténcia ou o micélio penetram diretamente as
raizes ou entram através de ferimentos presentes nas mesmas ou ainda pelo
ponto de formacéo de raizes laterais, ocorrendo, dessa forma, a infeccdo. A
colonizacdo do hospedeiro infectado desenvolve-se a partir do crescimento
intercelular das hifas do patégeno em direcdo aos vasos do xilema, de onde o
patébgeno se distribui por toda a planta, por meio do crescimento de hifas ou
producdo de conidios. Com a evolucdo da doenca ocorre a obstrucdo e o
escurecimento dos vasos condutores (AGRIOS, 2005; BEDENDO; AMORIM,
2011).

Os primeiros sintomas visiveis da fusariose do maracujazeiro séo
caracterizados pelo murchamento dos ramos ponteiros, que podem ocorrer em
qualquer época do ano, sendo mais comum a partir do primeiro ano.
Posteriormente, ha uma evolugédo para uma murcha generalizada. Internamente é
possivel observar os sintomas através de cortes longitudinais nos tecidos do
lenho que permitem verificar a presenca de estrias de coloracdo ferruginosa,
correspondente a presenca de células cromaticas responsaveis pela obstrucdo e

impermeabilizacdo dos vasos lenhosos. Os sintomas também podem ser
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observados nos ramos mais novos, no entanto, ndo é possivel visualizar a
presenca do patdégeno (SANTOS FILHO et al., 2004).

A disseminacdo dentro da area de cultivo pode ocorrer através da agua de
chuva ou irrigacdo, que transporta os propagulos juntamente com as particulas de
solo (AGRIOS, 2005; BEDENDO; AMORIM, 2011). Por se tratar de um fungo
habitante de solo, a sua disseminagdo também pode ocorrer por crescimento
micelial e expansdo de colénias através de pequenos espacos e manchas de
nutrientes disponiveis no solo, termo aqui definido como microdisseminacao.

A fusariose ocorre em diversas regides produtoras de maracuja, podendo
ocasionar grandes danos a cultura, afetando a produtividade e reduzido a vida util
dos pomares (LIBERATO; COSTA, 2001). Estudos de prevaléncia e incidéncia da
doenca em 49 propriedades localizadas no estado da Bahia revelaram alta
incidéncia da doenca, presente em 90 % das propriedades avaliadas
(GUIMARAES, 2015). Esta é considerada uma das principais doencas da cultura,
ocasionando grandes danos, devido a morte das plantas e reducdo da vida (util
dos pomares (SILVA et al.,, 2011). Normalmente, uma vez infestadas com
Fusarium, as areas de cultivo permanecem nessa condicdo por um longo periodo,

nao existindo ainda uma forma de erradicacao do patégeno.

Influéncia de fatores ambientais no desenvolvimento de Fusarium
oxysporum

Nas doencas do sistema radicular a interacdo patégeno-hospedeiro ocorre
no solo, ambiente altamente complexo e dinamico, influenciado por varios fatores
direta e indiretamente (MAFFIA; MIZUBUTI, 2005). Tais fatores incluem o pH do

solo, nutricdo, teor de matéria organica e potencial osmotico.

pH

O pH, em muitos casos, pode afetar diretamente o patdégeno. Este fator do
ambiente pode alterar a sobrevivéncia, germinagcao, penetracédo e reproducao de
patogenos veiculados pelo solo, determinando a ocorréncia e severidade das
doencas (MAFFIA; MIZUBUTI, 2005; BEDENDO; AMORIM, 2011).

Por ter mecanismos de acdo que podem ser distintos para diferentes
microrganismos, o pH ndo é um fator que atua de forma isolada. Esse fator do

ambiente pode atuar direta ou indiretamente sobre o fitopatdgeno. Seus efeitos
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diretos podem se d& sobre o metabolismo, permeabilidade das membranas e
absorcéo e seus efeitos indiretos atuam sobre a fisiologia, interagdo com outros
microrganismos, solubilizacdo de elementos toxicos e adsorcdo de substratos
(STAMFORD et al, 2005).

O pH pode ser usado como um indicador de supressividade do solo a
determinadas doencas. Solos com pH extremos geralmente sdo supressivos a
certas doencas. De acordo com Hoper e Alabouvette (1996), com valores de pH
abaixo de 4,5, doencas causadas por Streptomyces scabies, Phytophthora spp.,
Gaeumannomyces graminis var. tritici, Rhizoctonia solani, Thielaviopsis basicola,
Verticillium spp. e Fusarium solani sdo suprimidas. S. scabies também pode ser
suprimida em solo com pH acima de 7,8, assim como Plasmodiophora brassicae,
Sclerotium spp. e F. oxysporum. Ja em niveis de pH entre 5,0 e 7,0, segundo o
autor, a microbiota do solo € pouco afetada.

O efeito do pH sobre a murcha de Fusarium foi relatado inicialmente por
Jones e Woltz (1969) pela observacdo da reducdo da doenca na cultura do
tomateiro com o aumento do pH pela calagem. A elevacdo no nivel do pH nédo
favoreceu um aumento nos teores de calcio no solo ou nos tecidos da planta, no
entanto teve um efeito indireto ao limitar a disponibilidade de micronutrientes
como Fe, Mn e Zn, considerados essenciais para o crescimento, esporulacéo e
viruléncia do patogeno. Diferentemente, em estudos de fatores de risco a
incidéncia da fusariose do maracujazeiro e crescimento micelial do patégeno sob
diferentes faixas de pH, realizados por Pinheiro (2015), os resultados mostraram-
se contrarios ao relatado na literatura para outras fusarioses. Segundo a autora,
altos valores de pH estavam relacionados com a elevada incidéncia da doenca no
campo, existindo uma tendéncia no aumento da taxa de crescimento micelial do
patdogeno com o aumento do pH, sendo essa taxa reduzida em niveis de pH mais
acidos (PINHEIRO, 2015).

Nitrogénio

O nitrogénio (N) é um importante nutriente para as plantas, essencial para
a producdo de aminoacidos, proteinas, enzimas, hormonios, fitoalexinas e
compostos fendlicos, entre outros componentes celulares. Promove o crescimento

vigoroso, retarda a maturagédo e afeta o tamanho das células e a espessura da
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parede. E também o nutriente aplicado em maior quantidade no solo e o mais
frequentemente deficiente em solos cultivados (HUBER; THOMPSON, 2007).

A forma de nitrogénio absorvido pela planta (aménio ou nitrato) tem efeito
sobre os fitopatogenos. Segundo Kommedahl (1984), a forma aplicada de
nitrogénio tem maior efeito sobre a resisténcia do hospedeiro ou severidade da
doenca, do que a quantidade aplicada. De acordo com Yamada (2002), as formas
de nitrogénio no solo podem afetar a germinacdo, desenvolvimento micelial e
penetracdo dos patdgenos.

Em geral, sintomas da murcha de Fusarium sédo reduzidos pela adubacéo
com nitrato e aumentados com a utilizacdo de amonio (ZAMBOLIM; VENTURA,
2012), sendo este efeito atribuido a elevacdo do pH pelo uso do nitrato. De
acordo com Huber (1994), a absor¢cédo de nitrogénio nitrico pelas plantas eleva o
pH da rizosfera enquanto que a absor¢ao do nitrogénio amoniacal reduz o pH. Em
estudos de crescimento micelial de FOP, no entanto, foi relatado um efeito
diferente de fontes de nitrogénio inorganico, em que o sulfato de aménio teve um
efeito supressivo ao crescimento do patégeno e o nitrato de calcio, por sua vez,
teve efeito conducivo (PINHEIRO, 2015).

Materiais vegetais

A incorporacdo de materiais vegetais ao solo como fonte de matéria
organica pode levar ao controle de doencas de plantas (CRUZ et al., 2013), como
também pode fornecer abrigo e nutricdo para os fitopatdgenos que sobrevivem
saprofiticamente sobre a matéria organica (REIS et al., 2004).

Por apresentar caracteristicas especificas, cada fonte de matéria organica
pode ser capaz ou hao de suprimir determinado patégeno (TERMORSHUIZEN et
al., 2007). Segundo Hoitink e Fahy (1986), o comportamento tanto saprofitico ou
patogénico de microrganismos habitantes de solo pode variar de acordo com o
tipo de material organico incorporado ao solo, o nivel de decomposicdo do
mesmo, assim como da relagéo C:N.

Diferentes materiais vegetais tém sido utilizados para controle de doencas
causadas por F. oxysporum. Residuos frescos das leguminosas leucena, feijao
guandu, amendoim forrageiro e feijao de porco, ao serem incorporados ao solo
em diferentes concentragbes, proporcionaram o controle da fusariose do

maracujazeiro (CRUZ et al.,, 2013). Utilizando residuos organicos de nim e
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citronela, Ferreira et al. (2009) observaram que o residuo do nim também possui
elevado potencial para controle da fusariose do maracujazeiro.

Residuos de mandioca, citronela, cana-de-acucar, nim e babacu foram
incorporados ao solo para controle da fusariose do quiabeiro (VERAS, 2006). A
incorporacdo da parte aérea do nim promoveu alta eficiéncia no controle da
doenca, que também foi possivel com a casca de mandioca a 100 g Kg™, bagaco
de cana a 20 e 40 g Kg™ e capim citronela a 20; 40 e 60 g Kg™.

Espécies de brassicas também estdo sendo testadas como uma alternativa
para controle da fusariose. Fan et al. (2008) observaram que couve-rabano e
folhas de mostarda sé&o supressoras ao crescimento de F. oxysporum, isolado de
plantas de algodao, pepino, cravo, pimenta e soja. Experimentos realizados por
Araujo (2015) demonstraram que folhas frescas de couve-flor, repolho e brdcolis
reduzem a producdo de clamidésporos de FOP, quando incorporados ao solo,
indicando que esses materiais vegetais apresentam grande potencial para

controle do patogeno.

Potencial osmotico

O potencial osmotico, termo que representa o efeito que a existéncia de
solutos tem no potencial hidrico, tem sido visto como um importante parametro na
ecologia e crescimento de fungos fitopatogénicos. O desenvolvimento normal de
patbgenos em seus hospedeiros pode ser modificado por restricio osmética
(COOK; PAPENDICK, 1978).

Fungos habitantes do solo mostram respostas metabdlicas, padrdoes de
crescimento e estratégias reprodutivas variaveis em resposta a diferentes
condicBes de potenciais hidricos do solo (SUBBARAO, 1993). Segundo Cook e
Papendick (1972), os fungos que infectam raizes s&o inibidos por baixos
potenciais hidricos. As taxas de crescimento da maior parte deles séo reduzidas
em 50% quando o potencial hidrico alcanca o valor de -3,0 Mpa e a inibicdo
completa de muitos patégenos ocorre entre -5,0 e -10 Mpa.

A utilizacdo de solutos afeta o potencial hidrico, uma vez que ocorre
reducdo no potencial osmotico e, consequentemente, inibicdo no desenvolvimento
de muitos fungos (ELMER, 2007). O baixo potencial osmético reduz o
crescimento dos fungos por aumentar suas taxas de respiragdo e desviar a

energia para longe do crescimento dos mesmos (SUBBARAO et al., 1993).
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A severidade da murcha de Fusarium do tomateiro foi reduzida com o
aumento de concentracdes salinas em solugdes nutritivas (WALKER; FOSTER,
1946; STODDARD; DIAMOND, 1948; MACKAY, 1952; STANDAERT, 1978
citados por ENGELHARD, 1989). Plantas de aipo tratadas com KCI e inoculadas
com Fusarium oxysporum f. sp. apii apresentaram menos infeccdo nas raizes do
que plantas nao tratadas com cloro (SCHNEIDER; PLOETZ, 1990). Lesdes em
raizes e numero de colbnias de F. oxysporum e F. proliferatum foram reduzidas
em plantas de aspargo a medida que se aumentou a concentracdo de NaCl em

solugéo nutritiva aplicada no solo (ELMER, 2003).

Invaséo e microdisseminacédo de fungos de solo

Muitos fungos habitantes de solo podem se disseminar por crescimento
micelial e expansao de colonias. Essa disseminacédo depende do fornecimento de
nutrientes, translocacdo de nutrientes dentro da colonia fungica, habitos de
crescimento da coldnia e da distancia das raizes dos hospedeiros suscetiveis ou
outros 6rgaos (BAILEY et al., 2000).

O ambiente externo tem influéncia significativa sobre o desenvolvimento e
forma das colbnias. A organizacdo dos micélios muitas vezes reflete a estrutura
espacial do ambiente em que o fungo se encontra. Dessa forma, a distribuicéo de
recursos tem um forte efeito sobre a organizacdo espacial de micélios fungicos,
uma vez que em circunstancias naturais a maioria das fontes de nutrientes é
distribuida de forma heterogénea (RITZ, 2007).

Diferentes espécies de fungos possuem estratégias de forrageamento para
a exploracdo de recursos nutricionais (RAYNER, 1994). De acordo com Ritz
(2007), o forrageamento pode envolver o crescimento de um denso micélio, que
se reduz quando entra em contato com novos recursos. Esta é considerada uma
estratégia eficaz quando os recursos sao relativamente pequenos e frequentes,
mas espacialmente separados.

As epidemias causadas por patdgenos habitantes de solo ocorrem quando
0s mesmos se espalham de forma invasiva através de uma populacdo de
hospedeiros suscetiveis. Se hospedeiros suscetiveis estdo muito distantes, a
invasao local cessa quando o fungo esgota seu fornecimento de nutrientes antes

de infectar um novo hospedeiro (BAILEY et al., 2000). Sendo assim, a distribuicao
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espacial e disponibilidade de hospedeiros suscetiveis determinam de forma critica
a capacidade de invasédo de patégenos em uma populacdo (OTTEN; GILLIGAN,
2006; POGGI et al., 2013).

A maioria dos estudos sobre o desenvolvimento de fungos baseia-se em
meios uniformes. No entanto, novos estudos estdo revelando que uma rica
variedade de comportamentos existe quando fungos s&o cultivados em
circunstancias em que 0s recursos nutricionais sdo distribuidos de forma
heterogénea (RITZ, 2007).

Ritz (1995) estudou a resposta de crescimento de alguns fungos, como R.
solani e Trichoderma viride, em diferentes estados nutricionais, através de um
sistema composto por ladrilhos de agar separados por espacos de ar.
Posteriormente, Bailey et al. (2000) avaliaram o crescimento saprofitico do fungo
R. solani, através de uma estrutura composta por sitios de agar em diferentes
composicdes, espacialmente separados entre si. Os sitios de agar representam
fontes discretas de nutrientes, podendo ser compreendidas como raizes de
hospedeiros suscetiveis ou pequenos fragmentos de matéria organica, e toda a
estrutura representa a matriz na qual o fungo se dissemina.

O risco de invasdo de um patdégeno a partir de um Unico hospedeiro para
hospedeiros vizinhos, segundo Poggi et al. (2013), é tido como um problema de
percolacdo. Estudos sobre a invasdo espacial para epidemias, em lattice,
mostraram que ha um limite de disseminacdo de um patégeno entre sitios
individuais (GRASSBERGER, 1983; BUNDE; HAVLIN, 1991; STAUFFER,
AHORNEY, 1994). Esse limite pode ser descrito pela teoria da percolacéo
(BUNDE; HAVLIN, 1991).

De acordo com a teoria da percolacao é possivel se prever a existéncia de
um limite critico de probabilidade de colonizag&o entre sitios localizados em um
sistema finito onde ha o crescimento saprofitico de fungos habitantes do solo. Tal
limite € definido como limite de percolacdo. Se a probabilidade de colonizagéo for
acima desse limite, o fungo ird se espalhar criando grandes manchas invasivas
(disseminacao invasiva), mas abaixo desse limite o crescimento do fungo sera
finito, restrito a pequenas manchas (disseminacédo nao invasiva) (BAILEY et al.,
2000).

O valor do limite de percolacédo depende da estrutura do sistema (NERI et

al., 2011). Para sitios distribuidos em uma estrutura triangular, o limite para a
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transicdo de uma pequena mancha e o crescimento de uma grande mancha
ocorre quando a probabilidade de colonizacdo entre sitios excede Pc = 2 sen
(m/18) = 0,35 (onde Pc é a probabilidade de colonizacdo) (STAUFFER,;
AHORNEY, 1994).

Bailey et al (2000) estimaram distancias criticas correspondentes ao limite
critico de percolacdo e demonstraram que acima desse limite o fungo R. solani se
dissemina de forma invasiva e que o estado nutricional de sitios afeta a dinamica
de invasao do patdgeno.

O método de avaliagdo do crescimento de fungos utilizado por Bailey et al.
(2000), com sitios de agar separados entre si, mostra-se bastante interessante e
atil quando se quer fazer um estudo de microdisseminacdo de patdgenos
sapréfitas habitantes de solo. Esse método permite que se facam simulacdes
sobre certas situacdes em que 0s patdgenos se encontram e ainda que se fagcam
inferéncias sobre estratégias de forrageamento usada por fungos para a

exploracdo de recursos existentes no local.
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RESUMO

Fusarium oxysporum f. sp. passifiorae (FOP) € um fungo que causa Seérios
prejuizos a passicultura brasileira. Habitante de solo, esse patdégeno pode se
microdisseminar por crescimento micelial e expansdo de coldnias. Essa
disseminacdo depende da distribuicdo espacial de sitios colonizados e né&o
colonizados, bem como da influéncia de fatores ambientais. O objetivo deste
trabalho foi modelar a dinamica in vitro envolvida no processo de
microdisseminacdo de FOP em ambientes heterogéneos simulados. A
microdisseminacdo do patégeno foi avaliada a partir de um sistema formado por
sitios de &gar espacialmente separados em uma estrutura triangular. Os fatores
ambientais avaliados foram pH, fontes de nitrogénio, potencial osmotico e
materiais vegetais. Foi realizado ainda um ensaio simulando a heterogeneidade
entre sitios de colonizacdo. Para se determinar limites de disseminacdo do
patogeno foi aplicada a teoria da percolacdo, em que distancias criticas foram
associadas a uma probabilidade critica de colonizacdo entre sitios. O Modelo
Logistico de Resposta a Doses foi ajustado as curvas obtidas por regressdo néo
linear. Os resultados obtidos indicaram que o estado nutricional de sitios
influencia na microdisseminacdo de FOP e que ambientes heterogéneos podem
prevenir a sua invasao.

Palavras-chave: pH, nitrogénio, potencial osmdético, materiais vegetais,

heterogeneidade.
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INTRODUCAO

O maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deneger) é uma
frutifera de grande importancia agricola, por apresentar frutos de qualidade e ser
bem aceito no mercado mundial. O Brasil se destaca como o maior produtor
mundial de maracuja amarelo, com uma producdo no ano de 2014 de 823.284
toneladas de frutos em uma area de 56.825 ha. Essa producdo se concentra na
regido Nordeste do pais, sendo o Estado da Bahia o principal produtor com
381.192 toneladas em uma area colhida de 30.657 ha (IBGE, 2014).

A expansdo das areas de cultivo em algumas regides tem favorecido o
surgimento e o agravamento de um grande numero de doengas, as quais tem
reduzido o tempo de exploracdo econbmica da cultura e, até mesmo,
inviabilizando o seu cultivo em determinadas regides (FISCHER et al., 2005).
Dentre as doencas, a fusariose, causada pelo fungo habitante de solo Fusarium
oxysporum Schlecht. f. sp. passiflorae Purss (FOP), € uma das mais limitantes ao
cultivo.

Nas doencas do sistema radicular a interacao patdégeno-hospedeiro ocorre
no solo, ambiente altamente complexo e dindmico, onde varios fatores
influenciam direta e indiretamente (MAFFIA; MIZUBUTI, 2005). Dentre esses
fatores encontram-se o pH, nutrientes, potencial osmotico e matéria organica.

O pH é um fator ambiental que pode afetar diretamente os patégenos
habitantes do solo, podendo alterar sua sobrevivéncia, germinacao, penetracao e
reproducdo, determinando a ocorréncia e severidade das doencas (MAFFIA,
MIZUBUTI, 2005; BEDENDO; AMORIM, 2011).

Os nutrientes minerais podem aumentar ou diminuir a resisténcia de
plantas a patdgenos ou agir diretamente sobre os microrganismos. O nitrogénio é
um importante nutriente mineral que, a depender da forma aplicada, tem efeito
sobre o0s patégenos habitantes de solo, podendo afetar a germinacao,
desenvolvimento micelial e penetragdo dos mesmos (YAMADA, 2002).

O potencial osmaético também € um fator ambiental que tem sido visto
como um importante parametro na ecologia de fitopatdgenos. A restricdo
osmaotica pode afetar o desenvolvimento normal dos patdgenos, influenciando
seus padrbes de crescimento e estratégias reprodutivas (COOK; PAPENDICK,
1978; SUBBARAO, 1993).



37

A matéria organica € outro importante fator ambiental que influencia no
desenvolvimento de doencas de plantas. A incorporacdo de materiais vegetais ao
solo como fonte de matéria organica pode levar ao controle de doencas (CRUZ et
al., 2013), como também pode fornecer abrigo e nutricdo para os fitopatdbgenos
que sobrevivem saprofiticamente sobre a matéria organica (REIS et al., 2004).

Muitos fungos habitantes do solo podem se microdisseminar por
crescimento micelial e expansdo de colbnias. Essa disseminacéao lateral depende
do fornecimento de energia, translocacédo de nutrientes dentro da coldnia, habitos
de crescimento da coldnia e distancia de raizes dos hospedeiros suscetiveis ou
outros 6rgaos disponiveis para a colonizacdo (BAILEY et al., 2000), bem como
dos exsudatos radiculares produzidos pelas plantas hospedeiras e liberados na
rizosfera.

FOP é um fungo que produz estruturas de resisténcia, os clamidosporos,
esporos assexuais que permitem sua sobrevivéncia no solo. Os clamiddsporos
surgem a partir de modificac6es de hifas ou células conidiais e a sua formacéo
esta relacionada a condi¢cdes de estresse, como esgotamento de nutrientes e
ambientes desfavoraveis (SMITH, 2007). Os clamidésporos sdo de extrema
importancia na microdisseminacdo de FOP, pois podem ser vistos como centros
de microdisseminacéo do patdgeno, uma vez que cada clamidésporo que germina
se constitui como um novo sitio inicial de infeccdo quando as condicfes sao
favoraveis ao desenvolvimento do patégeno.

A microdisseminagéo de FOP por crescimento micelial também exerce um
papel importante na fase de infeccdo do patdogeno, mais especificamente na pré-
penetracdo. O movimento direcionado do patégeno em relacdo ao hospedeiro e 0
seu crescimento na superficie do mesmo proporciona o aumento do indculo inicial
disponivel para infeccéo.

Por meio de estratégias de forrageamento, diferentes espécies de fungo
conseguem explorar 0S recursos nutricionais existentes quando estes se
encontram distantes do patégeno (RAYNER, 1994). Tais estratégias podem
muitas vezes envolver o crescimento de um denso micélio que se reduz quando o
fungo alcanca novos recursos (RITZ, 2007).

A distribuicdo dos recursos nutricionais em uma populagao influencia o
comportamento de patégenos habitantes do solo, determinando de forma critica

sua capacidade de invasdo. Quando os sitios disponiveis se encontram muito
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distantes, a invasao cessa na ocasiao em que o fornecimento de nutrientes para o
patdgeno se esgota, antes da infeccdo de um novo sitio de colonizacdo (BAILEY
et al., 2000).

Limites de disseminacdo de patdégenos a partir de um sitio primario de
infecdo podem ser obtidos por meio da aplicagdo da teoria da percolacdo
(BUNDE; HAVLIN, 1991), em que distancias criticas de disseminacdo sao
associadas a um limite critico de probabilidade de colonizacdo de sitios
distribuidos em um sistema finito. Se a probabilidade de colonizacéo for acima
desse limite, a disseminacdo dos fungos é considerada como invasiva e abaixo
desse limite, considera-se como néo invasiva (BAILEY et al., 2000).

Os valores dos limites de probabilidades criticas de colonizagcédo de sitios
dependem da estrutura do sistema (NERI et al., 2011). Para sitios distribuidos em
uma estrutura quadrada, por exemplo, a transicao de disseminacdo néo invasiva
e invasiva ocorre quando a probabilidade de colonizacdo dos sitios presentes
excede a 0,407 (BUNDE; HAVLIN, 1991). J4 para sitios distribuidos em uma
estrutura triangular, o limite de transicdo de invasdo de patdgenos ocorre quando
a probabilidade de colonizacéo dos sitios supera a 0,35 (STAUFFER; AHORNEY,
1994).

Distancias entre sitios e diferentes fatores ambientais influenciam o
comportamento de patdégenos habitantes do solo. Entretanto, pouco se sabe
sobre a influéncia desses fatores no comportamento de forrageamento e
microdisseminacao de FOP. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo
quantificar a influéncia de ambientes heterogéneos na microdisseminacdo de FOP

e modelar a dinamica in vitro envolvida neste processo.

MATERIAL E METODOS
Obtencéao dos isolados

Para a realizacédo dos ensaios, utilizou-se o isolado 005 de FOP, obtido de
plantas de maracujazeiro amarelo com sintomas tipicos da fusariose. O isolado
pertence a micoteca do Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, onde todos os experimentos foram conduzidos. Em teste de
patogenicidade foi possivel comprovar a capacidade do isolado em causar a
doenca em mudas de maracujazeiro. Para o baseline, experimento utilizado como

base para os demais, 0os ensaios foram realizados também com o isolado 002,
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pertencente a mesma micoteca. A partir de testes moleculares foi possivel realizar

a identificagcéo dos isolados.

Baseline de microdisseminacédo de FOP e determinacé&o de distancia critica

A microdisseminacdo de FOP foi determinada por meio de testes in vitro
com gotas de agar levemente espacadas, seguindo a metodologia utilizada por
Bailey et al. (2000). Inicialmente foram realizados os testes em branco, que
tiveram como controle positivo o0 meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e
como controle negativo o meio de cultura agar-agua (AA).

Gotas de BDA a 10 % e AA a 9%, com 3 mm de didmetro, representando
sitios de colonizacdo, foram posicionadas nas distancias de 2, 4, 6, 8, 10 e 12
mm, de centro a centro, em um arranjo triangular (Figura 1), em placas de Petri
de 90 mm de diametro, com o uso de uma pipeta de repeticdo. As distancias entre
os sitios foram individuais nas placas de Petri, correspondendo a diferentes
tratamentos. Para se obter o arranjo triangular, foi utilizada uma grade hexagonal
como molde para cada distancia. Na gota central de cada placa foi depositado um
fragmento de hifas retirado da extremidade de uma col6nia de FOP 005 cultivada
por sete dias em meio de cultura BDA. Para evitar o ressecamento do meio, papel
filtro umedecido com agua destilada estéril foi colocado nas tampas de cada placa
de Petri. As placas foram seladas e incubadas em estufa (BOD) a 23 + 2° C, no
escuro, e foram avaliadas com o auxilio de um microscépio estereoscépico
(ampliagdo x 40). A colonizagéo das gotas pelo fungo foi observada diariamente
registrando-se a quantidade e a posi¢do das gotas colonizadas, até que um dos
tratamentos alcancasse as bordas das placas de Petri. O mesmo procedimento foi
realizado com o isolado 002.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
com 10 repeticbes para cada distancia. Para se determinar limites de
disseminagéao invasiva e néo invasiva de FOP foi aplicada a teoria da percolacéo.
Para estimar a distancia critica para a probabilidade critica de percolacdo
(Pc=0,35) foram construidos perfis de probabilidade de colonizacdo com as
distancias entre os sitios colonizados e nao colonizados. A probabilidade de
colonizagéo foi definida como a razdo entre o numero de sitios colonizados e o

namero de sitios disponiveis em cada placa de Petri.
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B messsnsieds

Figura 1. Representacdo esquematica das gotas de agar em um arranjo triangular (A) e
visualizacdo da microdisseminacdo de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae em

microscopio estereoscopico (B).

Influéncia de diferentes fatores ambientais na microdisseminacdo de
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae

Meios de cultura BDA e AA foram modificados para avaliacdo da influéncia
de fatores ambientais na microdisseminagdo de FOP. Cada experimento foi
analisado conforme a metodologia de gotas de agar usada no baseline de

microdisseminacao, com 10 repeti¢cdes para cada distancia.

pH

Meio de cultura BDA a 10% de agar foi preparado em volumes de 100 mL,
com pH ajustado para os niveis de 4,5, 5,5, 6,5, 7,5 e 8,5 através do uso de
solucdes de 1 M de hidréxido de sédio (NaOH) e acido cloridrico (HCI). O meio de
cultura foi preparado em duplicata para cada tratamento e apds autoclavagem foi
realizado um novo ajuste, pois houve alteracdo nos niveis de pH apds o
procedimento de esterilizacdo do meio.

Para o novo ajuste do pH, um frasco de cada tratamento permaneceu em
camara de fluxo laminar e o outro seguiu para o pHmetro. Apés o ajuste do pH, os
mesmos volumes de NaOH e HCI foram adicionados aos meios de cultura que
permaneceram na camara de fluxo laminar. Esse procedimento teve como

objetivo evitar a contaminacdo do meio de cultura.



41

Fontes de nitrogénio

Meio de cultura BDA a 10 % de agar foi modificado com trés fontes de
nitrogénio inorganico: sulfato de amoénio, nitrato de calcio e ureia, nos niveis de
50, 150 e 250 mg.L™" de nitrogénio em cada composto. As fontes de nitrogénio
foram adicionadas ao meio de cultura BDA apdés a sua autoclavagem a partir de
uma solucdo estoque de 200 mg.mL™, previamente filtrada em membrana

Millipore.

Potencial osmotico

Meio de cultura BDA a 10% de agar foi alterado com cloreto de potassio
(KCIl) em concentracfes adequadas antes de sua esterilizagcdo para produzir
potenciais osmoéticos de -0,8, -1,8, -2,8, -3,8, -4,8 e -8,8 Mpa (Tabela 1). Para o
calculo das concentracdes do soluto foi usado o software SPMM - Solute potential
and molar-molal - g solute / g water interconversion (MICHEL; RADCLIFFE,
1995). O potencial osmético foi calculado com a adicdo do potencial osmotico do
meio de cultura BDA nao alterado, igual a -0,3 MPa (SOMMERS et al.,1970).

Tabela 1. Doses em gramas de KCI utilizado em 100 mL de meio de cultura BDA.

Potencial osmético (Mpa)  KCI (g)

-0,8 0,82
-1,8 2,49
-2,8 4,15
-3,8 5,78
-4,8 7,38
-8,8 13,41

Materiais vegetais

Para a realizacdo desse experimento foram utilizadas folhas de maracuja
amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa), mandioca brava (Manihot utilisima),
mandioca mansa (Manihot dulcis), brocolis (Brassica oleracea var. italica), repolho
(Brassica oleracea var. capitata) e couve (Brassica oleracea).

As folhas dos materiais vegetais foram fragmentadas com auxilio de uma

tesoura, e, em seguida, desinfestadas em camara de fluxo laminar, com alcool
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70% e hipoclorito de sodio a 0,5%, por 1 minuto cada, seguindo-se por trés
lavagens consecutivas em agua destilada estéril, para retirada dos residuos.

Posteriormente, as folhas fragmentadas e desinfestadas foram trituradas
com nitrogénio liquido, obtendo-se 5 g de cada material vegetal que foram
adicionados em 100 mL do meio de cultura AA a 9% apos autoclavagem (Figura
2).

Figura 2. Gotas de 4gar com materiais vegetais posicionadas nas distancias de 2, 4, 6, 8,

10 e 12 mm, respectivamente.

Influéncia da heterogeneidade na microdisseminacéo de FOP

O ensaio de heterogeneidade se deu a partir de sitios de BDA a 10% de
agar e AA a 9% em proporcbes diferentes na mesma placa de Petri. O
experimento foi realizado com 75, 50 e 25 % de gotas de BDA (Figura 3),
completando-se o restante com gotas de AA. As gotas foram dispostas
aleatoriamente nas placas de Petri. Para isso foram identificadas através de
coordenadas geograficas e posteriormente, submetidas a um sorteio.

As gotas de agar com 3 mm de diametro foram dispostas em placas de
Petri de 90 mm de didmetro, nas distancias de 2, 4, 6, 8, 10 e 12 mm, seguindo-
se a metodologia utilizada para os experimentos anteriores, com 10 repeticoes

para cada distancia.
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A analise do experimento também seguiu o baseline de
microdisseminagdo, com determinacdo de distancias criticas a partir da

construcdo de perfis de probabilidade de colonizacéo.
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Figura 3. Esquema de gotas de agar distribuidas em uma estrutura triangular na
propor¢cédo de 75%, 50% e 25% das gotas com BDA (coloracdo amarela) nas distancias

de 2 mme 8 mm.

Analise estatistica

Modelos matematicos foram ajustados as equacbes de regressdo nao
linear, com auxilio do software Table-Curve 2D v. 5.01 (JANDEL, 1991). A
selecdo do modelo matematico foi realizada dentro da familia dos modelos
sigmoides e os critérios para a sua aceitacdo ou rejeicao foram (i) alto coeficiente
de determinacéao, (ii) simplicidade matematica e (ii) auséncia de padrées nos
gréficos de residuos.

Os modelos mateméticos selecionados foram comparados com o modelo
logistico utilizado por Bailey et. al (2000), usado como base para a elaboracéo
deste trabalho, cuja equagdo € P = al/(1+ exp (b(r-c))), onde P equivale a
probabilidade de colonizacdo dos sitios, r corresponde a distancia entre os

mesmos e a, b, ¢ correspondem a diferentes parametros.
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RESULTADOS
Baseline de microdisseminacdo de FOP e determinacdo de distancia critica

O modelo matematico escolhido foi o LDR (Modelo Logistico de Resposta a
Doses) com o limite 1 no parametro altura de transicdo. A equacéo equivalente a
esse modelo é y = a/(1+ ((x/b))°, onde y corresponde a probabilidade de
colonizacédo, x corresponde a distancia entre os sitios e a, b, ¢ correspondem aos
parametros altura de transicdo, centro da transicdo e largura da transicdo. A
selecdo desse modelo se deu dentro da familia dos modelos sigmoides, tomando
como critérios para a sua aceitacdo ou rejeicdo o valor de R? e a auséncia de
padrées nos graficos de residuos.

Os experimentos foram avaliados até o 8° dia, quando o fungo alcancou as
bordas das placas de Petri no tratamento com meio de cultura BDA. Os perfis de
colonizacdo demonstraram que houve um decaimento da probabilidade de
colonizacdo com o aumento das distancias entre os sitios de colonizagao (Figura
4).

As distancias criticas encontradas, associadas ao limite critico de
percolacdo (Pc = 0,35), foram de 4,31 e 6,39 mm, para sitios de AA e BDA,
respectivamente (Figura 4). Em distancias inferiores aos limites obtidos, a
disseminacéo do fungo é considerada como invasiva e em distancias superiores,
sua disseminacdo é ndo invasiva. Nas distancias em que a disseminacdo do
fungo foi invasiva, observou-se a grande formacdo de manchas, que se
estenderam até a borda do sistema no tratamento com BDA, existindo um
acentuado crescimento de probabilidade de colonizacdo com o aumento do tempo
(Figura 5). Ja para as distancias superiores as distancias criticas, as manchas
formadas se restringiram a um pequeno espaco, ndo se espalhando até a borda
do sistema, observando-se uma estabilizacdo da probabilidade de colonizacao

dos sitios antes do 8° dia de avaliagéao (Figura 5).
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O Batata Dextrose Agar 10% (BDA)
® Agar Agua (AA)

R?=0,98 (BDA)
0,99 (AA)
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Figura 4. Perfis de probabilidade de colonizagdo com as distancias entre sitios
colonizados e nao colonizados de AA e BDA para o isolado 005 de Fusarium oxysporum
f. sp. passiflorae e estimativa de distancias criticas (Dc) para uma probabilidade critica de
percolacdo (Pc = 0,35). Os dados foram ajustados ao modelo Logistico de Respostas a
Doses (LDR), cujas equacBes obtidas foram Y = 1/(1+ ((x/3,32))** e Y = 1/(1+

((x/5,42))>"®, para os tratamentos com AA e BDA, respectivamente.
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Figura 5. Relacdo da probabilidade de colonizacéo de sitios de BDA e AA com o tempo
(dias) para as diferentes distancias (mm). As linhas soélidas representam a disseminagéo
invasiva e as linhas pontilhadas representam a disseminag¢éo néo invasiva de Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae. Os resultados para a distancia de 10 mm no tratamento com
AA coincidiram com os resultados para a distancia de 12 mm, ocorrendo, dessa forma,

sobreposigéo da curva.

Os resultados obtidos com o isolado 002, por sua vez, apresentaram-se
diferentes aos obtidos com o isolado 005 quando foi utilizado o controle negativo.
As distancias criticas foram de 2,82 e 7,11 mm para sitios de AA e BDA,
respectivamente (Figura 6). Essa diferenca entre os dois isolados também pode
ser observada ao se considerar o parametro b, correspondente a distancia de
transicao entre as distancias invasivas e ndo invasivas quando ha colonizacdo de

50 % dos sitios presentes (Figura 7).
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Figura 6. Perfis de probabilidade de colonizagdo com as distancias entre sitios
colonizados e nao colonizados de AA e BDA para o isolado 002 de Fusarium oxysporum
f. sp. passiflorae e estimativa de distancias criticas (Dc) para uma probabilidade critica de
percolacéo (Pc = 0,35). Os dados foram ajustados ao modelo Logistico de Respostas a
Doses (LDR), cujas equacgbes obtidas foram Y = 1/(1+ ((x/1,93))"* e Y = 1/(1+

((x/5,84))**®, para os tratamentos com AA e BDA, respectivamente.
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Figura 7. Relacdo entre o parametro b (centro da transicdo) e os controles positivo e
negativo (BDA e AA) para os isolados 005 e 002 de Fusarium oxysporum f. sp.

passiflorae, com indicagéo do erro padréo ao se considerar o limite de confianca de 95%.

Influéncia de diferentes fatores ambientais na microdisseminacédo de FOP
Para a andlise dos dados dos experimentos com fatores ambientais foram

utilizados os dados até o 8° dia de colonizacdo dos sitios de agar modificados,

tomando como base o controle positivo representado pelo BDA a 10 % de agar.

pH

Os perfis de probabilidade de colonizacao para sitios de agar em diferentes
niveis de pH mostram que, assim como nos controles positivo e negativo, houve
um decaimento da probabilidade de colonizagdo dos sitios com o aumento da
distancia entre eles. O aumento do pH favoreceu um maior deslocamento das
curvas para a direita e maior colonizagdo dos sitios de agar pelo patogeno. As
distancias criticas para a probabilidade critica de percolacdo (Pc = 0,35) nos
niveis de pH de 4,5, 5,5, 6,5, 7,5 e 8,5 foram de 4,76, 5,38, 6,55, 6,73 e 8,15 mm,
respectivamente (Figura 8), existindo uma tendéncia de aumento das distancias

criticas com o aumento dos niveis de pH (Figura 9).
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Ao se considerar o parametro b percebe-se semelhanca com os resultados

encontrados para a probabilidade critica de percolacdo, observando-se que os

niveis de pH mais alcalinos favoreceram a microdisseminacdo do patdgeno
(Figura 10).
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Figura 8. Perfis de colonizacdo de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae 005 para sitios

de agar em diferentes niveis de pH, com estimativa de distancias criticas (Dc) associadas

a probabilidade critica de percolacao (Pc = 0,35). Os dados foram ajustados ao modelo

Logistico de Respostas a Doses (LDR), cujas equacbes obtidas foram Y = 1/(1+
(/4,140 Y = 11+ ((x/4,91))°", Y = 1/(1+ ((x/5,63))*°, Y = 1/(1+ ((x/6,17))"°e Y =
1/(1+ ((x/6,92))>" para os niveis de pH 4,5, 5,5, 6,5, 7,5 e 8,5, respectivamente.
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Figura 10. Relacdo entre o parametro b (centro da transicdo) e os diferentes niveis de

pH, com indicacdo do erro padréo ao se considerar o limite de confianga de 95%.

Fontes de Nitrogénio

Os perfis de probabilidade de colonizacdo de FOP em sitios de agar
modificados com diferentes fontes de nitrogénio inorganico apresentaram
comportamentos semelhantes, com reducéo da probabilidade de colonizacdo dos

sitios na medida em que ocorria 0 aumento da distancia entre eles. No entanto,
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houve diferengca nas distancias criticas nas diferentes fontes e concentracdes
utilizadas.

No tratamento com nitrato de célcio a distancia critica para a probabilidade
critica de percolagcdo (Pc = 0,35) foi de 7,53 mm na concentracdo de 50 mg/L,
aumentando para 7,92 mm quando a concentracdo foi de 150 mg/L. Porém, na
maior dosagem do composto (250 mg/L), houve uma reducdo da distancia critica
para 6,67 mm (Figura 11A).

No ensaio com ureia como fonte de nitrogénio inorganico nao houve muita
variacao nas distancias criticas quando se aumentou a dosagem do composto. As
distancias criticas para as concentracdes de 50, 150 e 250 mg/ L foram de 6,74,
7,00 e 7,03 mm, respectivamente (Figura 11B).

Ja no tratamento com sulfato de aménio, as distancias criticas foram de
7,56, 7,28 e 9,02 mm para as dosagens de 50, 150 e 250 mg/L, respectivamente
(Figura 11C).
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Figura 11. Perfis de colonizagdo de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae 005 para sitios
de agar modificados com nitrato de célcio (NC), sulfato de amdnio (SA) e ureia (U) em
trés concentracdes diferentes e estimativas de distancias criticas (Dc) associadas a
probabilidade critica de percolagdo (Pc = 0,35). Os dados foram ajustados ao modelo
Logistico de Respostas a Doses (LDR), cujas equagbes obtidas foram Y = 1/(1+
((x/5,91))%%°, Y = 1/(1+ ((x/7,02))**°, Y = 1/(1+ ((x/5,79))**, Y = 1/(1+ ((x/5,36))* e Y =
1/(1+ ((x/5,93))***, Y = 1/(1+ ((x/6,10))*3°, Y = 1/(1+ ((x/6,63))*°°, Y = 1/(1+ ((x/6,40))*#? Y
= 1/(1+ ((x/7,84))**, para os tratamentos com NC 50, NC 150, NC 250, U 50, U 150, U
250, SA 50, SA 150 e SA 250 mg/L, respectivamente.

Ao se considerar o parametro b, € possivel perceber que o sulfato de
amonio na maior dosagem estudada foi o0 composto de nitrogénio inorganico que
mais favoreceu a microdisseminacdo do patdgeno, com uma distancia de

transicdo de 7,84 mm (Figura 12).
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Figura 12. Relagcéo entre o paradmetro b (centro da transi¢cdo) e as fontes de nitrogénio

inorgénico, com indicagdo do erro padrdo ao se considerar o limite de confianca de 95%.

Potencial osmotico

A colonizacao dos sitios de agar decresceu com a reducdo dos potenciais
osmoticos. As distancias criticas para Pc = 0,35 foram de 6,50, 5,18, 1,79, 1,14 e
1,12 mm para os potenciais de -0,8, -1,8, -2,8, -3,8 e -4,8 Mpa, respectivamente
(Figura 13), observando-se uma tendéncia de reducéo da distancia critica com a
reducdo dos potenciais osmoticos (Figura 14).

Os potenciais osmaticos de -0,8 e -1,8 Mpa favoreceram o crescimento
invasivo do patdogeno. No entanto, em potenciais inferiores a estes a
probabilidade de colonizacdo dos sitios foi inferior a 0,35, mesmo quando a
distancia entre os sitios foi de 2 mm. No potencial osmaético de -8,8 Mpa nédo
houve colonizacdo dos sitios de agar, ndo sendo possivel a determinacdao de uma
distancia critica.

Considerando-se a probabilidade de colonizacdo de 50 % dos sitios de
agar, percebe-se que nos menores potenciais osméticos ndo houve colonizacao
dessa porcentagem dos sitios nas distancias estudadas, ndo havendo diferenca

entre os potenciais osmaticos de -3,8 e -4,8 Mpa (Figura 15).
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Figura 13. Perfis de colonizag&o de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae 005 para sitios

de agar em diferentes potenciais osmoticos, com estimativa de distancias criticas (Dc)

associadas a probabilidade critica de percolagédo (Pc = 0,35). Os dados foram ajustados

ao modelo Logistico de Respostas a Doses (LDR), cujas equagfes obtidas foram Y =
1/(1+ ((x/6,06))%%°, Y = 1/(1+ ((x/4,13))*™, Y = 1/(1+ ((x/1,36))*%*, Y = 1/(1+ ((x/0,78))*F e
Y = 1/(1+ ((x/0,78))*™, para os potenciais osméticos de -0,8, -1,8, -2,8, -3,8 e -4,8 Mpa,

respectivamente.
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Figura 14. Relacéo entre as distancias criticas e os diferentes potenciais osmoticos.
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Figura 15. Relacdo entre o par@metro b (centro da transicéo) e os potenciais osmoéticos,

com indicacao do erro padréo ao se considerar o limite de confian¢a de 95%.

Materiais vegetais

Os perfis de probabilidade de colonizagao para todos os materiais vegetais
foram semelhantes aos demais experimentos, com reducgao das probabilidades de
colonizacdo dos sitios quando se aumentava as distancias entre eles. As
distancias criticas foram de 5,63, 7,22, 7,70, 6,54, 7,89 e 7,10 mm para 0s
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materiais vegetais maracuja amarelo, mandioca brava, mandioca mansa, couve,
brécolis e repolho, respectivamente (Figura 16).

Os resultados observados com o parametro b mostram que os seis
materiais vegetais avaliados proporcionaram resultados semelhantes, nao

havendo diferenca entre os tratamentos (Figura 17).
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Figura 16. Perfis de colonizacao de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae 005 para sitios
de agar modificados com diferentes materiais vegetais e estimativas de distancias criticas
(Dc) associadas a probabilidade critica de percolagdo (Pc = 0,35). Os dados foram
ajustados ao modelo Logistico de Respostas & Doses (LDR), cujas equacgbes obtidas
foram Y = 1/(1+ ((x/4,33))*%, Y = 1/(1+ ((x/5,10))*"8, Y = 1/(1+ ((x/5,00))"*, Y = 1/(1+
(X/5,17))*%, Y = 1/(1+ ((x/5,60))*%° e Y = 1/(1+ ((x/4,54))"*® para os materiais vegetais
maracujd amarelo, mandioca brava, mandioca mansa, couve, brdcolis e repolho,

respectivamente.
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Figura 17. Relag&o entre o parametro b (centro da transicdo) e os materiais vegetais
maracujd amarelo, mandioca brava, mandioca mansa, couve, brocolis e repolho, com

indicagéo do erro padréo ao se considerar o limite de confianga de 95%.

Influéncia da heterogeneidade na microdisseminagcdo de Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae

Os perfis de colonizacdo apresentaram formato sigmoidal, com maior
reducdo da probabilidade de colonizacdo dos sitios nos tratamentos mais
heterogéneos, ou seja, nos tratamentos com menos sitios de BDA disponiveis. As
distancias criticas foram de 7,29, 6,39 e 4,23 mm, para 0s tratamentos compostos
por 75%, 50% e 25% de sitios de BDA, nesta ordem, demonstrando que em
ambientes mais heterogéneos a capacidade de invasdo do patégeno € reduzida
(Figura 18).

O namero cumulativo de sitios colonizados em funcao do tempo (Figura 19)
se reduziu nos ambientes mais heterogéneos quando as distancias entre os sitios
eram menores (2, 4 e 6 mm). No entanto, para distancias superiores a 6 mm, o
tratamento com 75% de sitios de BDA favoreceu uma maior colonizacdo dos
sitios presentes na placa, ao se comparado com o controle positivo, constituido
por 100 % de sitios de BDA, o que influenciou em uma distancia critica maior no
tratamento com 75% de sitios de BDA. O mesmo foi visto quando se levou em
consideracdo o parametro b, que demonstra a superioridade do tratamento com

75% de sitios disponiveis em relacdo a testemunha (Figura 20).
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Figura 18. Perfis de colonizagédo de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae 005 em lattice
triangular com 75%, 50% e 25% dos sitios compostos por BDA e estimativas de
distancias criticas (Dc) associadas a probabilidade critica de percolacdo (Pc = 0,35). Os
dados foram ajustados ao modelo Logistico de Respostas a Doses (LDR), cujas
equacdes obtidas foram Y = 1/(1+ ((x/5,97))*%, Y = 1/(1+ ((x/4,96))**, Y = 1/(1+
((x/2,98))""", para os tratamentos com 75%, 50% e 25% de sitios de BDA,

respectivamente.
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Figura 19. Dindmica temporal da disseminacao de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae
em populacdes com percentuais de 100 % (circulo preenchido), 75% (circulo em branco),
50% (triangulo preenchido) e 25% (triangulo em branco) de sitios constituidos por BDA a
10% de &gar distribuidos aleatoriamente em lattice triangular.
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Figura 20. Relacdo entre o parametro b (centro da transi¢do) e a porcentagem de sitios
de BDA disponiveis nas placas de Petri, com indicacdo do erro padréo ao se considerar o
limite de confianca de 95%.

DISCUSSAO

Os modelos mateméaticos sdo representacfes da realidade de forma
simplificada, por meio de expressdo matematica. Diferentes modelos matematicos
foram testados, dentre eles o0 modelo logistico utilizado por Bailey et al. (2000) em
estudo de invasdo saprofitica do fungo R. solani em um sistema composto por
sitios de agar. No entanto, outro modelo matematico se ajustou melhor as curvas
obtidas no experimento de baseline, o LDR, escolhido entdo para esse trabalho.
O LDR é um modelo nao linear, adequado quando a variavel independente é
representada por dosagem de algo. No caso do estudo em gquestédo, a variavel
independente foi constituida por diferentes distancias, permitindo também o ajuste
do modelo.

A teoria da percolacdo, aplicada a esse trabalho, demonstra como a
alteracdo de sitios disponiveis pode afetar a sua colonizacdo. Os perfis de
colonizagdo permitem identificar uma distancia critica de disseminagédo invasiva e

nao invasiva de fungos através de uma populacéo de sitios de agar. Dessa forma,
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a disseminacgédo invasiva do patégeno nao depende da extensdo do crescimento
micelial observada no alcance das curvas nos perfis de colonizagdo, sendo, em
vez disso, associada a uma distancia critica correspondente a um limite critico de
probabilidade de colonizacéo (Pc = 0,35) (BAILEY et al., 2000).

Os resultados obtidos no baseline de microdisseminacdo de FOP
demonstraram que o estado nutricional de sitios influencia na microdisseminagéo
do patdgeno, em que sitios com maiores teores nutricionais possibilitam
distancias criticas maiores. O mesmo foi observado por Bailey et al. (2000), que
encontraram distancias criticas de 8,1 e 11,8 mm para R. solani para sitios de
baixa e alta concentracdo nutricional. Por sua vez, em se tratando de valores
numericos, os resultados encontrados por esses autores foram superiores aos
encontrados para FOP, indicando que F. oxysporum apresenta menor capacidade
de microdisseminacéo que o fungo R. solani.

As distancias criticas observadas para o isolado 002 de FOP foram
diferentes para as encontradas com o isolado 005 no tratamento controle
negativo, demonstrando que isolados diferentes do patdégeno apresentam
comportamentos diferentes. Tais resultados podem ser atribuidos a alta
variabilidade existente entre isolados de FOP (MIRANDA; OLIVEIRA, 2001;
SILVA et al., 2013; DARIVA et al., 2015), que pode se dar pela evolucdo do
patdgeno com potencial de se adaptar a diferentes situacoes.

Em sistemas naturais ha grande variagdo no tamanho e estado nutricional
de sitios ndo colonizados, assim como na disponibilidade dos mesmos. Pequenas
diferencas nos espacos porosos do solo podem ter efeitos profundos sobre o
crescimento saprofitico e expansdo micelial de fungos a partir de um unico sitio
infectado (OTTEN et al., 1999). Sendo assim, a metodologia adotada se aplicou
bem para o estudo de microdisseminacdo de FOP, permitindo a simulacédo de
diferentes situagdes que influenciam no comportamento do patdgeno, e, por meio
da teoria da percolacdo e obtencdo de distancias criticas, permitiu a comparacao
dos resultados obtidos.

Os resultados obtidos demonstraram que diferentes fatores abidticos
influenciam na microdisseminagéo de FOP, uns induzindo e outros inibindo a sua
capacidade de invasdo. No tocante ao pH, foi observado que o pH alcalino
favorece a microdisseminacdo do patdgeno. Esses resultados corroboram com o

observado por Pinheiro (2015) em estudos de fatores de risco a incidéncia da
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fusariose do maracujazeiro e estudos de crescimento micelial do patégeno sob
diferentes faixas de pH. A autora relatou que valores altos de pH estavam
correlacionados com a elevada incidéncia da doenca no estado da Bahia,
incluindo a regidao onde foi coletado o isolado 005 usado nos experimentos de
microdisseminacgdo. Foi relatado também que para o crescimento micelial do
fungo houve uma tendéncia de aumento em sua taxa de crescimento com o
aumento do pH.

Os resultados obtidos com pH, no entanto, diferem dos resultados
relatados para a fusariose em outras culturas de interesse agricola, como tomate,
algodao e banana, em estudos de incidéncia e severidade, que indicam que o pH
acido favorece o desenvolvimento da doenca e o pH alcalino prejudica o seu
desenvolvimento (JONES; WOLTZ, 1969; CIA; SALGADO, 1997; FURTADO et
al., 2009). Segundo Jones e Woltz (1969), a elevacdo no nivel de pH limita a
disponibilidade de micronutrientes como Fe, Mn e Zn, considerados essenciais
para o desenvolvimento do patdgeno. No entanto, considerando que esses
micronutrientes também atuam na defesa da planta, a sua limitacdo pode torna-la
mais suscetivel ao patégeno. Em se tratando dos trabalhos com FOP, uma
hip6tese é a de que o patégeno tenha passado por um processo de adaptacédo ao
pH alcalino. De acordo com Barnett e Hunter (1998), fungos da espécie F.
oxysporum adaptam-se a uma ampla faixa de pH, uma vez que eles possuem a
capacidade de modificar o pH do meio, sendo este fator dependente da
composicdo do substrato, bem como da genética dos fungos imperfeitos.
Segundo Carvalho et al. (2005), a capacidade que alguns fungos tém de se
desenvolver em amplas faixas de pH estd associada a presenca de sistemas
reguladores de pH que se expressam pela producédo diferencial de enzimas e
metabdlitos extracelulares em funcéo do meio.

Com relacédo as fontes de nitrogénio inorganico, a maior distancia critica
ocorreu com a utilizacédo do sulfato de amdénio na maior dosagem empregada. No
entanto, ndo é possivel afirmar que ha evidéncias das fontes e dosagens de
nitrogénio sobre a microdisseminacdo de FOP, uma vez que houve bastante
variagao nos resultados.

De acordo com o que tem sido relatado na literatura, a utilizacdo de amonio
tende a aumentar a incidéncia de doengas causadas por F. oxysporum (HUBER,
1994; ZAMBOLIM; VENTURA, 2012). Segundo Jones et al. (1990), este efeito é
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atribuido a reducdo do pH do meio pela utilizagcdo do nitrogénio amoniacal.
Entretanto, como foi visto nos resultados com os ensaios de pH, niveis acidos nao
sao favoraveis a microdisseminacdo de FOP, o que indica que outros fatores
podem estar envolvidos, como por exemplo, uma adaptacdo do patégeno a esse
fator ambiental, ou uma estratégia de forrageamento do patdégeno em busca de
recursos nutricionais.

Contrariamente ao que foi obtido em estudos anteriores com F. oxysporum,
Pinheiro (2015) encontrou um resultado inverso em estudos de crescimento
micelial e producdo de esporos de FOP em diferentes fontes de nitrogénio
inorganico. Nos resultados obtidos pela autora o sulfato de amonio teve um efeito
supressivo ao crescimento do patégeno e o nitrato de célcio, por sua vez, teve
efeito conducivo. Dessa forma, & necessario mais estudos com esse fator
ambiental nas diferentes fases do ciclo de vida do patdégeno para que se chegue a
uma conclusdo com mais clareza sobre a influéncia de diferentes fontes e
dosagens de nitrogénio inorganico sobre a doenca.

Com relacdo ao potencial osmatico, a utilizacdo do soluto nao foi favoravel
ao patégeno, por causar reducado da sua microdisseminacdo. Comparando-se
com o controle positivo, composto pelo meio de cultura BDA, que apresenta
potencial osmoético de -0,3 Mpa, houve reducdo das distancias criticas a partir de
potenciais osmoéticos inferiores a -0,8 Mpa. De acordo com Subbarao et al. (1993),
o baixo potencial osmético reduz o crescimento dos fungos por aumentar suas
taxas de respiracdo e desviar a energia para longe do seu crescimento.

Embora o maracujazeiro amarelo seja uma cultura exigente em agua,
alguns autores relatam que a mesma é moderadamente tolerante a salinidade
(SOARES et al., 2002; CAVALCANTE et al., 2005; CRUZ et al., 2006). Segundo
Ayers e Westcot (1991), o limite de tolerancia de plantas a salinidade depende da
concentracdo de sal em solucdo, do estadio de desenvolvimento das plantas,
assim como do tempo de exposicdo das plantas as soluc¢des salinas. De acordo
com Hopkins (1999), a absorcdo de agua pela planta e a turgescéncia celular séo
possiveis por meio do ajustamento osmatico, em que as plantas acumulam ions
no vacuolo, ou solutos orgéanicos de baixo peso molecular no citoplasma. Os
resultados obtidos aqui sugerem que esse fator ambiental possa ser visto como
uma alternativa para reducao da fusariose do maracujazeiro, uma vez que baixos

potenciais osmoticos séo capazes de inibir a microdisseminacéo do agente causal
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da doenca. No entanto, também h& a necessidade de mais estudos, levando em
consideracao as demais fases do ciclo das relagdes patdgeno-hospedeiro.

Quanto aos materiais vegetais, todos os materiais avaliados, com excecao
das folhas de maracuja amarelo, favoreceram a microdisseminacdo do patdégeno,
possibilitando distancias criticas superiores ao controle positivo.

No campo tem se obtido sucesso com esses materiais vegetais associados
a técnica de solarizacdo, que permite o controle de fitopatdgenos habitantes do
solo, afetando a fase de sobrevivéncia (AMBROSIO et al., 2008; BASSETO,
2009). A incorporacdo de materiais vegetais associada a solarizagdo do solo
proporciona a retencdo de compostos volateis fungitoxicos, originados da rapida
degradacdo do material organico incorporado pelo plastico utilizado e proporciona
também uma rapida geracdo de atmosfera anaerdbica e o aumento da
temperatura do solo (BUENO et al., 2008).

Plantas pertencentes a familia Brassicaceae produzem compostos
chamados de glucosinolatos, que ao sofrerem hidrdlise pela atuacdo da enzima
mirosinase, formam gases conhecidos como nitrilas, isotiocianatos e tiocianatos
(MORRA, 2010). Esses gases apresentam potencial na inibicdo de patégenos do
solo (KIRKEGAAR et al.,, 1996). Ja as folhas de mandioca apresentam dois
glicosideos cianogénicos, a linamarina e a lotaustralina metil e a enzima
linamarase, responsavel pela hidrélise dos glicosideos que, segundo Wong et al.
(2011), possuem atividade fungicida.

Os resultados obtidos aqui, por sua vez, ndo demonstram a eficacia desses
materiais vegetais na inibicdo de FOP, indicando que os mesmos foram
conducivos a atividade saprofitica do patégeno, se tornando recursos disponiveis
ao seu desenvolvimento, favorecendo a sua microdisseminacao.

A incorporacdo de materiais vegetais ao solo pode ser capaz ou néo de
suprimir determinados patdégenos. Trabalhos realizados com algumas espécies de
brassicas, contrarios ao que é relatado na maioria dos trabalhos desenvolvidos,
demonstraram a capacidades desses materiais vegetais na condutividade de
doengas causadas por F. oxysporum. A incorporagdo de couve nabica ao solo,
por exemplo, aumentou a populagdo de F. oxysporum em campo de melancia
(NJOROGE et al., 2008). O mesmo foi visto quando houve a incorporagéo de
variedades de mostarda (NJOROGE et al.,, 2008; HIMMELSTEIN et al., 2014),

que também aumentaram a populacdo de F. oxysporum f. sp. niveum.
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Diferentes fatores, como a alta temperatura e a condicdo de anaerobiose,
contribuem para a inativagdo de fitopatdégenos (WYLLIE et al., 1984). Quando ha
a incorporacdo de materiais organicos, a temperatura apresenta efeito direto
sobre os patdégenos, pois acelera a decomposicdo dos materiais, proporcionando
a liberacdo de compostos volateis. Quando ndo héa cobertura plastica, os gases
toxicos liberados pelos patégenos séo facilmente perdidos para a atmosfera, ndo
exercendo efeito algum sobre os fitopatogenos (AMBROSIO et al., 2008). Como a
temperatura utilizada para a conducdo desse experimento foi de 23° C e néo
houve cobertura plastica, a condi¢cdo néo foi ideal para que ocorresse a inibicéo
do fungo, o que provavelmente favoreceu a perda dos compostos fungitéxicos por
meio da volatilizacao.

Os valores altos de distancias criticas obtidos com as folhas de couve,
mandioca mansa, mandioca brava, brdocolis e repolho podem ser atribuidos,
também, a baixa relacdo C:N que esses materiais apresentam. Segundo Kiehl
(1985), materiais organicos com baixa relacdo C:N podem favorecer o
desenvolvimento de microrganismos, uma vez que ha disponibilidade de um alto
teor de nitrogénio em detrimento ao baixo teor de carbono, resultando na
utilizacdo de todo o carbono disponivel e eliminacdo do excesso de nitrogénio na
forma amoniacal, que pode ser favoravel ao desenvolvimento do patégeno. Sendo
assim, essa pode ser vista como uma explicacdo para os resultados obtidos com
0S materiais vegetais.

No que diz respeito aos estudos de heterogeneidade ambiental, foi visto
gue o tratamento com 75% de sitios de BDA proporcionou uma distancia critica
superior ao tratamento com 100% de sitios de BDA, assim como maior distancia
alcancada pelo fungo ao se considerar o parametro b. Esse resultado pode ser
explicado pela teoria do forrageamento 6timo (MacARTHUR; PIANKA, 1966).

A teoria do forrageamento 6timo é baseada em um balancgo existente entre
0s custos e 0s beneficios das decisées comportamentais pelos individuos
(TOWNSEND et al., 2006). O custo é determinado pelo tempo e gasto de energia
e o0s beneficios sdo baseados em termos de ganho liquido de energia do recurso
alimentar (RICKLEFS, 1990).

Os organismos vivos desenvolvem estratégias que aperfeicoam sua
eficiéncia de forrageio. De forma geral, eles buscam maximizar a assimilacdo de

alimentos por unidade de tempo ou diminuir o tempo de forrageamento, ou seja,



65

diminuir o tempo necessario para suprir suas necessidades alimentares
(RICKLEFS, 1990; KREBS; DAVIES, 1993).

A heterogeneidade dos ambientes influencia o comportamento de
forrageamento das espécies (TOWSEND et al., 2006; CHAVES; ALVES, 2010).
Esse comportamento pode estar envolvido com a localizagdo de manchas ou
sitios proveitosos. Pode, ainda, representar as respostas dos forrageadores
guando se encontram dentro de uma mancha, levando a uma mudanca no padréo
de busca apos alcancar o recurso disponivel e o abandono das manchas nao-
proveitosas com mais rapidez do que as manchas proveitosas (BEGON et al.,
2006).

A superioridade do tratamento com 75% de sitios de BDA pode ser
atribuida, entdo, a uma estratégia de forrageamento do patdgeno. Por meio de
energia enddgena, o fungo se deslocou para os sitios mais proximos. Quando o
sitio ndo era proveitoso, o tempo de permanéncia do patégeno no local foi curto,
levando a busca de outros sitios através do crescimento micelial. O curto tempo
de permanéncia do fungo nos sitios de AA permitiu que ele se deslocasse mais
nas placas de Petri, em busca de sitios mais proveitosos. Como a quantidade de
sitios de BDA nas placas era alta, o ganho de energia foi alto, permitindo que o
patdogeno se microdisseminasse pela placa de Petri. J& para os tratamentos com
50% e 25% de sitios de BDA, as distancias criticas alcancadas foram menores.
Esse fato provavelmente se deu ao gasto de energia realizado pelo fungo, nédo
permitindo que o mesmo se deslocasse mais, em busca de recursos.

A heterogeneidade entre sitios é um fator que pode evitar a disseminacéo
invasiva de fitopatdgenos. Um ambiente espacialmente heterogéneo com uma
fracdo critica de sitios indisponiveis ao patdgeno pode ser uma estratégia de
controle, por impedir a sua invasao biolégica por meio de um escudo de
prevencdo (OTTEN et al.,, 2004). Esse escudo poderia ser a implantacdo de
medidas de controle em apenas uma parte dos sitios disponiveis, antes do inicio
da epidemia (NERI et al., 2011), como poderia ser também a utilizacdo de
variedades de plantas ndo hospedeiras do patdogeno dentro da area de plantio.

Os resultados obtidos com esse trabalho mostram que diferentes fatores
ambientais influenciam na microdisseminacdo de FOP e que ambientes
heterogéneos podem evitar a sua invasdo. A metodologia escolhida possibilitou

demonstrar que a distancia entre sitios afeta a disseminacé&o micelial do patdogeno
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e 0 seu comportamento de forrageio, podendo ser usada em novos experimentos
de microdisseminacdo, como por exemplo, na exploragdo de novas situagbes
ambientais, ou na repeticdo do que foi desenvolvido aqui com diferentes isolados
do patdégeno. Pode ser usada, ainda, para mais estudos de invasao saprofitica do
patégeno, porém, em maiores escalas.

Os trabalhos com fatores ambientais influenciando no agente causal da
fusariose do maracujazeiro ainda estdo em fase inicial. Pouco ainda se sabe
sobre o comportamento do fungo frente a diferentes situagcdes ambientais, sendo
necessarios mais estudos em outras fases do ciclo de vida do patdgeno e, a partir

dai, desenvolver tecnologias futuras que contribuam no manejo da doenca.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a distancia entre fontes
de nutricdo de fato influencia a microdisseminacao de Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae e que este importante patdgeno de solo apresenta comportamentos
distintos quando submetido a diferentes situa¢cdes ambientais.

Distancias criticas maiores foram encontradas com pH alcalino, baixos
potenciais osmoticos e utilizacdo de diferentes materiais vegetais como fonte de
matéria organica. Esses fatores ambientais permitem maior desenvolvimento do
patbgeno, favorecendo o0 seu crescimento saprofitico e consequente
microdisseminacdo. O sulfato de aménio na dosagem de 250mg/L também
proporcionou alto valor de distancia critica, no entanto o resultado obtido n&o
permite conclusdes sobre a influéncia de fontes de nitrogénio sobre a
microdisseminacao de FOP.

A heterogeneidade entre sitios €é um fator que influencia a
microdisseminacdo de FOP, uma vez que em ambientes heterogéneos a
capacidade de invasdo do patdgeno € reduzida. Sendo assim, a heterogeneidade
dentro dos campos de cultivo pode ser vista como uma forma de manejo da
doenca.

O estudo de fatores ambientais que influenciam na fusariose do
maracujazeiro ainda esta em fase inicial. O presente trabalho se concentrou na
microdisseminagdo de FOP. No entanto, outros estudos devem ser realizados
com as outras fases do ciclo de vida do patdogeno. Dessa forma, espera-se
contribuir para a diminuicdo dos prejuizos causados pela doenca nas regifes

produtoras de maracuja.



