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RESUMO

ARAUJO, L.F.C. Fatores Bidticos de Risco a Incidéncia da Fusariose do
Maracujazeiro e a Sobrevivéncia do Agente Causal. Cruz das Almas, 2015.
Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Agricola). Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia.

A murcha-de-fusario, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f.sp.
passiflorae (FOP), é uma das principais doencas do maracujazeiro na regiao
Nordeste do Brasil. A Bahia é o maior produtor do maracuja amarelo (Passiflora
edulis Sims. f. flavicarpa Deg.). No entanto, a produgcé&o vem sendo baixa devido aos
problemas fitossanitarios. O patdégeno pode sobreviver por longos periodos no solo,
com estruturas de resisténcia (clamidésporos) e atividade saprofitica. Diante disso, a
compreensao de fatores bidticos do solo que influenciam a sobrevivéncia do F.
oxysporum torna-se indispensavel para a adocdo de medidas preventivas de
controle desse patdégeno. Em vista a inexisténcia de estudos nesta natureza,
objetivou-se neste trabalho: (i) avaliar a relagcdo de riscos entre os fatores bioéticos e
a incidéncia de fusariose do maracuja amarelo em plantios no estado da Babhia; (ii)
avaliar o potencial de diferentes materiais vegetais na inibicdo da atividade
saprofitica e na producédo de clamidésporos. Para isso, 50 areas com a ocorréncia
da doenca foram amostradas, utilizando-se dois tipos de amostragem para as
coletas, 21 amostras de solo ndo pareadas e 29 pareadas (coletada de plantas
assintomaticas e coletada de plantas sintométicas) na profundidade de 0-20 cm,
provenientes das regifes Livramento de Nossa Senhora, Dom Basilio, Rio de
Contas e Brumado (ltaquarai), no Estado da Bahia. Foram realizadas analise do
carbono da biomassa microbiana (C-BMS), respiracdo basal do solo (C-CO,),
matéria organica (MO) e o coeficiente metabdlico (qCO,). Para avaliar a
supressividade, foram incorporadas 15g de folhas frescas dos dez diferentes
materiais vegetais (MV) em bacias plasticas, contendo 250g de areia estéril, 0,52 mL
de suspensdo do patdgeno e 70 discos do meio agar-agua, servindo como iscas
para avaliar a atividade saprofitica do fungo. Por fim, as bacias foram revestidas com
plastico filme e colocadas em BOD a temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 h.
ApOs cinco e dez dias, retirou-se dez discos de cada tratamento e transferiou-se
para placa de Petri contendo meio Komada, para avaliar o crescimento saprofitico
do fungo. ApoOs vinte dias avaliou-se o numero de clamidésporos, macro e
microconidios. Para avaliar o efeito dos cinco melhores extratos de folhas frescas no
crescimento micelial (CM), adicionaram-se 100 pyL sobre o meio BDA ajustando-se
as concentracfes finas para 2, 4, 6, e 8 g ml™. No tratamento testemunha, continha
agua destilada estéril (ADE) sobre o meio. As placas foram incubadas a 25°C em
fotoperiodo de 12 h, avaliando-se diariamente até que um dos tratamentos
alcancassem a borda da placa. Para avaliar a producdo de esporos, utilizou-se a
mesma metodologia do CM, porém as placas foram avaliadas apés vinte cinco dias
a 25°C em escuro continuo. As médias das 21 amostras nido pareadas foram
correlacionas com a incidéncia da doenca em plantas. Nenhuma correlagdo foi
significativa (p>0,15). A analise de componentes principais mostrou que as variaveis
mais associadas a variancia dos dados foram C-BMS, qCO, e C-CO,. Por meio da



analise de correlacdo candnica, observou-se que a correlagdo entre os dois grupos
de variaveis (incidéncia em plantas com C-BMS, C-CO, e qCO,) explicariam apenas
~19% da variac@o dos dados. A analise discriminante com aquelas variaveis nao foi
capaz de discriminar &reas com maior e menor incidéncia da fusariose. Para as
amostras pareadas (cpa e cps), nenhuma das variaveis (C-BMS, C-CO,, qCO; e
MO), apresentou diferencas significativas entre os grupos pelo teste de Mann-
Whitney a p=0,05. Em relacdo a incorporacdo dos MV, apdés quatro dias de
incubacdo, 100% das iscas foram colonizadas. Houve diferenca significativa para
producédo de esporos, pelo teste de Tukey (p<0,01), para todos os materiais vegetais
incorporados no solo. A incorporacdo das espécies B, C, D e | inibiu a producédo de
clamidosporos do patégeno. Na presenca dos diferentes extratos foliares, ajustaram-
se 0s modelos matematicos para CM e producéo de esporos (PE). O extrato B na
maior concentragéo testada, retardou o crescimento micelial, levando mais dias que
a testemunha para alcancar 50% do crescimento. Para atingir 5% e 95% da area
total, os extratos B e C proporcionaram taxa de crescimento mais lento em relacéo a
testemunha. Em relacdo ao parametro b, o extrato C na concentracdo maxima
apresentou transicdo mais lenta. Em relacdo a producdo de esporos, constatou-se
apenas producdo de microconidios para todos os tratamentos, no entanto o0s
tratamentos ndo apresentaram diferencas significativas em funcdo dos extratos e
das concentracdes empregadas.

Palavras-chave: bioindicadores da qualidade dos solos; Fusarium oxysporum f.sp.
passiflorae; atividade saprofitica; materiais vegetais.



ABSTRACT
ARAUJO, L.F.C. Biotic Factors Risk to Fusarium wilt Incidence of the Passion

and the Survival of Causal Agent. Cruz das Almas, 2015. Dissertagao (Mestrado
em Microbiologia Agricola). Universidade Federal do Recéncavo da Bahia.

The fusarium wilt, caused by the fungus Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae
(FOP), is a major passion fruit diseases in northeastern Brazil. Bahia is the largest
producer of yellow passion fruit (Passiflora edulis Sims. f. flavicarpa.), However,
production has been showing decay due to phytosanitary problems. The pathogen
can survive for long periods in the soil with resistance structures (chlamydospores)
and saprophytic activity. Therefore, the understanding of soil biotic factors that
influence the survival of F. oxysporum become indispensable practices for preventive
measures to control this pathogen. Given the lack of studies in this nature, the aim in
this work: (i) assess the risk relationship between the biotic factors and the incidence
of Fusarium yellow passion fruit plantations in the state of Bahia; (ii) to evaluate the
potential of different plant materials in inhibiting saprophytic activity and the
production of chlamydospores. For this, 50 areas were sampled with the occurrence
of the disease, using two types of sampling for the collections, 21 unpaired samples
and 29 paired (collected from asymptomatic plants and collected from symptomatic
plants) at a depth of 0-20 cm, Deliverance from the regions of Our Lady, Don Basilio,
Rio de Contas and Brumado (Itaquarai), all in the state of Bahia. Analysis of the
microbial biomass were performed carbon (C-BMS), basal soil respiration (C-CO,),
organic matter (MO) and metabolic ratio (qCO,). To assess the suppressiveness,
was incorporated 15 g of fresh leaves of ten different MV in plastic bowls containing
2509 of sterile sand, 0.52 mL of the pathogen suspension and 70 disks made of
water-agar medium, serving as bait to assess saprophytic activity of the fungus.
Finally, the bowls were covered with plastic film and placed in BOD at a temperature
of 25 ° C and 12 hour photoperiod. After five and ten days, he pulled up ten disks for
each treatment and transferiou to petri dish containing medium Komada, to evaluate
the growth of saprophytic fungus. After twenty days evaluated the number of
chlamydospores, macro and microconidia. To evaluate the effect of the top five
leaves extracts of the mycelial growth fresh (CM) was added 100 uL of the BDA
through the fine adjusting concentrations for 2, 4, 6, and 8 g / ml™. In the control
treatment containing only ADE over the middle. The plates were incubated at 25 °C
for 12 h photoperiod, evaluating daily until one of the treatments reached the edge of
the plate. To assess the production of spores was used the same methodology CM,
but the plates were evaluated after twenty-five days at 25 °C in continuous dark. The
average of the 21 unpaired samples were correlacionas with the incidence in plants,
data expressed as a percentage. No correlation was significant (p>0,15). The
principal component analysis showed that the variables most associated to the
variance of the data were C-BMS, qCO, and C-CO,. Through the canonical
correlation analysis showed that the correlation between the two groups of variables
(incidence in plants with C-BMS, C-CO, and qCO;) explain only ~ 19% of the data
variation. The discriminant analysis with those variables was not able to discriminate
areas with higher and lower incidence of fusarium. For paired samples (cpa and cps),



none of the variables (C-BMS, C-CO,, qCO; and MO), showed significant differences
between groups using the Mann-Whitney test at p=0,05. Regarding the incorporation
of MV, after four days of incubation, 100% of the baits were colonized. There was a
significant difference for the production of spores by the Tukey test (p<0,01) for all
plant material incorporated into the soil. The incorporation of species B, C, D and |
inhibited the production of chlamydospores of the pathogen. In the presence of
different plant extracts, set up mathematical models for CM and spore production
(PE). The B extract the highest concentration, slowed the mycelial growth, taking
more days than the control to achieve 50% growth. To achieve 5% and 95% of the
total area, the B and C provided extracts slower growth rate compared to control.
Regarding the parameter b, C extract the maximum concentration showed slower
transition. Regarding the production of spores, there was only producing
microconides for all treatments, however the treatments did not show significant
differences in function of the extracts and concentrations employed.

Keywords: bio-indicators of soil quality; Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae;

saprophytic activity; plant materials.



INTRODUCAO GERAL

O maracuja amarelo é uma cultura de grande importancia para a fruticultura
nacional. O Brasil tem sido o maior produtor e consumidor mundial da fruta,
totalizando em torno de 838.255 toneladas anuais (IBGE, 2013). Passiflora edulis f.
flavicarpa € a mais cultivada comercialmente na Bahia, e no pais, devido a qualidade
dos seus frutos, vigor, produtividade e rendimento em suco (MELETTI; BRUCKNER,
2001).

A Bahia é o maior produtor de maracuja do Nordeste e do Brasil, responsavel
por 42,4% da producao brasileira (IBGE, 2013). Os principais municipios onde se
concentra a producdo da cultura sdo: Dom Basilio, Livramento de Nossa Senhora e
Rio Real, que respondem por quase 51% da producédo baiana (IBGE, 2013).
Contudo, a produtividade média é muito inferior ao potencial de producédo da cultura,
devido, principalmente, ao ataque de pragas e doencas.

Dentre esses problemas, a fusariose causada pelo fungo Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae tem provocado grandes prejuizos aos agricultores,
sobretudo por ser um fungo oriundo de solo e pela sua ocorréncia em muitas regioes
produtoras. A doenca pode provocar a morte das plantas antes mesmo do inicio da
producdo. Além disso, ndo existem sintomas claros e evidentes que possam
identificar as plantas infectadas antes do aparecimento do sintoma tipico da doenca
- a murcha. A importancia da fusariose é reforcada pela capacidade do patégeno
sobreviver por longos periodos no solo, na forma de clamidésporos (AGRIOS, 2005).
Estas estruturas de resisténcia sao dificeis de serem erradicados de éareas
infestadas e este fungo é capaz de sobreviver no solo na auséncia da planta
hospedeira por meio da atividade saprofitica.

Assim, torna-se necesséria a ado¢cdo de medidas preventivas de controle que
viabilizem a capacidade produtiva do maracujazeiro, pois ndo existe um controle
curativo (RONCATTO et al., 2004) e, uma vez doente, ndo ocorrera a recuperacao
da planta.

Diante disso, medidas que visam diminuir a densidade de indculo inicial
devem ser as adotadas pelos produtores de maracuja, pois as formas tradicionais de
controle, aplicadas isoladamente, ndo tém atingido resultados satisfatorios. Por
exemplo, o controle quimico, além do custo elevado, pode ocasionar danos ao meio
ambiente e a saude humana, e tem comprovada falta de eficiéncia a patégenos de

solo. A utilizacdo de cultivares resistente € o mais desejavel e econédmico meio de



2

controle, mas devido as caracteristicas dos patégenos de solo, existem muitas
dificuldades para a sua efetivagao.

O aumento da microbiota no solo, por praticas sustentaveis adotadas pelos
produtores, pode ser uma opc¢ao para reduzir o potencial de indculo e suas
atividades saprofiticas, além de melhorar as caracteristicas gerais do solo. Essa
supressédo pode ser atribuida ao aumento da atividade microbiana, competicdo entre
as populacdes de micro-organismos por carbono e nitrogénio, micoparasitismo,
producdo de substancias inibidoras ou enzimas hidroliticas (CHEN et al., 1988;
MANDELBAUM; HADAR, 1990; BECKER; COOK, 1988; ROS et al., 2005).

A compreensao de fatores biéticos do solo que influenciam a sobrevivéncia do
F. oxysporum é indispensével para o estabelecimento de medidas preventivas de
controle desse patdgeno, pois esses fatores podem influenciar, direta e/ou
indiretamente, no desenvolvimento da doenca.

A utilizacdo de matéria organica apresenta, em alguns casos, efeitos
supressivos sobre patégenos de solo (HOITINK; FAHY, 1986). Os compostos
organicos podem atuar diretamente ou indiretamente, favorecendo o aumento da
populacao dos antagonistas (GAMLIEL; STAPLETON, 1993; LAZAROVITZ, 2001)

Tento em vista a auséncia de estudos dessa natureza para a fusariose do
maracujazeiro, o presente trabalho teve como objetivos: a) identificar os fatores
bidticos que estejam correlacionados com incidéncia da fusariose nas principais
regibes produtoras de maracuja da Bahia, por meio das andlises dos indicadores
bioldgicos; b) avaliar o potencial de diferentes materiais vegetais na reducdo do
namero de clamiddsporos e inibicdo da atividade saprofitica de Fusarium oxysporum

f.sp. passiflorae.



REVISAO DE LITERATURA

A cultura do Maracujazeiro

O maracuja, primeira fruta silvestre que os descobridores conheceram nas
Ameéricas, tem denominacéo indigena de origem Tupi e significa "alimento em forma
de cuia". Essa planta destaca-se economicamente em seus usos farmacoldgico,
alimentar, ornamental e diversas potencialidades agronémicas no enriquecimento
dos programas de melhoramento (FALEIRO et al, 2006).

No Brasil, a expanséo agricola do cultivo do maracuja foi impulsionada a partir
de 1970 e promoveu o aparecimento de campos em diversas regides do pais,
particularmente em Minas Gerais (LOPES, 1996). Meados da década de 80,
aproximadamente 1986, que essa cultura se tornou economicamente viavel apés
passar por processos de ampliacdo e profissionalizacdo da atividade (RIZZI et al.,
1998). Essa expansao iniciou-se com a espécie Passiflora edulis Sims f. flavicarpa
Deg, mas outras espécies também cultivadas e propagadas no Brasil e na América
Tropical, como P. alata Curtis, P. edulis, P. quadrangularis L., P. caerulea L., e P.
laurifolia L. (LEITAO FILHO e ARANHA, 1974). O maracuja-amarelo (Passiflora
edulis f. flavicarpa), maracuja roxo (Passiflora edulis) e maracuja-doce (Passiflora
alata), sdo as espécies mais cultivadas no mundo (FREIRE FILHO et al., 2010). No
Brasil, existem cerca de 131 espécies e 88 sdo endémicas (CERVI et al., 2011). Os
cultivos comerciais do pais baseiam-se na espécie Passiflora edulis f. flavicarpa, que
€ a mais cultivada comercialmente (GANGA et al., 2004), devido a qualidade dos
seus frutos, vigor, produtividade e rendimento em suco (MELETTI; BRUCKNER,
2001).

As Passifloraceae estdo largamente distribuidas pelos tropicos (OLIVEIRA,
1987), compreendendo 18 géneros e 630 espécies (VANDERPLANK, 1996). O
maracujazeiro pertence ao género Passiflora, que é considerado o género mais
importante da familia Passifloraceae (BERNACCI et al, 2003; NUNES e QUEIROZ,
2006), com cerca de 530 espécies em todo o mundo (HANSEN et al., 2006). As
espécies de Passiflora sdo perenes em sua maioria, existindo espécies anuais em
pequeno numero, como € o caso de P. gracilis Jack (VANDERPLANK, 1996).

A faixa de temperatura ideal para as espécies do maracuja estao entre 21°C e
32°C, revelando-se o 6timo entre 23°C e 25°C, com precipitacao pluviométrica anual
entre 800 a 1750 mm, umidade relativa baixa, tempo de exposi¢ao solar em torno de
11 horas e ventos amenizados (RUGGIERO et al., 1996, MELETTI, 1996).
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A planta € do tipo trepadeira, de caule lenhoso na base e herbaceo no apice
(MELETTI, 2000), podendo atingir mais de 10 m de comprimento. A partir do caule
surgem as gavinhas, folhas, gemas e bracteas (TEIXEIRA, 1994; SILVA e SAO
JOSE, 1994). As folhas séo trilobadas, apresentando a margem serreada e um
aspecto lustroso na face superior; quando jovens, apresentam-se geralmente,
ovadas, sem lobos. No encontro da folha com o caule existe uma gema florifera que
origina uma flor e uma vegetativa que formara um ramo, além delas existe uma
gavinha (PIZZA, 1991). O sistema radicular apresenta uma raiz central pivotante
mais grossa que as demais.

O maracujazeiro é reportado como planta que necessita de grandes
guantidades de 4gua para um pleno sucesso na producéo de frutos. Um periodo de
seca bastante severa ocasiona dessecacao dos tecidos pela transpiragcédo elevada e
impede o desenvolvimento das folhas e frutos. A falta de umidade no solo pode néao
somente interferir na producéo daquele ciclo, mas também no desenvolvimento e no
florescimento dos ramos do préoximo ciclo de producdo (MENZEL e SIMPSON,
1994).

A planta do maracujazeiro pode ser cultivada em diversos tipos de solos,
desde os arenosos até os muitos argilosos. De maneira geral, recomenda-se que
sejam profundos, razoavelmente férteis e bem drenados. Os solos mais adequados

séo os areno-argilosos.

Maracuja Amarelo

O maracuja-amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.) € uma planta
trepadeira, semilenhosa, perene, apresentando um caule cilindro ou anguloso em
planta jovem, de crescimento e frutificacdo precoce, com 0s seus ramos podendo
atingir uma distancia de 10 a 20 m do tronco (RUGGIERO et al., 1998).

As flores da Passiflora edulis f. flavicarpa Deg. sdo axilares e solitarias,
hermafroditas, brancas com franja roxa, até 7 cm de diametro. Os filamentos da
corona, em 4 ou 5 séries, possuem pétalas e sépalas brancas, oblongas; que se
abrem a partir do meio dia e fecham-se a noite (RUGGIERO et al., 1998).

O maracujazeiro amarelo é dependente da polinizagdo cruzada realizada por
agentes polinizadores para produzir frutos, suas flores devem ser polinizadas por
flores de outras plantas. Sendo necessario a utilizagdo da polinizagao artificial na
auséncia de insetos polinizadores, cujo beneficio a frutificagdo € inquestionavel
(SOUSA e MELETTI; 1997, MANICA, 1981).
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O fruto é uma baga de forma globosa, carnosa, com casca de cor
esverdeada, quando verde, e de coloracdo amarelo-canario, brilhante, quando
maduro (SILVA e SAO JOSE, 1994).

O maracujazeiro amarelo estd presente em mais de 95% dos pomares
comerciais do Brasil (NEGREIROS et al., 2006). O Brasil tem sido o maior produtor
e consumidor mundial de maracuja-amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.),
totalizando em torno de 838.255 toneladas anuais (IBGE, 2013).

O cultivo predomina na regido Nordeste, com um total de 622.036 toneladas
anuais. A Bahia é o maior produtor de maracuja do Nordeste e do Brasil,
responsavel por 42,4% da producdo brasileira (IBGE, 2013). Os principais
municipios onde se concentra a producéo da cultura sdo: Dom Basilio, Livramento
de Nossa Senhora e Rio Real, que respondem por quase 51% da producgéo baiana
(IBGE, 2013). A producdo nacional ainda é considerada baixa e de grande
variabilidade, perante a potencialidade da cultura e sua facil adaptacéo as condi¢cdes
edafocliméticas.

A expansdo de area plantada com maracujazeiro fez-se acompanhada do
surgimento e agravamento de um grande numero de doencas, principalmente por
aguelas que afetam o sistema radicular. Dentre os problemas fitossanitarios, as
doencas sdo as que mais contribuem para baixa produtividade, observada na
maioria dos pomares brasileiros, reduzindo o tempo de exploracdo econdémica da
cultura e inviabilizando o seu cultivo em determinadas regides do pais. De cultura
perene, passou a sofrer renovagdo constante, em algumas situagbes, com pomares
renovados a cada dois anos ou menos (ALABOUVETTE, 1999).

Diversos patdgenos podem causar danos ao sistema radicular do
maracujazeiro, dentre 0s quais destacam-se: Phytophthora sp., Thielaviopsis
basicola (Berk & Br) Ferr., Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, Fusarium solani
(Mart.) Sacc., Fusarium sambucinum Fuckel (MASUDA, 1974; NAKAMURA, 1980) e
Fusarium pallidoroseum (Cooke) Sacc. (DELANOE, 1991). Entre esses patdgenos
habitantes do solo, pode-se destacar a fusariose ou murcha do maracuja causada
pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (FOP) (MCKNIGHT, 1951), que é
considerada uma das principais doencas da cultura. Esse fungo ocorre em varias
regides produtoras do Brasil, afetando a produtividade da cultura (LIBERATO e

COSTA, 2001), e reduzindo de forma significativa a vida util dos pomares.

Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae
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O primeiro relato da murcha de Fusarium do maracujazeiro aconteceu na
Australia (MCKNIGHT, 1951). Posteriormente foi detectada no Brasil (CARVALHO;
CARVALHO, 1968), Africa do Sul (GRECH; RIJKENBERG, 1991) e Venezuela
(BAUTISTA; SALAS, 1995). O fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae € um
habitante do solo que pertence ao filo Ascomycota, classe Pezizomycotina, ordem
Hypocreales, familia Nectriaceae e género Fusarium (www.mycobank.org). Esse
fungo é morfologicamente similar a outros membros da espécie F. oxysporum, mas
separado por sua especializacao fisioldgica e patologica ao maracujazeiro. Fusarium
oxysporum pode ser dividido em diversas Formae Speciales, a maioria dos quais
parece ter especificacdo hospedeira, sendo que cerca de 100 formae specialis de F.
oxysporum ja foram descritas (LESLIE; SUMMERELL, 2006). Morfologicamente, F.
oxysporum apresenta miceélio delicado, de coloracdo branca a rosada, esparso a
abundante.

Os microconidios sao produzidos abundantemente em fialides simples,
apresentando formato oval a elipsoide, ligeiramente curvados e sem septos. Os
macroconidios sdo esparsos a abundantes, produzidos em conidiéforos ou na
superficie de esporodoquios. Apresentam formato fusoéide a subulado e pontiagudos
nas extremidades, com as paredes finas e trés a cinco septos, medindo 23,5-36 um
X 3,5-5,5 um (média 31,2 x 39 um). Os clamiddsporos, constituidos de uma unica
célula com um citoplasma condensado, decorrente do acumulo de reservas de
nutrientes, sao globosos, apresentam paredes espessas, duplas e rugosas. S&o
abundantes e formados terminal ou intercaladamente no micélio, constituindo as
estruturas de resisténcia (NELSON et al., 1983; ALEXOPOULOS et al., 1996).

De forma geral, Fusarium oxysporum sobrevive entre as estacfes de cultivo,
permanecendo por varios anos dormente na forma de clamidésporos em tecidos
deteriorados do hospedeiro e no solo (NELSON, 1981). Os clamidésporos germinam
sobre as raizes da planta e o tubo germinativo penetra diretamente a superficie
vegetal ou ganha o interior da planta por meio de ferimentos. Ocorre a adeséo de
hifas nas células epidermais e corticais do hospedeiro, e a penetracdo por hifas
estreitas que causam degradacdo local da parede celular (BECKMAN, 1987). A
penetracdo ocorre mais comumente através das extremidades de raizes, nas quais
aberturas naturais na parede celular ou ferimentos provocados pelo atrito das raizes
com o solo provém uma entrada para o tecido vascular em desenvolvimento
(NELSON, 1981). O fungo penetra as raizes e as suas hifas invadem os vasos do

xilema, impedindo o transporte de agua e nutrientes para outros 6rgaos da planta,
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causando murcha generalizada e morte rapida das plantas. Folhas murchas sdo os
primeiros sintomas visiveis e podem ocorrer em qualquer época do ano ou estagio
fenologico da planta. Secdes longitudinais da madeira mostram tracos de uma
descoloracéo ferruginosa (marrom-avermelhada), indicando a presenca de células
crométicas que sao impermeaveis (SANTOS FILHO, 1998).

Os principais agentes de dispersdo da doenca sdo mudas infectadas. No
pomar o patégeno € disseminado pela movimentacdo do solo decorrente dos
diversos tratos culturais, assim como pelo escorrimento da agua de irrigacdo. Pode
ocorrer ainda pelo vento, que transporta particulas de solo infestado e conidios
produzidos sobre a planta morta. A severidade da murcha de Fusarium do
maracujazeiro € maior sob condicbes de temperatura, entre 25 °C e 30 °C, e
umidade relativa elevada (FISCHER; REZENDE, 2008).

O crescimento e a sobrevivéncia de F. oxysporum sdo muito influenciados
pelas caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas do solo. Essas atuam acelerando
ou retardando o desenvolvimento da doenca, pela alteracdo da viabilidade do
in6culo, embora o patdgeno possa sobreviver em condi¢cdes adversas, incluindo
regides secas e com elevadas temperaturas (NELSON, 1981). Deste modo, a
eficiéncia das praticas de manejo sobre as murchas causadas por F. oxysporum
pode ser influenciada por muitos fatores, dentre outros, pelo teor de matéria
organica no solo, bem como pelo tipo e a fertilidade do solo (BURGESS, 1981;
ABAWI; PASTOR-CORRALES, 1990). A microbiota presente no solo pode ser
modificada significativamente pelo efeito de praticas de manejo associadas a
intensificacdo da agricultura. Nas ultimas décadas, vem crescendo a preocupacao
com a qualidade do solo, na medida em que seu uso e mobiliza¢do intensiva podem
resultar na diminuicdo de sua capacidade em manter uma producdo biolégica
sustentavel (CARVALHO et al., 2004), pois o crescimento da microflora do solo é
limitado quando ocorre intenso cultivo e baixa disponibilidade ou baixa qualidade de
fonte energética (SCHULTEN e HEMPFLING,1992). Sabe-se que a utilizacdo de
matéria organica incorporada no solo apresenta, em alguns casos, efeitos
supressivos sobre patdogenos de solo (HOITINK; FAHY, 1986). Os compostos
organicos podem atuar nos fitopatégenos diretamente ou indiretamente favorecendo
o aumento da populacdo dos antagonistas (GAMLIEL; STAPLETON, 1993;
LAZAROVITZ, 2001)
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Dessa forma, o conhecimento dos componentes microbianos vivos do solo,
fatores bioticos, € indispensavel para o desenvolvimento de medidas preventivas de

controle desse patdgeno.

Fatores bioticos
Microbiota do Solo

Os micro-organismos presentes no solo sdo responsaveis pela ciclagem de
nutrientes, decomposi¢cdo dos compostos organicos e pelo fluxo de energia no solo,
desempenhando importante papel tanto na transformacdo da matéria organica
qguanto na estocagem do carbono e nutrientes (JENKINSON e LADD,1981).
Também tem grande responsabilidade na execucéo e controle de funcdes vitais no
solo como: solubilizacdo de nutrientes, como o fdsforo, fixagdo de nitrogénio
atmosférico, producdo de compostos complexos que causam agregacao do solo,
decomposicdo de xenobibticos, e, também, controle biolégico de pragas e doencas
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

A caracteristica mais evidente dessa microbiota é a sua ampla diversidade,
apresentando maior atividade nas primeiras camadas do solo, nas profundidades
entre 1 cm a 30 cm. Normalmente, a microbiota do solo encontra-se em continua
interacdo entre espécies, ocorrendo competicdo, antagonismo, mutualismo,
parasitismo e saprofitismo. Os componentes microbianos vivos do solo sdo também
denominados de biomassa microbiana, que € representada por grandes grupos de
bactérias, actinomicetos, fungos, algas, protozoarios e 0s organismos que compdem
a mesofauna (FERNANDES et al., 1996; MOREIRA e MALAVOLTA, 2004). Entre
esses grupos, as bactérias e os fungos respondem por cerca de 90% da atividade
microbiana do solo. A diversidade e a quantidade dos micro-organismos sao
bastante elevadas, apesar de constituirem somente 1 a 4 % do carbono total
(FERREIRA et al.,, 2007) e ocuparem menos de 5 % do espaco poroso do solo.
Entretanto, como o0 solo € normalmente um ambiente estressante, limitado por
nutrientes, somente 15% a 30% das bactérias e 10% dos fungos encontram-se
inativos. Portanto, a manutencdo da integridade da capacidade metabdlica dos
micro-organismos no solo, ao ponto que permita o normal desenvolvimento das
atividades do solo, implica a preservagdo tanto da densidade como da sua
diversidade (BROMILOW et al., 1996). As duas, quantidade e diversidade, variam
em funcdo de caracteristicas edéficas, climaticas e de colonizagéo bittica e séo,

desta forma, especificas para os distintos ambientes naturais.
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A atividade antrépica em modificar ambientes naturais, principalmente, em
areas agricolas, altera em varios aspectos 0s micro-organismos adaptados aos
diferentes solos; esses aspectos entre outros sdo o tamanho e a composi¢cdo (PAUL
e CLARK, 1996). Solos cobertos pela matéria organica se tornam adequados para a
manutencao das populagdes de diferentes micro-organismos que compdem a biota
do solo, pois esses conservam a umidade e disponibilizam nutrientes, promovendo
uma cadeia de ciclos, interacbes e processos bioquimicos diversos. Esses
processos contribuem para a manutencdo da saude do solo, dificultando o
estabelecimento do patdgeno e, consequentemente, diminuindo as chances da
ocorréncia de doencas (POSTMA et al., 2008).

Dentre esses fatores, varios influenciam a sobrevivéncia de espécies de
Fusarium oxysporum no solo, destacando-se a microbiota antagonista associada a
rizosfera (SCHER e BAKER, 1980; HOPKINS et al., 1987; FREITAS e PIZZINATO,
1991; LARKIN et al., 1993; TOYOTA et al.,, 1994). As caracteristicas fisicas,
guimicas e biolégicas dos solos influenciam direta e indiretamente diversos
processos criticos para os micro-organismos fitopatogénicos e seus hospedeiros. A
sobrevivéncia e a dispersdo de propagulos, a infeccao do hospedeiro e a reproducao
dos micro-organismos, bem como o crescimento e a reproducdo das plantas, sédo
afetadas por essas caracteristicas. Essas devem, portanto, ser estudadas para que
se conhecam seus efeitos potenciais sobre as doencas radiculares.

Os mecanismos que levam a supressividade do solo podem ser os mais
diversificados e incluem fatores abidticos e bioticos, tais como niveis de macro e
micronutrientes, relacdo C/N, textura e tipos de argila, grau de compactacao do solo,
condutividade elétrica e pH do solo, densidade, biomassa e atividade microbiana do
solo (HORNBY, 1983; CHELLEMI; PORTER, 2001; WELLER et al., 2002; STONE;
SCHEUERELL; DARBY, 2004; BETTIOL; GHINI, 2005).

A habilidade do patégeno de sobreviver sobre a matéria organica em
decomposicdo € denominada atividade saprofitica (AGRIOS, 2005). Essa
capacidade ndo depende apenas da taxa de crescimento, mas também da producéo
de toxinas ou enzimas, antibidticos e outros microdeterminantes do ecossistema do
solo. Isso também inclui o nimero e variedade de antagonistas explorando um
substrato (GARRET, 1970), sendo um somatério de caracteristicas fisiolégicas que
contribuem para o sucesso da colonizacdo na matéria organica. Segundo GARRET
(1970), existem trés possiveis modos de sobrevivéncia dos patdogenos no solo:

i. colonizacao saprofitica em tecidos vegetais mortos de outros hospedeiros;
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ii. colonizacdo saprofitica em uma planta hospedeira proveniente da acao do
patdogeno em sua fase parasitaria;

iii. sobrevivéncia por meio de estruturas de resisténcia produzidas durante a
colonizagdo saprofitica ou acao patogénica do patégeno.

A murcha causada pelo fungo Fusarium oxysporum é uma doenca de dificil
controle devido a elevada agressividade do patdgeno, transmissibilidade por mudas
e alta capacidade de sobrevivéncia no solo. A incorporacao de materiais vegetais no
solo, pelos agricultores, pode exercer influéncia sobre as popula¢des dos patdégenos
e/ou as atividades patogénicas (STOVER, 1962; PATRICK; TOUSSOUN, 1965;
SUMNER; DOUPNIK; BOOSALIS, 1981; BOCKUS; SHROYER, 1998; RODRIGUEZ-
KABANA; CALVET, 1994; SCHOENMAKER; GHINI, 2001; DAVET, 2004; SHARMA,
2006). A adicdo de residuos pode intensificar a atividade microbiana do solo e a
competicdo entre 0S micro-organismos, promovendo a lise de estruturas dos
patogenos e favorecendo o desenvolvimento das plantas (COOK; BAKER, 1983;
HUANG; KUHLMAN, 1991). Por outro lado, alguns residuos promovem o aumento
da incidéncia de doencas, por prover uma base alimentar, aumentando a
sobrevivéncia do patégeno (GRUNWALD; HU; VAN BRUGGEN, 2000). Exige-se
assim, um conhecimento prévio dos residuos organicos a serem incorporados ao
solo.

Como 0s micro-organismos constituem a parte viva e mais ativa da matéria
organica, existem indicacbes de que atributos microbiolégicos podem indicar
alteracdes provocadas por diferentes tipos de manejos do solo em um estagio
anterior ao das mudancas nos atributos quimicos e fisicos (BALOTA et al., 1998;
HUNGRIA et al., 2009). Sabendo-se que 0s micro-organismos sdo parte integrante
da qualidade do solo, é necesséario um melhor entendimento da dindmica e estrutura
das comunidades microbianas. Essa acdo sobre o solo resulta da somatéria da
atividade das células individuais, que pode ser estimada através de medi¢des do
metabolismo global do solo ou da quantificacdo de certos processos especificos,
como (SIQUEIRA e FRANCO, 1988):

I. Taxa de respiracdo, que é medida pela liberacdo de CO, ou consumo

de COa.

il. Producdo de ATP, liberacdo de calor e biossintese de macromoléculas,

como proteinas e acidos nucléicos;

iii. Taxa de transformacdo do N, como amonificacdo, nitrificacao,

desnitrificacéo e fixacéo biologica de nitrogénio;
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Iv. Consumo de substratos e acumulo de produtos especificos;

V. Taxa de mineralizacdo do P e outros nutrientes;

Vi. Taxa de decomposicdo da matéria organica, producao e acumulo de
humus;

vii.  Atividade enzimética;

viii.  Densidade populacional: nimero de células viaveis, niamero total de

células, biomassa, taxa de crescimento e distribuicdo, tempo de
geracao de toda a comunidade ou de organismos especificos do solo.

Nesse contexto, indicadores biolégicos tém sido frequentemente usados para
avaliar alteracdes na qualidade do solo pelo uso de diferentes praticas e sistemas de
manejo. O uso de insumos como fertilizantes minerais, defensivos e uma intensa
atividade de preparo do solo, vem desencadeando uma acentuada degradagcéo do
solo nos aspectos quimicos, fisicos e principalmente biol6gicos (FANCELLI e
FAVARIN, 1989; HENKLAIN et al., 1996). Esses efeitos podem resultar em
mudancas qualitativas e quantitativas na densidade total ou especifica, levando a
comunidade a um novo equilibrio, que pode favorecer ou afetar negativamente o
crescimento das plantas e a produtividade do solo. Diante dessa problematica, nos
altimos anos, varios estudos foram desenvolvidos avaliando os indicadores
biolégicos do solo e os resultados tém mostrado que os métodos de avaliacéo
podem ser divididos em quatro grupos, dependendo da informacao assegurada:

i. populagéo e biomassa microbiana do solo;

ii. atividade microbiana no solo;

iii. diversidade e estrutura na comunidade microbiana no solo;

iv. interagdes planta-microbiota (BENEDETTI; DILLY, 2006).

Dessa forma, as caracteristicas microbioldégicas podem ser usadas como
indicadoras da qualidade do solo (DORAN e ZEISS, 2000). De acordo com CHAER
e TOTOLA (2007), os indicadores microbiolégicos podem ser de grande importancia
na avaliacdo precoce de eventuais efeitos adversos do manejo sobre a qualidade do
solo, o que permitiria a adocao antecipada de medidas corretivas ou de controle. Os
indicadores de qualidade do solo podem ser classificados como fisicos, quimicos e

biolégicos.

Indicadores bioldgicos de qualidade do solo
Os atributos biologicos do solo como: a respiracdo basal, biomassa

microbiana, quociente metabdlico e a matéria organica total, podem ser usados
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como indicativos da qualidade do solo. AvaliagGes da atividade microbiana séo de
grande utilidade como indicadores da qualidade biolégica do solo, tornando sua
analise uma valiosa ferramenta preventiva do efeito das praticas agricolas sobre os
ecossistemas. Dentre os atributos utilizados para caracterizar o componente
biolégico dos solos, destaca-se a Respiracdo Basal do Solo (RBS). A RBS
representa o total da atividade metabdlica do solo, e os processos bioldgicos
responsaveis por esse fendbmeno sdo a respiragcdo microbiana, a respiracdo das
raizes do solo e a respiracdo da fauna do solo (LUNDEGARTH, 1927). Da
universalidade de carbono fixado pelas plantas, a emissdo de CO, do solo € o
principal fluxo de carbono de volta para a atmosfera, por isso as alteracbes na
grandeza desse fluxo, provocadas pelo uso da terra, podem ocasionar grandes
mudancas nas concentracdes de CO, atmosférico (SCHLESINGER e ANDREWS,
2000). O gas carbdnico que evolui do solo possui duas origens distintas: a
respiracdo de fotossintatos pelas raizes e pelos micro-organismos da rizosfera, e a
respiracdo associada a decomposicdo da matéria organica do solo, formado por
micro-organismos decompositores e pela fauna edafica (HORWATH et al., 1994). A
respiracdo microbiana € um indicador sensivel da decomposi¢cdo de residuos, da
mineralizacdo do carbono organico do solo e de disturbios no ecossistema e pode
mostrar amplas variagbes em decorréncia da umidade, temperatura e
disponibilidade de substratos (ANDERSON; DOMSCH, 1985; SPARLING, 1997).
Portanto, a interpretacdo dos dados de respiracédo deve ser analisada com cautela,
uma vez que o acrésimo na atividade respiratéria pode ser desencadeado tanto pela
alta produtividade de um determinado ecossistema quanto pelo estresse advindo de
disturbios ambientais (SILVA et al., 2007).

Os micro-organismos do solo sdo os principais componentes do sistema de
decomposicdo de matéria organica, sendo o0s principais contribuintes para a
respiracdo basal do solo, atuando como reguladores do ciclo de nutrientes, e
consequentemente, da producdo primaria e do fluxo de energia. Dessa forma, o
conhecimento prévio da qualidade em que o solo se encontra pode contribuir para
entender as relacdes que levam a supressfes de doencas vinculadas a patdgenos
de solo. Tal qualidade é definida como a capacidade em funcionar dentro do
ecossistema para sustentar a produtividade biolégica, manter o equilibrio ambiental
e promover a saude das plantas e animais (DORAN e PARKIN, 1994). Diante disso,

alguns autores verificaram que alta atividade, biomassa microbiana e diversidade -
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em solos naturais ou agricolas - tém sido associadas com a supressao de doencgas
de plantas com origem no solo (NITTA, 1991; WORKNEH e VAN BRUGGEN, 1994;
MADER et al, 2002). Esse tipo de supressdo pode ser devido a competicdo ou
antagonismo geral, que podem ser ndo-especificas e ativas contra uma vasta gama
de agentes patogénicos naturais do solo (GERLAGH, 1968; WHIPPS, 1997).

A biomassa microbiana do solo (BMS) é uma aproximacao dos componentes
vivos da matéria organica do solo, formada por todos 0s micro-organismos menores
que 5 x 10° pm®, como as bactérias, actinomicetos, fungos, algas e microfauna
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).Elaestd de forma direta envolvida na
decomposicao da matéria organica, na ciclagem de nutrientes e no fluxo de energia
no solo (JENKINSON e LADD, 1981). O calculo aproximado da BMS foi sugerido
como um parametro sensivel as mudancas que estdo comecando no processo de
transformacdo de matéria organica do solo, sendo um indicador eficaz para avaliar
alteracdes no ambiente com interferéncia do homem (JENKINSON e RAINER, 1977;
POWLSON et al., 1987). A fonte potencial de N, P, S e outros nutrientes para as
plantas, e os fluxos, compreende da BMS; através do reservatdrio microbiano, que
sao de particular importancia para o equilibrio do solo (DE-POLLI e GUERRA, 1999;
KOUNO et al., 2002). Além disso pode ser inserida como o compartimento central do
ciclo do carbono, sendo mais sensivel que o resultado quantitativo do C organico e
do N total para aferir alteracdes na matéria organica do solo (GAMA-RODRIGUES,
1999).

Determinar a quantidade da BMS pode ser utilizada como um indicador
bioldgico da qualidade do solo (GAMA - RODRIGUES, 1999), porém nao deve ser
averiguada isoladamente, pois ndo oferece uma estimativa correta da atividade das
comunidades de micro-organismos ja que muitos se encontram na forma inativa. Ela
deve ser analisada juntamente com a respiragdo basal do solo, nitrogénio total,
atividade enzimatica, entre outras atividades, em face da extrema heterogeneidade
do ambiente, da microbiota e de sua biodiversidade (GRISI, 1995). O curto periodo
de tempo da ciclagem da BMS e a agilidade de sua resposta as alteracdes de
manejo (BONDE, 1991; POWLSON et al., 1987) a torna um bom indicador para a
avaliacdo dos disturbios causados aos ecossistemas naturais quando é instalada

uma cultura ou pastagem.
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Se fazem necesséarias informacdes sobre a atividade microbiana do solo para
a compreensao da participacdo dos micro-organismos do solo na mineralizacdo da
matéria organica. O coeficiente metabdlico microbiano (qCO,), que é a razado entre a
respiracao basal do solo, obtida a partir da incubacgdo do solo em laboratorio, e o C-
BMS, como um indicador das mudancas da atividade microbiana apos alteracdes
ambientais (ANDERSON e DOMSCH et al., 1985). Trabalhos mostram que
aplicacdo de agrotéxicos, inundacdes, acidificacdo e adicdo de substrato elevam o
gCO.,, podendo ser 6timo indicador de disturbios. Por outro lado, a reducéo do indice
foi demonstrada em sucessdes primarias de mais de 1000 anos, durante
regeneracao de florestas apds um distlrbio e durante a adaptacdo de um solo ao
cultivo (WARDLE e GHANI, 1995).

Até o momento, inexistem estudos sobre a influéncia dos fatores bioticos na
sobrevivéncia de FOP em campo ou em laboratério. Embora as alteracbes nos
atributos biologicos sejam relevantes na avaliacdo da qualidade do solo, a maioria
dos estudos tem sido sobre o efeito de sistemas de manejo em &reas agricolas ou
areas biodegradadas, porém, sdo poucos os trabalhos relacionados aos fatores

biéticos com a presenca de patdgenos de solo em areas agricolas.

Apesar das evidéncias de que os fatores bidticos do solo exercem
importantes papeis na sobrevivéncia dos fungos habitantes do solo, existem poucos
trabalhos relacionados a esse tema, principalmente com F. oxysporum em geral. No
Brasil, foram encontrados apenas dois trabalhos que correlacionaram a severidade
da fusariose com fatores biéticos do solo. Machado et al. (2003), trabalhando com a
murcha-do-fusério do tomateiro, causada por Fusarium oxysporum Schlecht f.sp.
lycopersici (Sacc.) Snyder & Hansen, em solos do Agreste de Pernambuco,
constataram falta de correlacdo entre a incidéncia da doenca e a biomassa
microbiana nos solos dessa regido. Andribn (2009) em trabalho realizado com
supressividade do feijao caupi a Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum, constatou
correlacéo positiva entre os niveis de CO; evoluido e severidade da doenca. O autor
relaciona a correlacdo positiva entre severidade e a murcha do caupi a fatores que
nao foram detectados pelas analises realizadas. Alguns autores associam solos que
apresentaram altos indices de respiragdo basal ao decréscimo da incidéncia e
severidade de doencas radiculares (JANVIER et al., 2007).
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Materiais vegetais na supressividade de patdgenos habitantes do solo

As doencas de plantas causadas por patdégenos habitantes de solo
constituem um dos principais problemas para maioria das culturas.
Consequentemente, ha uma queda na quantidade e na qualidade da producéo,
acarretando sérias perdas ao agricultor (BERGAMIN FILHO e KIMATI, 1995). A
incorporacdo de matéria organica no solo pode ajudar a equilibrar a sua microfauna
aumentando seu potencial de controle de doenca, por consequéncia, desenvolvendo
uma planta sadia e resistente (ZAMBERLAN e FRONCHETI, 2002).

A adicdo de materiais vegetais ao solo altera varios fatores, tais como
estrutura fisica, teores de nitrogénio, celulose e lignina, sdélidos soluveis totais, pH e
deposicdo de toxinas. Esses, por sua vez, alteram o perfil da microbiota do solo,
tornando o ambiente impréprio a sobrevivéncia de patégenos. Paralelamente a esse
processo, favorecem o aumento das populacdes de micro-organismos benéficos
(CAFE FILHO e LOBO JUNIOR, 2000).

A supressividade do solo pode ser induzida de varias maneiras, dentre as
quais, pela adubacdo verde (BAKER; COOK, 1974; PALTI, 1981; ABAWI,
THURSTON, 1994; DAVET, 2004; STONE; SCHEUERELL; DARBY, 2004;
BETTIOL; GHINI, 2005; REIS; CASA; HOFFMANN, 2005). A adubacdo verde
consiste no plantio de uma espécie vegetal que, apds atingir seu pleno
desenvolvimento vegetativo, sera cortada ou acamada. Em seguida, a sua massa
verde produzida € deixada sobre a superficie ou incorporada ao solo, com a
finalidade de manter ou aumentar o conteldo de matéria organica. Isso propicia
melhorias nas condi¢des fisicas, quimicas e biolégicas do solo, favorecendo o
crescimento e rendimento das culturas econémicas em sucessao (ABAWI; WIDMER,
2000; SOUZA; PIRES, 2002). Trés principios podem ser analisados no controle de
patogenos via adubacao verde: escassez de alimento para o patdgeno; liberacéo de
substancias organicas toxicas que inibem o crescimento ou matam o patégeno, o
que ocorre durante a decomposicdo da massa verde; e, ainda, aumento de
populacdes antagonistas que encontram no material decomposto um ambiente
propicio ao seu crescimento e reproducdo (ROSSI, 2001). A adubacéo verde é uma
pratica antiga, sendo encontrados diversos exemplos do alcance de solos

supressivos as doencas de plantas pela incorporacdo desses materiais vegetais no
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solo. Zambolim et al. (1996), constataram que a adicdo de matéria organica ao solo
(tanto como adubo verde quanto como composto organico) causou a reducao nas
populacdes de nematdides e, consequentemente, no prejuizo associado. Além das
modificacdes nas propriedades quimicas, fisicas e biolodgicas do solo, ocorre uma
reducdo nos fatores ligados ao estresse, 0 que proporciona maior resisténcia da
planta ao parasitismo (ROSSI, 2002).

Diante das dificuldades no controle dos fitopatégenos habitantes do solo, uma
alternativa que vem se destacando € o uso de residuos vegetais incorporados ao
solo, contribuindo para o aumento da comunidade microbiana complexa, auxiliando
na atividade antagbnica ao micro-organismo patogénico, promovendo a
supressividade do solo, melhorando sua fertilidade e resisténcia das plantas as
doencas (CAFE FILHO e LOBO JUNIOR, 2000; CRUZ et al., 2013). Pesquisas
mostram que a adicdo de residuos ao solo pode desencadear o processo de
supressividade a doencas (TERMORSHUIZEN et al.,, 2006; BONANOMI et al.,
2007).

A utilizacdo de matérias vegetais incorporados ao solo para o controle da
fusariose do maracuja é uma pratica pouco desenvolvida, mas com perspectivas de
avancos. Alguns trabalhos ja tém sido desenvolvidos utilizando residuos organicos
para controlar a doenca. FERREIRA et al. (2009), avaliou residuos organicos de nim
e citronela no controle da fusariose do maracuja amarelo (F. oxysporum f. sp.
passiflorae), observaram que os residuos de nim demonstraram eficiéncia no
controle da fusariose na concentracédo de 20 g Kg . Sendo que, neste trabalho
observa-se que o possivel efeito ndo esta relacionado com a sobrevivéncia do
fungo, mas sim com a fase de colonizagdo, em razdo da metodologia utilizada. No
entanto, trabalhos nesse ambito, sdo em nimero pequeno quando comparados aos
que envolvem utilizacdo da matéria vegetal para controle de outros patdégenos

veiculados pelo solo.

O uso de matérias vegetais podera se constituir em uma medida pratica e
segura para o controle da murcha causado por FOP. Isso porque sua simples
incorporacao ao solo podera inibir a sobrevivéncia do patégeno. Medidas que visam
diminuir a densidade de inoculo inicial pode ser adotada pelos produtores de

maracuja, pois as formas tradicionais de controle, aplicadas isoladamente, ndo tém
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atingido resultados satisfatérios. Entretanto, cada fonte de matéria organica tem
caracteristicas particulares que podem, ou ndo, tornar o substrato supressivo a
determinado patdgeno (TERMORSHUIZEN et al., 2006).

Diante das dificuldades de controle neste patossistema, estudos com medidas
preventivas que possam reduzir o indculo no campo e tempo de contato de F.
oxysporum f.sp. passiflorae com o maracuja séo relevantes. O efeito fungitéxico de
plantas tem sido investigado em diversos patossistemas. A incorporacdo de matérias
vegetais que possam contribuir para supressdo desse patossistema constitui-se

numa alternativa para aumentar a produtividade da passicultura em todo o pais.

Tento em vista a inexisténcia de estudos dessa natureza o presente estudo
teve como objetivos: a) identificar os fatores bidticos que possam estar
correlacionados com a incidéncia da fusariose nas principais regides produtoras de
maracuja da Bahia, por meio das andlises dos indicadores bioldgicos; b) avaliar o
potencial de diferentes matérias vegetais na reducdo do numero de clamiddsporos e

inibicdo da atividade saprofitica de Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae.
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CAPITULO 1

FATORES BIOTICOS DE RISCO A INCIDENCIA DA FUSARIOSE DO
MARACUJAZEIRO

Artigo a ser submetido a Revista Pesquisa Agropecuéaria Tropical (PAT)
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Fatores Bidticos de Risco a Incidéncia da Fusariose do Maracujazeiro
Resumo

No Estado da Bahia, o rendimento da cultura do maracuja tem sido limitado pela
ocorréncia da murcha-de-fusério, causada por Fusarium oxysporum f.sp passifiora, que reduz
drasticamente a vida dos pomares. O presente trabalho teve como objetivo avaliar arelagéo de
riscos entre os fatores bidticos e a incidéncia de fusariose do maracuja amarelo em polos de
producdo no estado da Bahia. 50 areas com a ocorréncia da doenga foram amostradas,
utilizando-se dois tipos de amostragem para as col etas de solo; 21 amostras ndo pareadas e 29
pareadas (coletada de plantas assintométicas e coletada de plantas sintométicas) na
profundidade de 0-20 cm, provenientes dos municipios de Livramento de Nossa Senhora,
Dom Basilio, Rio de Contas e Brumado. Foram realizadas andlises do carbono da biomassa
microbiana (C-BMS), respiracdo basal do solo (C-CO,), matéria organica (MO) e coeficiente
metabdlico qCO,. As médias das 21 amostras ndo pareadas foram correlacionas com a
incidéncia da doenca em plantas. Nenhuma correlacéo foi significativa (p>0,15). A andlise de
componentes principais mostrou que as varidveis mais associadas a variancia dos dados foram
C-BMS, gCO, e C-CO,. Por meio da andlise de correlagdo canbnica, observou-se que a
correlacdo entre os dois grupos de variaveis (incidéncia em plantas com C-BMS, C-CO, e
gCO,) explicariam apenas ~19% da variagdo dos dados. A andlise discriminante com agquelas
varidveis ndo foi capaz de discriminar areas com maior e menor incidéncia da fusariose. Para
as amostras pareadas, nenhuma das varidvels apresentou diferencas significativas entre os
grupos pelo teste de Mann-Whitney (P=0,05).

Palavras-chave: bioindicadores; Fusarium oxysporum f.sp passiflora; maracuja

Identifying Biotic Risk Factors to the Incidence of Fusarium Wilt of Passionfruit
Abstract

In the state of Bahia, the yield of the passion fruit crop has been limited by the

occurrence of Fusarium wilt, caused by Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, which
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drastically reduces the life of the orchards. This study aimed to assess the risk relationship
between biotic factors and the incidence of Fusarium wilt in yellow passion fruit orchards.
Fifty areas were sampled using two types of sampling for the collections, 21 unpaired samples
and 29 paired (asymptomatic v. symptomatic plants) at a depth of 0-20 cm. Microbial biomass
(C-BMYS), basal soil respiration (C-CO,), organic matter (MO) and metabolic ratio were
determined. No significant correlation was found between those variables and the proportion
of symptomatic plants (P> 0.15). The principal component analysis showed that C-BMS,
gCO; and C-CO,. Were the variables contributing the most to data’s variance. A canonical
correlation analysis showed that together, C-BMS, C-CO, and qCO; could explain only ~
19% of the data variation. The discriminant analysis with those variables was not able to
discriminate areas with higher and lower incidence of Fusarium wilt. Samples collected from
symptomatic and asymptomatic plants could not be distinguished by using any of the
variables (Mann-Whitney test p > 0.05).

Keywords: bioindicators; Fusarium oxysporum f.sp passiflora; passion fruit
Introducéo

A Bahia é o maior produtor de maracuja do Nordeste e do Brasil, responsavel por
42,4% da producdo brasileira (IBGE 2013). A produtividade dessa cultura pode ser
drasticamente afetada pela fusariose ou murcha do maracuja, causada pelo fungo Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae (FOP) (McKnight 1951), que € considerada uma das principais
doencas do maracuja amarelo. Esse fungo ocorre em varias regifes produtoras do Brasil,
afetando a produtividade da cultura (Liberato & Costa 2001), e reduzindo de forma
significativa avida Gtil dos pomares.

O controle da fusariose do maracuja € muito dificil devido as caracteristicas do
patdgeno, destacando-se sua alta capacidade de sobrevivéncia no solo na auséncia da planta
hospedeira, na forma de clamiddsporo. O crescimento e a sobrevivéncia de F. oxysporum séo

muito influenciados pelas caracteristicas fisicas, quimicas e hioldgicas do solo, que pode
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32
acelerar ou reduzir o desenvolvimento da doenca, alterando a viabilidade do indculo, embora
0 patdégeno possa sobreviver em condicdes adversas, incluindo regides secas e com altas
temperaturas (Nelson 1981).

N&o existem estudos sobre a influéncia das caracteristicas bioldgicas do solo na
sobrevivéncia de FOP em campo ou em laboratério. Considerando que as ateracOes nos
atributos bioldgicos sdo relevantes na avaliacdo da qualidade do solo, a maioria dos estudos
tem sido sobre o efeito de sistemas de manejo em areas agricolas ou areas biodegradadas. S&o
poucos os trabal hos relacionando os fatores bidticos com a presenca de patégenos de solos em

areas agricolas.

Apesar das evidéncias de que esses fatores exercem papeis importantes no ciclo de
vida dos patdgenos habitantes do solo, ndo se conhece nada em relacdo a FOP. A
identificacdo de fatores de riscos, bidticos ou abioticos, poderd auxiliar na selecéo de areas de
plantio e também indicar rumos para pesquisas relacionadas ao ciclo de vida desse
patossistema, contribuindo para a defini¢cdo de medidas preventivas no controle da doengca. O
conhecimento prévio da qualidade do solo pode contribuir para entender as relagdes que

levam a supressdo de doencas vinculadas a patdgenos de solo.

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo verificar, por meio das andlises
dos bioindicadores, se fatores bidticos estariam correlacionados com a incidéncia da fusariose
nas principais regides produtoras de maracuja da Bahia.

Material e Métodos
Coletados solos

Para coleta das amostras de solo, foram selecionadas 50 areas localizadas nos
municipios de Livramento de Nossa Senhora, Dom Basilio, Rio de Contas e Brumado
(Itaquarai), no Estado da Bahia. As amostras foram coletadas de areas com plantio de

maracuja amarelo, nos meses de agosto a novembro de 2014, em pomares em fina de ciclo.
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Realizaram-se dois tipos de amostragem de solo, 21 amostras ndo pareadas e 29 pareadas. Os
motivos pelos quais utilizaram-se duas metodologias foram: 1) A grande maioria das areas
visitadas apresentavam murcha causada pela fusariose (um padréo néo esperado antes de
comecar as coletas nas areas, pois sO assim poderia determinar os fatores bidticos que
distingam areas de risco de ocorréncia da fusariose); 2) O resultado da anadlise de correlacéo
linear das 21 amostras ndo ter apresentado atas correlagcbes. Assim, quando coletaram-se
amostras sob plantas assintomaticas (cpa) e amostras sob plantas sintomaticas (cps)
(pareadas), limitou-se a variagdo dos dados - fundamentalmente - ao fator doenca, pois,
guando colocadas em microescalas, 0s erros associados a outros fatores séo minimizados.
N&o pareadas

Dos 50 pomares amostrados, 21 areas foram selecionadas para coleta de uma amostra
composta (cinco sub-amostras) por area, nas proximidades das plantas com auxilio de um
trado holandés na profundidade de 0-20 cm.
Pareadas

Em cada um dos 29 pomares, foram escolhidas duas plantas, uma planta sintomatica
(cps) e uma assintomatica (cpa), vizinhas, totalizando 58 amostras para col etas pareadas.

Todas as amostras foram armazenadas imediatamente em caixa de isopor, sendo
mantidas 0 maximo das condi¢Bes em que foram coletadas até sua chegada ao laboratério,
onde foram preparadas, procedendo as andlises em até trés dias ou armazenadas em geladeira

a4°C.

Incidéncia em plantas e covas em areas com fusariose

A determinacdo da incidéncia de plantas e covas foi a partir da observacéo de todo o
pomar. O pomar era percorrido anotando-se tanto plantas sintomaticas como assintométicas.
As plantas sintomaticas eram marcadas se apresentassem 0 sintoma tipico causado pelo

patdgeno como: a murcha verde da planta e descol oracéo dos vasos. Em caso de descoloragéo
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ferruginosa dos vasos, fragmentos do caule eram levados para o Laboratério de Fitopatologia
da Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizada em Cruz das Almas - Bahia. Os dados de
incidéncia de plantas e covas foram expressos em percentagem.

As andlises dos indicadores microbiologicos foram realizadas no Laboratorio de
Microbiologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizada em Cruz das Almas - Bahia
Para as andlises dos bioindicadores as amostras permaneceram com as caracteristicas trazidas

de campo, para melhor representacdo biol dgica.

Carbono da biomassa microbiana do solo (C-BMS). Amostras de 20 g de solo foram
levadas para secar em estufa a temperatura de 100°C por 24 h, em duas repeti¢Ges. Avaliou-se
0 C-BMS pelo método descrito por Vance et a. (1987), associado ao método de determinacéo

de carbono por colorimetria (Bartlett & Ross 1988).

Respiracdo Basal do Solo (C-CO,). Avaliou-se a atividade microbiana do solo (C-
CO,), das diferentes areas de coleta pelo método descrito por Anderson & Ingram (1993). A

umidade das amostras incubadas foi mantidaigual a do campo.

Quociente metabdlico (QCO,). O (qCO,) foi calculado pela razéo entre a taxa de C-
CO, e 0 C-BMS (Anderson; Domsch 1993), expresso em mg C-CO, mg Cmic™ h™, conforme

aformulaaseguir: gCO,= C-CO,/C-BMS.

Determinacéo da Matéria Organica (MO). As amostras de solo para andlise de matéria
organica (MO) foram homogeneizadas e passadas em peneira de 4 mm. A determinacdo da
matéria organica foi com dicromato de potassio por colorimetria, pelo método descrito por

Anderson & Ingran (1996). Os dados foram expressos em g kg™

Andlise estatistica para os dados ndo pareados. os dados foram submetidos a andlise

exploratdria dos dados, por meio do célculo das seguintes estatisticas descritivas. minimo,
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maximo, meédia, desvio padréo e coeficiente de variagdo. Calcularam-se os coeficientes de
correlacdo de Spearman entre a incidéncia da doenca em plantas e covas, e as variavels

biol 6gicas dos solos.

Admitindo a possibilidade de relacbes mais complexas entre as variaveis, procedeu-se
também a andlise de componentes principais (Legendre & Legendre 2003). A andlise de
componentes principais consiste, basicamente, em resumir um conjunto grande de medidas,
em poucos componentes principais, que podem informar a maior parte da variabilidade da
amostra. A selecéo dos fatores - componentes principais - foi feita de modo que a soma da
variancia explicada pelos fatores correspondesse a um minimo de 80% da variancia total dos
dados.

Foram também utilizadas técnicas de andlise de correlagdo canbnica e andlise
discriminante. Para avaliar a relacgo entre as varidvels, procedeu-se a andlise de correlacéo
candnica, relacionando-se a incidéncia de plantas (INCP) com as varidveis C-BMS, C-CO; e
gCO,. Por meio desta andlise permite-se investigar a relacdo entre dois conjuntos de
variaveis.

As funcgbes discriminantes sdo combinagdes de varidveis que melhor discriminam dois
OuU Mais grupos que ocorram naturalmente. Portanto, a andlise discriminante é uma técnica
confirmatéria. Sendo assim, em funcéo da variacéo dos valores encontrados, subdividiram-se
0s pomares em dois grupos de acordo com sua incidéncia, adotando-se o critério: grupo 1:
baixo <5% e grupo 2: alto >5%, com intuito de se determinar os bioindicadores que estéo
relacionados com maior ou menor ocorréncia da doenca.

Andlise estatistica para os dados pareados: na anadlise dos dados obtidos das amostras
pareadas (cpa e cps), primeiramente utilizou-se o teste de normalidade Shapiro-Wilks (Teste
W) considerando o nivel de 5% de probabilidade.

Posteriormente, os dados foram submetidos ao teste de Mann-Whitney U a 5% de

probabilidade (Conover 1980). Esse teste ndo-parameétrico foi utilizado para comparar as duas
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amostras independentes, avaliando-se a existéncia de diferencas entre os grupos (cpa e cps)
para cada varidvel analisada. Todas as andlises estatisticas foram feitas com o programa
estatistico STATISTICA 7.0.

Resultado e Discussoes
Dados néo pareados
Em todas as andlises, os resultados para incidéncia em plantas e covas foram
rigorosamente 0os mesmos. Por esse motivo, ser8o apresentados e discutidos apenas 0s
referentes aincidéncia em plantas.
Tabela 1. Estatisticas descritivas para as variavels incidéncia em plantas, em % (INCP);

biomassa microbiana, em mg/kg (C-BMYS); respiracdo microbiana, em mg/kg (C-COy);
coeficiente metabdlico, em mg C-CO, mg Cmic™ h™(qCO.); matéria organica, em g/kg (MO).

Desvio Coseficiente de

Variave Minimo Maximo Média Padr 30 variacso (%)
INCP 0,0 100,0 25,6 36,0 140,3
C-BMS 12,3 2220 66,0 442 66,9
C-CO, 0,2 1,3 0,5 0,2 443
gCO, 0,0 0,0 0,0 0,0 50,7
M.O 7,0 25,0 12,7 52 41,2

Os valores de carbono da biomassa microbiana (C-BMS) variaram entre 12,3 e 222,0
mg kg™ de solo, sendo que a maioria dos solos apresentaram teores de C-BMS inferiores a
100,0 mg kg* (Tabela 1). Devido & auséncia de correlagdes significativas com os niveis de
incidéncia da fusariose do maracuj4, a biomassa microbiana dos solos das principais regides
producdo da Bahia (Tabela 2) ndo serviu como indicadora de supressividade a doenca,
assemelhando-se a0 verificado por Machado et a. (2003) para murcha de fusario do
tomateiro. Os resultados concordam com os de Van Bruggen e Semenov (2000) em outros

patossi stemas.

Tabela 2. Estatistica de correlagdo de Spearman entre a incidéncia em plantas e as varidveis
bi ol 6gi cas dos sol os de diferentes municipios baianos.

Variaveis Correlagéo de Spearman

C-BMS -0,02"
C-CO» -0,00™
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qCO; 0,10™
M.O 0,06™

Valores ™ nao significativo a 15%, de acordo com o teste P.

Os teores da respiracéo microbiana (C-CO,) nos solos variaram de 0,24 a 1,26 mg kg™
h™*, estando a maior parte com va ores menores que 1,00 mg kg™ h™. Os resultados de C-CO,
obtidos no presente trabalho sdo, em geral, inferiores aos apresentados por Silva et al. (2009)
em &reas de Organossol os preservadas, com valores entre 27,69 e 61,43 mg de C-CO, kg™t h™.
Nas &reas estudadas, os solos devem encontrar-se com baixa atividade metabdlica, o que
implicaria em um ambiente com popul agBes com pouca atividade antagbnica ao patdgeno em
estudo. Dentre os fatores que influenciam a sobrevivéncia de espécies de Fusarium
OXysporum no solo, destaca-se a microbiota antagonista associada a rizosfera (Scher & Baker
1980; Hopkins et al. 1987; Freitas & Pizzinato 1991; Larkin et al. 1993; Toyota et al. 1994).
De acordo com Silva et a. (2007), ainterpretacéo dos dados de respiracdo deve ser cautel 0sa,
uma vez que o incremento na atividade respiratéria pode ser desencadeado, tanto pela ata
produtividade de um determinado ecossistema, quanto pelo estresse advindo de distarbios
ambientais. A falta de influéncia do C-CO, dos solos em estudo na incidéncia da murcha-de-
fusério do maracujazeiro (Tabela 2) diverge do constatado em estudos envolvendo doenca
causada por F. oxysporum f. sp. tracheiphilum, nos quais verificou-se correlacdo positiva
entre a severidade da murcha-do-fusario do caupi e C-CO, evoluido (Andrion 2009). O autor
relaciona a correlacdo positiva entre severidade e a murcha-de-fusarium do caupi a fatores que

ndo foram detectados pel as analises redlizadas.

Como os valores da respiracdo microbiana encontrados nas areas foram baixos, isso
pode estar favorecendo a fase de reproducdo do patdgeno. Baixa atividade metabdlica nos
solos pela microbiota, em geral, presente na rizosfera, tende a deixar 0 ambiente menos

competitivo. Também pode, até mesmo, inibir interacbes de aguns micro-organismos
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antagonistas ao fitopatdgeno, beneficiando assim, o aumento da quantidade de indculo inicial

nas areas, e, consequentemente, levando o patdgeno a completar seu ciclo de vida

Os valores do qCO,, tanto minimo e méximo, foram baixos (0,00 a 0,02 mg C-CO, mg
Cmic! hY), ndo evidenciado correlacdo com a incidéncia da fusariose do maracujazeiro nas
regides de coleta (Tabela 2). Para Insam & Domsch (1988), a respiracdo microbiana por
unidade de biomassa microbiana diminui em sistemas mais estaveis. Por outro lado, a
incorporagdo de residuos de culturas a0 solo aumenta o qCO, (Ocio & Brookes 1990).
Portanto, valores baixos de qCO, encontrados neste trabalho, poderiam ser atribuidos a
pomares com baixa incorporacdo de residuos vegetais pelos produtores, levando a uma baixa
atividade metabdlica pel os micro-organismos das areas. 1sso diminuiria a relagdo entre eles e
uma eventual capacidade supressiva dos solos. O restabelecimento da atividade microbiana
depende da adicdo desses residuos, criando um ambiente mais competitivo com intuito de

reduzir o potencial deindculo.

Os teores de matéria organica (MO) nos solos variaram de 7 a 25 g kg*, com
predominancia de valores menores que 20 g kg™*. Nenhuma correlacéo foi obtida entre o teor
de matéria organica no solo e aincidéncia da doenca (Tabela 2). Porém, ndo se pode descartar
a importancia da fracéo organica para o aumento da doenca. Solos com maior teor de matéria
organica foram supressivos a Fusarium roseum f. sp. cerealis, que causa podridao das raizes

do trigo (Papandick & Cook 1974).

Apesar daimportancia da MO para a atividade microbiol 6gica do solo, aincorporacdo
de MO é prética pouco adotada pelos produtores nas éareas estudadas. Das 21 areas visitadas,
apenas 29% dos produtores utilizavam esterco de gado e 71% néo utilizavam nenhum tipo de
MO. Os compostos organicos podem influenciar indiretamente os fitopatogenos, favorecendo

0 aumento da populacdo dos antagonistas (Gamliel & Stapleton 1993). Na literatura ha



221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

39
registro que o uso de substrato orgéanico no solo, como residuos de esterco de gado, tornou o
solo supressivo a murcha de Fusarium (Kannangara et al. 2004). A explicacdo seria a de que
esse substrato € rico em frages de carbono labil, fonte de energia para 0os micro-organi Smos.
A microbiota favoreceria o desenvolvimento das plantas, deixando-as menos predispostas ao

ataque de patégenos habitantes do solo.

Os valores do coeficiente de variagdo (CV) para C-BMS foram mais atos (66,9%)
guando comparados com CV de qCO,, C-CO, e M.O (Tabela 1). Isso indica elevada variagcéo

dos teores de biomassa microbiana nos sol os dos pomares amostrados.

A andlise de componentes principais (CP) revelou que dois componentes principais
(CP1 e CP2) responderiam por 94,2% da variancia total dos dados para a incidéncia da
fusariose nas éreas estudadas (Figura 4). As variaveis que mais contribuiram para CP1 (54,4%
da variancia total), foram C-BMS e o gCO, (55,7% e 356% do total de CP1,
respectivamente). No CP2, associado a 39,8% da variancia total, as que mais contribuiram

foram C-CO, e 0 qCO, com 68,7% e 30,0%, respectivamente (Tabela 3).

A andlise de correlagdo candnica, mostrou uma correlagdo de 19% entre os dois
grupos de varidve's (incidéncia de plantas x [C-BMS, C-CO; e qC0O,]). Isoladamente, qCO,,
explica 11,04% da variacdo dos dados para incidéncia em plantas. O qCO, tem sido utilizado
como um indicador biol6gico do equilibrio do solo, uma vez que a medida que a biomassa
microbiana se torna mais eficiente, menos carbono é liberado como CO, pela respiracéo e
uma propor¢do de carbono € incorporada a biomassa microbiana (Anderson & Domsch 1990).
Assim, alta biomassa microbiana, atividade e diversidade em solos naturais ou agricolas, tém
sido associados com a supressdo de doencas de plantas com origem no solo (Nitta 1991;

Workneh & Van Bruggen 1994; Mader et al. 2002).
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Apesar das correlagOes terem sido baixas, os atributos biolégicos ndo podem ser

descartados de estudos do ciclo das relagBes patdgeno-hospedeiro nesse patossistema. E

possivel que sgjam fatores em apenas uma ou duas fases do ciclo e isso deve ser investigado
com mais detal hes.

Tabela 3. Contribuicéo das variaveis microbiol dgicas (%) em cada componente principal dos
solos originados de diferentes municipios baianos para avaliacdo da anadlise de risco a
fusariose do maracuja amarel 0.

Variaveis CP1 CP2
C-BMS 55,73 01,25
qCO; 35,63 30,04
C-CO, 08,63 68,70

CP = componentes principais, C-BMS = Carbono da biomassa microbiana do solo, qCO, =
coeficiente metabdlico e C-CO, = respiracdo basal do solo.

10 _ o C_‘COZ
0,5

0,0

CP2:39,77%

-0,5

-1,0

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
CP1: 54,44%

Figura 4. Circulo de correlacdo da andlise de componentes principais para as variaveis C-
BMS, C-CO, e qCO, que mais contribuiram para variacéo total dos dados, para ocorréncia da
fusariose nos principais municipios produtores de maracuja.

A andlise discriminante foi realizada a partir das trés variaveis da andlise candnica que

mais explicaram a incidéncia em plantas. Nenhuma das variaveis foi significativa (Tabela 4).



262
263
264

265
266

267

268

269

270

271
272

273
274
275
276
277

278

279

280

281

282

283

284

285

41
Ou sgja, elas ndo sdo Uteis para discriminar areas de riscos com maior e menor incidéncia de
fusariose do maracuja.
Tabela 4. Estatisticas de Wilks’ Lambda e probabilidade associados as variaveis utilizadas na

andlise discriminante de incidéncia de fusariose, em solos oriundos de diferentes pomares de
maracuja amarel o baianos para fatores de riscos a doenca.

Variavels Wilks’ Lambda Probabilidade
C-CO, 0,97™ 0,51™
C-BMS 0,97™ 0,49™
gCoO, 0,94™ 0,89™

"valores nio significativos a P<0,05.
Dados pareados

Apenas a respiragdo basal do solo (C-CO,) da amostra cps apresentou distribuicéo
normal a 5% de probabilidade (Tabela 5), indicando a necessidade de aplicacéo de testes néo-
parameétricos.

Tabela 5. Teste de Normalidade de Shapiro-Wilks (W) e da probabilidade para as varidveis C-
BMS, CO,, qCO, e M.O das amostras cpa e cps.

Variaveis Amostras cpa Amostras cps
C-BMS 0,90** 0,78**
C-CO; 0,89** 0,98™
gCOs 0,86** 0,60**
M.O 0,82* 0,90*

** e* ggnificativo al e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste de Shapiro-Wilks.
"> ndo significativo a 5% de probabilidade.

Para avaliar se existia diferenca entre as amostras pareadas, utilizou-se o teste U, de
Mann-Whitney, por ser o teste mais adequado para comparagdo de dois grupos (cpa e cps).

N&o houve diferenca significativa entre os grupos (sintomaticas e assintométicas) para
qualquer das varidveis analisadas pelo teste de Mann-Whitney (Tabela 6). Resultados
semel hantes foram encontrados por Lopes et al. (2008) quando analisaram teores de MO em
amostras pareadas a0 estudar a incidéncia do mal-do-Panama na bananeira, causado por

Fusarium oxysporumf. sp. cubense.

Tabela 6. Teste pareados de significancia (Mann-Whitney).

Variaveis U P
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C-BMS 0,39 0,68™
C-CO, 0,34 0,23™
gqCO; 0,41 0,83™
M.O 0,40 0,77™

Vaores ™ ndo significativo parap< 0,05, de acordo com o teste Mann-Whitney.

Aparentemente a supressao de doencas em relacdo aos parametros de uma comunidade
microbiana pode ser devido a uma maior especificidade da relacdo entre patdgeno e
antagonista do que devido a influéncia das caracteristicas fisicas e quimicas do solo (Hoper &
Alabouvette 1996); ou devido a variacdo nas comunidades microbianas do solo no tempo e
espaco (Van Bruggen & Semenov 2000). No entanto, interacBes complexas entre esses
fatores, abidticos e bidticos, tornam dificil a constatacdo de indicadores que possam ser

utilizados em diferentes situagdes (Arshad & Martin 2002).

Conclusdes

N&o foram encontradas relacdes fortes entre bioindicadores do solo e a incidéncia da
fusariose do maracuja no presente estudo. Porém, a incidéncia € apenas o resultado de
multiplos processos envolvendo ndo apenas a abundancia do patdégeno, mas sua distribuicéo
nas é&reas e sua atividade. Nesse contexto, os resultados aqui relatados reforcam que os fatores
bi 6ticos precisam ser melhor estudados em cada uma das fases do ciclo de vida do patdgeno e
ndo apenas como possiveis fatores de risco. Ou sga, as interacdes entre as propriedades
bidticas e abidticas do solo com o ciclo de vida desse patégeno ainda precisam ser melhor
compreendidas.
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RESUMO

ARAUJO, L.F.C Efeito de diferentes matérias vegetais na fase sobrevivéncia de
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae. Cruz das Almas, 2015. Dissertacao
(Mestrado em Microbiologia Agricola). Universidade Federal do Recdncavo da
Bahia.

A murcha-de-fusario, causada por Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae
(FOP), é uma importante doenca do maracuja amarelo nas regides Nordeste do
Brasil. Esse patégeno habitante do solo pode sobreviver por varios anos nesse
ambiente por meio de estruturas de resisténcia, causando perdas na passicultura,
por vezes, inviabilizando o pleno aproveitamento de vastas areas agricolas.
Investigagbes na busca alternativa no controle desse patossistema tém sido
realizadas, e neste contexto o efeito de diferentes materiais vegetais supressivo ao
patégeno tem sido estudado. Os objetivos deste trabalho foram avaliar: 1) o
potencial da incorporacdo diferentes materiais vegetais (MV) no solo na fase de
sobrevivéncia do FOP; 2) o efeito do extrato de folhas frescas de diferentes MV
sobre o crescimento micelial e producdo de esporos. Para isso, incorporou-se 15¢g
de folhas frescas dos dez diferentes MV em bacias plasticas, contendo 250g de
areia estéril, 0,52 mL de suspensao do patégeno e 70 discos feitos do meio &gar-
adgua, servindo como iscas para avaliar a atividade saprofitica do fungo. No
tratamento testemunha n&o foi incorporado matéria vegetal na areia, ficando uma
bacia para cada tratamento. Por fim, as bacias foram revestidas com plastico filme e
colocadas em BOD a temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 h. Apds cinco, e
depois, dez dias, retirou-se dez discos de cada tratamento e transferiu-se para placa
de Petri contendo meio Komada, para avaliar o crescimento saprofitico do fungo.
Apos vinte dias avaliou-se o numero de clamiddsporos, macro e microconidios. Para
avaliar o efeito dos cinco melhores extratos de folhas frescas no crescimento micelial
(CM), adicionaram-se 100 ul sobre o meio BDA ajustando-se as concentragdes finas
para 2, 4, 6, e 8 g mL™. No tratamento testemunha, contendo somente ADE sobre 0
meio. As placas foram incubadas a 25°C em fotoperiodo de 12 h, avaliando-se
diariamente até que um dos tratamentos alcancassem a borda da placa. Para avaliar
a producédo de esporos, utilizou-se a mesma metodologia do CM, porém, as placas
foram avaliadas apds vinte cinco dias a 25°C em escuro continuo. Apés quatro dias
de incubacéo, 100% das iscas foram colonizadas. Houve diferenca significativa para
producédo de esporos, pelo teste de Tukey (p<0,01), para todos os materiais vegetais
incorporados no solo. A incorporacao das espécies B, C, D e | inibiu a producéo de
clamidésporos do patdgeno. No entanto, a espécie C foi a Unica que inibiu a
formacdo de macroconidios e clamiddsporos. Na presenca dos diferentes extratos
foliares, ajustaram-se os modelos lineares para CM e producédo de esporos (PE). O
extrato B, na maior concentracao testada, retardou o crescimento micelial, levando
mais dias que a testemunha para alcancar 50% do crescimento. Para atingir 5% e
95% da éarea total, os extratos B e C proporcionaram taxa de crescimento mais lento
em relacdo a testemunha. Em relacdo ao parametro b, o extrato C na concentracéo
maxima apresentou transicdo mais lenta. A relacdo entre a e b com a testemunha, o
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extrato D na concentracdo 4 g mL™, proporcionou crescimento mais lento. Na
producdo de esporos, constatou-se apenas producdo de microconidios para todos
0s tratamentos, no entanto o0s tratamentos ndo apresentaram diferencas
significativas em funcao dos extratos e das concentracfes empregadas.

Palavras-chave: fusariose, clamiddsporos, supressividade.
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ABSTRACT

ARAUJO, L.F.C Effect of different plant materials in survival phase Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae. Cruz das Almas, 2015. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia Agricola). Universidade Federal do Recéncavo da Bahia.

The fusarium wilt, caused by Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (FOP) is
an important disease of yellow passion fruit in the Northeast of Brazil. This pathogen
inhabitant of the soil can survive for several years in this environment through
resistance structures, causing losses in passicultura sometimes, preventing the full
exploitation of vast agricultural areas. Investigations into alternative seeks to control
this pathosystem have been carried out, and in this context the effect of different
plant materials suppressive to pathogens has been studied. The objectives of this
study were to evaluate: 1) the potential of incorporating different plant materials (MV)
in the soil in FOP survival phase; 2) the effect of fresh leaves of different MV extract
on the mycelial growth and spore production. For this, incorporated into 159 of fresh
leaves of ten different MV in plastic bowls containing 2509 of sterile sand, 0.52 ml of
the pathogen suspension and 70 disks made of water-agar medium, serving as bait
to evaluate the saprophytic activity the fungus. In the control treatment was not
embedded in the sand vegetable matter, being a basin for each treatment. Finally,
the bowls were covered with plastic film and placed in BOD at a temperature of 25 °
C and 12 hour photoperiod. After five, then ten days, he pulled up ten disks for each
treatment and transferred into Petri dish containing medium Komada, to evaluate the
growth of saprophytic fungus. After twenty days evaluated the number of
chlamydospores, macro and microconidia. To evaluate the effect of the top five
leaves extracts of the mycelial growth fresh (CM) was added 100 | of the BDA
through the fine adjusting concentrations for 2, 4, 6, and 8 g / ml. In the control
treatment containing only ADE over the middle. The plates were incubated at 25 ° C
for 12 h photoperiod, evaluating daily until one of the treatments reached the edge of
the plate. To assess the production of spores was used the same methodology CM,
however, the plates were evaluated after twenty-five days at 25 ° C in continuous
dark. After four days of incubation, 100% of the baits were colonized. There was a
significant difference for the production of spores by the Tukey test (p <0.01) for all
plant material incorporated into the soil. The incorporation of species B, C, D and |
inhibited the production of chlamydospores of the pathogen. However, the type C
was the only one that inhibited the formation of macroconidia and chlamydospores.
In the presence of different plant extracts, set up linear models for CM and spore
production (PE). The extract B, the highest concentration, slowed the mycelial
growth, taking more days than the control to achieve 50% growth. To achieve 5%
and 95% of the total area, the B and C provided extracts slower growth rate
compared to the control. Regarding the parameter b, C extract the maximum
concentration showed slower transition. The relationship between a and b with the
witness, D extract at concentration 4 g / ml, provided slower growth. In the production
of spores, there was only producing microconides for all treatments, however the
treatments did not show significant differences depending on the extracts and
concentrations employed.



Keywords: fusarium, chlamydospores, suppressiveness.
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INTRODUCAO

O maracuja amarelo (Passiflora edulis flavicarpa) é amplamente cultivado na
regido Nordeste do Brasil, chegando a produzir 622.036 toneladas anuais (IBGE,
2013). O potencial produtivo desta cultura para o Nordeste do Brasil é indiscutivel,
mas a produtividade ainda é considerada baixa, devido ao surgimento de pragas e
doencgas nos pomares.

Entre as doencas que afetam o maracujazeiro amarelo estd a fusariose,
causada por Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, um fungo habitante do solo.
Este fungo penetra as raizes da planta, e as suas hifas invadem os vasos do xilema,
impedindo o transporte de agua e nutrientes para outros érgdos da planta, causando
murcha generalizada e morte rapida das plantas. Ramos murchos sdo o0s primeiros
sintomas visiveis e pode ocorrer em qualquer época do ano ou estagio fenoldgico da
planta. Secdes longitudinais da madeira mostram tragos de uma descoloragéo
ferruginosa, indicando a presenca de células cromaticas que sdo impermeaveis
(SANTOS FILHO, 1998).

O controle dessa doenca € dificil, principalmente, devido a capacidade de
sobrevivéncia do patdgeno no solo, mesmo na auséncia da planta hospedeira. O
manejo tradicional de controle da fusariose, aplicada isoladamente, ndo tém atingido
niveis satisfatorios. A utilizacdo de cultivares resistentes € o mais desejavel e
econdmico meio de controle, mas devido as caracteristicas dos patégenos de solo,
existem muitas dificuldades para a sua efetivacdo. Busca-se, atualmente, medidas
alternativas no manejo da doenca que visem, principalmente, restaurar a
biodiversidade dos solos.

Dentre estas alternativas destaca-se a potencialidade do uso de materiais
vegetais incorporados ao solo, colaborando para o acréscimo da comunidade
microbiana complexa, ajudando na atividade antagbnica ao micro-organismo
patogénico, impulsionando a supressividade do solo, melhorando sua fertilidade e
resisténcia das plantas as doencas (CAFE FILHO e LOBO JUNIOR, 2000; CRUZ et
al., 2013).

A adicdo de materiais vegetais ao solo promove alteracdes em varios fatores,
tais como estrutura fisica, teores de nutrientes, celulose e lignina, sélidos soluveis
totais, pH e deposigao de toxinas. Esses, por sua vez, alteram o perfil da microbiota
do solo, tornando o ambiente improprio a sobrevivéncia de patogenos.
Paralelamente a esse processo, favorecem o aumento das populacdes de micro-
organismos benéficos (CAFE FILHO e LOBO JUNIOR, 2000). Estudos ja
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comprovam que a adicdo desses materiais ao solo pode dar origem ao processo de
supressividade a doencas (TERMORSHUIZEN et al.,, 2006; BONANOMI et al.,
2007). Entretanto, cada fonte de matéria organica tem caracteristicas particulares
que podem, ou ndo, tornar o substrato supressivo a determinado patdégeno
(TERMORSHUIZEN et al., 2006).

Partindo da premissa que a incorporacdo de residuos vegetais ao solo
promove supressividade a patdgenos habitantes do solo, objetivou-se no presente
trabalho avaliar: a) o efeito da incorporacdo de materiais vegetais na supressividade
da atividade saprofitica e producdo de esporos de Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae b) e verificar o efeito dos extratos foliares na inibicdo do crescimento

micelial e producéo de esporos.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia da

Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizada em Cruz das Almas - Bahia.

Obtencéo do Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (FOP)

Para realizacdo dos ensaios in vitro, utilizou-se o isolado monospdrico 002 de
FOP isolado de plantas de maracuja com sintomas tipico da doenca - a murcha -. O
isolado € pertencente a micoteca do Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa

Mandioca e Fruticultura, localizada em Cruz das Almas — Bahia.

Preparo das mudas dos diferentes materiais vegetais (MV)

Para producdo das mudas utilizara sementes de maracuja amarelo (Passiflora
edulis f. flavicarpa) e outras espécies com as seguintes indentificacbes: B, C, D, E,
F, G, H, | e J. Os diferentes MV foram semeados em vasos plasticos contendo
areia+esterco, durante 30 dias em casa de vegetacdo da Embrapa Mandioca e

Fruticultura.

Teste de supressividade por incorporacdo de folhas frescas de diferentes
materiais vegetais no solo na atividade saprofitica e producéo de esporos de
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae.

Pesou-se 15¢g de folhas frescas dos diferentes MV, que foram trituradas
manualmente com uma faca, em seguida desinfestadas superficialmente com alcool
70% (1min) e Hipoclorito de Sodio 1% (1min), seguido de trés lavagens com agua
destilada estéril (ADE). As bacias plasticas, que serdo utilizadas para colocar a areia
com 0s materiais vegetais, foram lavadas e desinfestadas com 0s mesmos
reagentes (alcool 70% e hipoclorito 1%) e colocadas para secar.

Procedeu-se pesando-se 250g de areia previamente autoclavada (por duas
vezes) nas bacias plasticas, ficando uma bacia para cada tratamento incluindo a
testemunha. As bacias contendo a areia foram levadas para camara de fluxo, onde
adicionou-se as folhas + uma aliquota de 0,52 mL da suspenséo de esporos do
patégeno na concentracdo de 10% misturando-se bem todos os materiais. Em
seguida, incorporou-se 70 discos feitos do meio agar-agua de 10 mm de diametro,
servindo como iscas para avaliar a atividade saprofitica do fungo. Por fim, as bacias

foram revestidas com plastico filme (para evitar contaminacoes e perda de umidade)
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e colocadas em BOD a temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 h. No tratamento
testemunha néo foi incorporado matéria vegetal na areia, tendo apenas areia, discos
e a suspensao.

ApGs cinco e dez dias, retirou-se dez discos de cada tratamento e transferiu-
se para placa de Petri contendo meio Komada (semi-seletivo), para avaliar o
crescimento saprofitico do fungo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 10
tratamentos e a testemunha, sendo cada tratamento constituido por uma bacia com

70 discos.

Figura 1. Incorporacao dos dez diferentes materiais vegetais em bacias plasticas,
contendo: areia, iscas e a suspensao do patdégeno. Foto: autora.

Depois de vinte dias, avaliou-se o numero de clamidésporos, macro e
microconidios. Coletando-se de cada bacia, 3 sub-amostras de 10g de todo o ensaio
(solo, MV + iscas) aleatoriamente, e acrescentando-se 50 ml de 4gua destilada. Em
seguida, retirou-se 1ml da suspensdo e contou-se 0 numero de esporos
(microconidios, macroconidios e clamidésporos) em hemacitbmetro tipo Neubauer,
sob microscopio oOptico.

O experimento foi instalado no delineamento inteiramente casualizado,
constituindo de onze tratamentos com 3 repetigcdes. Os dados foram transformados
para log (nUmero de esporos +1), visando o atendimento das pressuposicbes da
analise de variancia e submetidos ao teste F. As médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Tukey a 1% de significancia. As analises foram realizadas
utilizando-se o programa STATISTICA 7.0.
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Efeito de extratos vegetais de folhas frescas sobre o crescimento micelial e
producao de esporos de Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae

Os melhores MV que tiveram efeito supressivo sobre a producdo de esporos
foram selecionados para avaliar o efeito dos extratos sobre o crescimento micelial e
na producdo de macroconidios, microconidios e clamidésporos. Apesar do maracuja
ter sido conducivo na producdo dos esporos, optou-se por utiliza-lo como uma

segunda testemunha.

- Obtencgéo dos extratos aguosos foliares

As folhas utilizadas na preparacédo dos extratos foram: maracuja amarelo (A),
e as espécies B, C e D. Para obtencéo dos extratos aguosos de folhas frescas, as
folhas foram coletas e fragmentadas com uma faca, em seguida desinfestadas com
alcool 70% e hipoclorito a 1% (ambos por 1 min), retirando o residuo das soluctes
com trés lavagens em agua destilada estéril (ADE). Em seguida, foram transferidas
para frascos de erlenmeyers estéreis contendo ADE nas proporc¢des de 2, 4, 6 e 8g
por 100 mL. Posteriormente, os erlenmeyers contendo ADE + folhas, foram
colocados em banho-maria a 90°C por 15 minutos. Apds esse periodo, em camara
de fluxo, foram filtrados em gaze de camada dupla estéril e recolhido béquer estéril,

devidamente identificados.

- Crescimento micelial

Foram depositados 100 pL de cada extrato sobre o meio de cultura Batata-
Dextrose-Agar (BDA) e espalhados com alca de Drigalski até que os extratos fossem
totalmente absorvidos pelo meio. No tratamento testemunha, contendo somente
agua destilada esterilizada (ADE) sobre o meio. Posteriormente, discos de micélio
com 5 mm de diametro do isolado foram transferidos para o centro das placas
contendo os extratos. Em seguida, as placas foram incubadas em B.O.D. a 25+ 1 °C
sob fotoperiodo de 12h. A avaliacdo do crescimento micelial consistiu da leitura, a
cada 24 h, do diametro da colénia em dois sentidos diametralmente opostos, com
uma régua milimetrada. As leituras foram concluidas quando o crescimento da
coloénia atingiu completamente o diametro da placa em um dos tratamentos,
determinando-se a velocidade média de crescimento do fungo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com arranjo

fatorial 5 x 4, sendo cinco tratamentos e quatro concentragdes. Cada tratamento foi
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constituido de placas contendo patégeno e extrato, com trés repeticdes e a unidade
experimental foi representada por uma placa de Petri.

O modelo matematico utilizado para crescimento micelial de FOP em
diferentes extratos vegetais foi: y - area total / 1 + e ((- dias — a) / b)); onde a=¢é o
namero de dias até 50% de crescimento micelial maximo e b = é a transicdo. O
modelo foi ajustado aos dados com software Table Curve 2D (JANDEL, 1991). Os
critérios utilizados para a selecdo dos modelos foram: (i) ajuste da linha de tendéncia
(i) coeficiente de determinacdo R2 >0,9; (iii) simplicidade matemética e nimero de

parametros.

- Producéo de esporos nos diferentes extratos vegetais

Adicionou-se 100 uL de cada extrato sobre o meio de cultura Batata-
Dextrose-Agar (BDA 39 g L™) e espalhados com algca de Drigalski até que os
extratos fossem totalmente absorvidos pelo meio. Discos de micélio de FOP002,
com 5 mm de diametro, foram transferidos para o centro das placas contendo os
extratos. Em seguida, as placas foram incubadas em B.O.D. a 25+ 1 °C em escuro
continuo por vinte cinco dias. Apos esse periodo, foi avaliada a producéo de esporos
nas diferentes concentracdes dos extratos. Para esta avaliacdo, foram adicionados
50 mL de agua destilada sobre a superficie da colbénia, removendo o crescimento
fungico com auxilio de um pincel estéril.

A suspensao obtida foi filtrada por meio de gaze de camada dupla e a
contagem de conidios (macroconidios, microconidios e clamidosporos) foi feita
utilizando-se o hemacitémetro tipo Neubauer, sob microscopio 6ptico. As contagens
foram determinadas em quatro campos de visao.

O delineamento foi inteiramente casualizado com 5 tratamentos (4
extratos + 1 controle) com trés repeticbes por concentracdo. O modelo matematico
utilizado para os valores de microconidios de FOP nos diferentes extratos vegetais
foi de regresséo linear simples (y = a + bx), utilizando-se o software Table Curve 2D
(Jandel, 1991). Os critérios utilizados para a selecdo dos modelos foram: ajuste da
linha de tendéncia e coeficiente de determinagcdo R2 >0,90.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Teste de supressividade por incorporacdo de folhas frescas na atividade
saprofitica e producdo de esporos de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae.

Ap0s quatro dias de incubacédo, 100% das iscas foram colonizadas (Figura 2).
Esses resultados indicam que os dez materiais vegetais utilizados foram conducivos
a atividade saprofitica do fungo, que é mais uma capacidade de sobrevivéncia do
FOP no solo (mesmo na auséncia da planta hospedeira).

Depois de vinte dias todas as folhas frescas, incorporadas na areia contidas
nas bacias, estavam cobertas por hifas do patdégeno, como pode ser visto na Figura
3. No tratamento testemunha observou-se apenas a colonizacdo das iscas (Figura

2), ndo apresentando crescimento micelial visivel (Figura 3).

Figura 2. Discos de agar-agua feitos como iscas, em placas de Petri com meio
semi-seletivo, para avaliar o efeito dos diferentes materiais vegetais na atividade
saprofitica do FOP, ap0s quatro dias de incubagéo. 1 (maracuja), 2B, 3C, 4D, 5E,
6F, 7G, 8H, 9l, 10J e T (testemunha). Foto e edi¢cao: Ludmilla Cajuhi.
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TESTEMUNHA

Figura 3. Avaliacdo da supressividade por incorporacdo dos diferentes materiais
vegetais, na atividade saprofitica e produgéo de esporos de FOP, apos vinte dias de
incubacéo. Maracuja (1), B (2), C (3), D (4), E (5), F (6) G (7), H (8), | (9), J (10).
Foto e edigcdo: Ludmilla Cajuhi.

Para producdo de esporos nos materiais vegetais houve diferenca
significativa, pelo teste de Tukey (p<0,01) (Tabela 1). De forma geral, a incorporacao
das espécies (B, C e D) nao teve a producéo de clamidésporos do patdégeno (Tabela
1), ndo diferindo da testemunha. O mesmo comportamento pode ser observado para
a incorporacdo da espécie I. A espécie C foi a Unica que inibiu a formacdo de
esporos do fungo, tanto para macroconidios e clamiddsporos.

Os tratamentos compostos pela incorporacdo de maracuja, E, F, G, H e J,
estimularam maior densidade do fitopatdbgeno, para todos os tipos de esporos
(macroconidios, microconidios e clamidosporos), sendo considerados impréprios
para 0 uso na reducdo do potencial do in6culo (Tabela 1). Para a producdo de

microconidios, todos os tratamentos favoreceram a producao do inoculo (Tabela 1).
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Tabela 1. Comparacéo da adicao de diferentes matérias vegetais sobre producéo de
esporos de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae

Tratamentos Clamiddsporos Macroconidios Microconidios
Maracuja 5,66 c 6,41 e 7,54 fg
B 0,00 a 524 b 6,64 dg
C 0,00 a 0,00 a 6,31 bc
D 0,00 a 5,31 bc 6,41 cd
E 5,32 bc 5,70 cd 711e
F 4,92 bc 6,22 e 7,70 g
G 4,85 bc 571cd 7,33 ef
H 5,02 bc 5,67 cd 7,27 ef
I 0,00 a 520b 6,05 b
J 461b 6,03 de 7,649
Testemunha 0,00 a 0,00 a 562 a

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1%
de probabilidade. * As médias estdo apresentadas como log (nimero de esporos +1).

Uma hipétese para ter ocorrido reducdo na producdo de clamidésporos nos
tratamentos B, C e D, € que folhas frescas dessas espécies liberam compostos
toxicos durante o processo de decomposi¢do no solo que podem reduzir a incidéncia
do patogeno. A reducdo na producdo de clamidosporos pela incorporacdo desses
materiais vegetais € um dado muito importante, uma vez que essas estruturas de
resisténcia ddo, ao patégeno, condi¢cdes de permanecer viavel no solo por periodos
superiores ha 30 anos, mesmo na auséncia da planta hospedeira (PLOETZ et al.,
2003).

As espécies B, C e D produzem substancias, que sdo toxicos aos
fitopatbgenos, mas a quantidade produzida depende da espécie, sendo também
influenciada pelo local de cultivo e pelos tratos culturais (SULTANA et al., 2002).
Diante disso, uma hipétese para a espécie C ter propiciado maior controle do inéculo
seria que a producdo da substancia € variavel de acordo com a espécie, sendo
necessario estudos mais aprofundados de cada espécie para saber seu real
potencial no controle desse patossistema. Possivelmente, esse patdgeno apresenta
sensibilidade aos compostos tOxicos presentes nessa espeécie, fato esse relevante
para o seu controle.

Observa-se, ainda, na Tabela 1 que esses tratamentos (B, C, D e |) podem
estar tendo efeito de esterilizar o solo. Levando isso para a vida pratica do produtor,
torna-se promissor o0 uso de rotacdo de cultura com essas espécies, podendo ser
utilizadas como medidas de controle preventivas. E ainda mais, 0 uso por varios
anos podem deixar as areas livres do patdégeno. A rotacdo de cultura com plantas

nao hospedeiras tem originados o6timos resultados no controle de fitopatdogenos
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habitantes do solo, pois de acordo com Friberg et al., (2006) algumas plantas podem
até estimular a germinacdo dos esporos de resisténcia, através da liberacdo dos
exsudados radiculares, mas em suas raizes s6 ocorrem a infeccao primaria, nao
permitindo a execug¢do completa do ciclo de vida do patégeno.

No presente trabalho, a incorporacéo da espécie | foi um tratamento que inibiu
significativamente a formacéo de estruturas de resisténcia do FOP (Tabela 1). Essa
espécie contém componentes que podem ter contribuido para inativagcdo da
producdo de clamiddsporos. Sabe-se que o fungo FOP € de dificil controle, e vem
trazendo quedas significativas na produgéo da passicultura no estado da Bahia e em
outras regides. Assim, tornando-se um potencial mecanismo para inativacdo dessas
estruturas, o uso da espécie |, principalmente pelo fato de muitos desses residuos
serem de facil acesso para pequenos e médios produtores. Vale ressaltar que essa
espécie € abundante em areas rurais da regido Nordeste, aliando-se assim, a
disponibilidade dos residuos a eficiéncia destes em controlar fitopatégenos. Isso
diminui os custos com o controle de doencas e proporciona o uso de residuos locais,
evitando a entrada de agrotoxicos nas propriedades e tornando-se promissor o uso
dessa espécie como cultura intercalar, para reduzir a densidade e o potencial do
inoculo em areas com historico da fusariose.

A incorporacao das espécies (E, G e H) ndo apresentaram efeito supressivo
para todos os tipos de esporos, nao diferindo estatisticamente entre si (p>0,01)
(Tabela 1). Estes resultados podem estar associados as variagfes na resposta do
patdgeno aos diferentes materiais vegetais, também, da sua relacdo C/N (carbono-

nitrogénio) e do estagio de decomposicao dessas especies.

O resultado da incorporacdo das folhas F e J também ndo apresentaram
efeito positivo no controle da doenca, pois além de estimular o crescimento
saprofitico (Figura 3) induziu a producdo de micro, macro e clamidésporos (Tabela
1).

A incorporagao das folhas de maracuja, o resultado foi o0 menos satisfatorio
(Tabela 1), promovendo a maior producdo dos esporos (micro, macro e
clamidésporos). Esse resultado tem bastante relevancia para os pequenos e médios
produtores, pois a partir desta informacéo, eles ndo deixardo as folhas do maracuja
(restos culturais) nas areas apés o ciclo da cultura. O manejo inadequado associado

com o tempo de sobrevivéncia dos esporos, que permanecem na forma de
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clamidosporos no solo por varios anos, sao as principais dificuldades na diminui¢éo
do potencial de in6culo no solo. Os restos culturais das folhas do maracuja nas
areas apos a vida atil do pomar, pode levar o patdgeno a produzir estruturas de
resisténcia, eles permanecerdo dormentes até que as condigbes sejam favoraveis
ao seu desenvolvimento. Isso acarretara em problemas futuros de serem
disseminados, na area de plantio, pelo movimento de solo provocado por vento,
agua ou implementos. A disseminacdo primaria ocorre por meio de clamidésporos e
sementes contaminadas, enquanto a dissemina¢do secundaria ocorre por conidios

dispersos pelo vento e agua de irrigacdo (CABI, 2009).

Uma hip6tese que pode ser levada adiante a partir deste resultado, € que as
folhas do maracuja podem ser utilizadas como estratégia de preparo de meios de
cultura para producdo de grande escala de esporos, em experimentos que

necessitem de bastante fonte de indculo, principalmente em estudos em campo.

Conclui-se que a incorporacdo das folhas frescas de B, C, D e | possui
potencial para o controle da fusariose do maracujazeiro amarelo. Pesquisas s&o
necessarias para identificar a influéncia do componente quimico atuando em cada
fase do ciclo de vida desse patossistema. Principalmente em campo, onde a
amplitude do entendimento abrange ainda mais fatores, sejam biodticos ou abidticos,

gue influenciam, ou ndo, a ocorréncia da doenca.

Efeito dos extratos vegetais de folhas frescas sobre o crescimento micelial e
producédo de esporos de Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae
- Crescimento micelial de FOP

Em todos os tratamentos (A (maracuja), B, C e D) foi observado o

crescimento vegetativo do FOP (Figura 4).
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Figura 4. Crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. passiflora, em meio de
cultura BDA, em funcdo dos extratos vegetais de: A (Maracujd), B, C e D, nas
respectivas concentracées 2, 4, 6, e 8 g mL™.

O parametro a refere-se ao niumero de dias para que cada tratamento alcance
até 50% do crescimento micelial (Figura 5). Observa-se na Figura 5B que o extrato B
na concentragéo 8 g mL™ retardou o crescimento micelial, em relacédo a testemunha,
para alcancar 50% do crescimento, ocorrendo em 6,46 dias. O menor tempo foi
observado no tratamento com o extrato D na concentracdo 4 g mL™, em 5,62 dias
(Figura 5D).

Com os valores de a, também calcularam-se os dias para atingir 5% e 95% do
crescimento micelial da area total (Tabela 2). Para atingir 5% da area total, o extrato
de B na concentracdo 8 g mL™ também retardou o crescimento em relacdo a
testemunha, acontecendo em 1,99 dias. A menor quantidade de dias foi observada
no extrato de maracuja na concentracdo 8 g mL™, em 1,13 dias (Tabela 2), o que
corrobora com o experimento anterior, que indica que o maracuja foi conducivo a

atividade saprofitica do FOP.

Para atingir 95% do crescimento, o extrato C na maior concentragcéo testada
(8 g mL™) proporcionou taxa de crescimento menor, apresentado mais dias para
alcancar o crescimento maximo, 11,21 dias (Tabela 2). A menor quantidade de dias
foi observada no extrato D na concentracdo 4 g mL™?, em 9,52 dias (Tabela 2).

O parametro b quando multiplicado por 2.197224578, implica na transicdo em

dias (Figura 6). Quanto mais alto o valor de b, mais lento sera o crescimento
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micelial. O maior valor, 1,68, ocorreu no extrato C na concentracdo 8 g mL™ (Figura

6C) e 0 menor no extrato D na concentracdo 4 g mL™, ocorrendo uma transicdo mais

rapida em 1,32 (Figura 6D).
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Com os valores de a e de b, também calculou-se a relacdo entre o parametro
a e o valor da testemunha e 0 mesmo para os valores de b (Figura 7 e 8). A relacao
entre a e a testemunha, o extrato D na concentracdo 4 g mL™, proporcionou
crescimento mais lento, levando 1,11 dias (Figura 7D). J& extrato B na concentracao
8 g mL'apresentou crescimento mais répido, ocorrendo em 0,97 dias (Figura 7B).
Observa-se na relacdo dos valores de b e a testemunha, que o extrato C na
concentracdo 8 g mL™ apresentou transicdo mais rapida, acontecendo 0,97 (Figura
8C), ja o extrato D na concentragdo 4 g mL™ demonstrou menor transicdo, ou seja,

crescimento mais lento, acontecendo 1,23 dias (Figura 8D).
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Tabela 2. Dias até atingir 5% e 95% de crescimento micelial (FOP) da area total da

placa.

Tratamentos 5% da area total 95% da area total
A2 1,34 10,10
A4 1,21 10,56
A6 1,37 10,59
A8 1,13 10,61
B2 1,43 10,46
B4 1,38 10,91
B6 1,60 9,88
B8 1,99 10,93
C2 1,58 10,86
C4 1,52 10,26
C6 1,56 10,13
C8 1,29 11,21
D2 1,71 10,40
D4 1,72 9,52
D6 1,25 10,58
D8 1,42 10,05

Testemunha 1,46 11,05
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A (Maracuja), B, C e D nas diferentes concentracdes (g mL™).

Producao de esporos de FOP

N&o houve producdo de macroconidios e clamidosporos em nenhum dos
tratamentos, fato esse que pode ser atribuido ao tempo de incubagédo das placas
nao ter sido suficiente para formar estruturas de resisténcia, ou porque montou-se o
experimento em meio de cultura rico em nutrientes (BDA), ja que o fungo precisa de
condicOes desfavoraveis para formar estas estruturas.

Observou-se producdo de microconidios para todos os tratamentos. No
entanto os tratamentos ndo apresentaram diferencas significativas em fungcéo dos

extratos e das concentracdes empregadas (Tabela 3).

Tabela 3. Comparacado da adicdo dos diferentes extratos vegetais na producéo de
microconidios de FOP para as quatro concentracdes testadas.

Tratamentos R? P
Maracuja 0,87 0,06
B 0,17 0,58
C 0,00 0,93
D 0,25 0,49

Esse resultado demonstra que, talvez, a metodologia de obtencdo dos
extratos foliares tenha sido ineficiente. Isso por causa da utilizacédo de folhas frescas
que apresentam, normalmente na sua composicao, conteido de agua nos seus
tecidos, e isso tenha dificultado a liberacdo dos metabdlitos toxicos para a agua no
momento da extracdo, consequentemente, fazendo com que o composto extraido
nao tenha efeito sob o desenvolvimento do fungo. Entretanto, em ensaios futuros, o
uso de folhas secas (desidratadas) pode apresentar vantagens para producao dos
extratos e, assim, inibir o crescimento fungico e a producdo de esporos do FOP. A
ineficiéncia também pode ser atribuida ao fato de que o que torna as folhas B, C e D
supressivas ao patégeno sdo 0os compostos volateis durantes a decomposi¢cédo do
material vegetal no solo, processo denominado de biofumigacéao.

Nas condic¢des estudas, houve influéncia da incorporagdo dos MV na reducéo
e também estimulo na producédo de esporos do fungo. Estes resultados devem ser
vistos como o inicio de uma investigacao de longo prazo. Esses servirdo como base
para experimentos em casa de vegetacao e, eventualmente, para experimentos de
campo. Observa-se também que os resultados referem-se apenas a producéo de

esporos e atividade saprofitica (fase de sobrevivéncia do patdégeno). Assim, devera
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ser estudada a influéncia dos materiais vegetais para outras fases do ciclo de vida

do patégeno.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho ndo foi possivel demonstrar a existéncia de relacdes com o0s
fatores bidticos do solo com a incidéncia da fusariose do maracuja. Esses resultados
devem ser encarados como pioneiros e o possivel inicio de uma linha de pesquisa
sobre a atuacgédo dos bioindicadores nas fases do ciclo de vida de F. oxysporum f. sp.
passiflora causador da fusariose do maracuja amarelo.

A incorporacao de algumas espécies vegetais no solo influencia F. oxysporum
f. sp. passiflora, pelo menos em uma fase do seu ciclo de vida, a producdo de
esporos. Porém, essa interferéncia pode estar ocorrendo em outras fases do ciclo de
vida desse patdgeno, que pode ser objeto de estudo de futuros trabalhos
envolvendo este patossistema. O uso de materiais vegetais apresenta-se com
grande potencial para o controle de fitopatdgenos oriundos do solo e com grandes
vantagens, pois estes possuem pouca toxidade ao ambiente e a outros seres Vvivos.

Os extratos aquosos obtidos das folhas estimularam o crescimento do fungo
F. oxysporum f. sp. passiflora em todas as concentracdes testadas. Assim, sugere-
se a utilizacdo de outras metodologias de extracdo. Este foi um dos trabalhos iniciais
com o uso de extratos vegetais no controle da fusariose, avaliando as condigdes in
vitro, dando assim suporte para que outros estudos possam ser desenvolvidos nesta

linha de pesquisa.
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2. Os autores manifestam, por intermédio de documento assinado por todos, anuéncia
acerca da submissdo, assumindo conhecimento da politica editorial adotada na
revista PAT (SEM O DOCUMENTO ASSINADO, O ARTIGO NAO SERA
AVALIADO).

3. O manuscrito foi preparado em perfeita conformidade com as Diretrizes para
Autores, disponiveis na se¢do "Sobre a Revista", incluindo a remocao de qualquer
identificacdo de autoria.

4. O trabalho ndo envolveu diretamente animais ou seres humanos como sujeitos da
pesquisa, ou, em caso afirmativo, recebeu aprovacdo de Comité de Etica em
Pesquisa (o parecer do Comité serd imediatamente encaminhado a Secretaria da
Revista PAT).


https://www.revistas.ufg.br/index.php/pat/about/submissions#authorGuidelines
https://www.revistas.ufg.br/index.php/pat/about/submissions#authorGuidelines

