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RESUMO

VIEIRA, J.B. Modelagem dos efeitos de debris nos mecanismos de
sobrevivéncia de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae. Cruz das Almas,
2017. Dissertacédo (Mestrado em Microbiologia Agricola). Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia

A murcha de Fusarium causada por Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop) é
considerada a principal doenca de origem fungica da cultura do maracuja. Esse
patdgeno pode sobreviver por longos periodos no solo na forma de clamidésporos,
além de exercer o saprofitismo. Diante disso, tornam-se dificeis medidas
preventivas de controle desse patdgeno. Dentre as estratégias para 0 manejo de
doencas ocasionadas por patégenos de solo, a biofumigacdo por incorporacao de
repolho e mandioca brava tem sido estudada. Nessa perspectiva, o objetivo desse
trabalho foi quantificar e modelar a influéncia de diferentes materiais vegetais na
fase de sobrevivéncia de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae em condi¢des de
laboratério. Foi realizado teste de patogenicidade utilizando duas metodologias. As
variaveis avaliadas foram: crescimento micelial em substrato infestado, seguida de
plaqueamento para determinagdo do nimero de Unidades Formadoras de Col6nias
(UFC), producéo e germinacédo de clamidésporos ao contato com os debris em seis
periodos de tempos de incubacdo. Os dados de crescimento micelial producéo e
germinacao de clamidésporos foram submetidos a analise de variancia e agrupadas
pelo teste de Scott-Knott a 1% de probabilidade. Foi calculada a area abaixo da
curva de crescimento micelial (AACCM) e germinacao de clamidosporos (AACGC),
0 modelo matematico utilizado pertence a familia dos modelos sigmoides. A
incorporacdo de repolho e mandioca brava causou efeito fungistatico sob Fop
promovendo reducdo no crescimento micelial, UFC, producdo de clamidésporos
em todos isolados testados, além de interferir na germinacao dos clamidésporos.
Esses materiais vegetais inibiram a germinacdo de 78% dos isolados e reduziram
o percentual de germinacédo de clamidésporos dos demais isolados avaliados. A
reducdo na producao e germinacao de clamidésporos é um dado promissor, uma
vez que essas estruturas de resisténcia possibilitam que o patégeno permaneca
viavel no solo por muitos anos.

Palavras-chave: clamidésporos, matérias vegetais, saprofitismo.



ABSTRACT

VIEIRA, J.B. Modeling the effects of debris on the survival mechanisms of
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae. Cruz das Almas, 2017. Dissertation
(Master's Degree in Agricultural Microbiology). Federal University of Bahia
Reconcavo.

Fusarium wilt caused by Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop) is considered
the main fungal disease of passion fruit culture. The pathogen can survive for long
periods in the soil in the form of chlamydospores, besides exerting saprophytism.
Preventive measures to control this pathogen are difficult. Among the strategies for
its management, biofumigation by incorporation of cabbage and wild cassava has
been studied. The objective of this work was to quantify and model the influence of
different plant materials on the survival phase of Fop under laboratory conditions. A
pathogenicity test was performed using two methodologies. The variables evaluated
were: mycelial growth in infested substrate, followed by plating to determine the
number of Colony Forming Units (CFU), production and germination of
chlamydospores on contact with the debris in six periods of incubation times. The
mycelial growth, as well as production and germination of chlamydospores were
submitted to analysis of variance and grouped by the Scott-Knott test at 1%
probability. The areas under the mycelial growth curve (AACCM) and
chlamydospore germination (AACGC) were calculated. The incorporation of
cabbage and wild cassava caused a fungistatic effect under Fop promoting
reduction in mycelial growth, number of CFU, production of chlamydospores in all
the tested isolates, besides interfering in chlamydospores germination. The debris
inhibited the 78% of the isolates germination and reduced the germination of the
other isolates. The reduction in the production and germination of chlamydospores
is a promising data since these resistance structures allow the pathogen to remain
viable in the soil for many years.

Key words: chlamydospores, plant materials, saprophytic.



INTRODUCAO GERAL

O maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims. f. flavicarpa Deg.) € uma
frutifera de importancia para o Brasil, devido a qualidade dos seus frutos e
rendimento em suco (MELETTI et al., 2011).

O Brasil é o maior produtor de maracuja, com uma producéo anual de 695
mil toneladas. Dentre os estados produtores, destaca-se a Bahia com
aproximadamente 297 mil toneladas (IBGE, 2015). Contudo, a produtividade
continua baixa comparada ao potencial de produc¢éo da cultura. Dentre os fatores
que reduzem a produtividade, a incidéncia de doencas representa um dos

principais problemas na cultura do maracujazeiro (MELETTI et al., 2005).

A fusariose causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae
(Fop) € responsavel por causar muitos prejuizos a passicultura. Este fungo é
capaz de sobreviver longos periodos no solo, por meio de estruturas de resisténcia
denominadas clamidésporos, além de viver saprofiticamente sobre a matéria
organica (AGRIOS, 2005; SILVA, 2013).

A infec¢do ocorre quando o tubo germinativo dos clamiddsporos ou micélio
entram em contato com as raizes que possuem pequenos ferimentos ou aberturas
naturais. A colonizacdo do hospedeiro desenvolve-se, a partir do crescimento
intercelular das hifas do patégeno em direcao aos vasos lenhosos (BEDENDO;
AMORIM, 2011). No caule, pode-se observar descoloracdo dos vasos lenhosos
(SANTOS FILHO e SANTOS, 2004).

A descoloracao ocorre em funcao de uma série de eventos que envolvem
acOes do patégeno e reacdes da planta. Durante o crescimento micelial o fungo
produz toxinas que afetam o hospedeiro. Este reage produzindo estruturas como
tiloses, e toda essa sindrome leva ao colapso dos tecidos vasculares. A
consequéncia é a murcha da planta e sua morte. O patégeno passa entdo a usar
os restos do hospedeiro como substrato para seu crescimento e producao de
propagulos. Dentre esses propagulos estdo os clamiddsporos, esporos que atuam
como estrutura de resisténcia (BECKMAN, 1987).

Aspectos do ciclo das relacdes patégeno-hospedeiro podem ser utilizados

como base para o desenvolvimento de taticas de controle. No caso de fungos da
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espécie F. oxysporum, a fase de sobrevivéncia é critica, pois o fungo apresenta
dois mecanismos de sobrevivéncia (saprofitismo e estruturas de resisténcia). J&
gue um desses mecanismos depende de restos vegetais, a utilizacao de debris
com propriedades inadequadas ao fungo pode ser util para afetar o ciclo do
patdogeno. No ambito deste trabalho define-se debris como restos de vegetais
resultantes de processo natural (morte de planta hospedeira, por exemplo) ou

produzidos deliberadamente para incorporacdo ao solo.

A biofumigacdo € uma técnica que consiste na incorporacado ao solo de
debris que produzem substancias toxicas aos fitopatdbgenos habitantes do solo
(BLOK et al., 2000; MESHULAM et al., 2006; KARAVINA e MANDUMBU, 2012).
Esses debris podem estimular a microbiota do solo, causando escassez e
competicdo de alimento para o patégeno, a depender da fonte de residuo vegetal
incorporado pode ocorrer o aumento da severidade da doenga ou inibigdo do
mesmo (GRUNWALD; HU; VAN BRUGGEN, 2000). Por exemplo, Ambrésio et al.
(2008), constataram a eficiéncia de tecidos de mandioca brava e brassicas na
inativacdo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici W.C. Snyder & H.N. Hansen;
Macrophomina. Phaseolina (Tassi) Goid; Rhizoctonia solani J.G. Kihn e

Sclerotium rolfsii Sacc.

Ha poucas informacbes disponiveis sobre efeitos de debris nos
mecanismos de sobrevivéncia de F.oxysporum f. sp. passiflorae. O presente
trabalho se concentrou na fase de sobrevivéncia de Fop, e tem como objetivos: (i)
qguantificar o efeito de materiais vegetais no crescimento saprofitico de
F.oxysporum f. sp. passiflorae; (ii) quantificar o efeito de materiais vegetais na
producado de esporos de resisténcia por F.oxysporum f.sp. passiflorae; (iii) avaliar

a viabilidade dos clamidésporos de F.oxysporum f.sp. passiflorae.
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A cultura do maracujazeiro amarelo

O maracujazeiro, originario da América Tropical, € amplamente cultivado
em paises tropicais e subtropicais. O género Passiflora esta representado no
Brasil por cerca de 131 espécies, sendo 88 endémicas (CERVI et al., 2010).
Passiflora edulis Sims. € a espécie mais comercializada, apresentando duas
formas: Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg. (maracuja- amarelo) e Passiflora

edulis Sims (maracuja-roxo).

O Brasil é centro de origem de varias espécies da familia Passifloraceae
(FISCHER et al., 2005; MEDEIROS et al., 2014) e ocupa atualmente a posicao de
maior produtor mundial do maracuja-amarelo. Além disso, dentre as fruteiras que
apresentam expressdo econdmica, 0 maracujazeiro destaca-se com maior

namero de espécies distribuidas pelos trépicos (GANGA et al., 2004).

Os frutos do maracujazeiro pesam entre 43 e 250 g, com polpa &cida e
aromatica, contendo numerosas sementes ovais (LIMA et al., 2006; DANTAS et
al., 2006). As flores séo axilares e solitarias, hermafroditas, podendo medir até 7
cm de diametro (CUNHA et al., 2004), com estigmas localizados acima das
anteras, dificultando a polinizacdo e sendo necessarias para o florescimento mais
de 11 horas de luz (FALEIRO et al., 2005).

As espécies de Passiflora se adaptam melhor em regides tropicais e
subtropicais com clima quente e umido. Segundo Lima e Borges (2004), a faixa
de temperatura 6tima para o crescimento da planta situa-se entre 23°C e 25°C e
a umidade relativa deve estar em torno 60 %. A precipitagdo pluviométrica propicia
estd em torno de 800 a 1700 mm ao longo do ano (LIMA et al., 2006).

O Brasil € o maior produtor e consumidor mundial do maracuja amarelo.
Foram produzidas em torno de 694.539 toneladas em 50.837 hectares na safra
de 2015 (IBGE, 2015). Essa espécie ocupa cerca de 95 % dos pomares
comerciais de maracuja no pais (ARAUJO et al., 2006; NEGREIROS et al., 2006;
CAMPOS et al., 2007; MELETTI, 2011). Embora seja uma das principais fruteiras
cultivadas no Brasil, a produtividade média do pais é baixa, em torno de 13 t ha?,

muitas vezes devido a ocorréncia de doencas (FISCHER et al., 2005) provocadas
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por patdégenos habitantes de solo, sendo este um problema relevante no que diz
respeito a expressdo econémica da cultura (CHAVES et al., 2004).

Dentre as doencas provocadas por patdégenos habitantes de solo, destaca-
se a murcha ou fusariose do maracujazeiro, causada pelo fungo Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae (MCKNIGHT, 1951).

A murcha de Fusarium

A murcha de Fusarium ou fusariose causada pelo fungo habitante de solo
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop) foi relatada inicialmente na Australia
em 1951 (MCKNIGHT, 1951), e posteriormente essa doenca foi identificada em
outros paises, incluindo o Brasil (CARVALHO; CARVALHO, 1968). A espécie
Fusarium oxysporum infecta um grande nimero de hospedeiros, resultando em
significativas perdas na producgédo (LESLIE; SUMMERELL, 2006).

F.oxysporum apresenta mais de 100 formae speciales que ja foram
relatadas e reconhecidas (GANOPOULOS et al., 2012; GEISER et al., 2013).
Dentre as formae speciales esta o fungo Fusarium oxysporum f.
sp. passiflorae W.L. Gordon, agente causal da fusariose do maracujazeiro.

O Fop, apresenta uma coloracdo que varia de branca a violeta, apés 14
dias de cultivo em meio BDA. Como estruturas reprodutivas, o fungo produz
microconidios elipsoéides e ovais em fiadlides curtas, asseptados, sendo levemente
curvados, medindo 5-12 ym x 2-3,5 um. Apresenta macroconidios ligeiramente
curvados com trés a cinco septos produzidos em conidiéforos ou na superficie de
esporodoéquios, medindo 27-69 um x 3,5 pm. Os clamidésporos sao estruturas
especializadas de resisténcia do patégeno que se diferenciam por apresentarem
paredes espessas, duplas, podendo ser lisas ou rugosas encontrados em pares
ou isolados (SANTOS FILHO et al., 2004; LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Os clamiddsporos permitem que o patdogeno sobreviva na auséncia do
hospedeiro e sob condigBes improprias. A permanéncia do inéculo no solo por
tempo prolongado dificulta o controle do patégeno (BUENO et al., 2007). Os
clamidosporos, sao considerados a forma essencial de sobrevivéncia do fungo
(AMORIM, 1995; SANTOS FILHO et al., 2004; LESLIE; SUMMERELL, 2006). Em

um patossistema que envolve F.oxysporum e a planta hospedeira, a sobrevivéncia
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do in6culo acontece por meio de esporos de resisténcia ou por saprofitismo em
restos culturais (BEDENDO; AMORIM, 2011).

O patdgeno é disperso por meio da movimentacao do solo decorrente de
diversas praticas culturais (FISCHER e REZENDE, 2008). A dispersao tambéem
pode ocorrer por meio da agua de irrigacdo, pela chuva, transporte de sementes
ou mudas infectadas, uma vez que o0s propagulos séo transportados
simultaneamente (BEDENDO; AMORIM, 2011).

O patégeno penetra pelas raizes através de aberturas naturais ou
pequenos ferimentos. A colonizagc&o ocorre pelo crescimento intracelular de hifas
que se deslocam em direcdo aos vasos xileméaticos, espalhando-se
posteriormente por toda a planta (BEDENDO; AMORIM, 2011; SILVA, 2013), o
gue impede o transporte de agua para outros 6rgaos da planta causando a sua
morte (FISCHER e REZENDE, 2008; SILVA, 2013).

O primeiro sintoma da fusariose do maracujazeiro € a murcha dos ramos
ponteiros, que pode ocorrer em diferentes épocas do ano, sendo mais frequente
a partir do primeiro ano de cultivo. Com o progresso da doenga, ocorre uma
murcha generalizada e as folhas tomam o formato de cartucho. Internamente é
possivel observar coloracdo ferruginosa do tecido lenhoso, resultante das
interacOes entre o patdgeno e o hospedeiro durante o processo de colonizacdo
dos vasos da planta. Os sintomas também ocorrem em ramos mais Nnovos,
entretanto a visualizacdo do patégeno nao € nitida (SANTOS FILHO et al., 2004).

A doenca causada por Fop é de alta relevancia em termos econdmicos
(CHAVES et al., 2004), por reduzir de modo significativo a vida Gtil dos pomares
(SILVA, 2013). Os problemas fitossanitarios resultam em fatores limitantes na
producdo, afetando a qualidade e a quantidade dos frutos (ORTYZ, 2014),
minimizando a produtividade comercial e a vida util do pomar. O tempo de cinco
anos de exploracdo de uma cultura pode ser reduzido a um ano, devido as
doencas causadas por fungos de solo que se expandem na area de cultivo
(FISCHER e REZENDE, 2008). O F. oxysporum estabelece uma gama de
sintomas nas plantas hospedeiras (MICHEREFF et al., 2005) causando perdas no
rendimento da cultura levando a um declinio na qualidade e quantidade dos frutos

produzidos.
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Aspectos do ciclo das relacdes patégeno-hospedeiro podem ser utilizados
como base para o desenvolvimento de taticas de controle. No caso de fungos da
espécie F. oxysporum, a fase de sobrevivéncia é critica, pois o fungo apresenta
dois mecanismos de sobrevivéncia (saprofitismo e estruturas de resisténcia). Ja
gue um desses mecanismos depende de restos vegetais, a utilizacao de debris
com propriedades inadequadas ao fungo pode ser util para afetar o ciclo do
patégeno. No ambito deste trabalho define-se debris como restos de vegetais
resultantes de processo natural (morte de planta hospedeira, por exemplo) ou

produzidos deliberadamente para incorporacéo ao solo.

Incorporacao de material vegetal e a supressividade a Fusarium oxysporum

f. sp. passiflorae

A incorporacdo de brassicas e mandioca brava no solo contribui para o
aumento e disponibilidade de nutrientes permitindo o melhor aproveitamento
desses recursos naturais pelas plantas (ABAWI e WIDMER, 2000; CRUZ et al.,
2013). A presenca desses residuos também auxilia no controle de fitopatdégenos
reduzindo o potencial de indculo e suas atividades saprofiticas devido ao aumento
da populacdo microbiana antagonista, e melhora as caracteristicas fisicas e
quimicas do solo (CRUZ et al., 2013).

Entretanto, a depender da fonte de debris incorporada ao solo, pode haver
um aumento da densidade do indculo, contribuindo para incidéncia da doenca e
sobrevivéncia saprofitica do fungo (GRUNWALD; HU; VAN BRUGGEN, 2000;
CARDOSO et al.,, 2006; BONANOMI et al., 2010). A supressividade a um
determinado patdgeno esta relacionada as caracteristicas fisico-quimicas do
material vegetal que podera ou ndo contribuir para reducdo da populacdo do
patdogeno (TERMORSHUIZEN et al., 2006).

Por outro lado, o baixo teor de debris no solo leva a menor multiplicidade
bioldgica o que contribui para aumento da populacéo patogénica, uma vez que o
solo apresentara escassez de inimigos naturais e, portanto, ndo ocorrendo
competicdo entre estes e os patdégenos (MICHEREFF et al., 2005). O aumento ou

diminuicdo da densidade populacional de espécies de microrganismos é
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proveniente da quantidade e qualidade do residuo vegetal utilizado (REIS et al.,
2005; GILARDI, 2016).

A decomposicao no solo de materiais vegetais compostos por repolho e
mandioca brava pode agir direta ou indiretamente na populacdo de
microrganismos habitantes de solo, e altera a relacdo C:N (carbono-nitrogénio)
(SOUZA et al.,, 2008; AMBROSIO et al., 2008). Esses materiais vegetais
aumentam a atividade microbiana do solo e levam a competicdo de
microrganismos patogénicos por espacgo, agua e nutrientes (POSTMA et al.,
2008). Em virtude disso, sucede a supressividade no solo ao patégeno (SOUZA
et al., 2008; DANTAS et al., 2013). A capacidade de sobrevivéncia e competicao
do patdégeno de solo frente aos microrganismos benéficos é influenciada por
fatores abioticos e bidticos. A eficiéncia de microrganismos benéficos pode reduzir
a intensidade da doenca (MAFFIA et al., 2005).

A incorporagdo de brassicas e mandioca brava ao solo tem sido
considerada no controle de fungos habitantes de solo, jA que favoreceria a
formacdo de gases fungitdxicos, atingindo estruturas de sobrevivéncia dos fungos
(AMBROSIO et al., 2008). Dependendo dos debris incorporados ao solo, pode
haver influéncia sobre a eficiéncia dos microrganismos benéficos (BONANOMI et
al., 2008; BASSETO et al., 2011). De acordo com Moraes (2006), o uso do repolho
incorporado ao solo proporcionou uma reducdo na intensidade da murcha
bacteriana em tomateiro. Possivelmente esse efeito deve-se as substancias

presentes nessa espécie de brassica (SULTANA et al., 2002).

Efeito de Brassica oleracea var. capitata L. na biofumigacao

O repolho (Brassica oleracea var. capitata L.), pertencente a familia
Brassicaceae, € constituido por varias folhas, que se imbricam e dédo origem a
parte comestivel (FILGUEIRA, 2000). Essa planta produz substancias
denominadas glucosinolatos, que por sua vez sofrem hidrélise, pela acdo da
enzima mirosinase. O resultado é formacdo de gases com uma série de
compostos, tais como as nitrilas, os isotiocianatos e os tiocianatos (MORRA,
2010). Esses gases reduzem a populagdo patogénica e sdo utilizados como
biocidas naturais (KIRKEGAARD e SARWAR, 1998).
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Os residuos de bréassicas tém sido utilizados para biofumigagéo, sendo este
um método para diminuir a populacdo do patégeno. Considera-se que, além de
contribuir para a melhoria das condicdes fisicas e quimicas do solo, produz gases
toxicos durante a degradacao do material vegetal (BLOK et al., 2000; AMBROSIO
et al., 2008; MOTISI et al., 2009; MOCCELLIN, 2011).

Algumas espécies de brassicas estdo sendo testadas para controle de
fusariose. Fan et al. (2008) obtiveram resultados positivos quando testaram folhas
de mostarda e couve-rabano no controle de F. oxysporum f.sp. vasinfectum W.C.
Snyder & H.N. Hansen. Residuos de repolho reduziram a incidéncia e a
severidade da podriddo radicular do feijoeiro no controle de Sclerotium rolfsii
(TOMAZELLI et al.,2011). Aradjo (2015) demonstrou que residuos de repolho
inibiam a producéo in vitro de clamidésporos e macroconidios para um isolado de
F. oxysporum f.sp. passiflorae.

Esses trabalhos demonstraram a eficiéncia desses materiais vegetais,
causando a reducédo de clamiddsporos e do crescimento micelial no controle de
fitopatdgenos habitantes do solo, exercendo um papel importante na fase de
sobrevivéncia e de infeccédo do patégeno, principalmente na pré penetragao.

O crescimento e sobrevivéncia de F. oxysporum, possivelmente foram
afetados pela acdo das substancias provenientes desses debris, causando a

diminuicao do indculo inicial disponivel para infeccao.

Efeito de Manihot esculenta Crantz na biofumigacéao

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma raiz tuberosa que contém o
principio ativo acido cianidrico (HCN), muito volatil (OLIVEIRA et al., 2011). A
liberacdo de HCN ocorre ap0s o tecido ser cortado e o glicosideo cianogénico
entra em contato com as enzimas catabdlicas. A linamarina e lotaustralina séo
substancias que estdo presentes nas raizes e folhas de mandioca e sédo
degradadas pela enzima linamarase (ALMEIDA e FERREIRA, 2005; AMBROSIO

et al., 2008), compostos que conferem a toxicidade.

Ambraésio et al. (2008) demonstraram que os resultados obtidos com folhas
de mandioca brava foram tdo eficientes quanto as brassicas no controle de F.

oxysporum f. sp. lycopersici Raca 2, causador da murcha de Fusarium em
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tomateiro. Possivelmente uma das causas da inativacado do patdgeno deve-se as

substancias téxicas que sao liberadas pelas folhas da mandioca.

A utilizacdo de residuos de mandioca brava contribuiu para redugéo das
estruturas do fungo Macrophomina phaseolina aos 21 dias de tratamento,
provavelmente devido a presenca de glicosideos cianogénicos que sao
compostos fungitoxicos (AMBROSIO et al., 2009). O uso de residuos de mandioca
brava e da mandioca mansa ocasionaram a reduc¢éo do fungo F. oxysporum f. sp.
lycopersici Raca 2, e quando combinados a solarizagdo conseguiram atuar no
controle da murcha do Fusarium (WONG et al., 2011). Araujo (2015) demonstrou
gue residuos de mandioca inibiam a producéo in vitro de clamiddsporos para um

isolado de F. oxysporum f.sp. passiflorae.

Os debris escolhidos mostraram-se eficientes no controle de alguns
patégenos habitantes de solo. Para Fop, entretanto, pouco se sabe sobre o efeito
desses debris na reducédo do numero e germinacao de clamiddsporos e inibicéo
da atividade saprofitica na fase de sobrevivéncia do patégeno. O trabalho de
Araujo (2015) indica que a biofumigacdo pode ser uma alternativa também para
Fop, mas a sensibilidade observada em um isolado pode ndo ser uma
caracteristica de outras populacbes do patdgeno. Nessa perspectiva, este
trabalho teve como objetivo quantificar e modelar a influéncia de diferentes

materiais vegetais na fase de na sobrevivéncia do agente causal (Fop).
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CAPITULO I

Modelagem dos efeitos de debris nos mecanismos de
sobrevivéncia de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae
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Modelagem dos efeitos de debris nos mecanismos de sobrevivéncia de Fusarium

oxysporum f. sp. passiflorae

Resumo

A murcha de Fusarium causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop) é
considerada a principal doenca de origem fungica da cultura. Esse patdgeno produz
estruturas de resisténcia e sobrevive por longos periodos no solo na forma de
clamiddsporos, além de exercer o saprofitismo. Dentre as estratégias para 0 manejo de
doencas ocasionadas por patdgenos de solo, a biofumigacéo por incorporacao de repolho e
mandioca brava tem sido estudada. O objetivo desse trabalho foi quantificar e modelar a
influéncia de diferentes debris na fase de sobrevivéncia de Fop em condi¢cbes de
laboratdrio. Os isolados foram avaliados e selecionados por teste de patogenicidade em
mudas de maracujazeiro amarelo. Para os testes de incorporacdo de materiais vegetais as
variaveis avaliadas foram: crescimento micelial de Fop, Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC), producdo e germinacdo de clamiddsporos submetidos a seis tempos de incubacgéo.
Foi calculada a area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) e germinacdo de
clamiddsporos (AACGC), usando uma funcdo sigmoide para modelar o processo. A
incorporacdo dos debris repolho e mandioca brava teve efeito fungistatico sobre Fop, com
reducdo no crescimento micelial, nimero de UFC e producdo de clamidosporos. A
germinacao de 78% dos isolados foi inibida. O percentual de germinacao de clamiddsporos

dos demais isolados foi reduzida.

Palavras-chave: clamiddsporos; materiais vegetais; saprofitismo.

Modeling the effects of debris on the survival mechanisms of Fusarium oxysporum f. sp.

passiflorae
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Abstract
Fusarium wilt caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop) is
considered the main fungal disease of the crop. This pathogen produces resistance
structures and survives for long periods in the soil in the form of chlamydospores, in
addition to exerting saprophytism. Among the strategies for the management of diseases
caused by soil pathogens, biofumigation by incorporation of cabbage and wild cassava has
been studied. The objective of this work was to quantify and model the influence of
different debris on the survival phase of Fop under laboratory conditions. The isolates were
evaluated and selected by pathogenicity test on yellow passion fruit seedlings. For the
biofumigation tests, the following variables were evaluated: mycelial growth of Fop,
Colony Forming Units (CFU), production and germination of chlamydospores submitted
to six incubation times. The area under the mycelial growth curve (AACCM) and
chlamydospore germination (AACGC) were calculated, and their dynamics were modeled
using a sigmoid function. The incorporation of cabbage and cassava debris had a fungistatic
effect on Fop, with reduction in mycelial growth, number of CFU and production of
chlamydospores. Germination of 78% of the isolates was inhibited. The percentage of
germination of chlamydospores of the other isolates was reduced.
Keywords: chlamydospores; plant materials; saprophytic.
Introducao

O maracuji amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.) é uma frutifera
amplamente cultivada no territorio nacional e apresenta grande importancia agricola
(Meletti et al. 2011). O Brasil é o maior produtor e consumidor mundial de maracuja, com
producéo anual de 695 mil toneladas. Dentre os estados produtores, destaca-se a Bahia com

aproximadamente 297 mil toneladas (IBGE 2015).
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Embora o Brasil seja 0 maior produtor mundial de maracuja, sua produtividade
ainda é considerada baixa quando comparada ao potencial de producdo dessa cultura
(Freitas et al. 2011). Dentre os fatores que reduzem a produtividade, a incidéncia de
doencas representa um dos principais problemas na cultura do maracujazeiro (Meletti et al.
2005, Santos et al. 2015). Dentre as doencas causadas por fungos habitantes de solo
destaca-se a fusariose causada por Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop).

O fungo F. oxysporum penetra no sistema radicular através de pequenos ferimentos
ou fissuras naturais nas raizes, ocorrendo assim a infeccdo. A colonizacdo do hospedeiro
desenvolve-se, a partir do crescimento intercelular das hifas do patégeno em direcao aos
vasos lenhosos (Bedendo, Amorim 2011).

O Fop possui clamidosporos, estrutura de resisténcia, que podem sobreviver no solo
por varios anos. Esses surgem a partir de modificacdes das hifas, sendo formados quando
0 patégeno ndo esta em ambiente favoravel, como no caso de esgotamento de nutriente
(Smith 2007).

Fungos habitantes de solo podem sobreviver sobre restos de cultura de forma
saprofitica (Reis et al. 2011). A incorporacdo de material vegetal pode levar ao controle ou
aumento de doenca, e isso varia conforme o material vegetal incorporado (Sultana et al.
2002).

Uma vez no solo, os debris, podem servir como fonte de nutrientes e abrigo,
contribuindo para a sobrevivéncia do patdgeno (Grunwald, Hu, VVan Bruggen, 2000; Cruz
et al. 2013), sendo um fator ambiental que influencia no progresso da doenca. A
incorporacdo de residuos vegetais também aumenta a populacdo e da atividade de
microrganismos benéficos (Cruz et al. 2013), podendo interferir na atividade saprofitica,

alterando o ciclo de vida do patdgeno, diminuindo o potencial de indculo (Smith 2007).
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A biofumigacéo consiste na incorporacao de debris ao solo que liberam compostos
volateis toxicos aos fitopatdgenos habitantes do solo (Blok et al. 2000, Lazzeri et al. 2003).
O potencial de biofumigacdo pode variar de acordo com a espécie vegetal utilizada
(Ambrdésio et al. 2009).

Ambrdsio et al (2008), trabalhando com associacéo da incorporacao de residuos de
mandioca, obtiveram resultados satisfatorios quanto a supressao de Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici; Macrophomina. phaseolina; Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii. Em
estudo semelhante, Ferreira et al (2011) evidenciaram que o0 uso de residuos de mandioca
proporcionou a inibi¢do do crescimento micelial de Fop. Araudjo (2015) demonstrou que
residuos de repolho e mandioca inibiam a producdo in vitro de clamidosporos de um

isolado de F. oxysporum f.sp. passiflorae.

O potencial de biofumigacdo de brassicas e mandioca brava possivelmente esta
associada a concentracdo e toxidade das substancias presentes nas partes areas das plantas
(Motisi et al. 2009). Esses debris apds danos nos tecidos, as substancias presentes séo
rompidas e rapidamente hidrolisadas, pela acdo de enzimas, liberando gases tdxicos aos

fitopatdgenos habitantes de solo (Ambrosio et. 2008, Buxdorf et al. 2013).

Partindo das informac6es de biofumigacdo disponiveis na literatura sobre efeitos de
debris nos mecanismos de sobrevivéncia de F. oxysporum f. sp. passiflorae, fazem-se
necessarios estudos nesse contexto. Objetivou-se no presente trabalho: a) Quantificar o
efeito de materiais vegetais no crescimento saprofitico de F. oxysporum f. sp. passiflorae;
b) Quantificar o efeito de materiais vegetais na producédo e viabilidade de esporos de
resisténcia por F.oxysporum f. sp. passiflorae.

Material e Métodos

Isolados de Fop e obtencéo das mudas

33



96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

Foram utilizados 40 isolados de Fop obtidos de diferentes regides da Bahia,
mantidos na micoteca da Embrapa Mandioca e Fruticultura. As mudas de maracuja
amarelo foram obtidas a partir do plantio de sementes em bandejas contendo substrato
comercial. O plantio foi realizado em casa de vegetacdo. Mudas com o terceiro par de

folhas definitivas foram utilizadas no teste de patogenicidade.

Preparo do inoculo e inoculacao

Suspensdo de conidios. Para preparo do inoculo por suspensdo de conidios, os isolados
foram repicados em placas de Petri contendo meio BDA (Batata dextrose e agar), com
cinco repeticdes cada. As placas foram incubadas em BOD a 25°C com fotoperiodo de 12
h por 7 dias. Apds incubacao, adicionaram-se 30 mL de 4gua destilada esterilizada em cada
placa (repeticdo) e as col6nias foram raspadas com uma escova de cerdas macias. A
suspensdo obtida foi filtrada em gaze dupla. Uma aliquota da suspensao foi transferida para
camara de Neubauer e realizada a contagem de macro e micro conidios. Apds contagem,
ajustou-se a concentracdo para 10° conidios mL?, adicionando-se agua destilada

esterilizada.

Substrato colonizado. Para producéo de F. oxysporum f. sp. passiflorae em meio areia-fuba
utilizaram-se 5 partes de areia para 1 parte de fuba de milho. Essa mistura foi colocada em
sacos plasticos e esterilizada em autoclave por duas vezes consecutivas a 120 °C por 20
minutos, em intervalos de 24 horas. Em seguida, foram adicionados 10 discos de micélio
do patdgeno, crescido em BDA a 25°C por 7 dias. Apds umedecimento com 30 mL de agua
destilada esterilizada, o substrato foi incubado em BOD a 25 +1 °C por 20 dias. Os sacos
contendo a mistura foram agitados a cada dois dias para favorecer a multiplicacdo e a
colonizacdo homogénea do substrato pelo fungo. Apos o periodo de incubagdo, 0s sacos

foram abertos para a quantificacéo do indculo.
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Teste de patogenicidade: Postulados de Koch

Foram utilizadas duas metodologias de inoculacdo: a) Método de imerséo de raizes
(MIR) em suspensdo de conidios; b) Método da areia e fuba de milho colonizados (MAFC).
A patogenicidade dos isolados de Fop foi avaliada em mudas de maracujazeiro amarelo
submetidas a esses dois métodos de inoculacdo. Utilizaram-se 40 isolados de Fop com

cinco repeticdes, mais o tratamento controle sob delineamento inteiramente casualizado.

No método de imersdo de raizes, as mudas foram removidas cuidadosamente do
substrato e lavadas com agua corrente. Em seguida, foram imersas na suspensao de esporos
ajustada a 108conidios/ml por 20 minutos, seguindo a metodologia adaptada de Ferreira et

al (2015).

As mudas foram entdo levadas para casa de vegetacdo onde foram replantadas em
copos descartaveis de 200 mL contendo o substrato comercial e areia autoclavada, na
proporc¢do 1:1. Cada planta recebeu 20 mL da suspenséo de conidios no substrato proximo
ao caule (Figura 1). O tratamento controle foi constituido por mudas de maracujazeiro,

areia e substrato com suas raizes imersas apenas em agua destilada esterilizada.

E;f B~ ¢ . ”
Figura 1. Inoculacéo: Preparo de suspenséo (a) e imersdo de mudas de maracujazeiro amarelo
em suspensdo ajustada de conidios (b).
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137 Para 0 método areia fuba colonizado (MAFC), apds a incubacdo, foi realizada
138  contagem de esporos viaveis, por meio da técnica da dilui¢do seriada. Para isso, retirou-se
139 1 g da amostra do meio infestado, o qual foi depositado em tubo de ensaio contendo agua
140  destilada esterilizada. Realizou-se a diluicio da suspensdo até 10* e foi feito o semeio em

141  placa de Petri contendo meio BDA, com trés repeticoes.

142 As placas foram vedadas e incubadas por 48 horas em BOD a 25 °C, procedendo-se a
143  quantificacdo do indculo pela contagem de col6nias que cresceram no meio. Em seguida,
144  as mudas foram levadas para casa de vegetacdo e replantadas em copos descartaveis de
145  200mL com o substrato infestado com Fop (Figura 2). Com a planta controle foi realizado

146 0 mesmo procedimento, mas com uso de substrato ndo infestado.

147 Figura 2. Procedimentos do método areia e fuba colonizado. Meio de cultivo composto por
148 areia e fuba de milho (a) meio de cultivo autoclavado (b) in6culo apés incubacéo (c)
149 inoculacdo das mudas de maracujazeiro com substrato infestado (d).
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Re-isolamento do patdégeno

Ap0s inoculacdo, todas as plantas que apresentaram sintomas foram retiradas da

casa de vegetacdo e levadas ao laboratério de Fitopatologia na Embrapa Mandioca e

Fruticultura. Foram coletados fragmentos com sintomas do caule e raiz que foram

submetidos a desinfestacdo com alcool 70 % e hipoclorito de sédio a 0,5 %, por um minuto

em camara de fluxo laminar, seguidas de trés lavagens consecutivas em agua destilada

esterilizada. Os segmentos desinfestados foram transferidos para meio BDA. Apds 72

horas de incubacdo, as coldnias crescidas foram analisadas morfologicamente para

comprovacao do agente etioldgico.

Selecéo dos isolados

Foram selecionados quatorze isolados nesse estudo, com base nos seguintes

critérios: inducdo de sintomas de murcha em 100% das plantas-teste e diversificacdo de

sua origem geografica (Tabela 1).

Tabela 1. Origem e identificacdo de isolados de Fop para experimento.

Caodigo de
identificacdo Identificagdo
dos isolados Municipio na micoteca Hospedeiro
133 Livramento (BA) FOP P. edulis f.flavicarpa
003 Cruz das Almas (BA) FOP P. edulis f.flavicarpa
002 Cruz das Almas (BA) FOP P. edulis f.flavicarpa
005 Cruz das Almas (BA) FOP P. edulis f.flavicarpa
1T Livramento (BA) FOP P. edulis f.flavicarpa
A4 Dom Basilio (BA) FOP P. edulis f.flavicarpa
138 Dom Basilio (BA) FOP P. edulis f.flavicarpa
071 Porto Seguro (BA) FOP P. edulis f.flavicarpa
108 Dom Basilio (BA) FOP P. edulis f.flavicarpa
7F Livramento (BA) FOP P. edulis f.flavicarpa
013 Ubaira (BA) FOP P. edulis f.flavicarpa
104 Livramento (BA) FOP P. edulis f.flavicarpa
109 Dom Basilio (BA) FOP P. edulis f.flavicarpa
106 Paramirim (BA) FOP P. edulis f.flavicarpa
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Testes de supressividade por incorporacdo de materiais vegetais

Os experimentos focaram nos principais mecanismos envolvidos na fase de
sobrevivéncia de Fop. Dessa forma, foram realizados trés experimentos para contemplar o
(i) crescimento saprofitico, momento em que o patogeno utiliza-se de residuos vegetais e
se mantém por meio do crescimento micelial; (ii) producdo e (iii) germinacdo de
clamiddsporos, que da origem ao inoculo inicial, responsavel pelo inicio da epidemia.
Todos estes mecanismos foram avaliados sob o efeito dos materiais vegetais repolho,

mandioca mansa, mandioca brava e maracuja amarelo.

I. Crescimento saprofitico de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae em substratos vegetais
Para a realizacdo desse experimento foram utilizadas folhas de maracuja amarelo
(Passiflora edulis f. flavicarpa), repolho (Brassica oleracea var. capitata), mandioca brava

e mandioca mansa (Manihot esculenta).

As folhas dos materiais vegetais foram cortadas em pequenos fragmentos e
utilizaram-se 3 g de cada material para cada isolado e tratamento. Os materiais vegetais
passaram por uma desinfestacdo com alcool 70 %, seguida de hipoclorito de Sodio 1 % por

um minuto, trés lavagens em agua destilada esterilizada, e secos em papel esterilizado.

Foram utilizados tubos esterilizados com dimensdes de 25 cm de comprimento x 3
cm de diametro e abertura nas duas extremidades. Foram colocados 90 g de substrato
constituido de areia, fuba, 5% de material vegetal desinfestado e 24 mL de agua destilada
esterilizada. Na regido central do tubo foi colocado o substrato, ocupando 10 cm da parte
mediana interna. Em seguida transferiu-se um disco de micélio de 1,0 cm em uma das
extremidades dos tubos que foram vedados com algodéo e folha de papel laminado. Os
tubos foram incubados em BOD a temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo de 12 horas

(Figura 3). O crescimento micelial foi avaliado ao longo do comprimento do tubo, com
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microscopio estereoscopio e medido com régua milimetrada, em dias consecutivos até o
crescimento micelial atingir todo o substrato no tubo, seguindo a metodologia estabelecida

por Souza (2016).

Figura 3. Avaliacdo do crescimento micelial. Substrato, material vegetal e agua destilada
esterilizada (a) insercdo do substrato vegetal e disco de micélio em tubos de vidro (b)
tubos de vidro prontos para serem incubados (c) avaliagdo do experimento apos
crescimento micelial (d).

I1. Quantificacdo de UFC apds crescimento micelial

Apobs a avaliagcdo do crescimento micelial, foram feitas diluicbes seriadas do
substrato colonizado até 10* conidios/ml. Uma aliquota de 200 pl da suspenséo foi
espalhada sobre o meio de cultura Komada (Komada 1975) com uma alca de Drigalski
esterilizada e as placas foram incubadas em BOD a 25 +1°C, por 48 horas. As coldnias de
cada placa foram entdo contadas, determinando-se o nimero de Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC) por grama de substrato, por meio da equa¢do UFC/g=NC x F /0,2, sendo:
NC numero de colbnias, F= (fator de diluicdo da amostra), 0,2 = (fator correcdo do

plaqueamento de 200 pL de suspensao).
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I11. Producéo de clamiddsporos

Foram cortadas folhas de diferentes materiais vegetais em fragmentos de
aproximadamente 1 cm, que foram submetidos a desinfestacdo utilizando alcool 70 %,
hipoclorito a 1 % por um minuto, e trés lavagens consecutivas com agua destilada
esterilizada. Esses fragmentos foram adicionados ao substrato contendo areia e fuba

esterilizado por duas vezes consecutivas a 120 °C/ 20 minutos, em intervalos de 24 horas.

Foram colocados 15 discos de micelio de 10 mm, 9 mL de &gua destilada
esterilizada e 3g de material vegetal nos sacos que continham 90g do substrato vegetal.
Apbs vedacdo, incubou-se em BOD por 30 dias na temperatura de 25 + 1 °C.
Posteriormente, retirou-se 1 g do substrato colonizado e adicionou-se 9 mL de agua
destilada esterilizada. A suspensdo foi filtrada em peneira, retirando-se uma aliquota para
contagem dos clamidosporos em camara de Neubauer, utilizando o campo A e o Fator de

corregdo 1,0 x 10* clamiddsporos mL™*

IV. Germinagao de clamiddsporos

A suspensdo usada para quantificacdo dos clamidosporos foi padronizada na
concentracdo de 108 clamiddsporos mL™ apds filtragem, e aliquotas transferidas para
microtubos de 2 mL a cadatempo: 0 h, 1 h,3h, 6 h, 12 h e 24 h. Para paralisar a germinacéao

adicionou-se 0,5 pL de azul lactofenol.

Em todos os campos da cadmara de Neubauer foram contados os clamiddsporos
germinados e ndo germinados, obtendo-se a percentagem de germinacgdo. As leituras de
germinacdo de clamidosporos foram feitas para cada um dos seis periodo de incubacéo.
Foram considerados germinados clamidosporos apresentando tubo germinativo de

comprimento maior ou igual ao seu didmetro.
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Anélise estatistica

Os dados de crescimento micelial, producdo e germinacao de clamiddsporos foram
submetidos a analise de variancia considerando delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 5 x 14 (cinco tipos de material vegetal e quatorze isolados), com 3
repeticdes. As médias dos isolados e tratamentos foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott
a 1 % de probabilidade.

Os dados de producdo de clamiddsporos, foram transformados em log (x+1),
visando o atendimento dos pressupostos da analise de variancia. Foi calculada a area abaixo
da curva de crescimento micelial (AACCM) e germinacdo de clamiddsporos (AACGC).
As analises estatisticas foram realizadas com o programa Sisvar (Ferreira 2014). Um
modelo matematico foi ajustado aos dados de crescimento micelial e germinacdo de
clamiddsporos. A selecdo do modelo matematico foi realizada dentro da familia dos
modelos sigmoides, utilizando-se o software TableCurve 2D v. 5.01 (Jandel 1991). Os
modelos foram ajustados aos dados por meio de regressao ndo linear e selecionados pelos
critérios de ajuste de linha de tendéncia e R2 > 0,9, simplicidade matematica e nimero de

parametros.

Resultados e Discussao

Teste de patogenicidade

No experimento utilizando o método substrato infestado (MAFC), as plantas
apresentaram sintomas externos e internos tipicos de fusariose, observados a partir do
décimo dia ap6s a inoculagdo (DAI). Todos os isolados de Fop incitaram sintomas no
maracujazeiro. Os sintomas externos iniciaram com o amarelecimento e perda das folhas,

sendo considerados sintomas secundarios ou reflexos, levando algumas plantas a morte.
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Os isolados 1T, 005, 013 causaram sintomas externos mais rapidamente que 0s
demais. Foi possivel observar sintomas internos como 0 escurecimento do sistema
vascular, caracterizando a a¢do do patégeno (Figura 4).

A eficiéncia do método areia e fuba pode ser explicado pelo fato de ocorrer contato
direto das raizes com o substrato infestado e a exposicado aos esporos, aumentando assim a
chance de penetracdo do patdégeno. Além disso, a absorcédo de toxinas produzidas pelo
fungo pode ocorrer de forma continua, provocando sintomas externos mais rapidos e

drésticos.

Figura 4. Teste de patogenicidade utilizando o método areia e fuba infestado: Controle ndo
inoculado e planta inoculada com sintomas externos de fusariose (a) demonstracdo de
sintomas internos em raizes (b) confirmacdo das estruturas de Fop (c).

No método de imersdo de raizes (MIR) ndo foram constatados sintomas externos
nas plantas, apenas sintomas internos como descoloragdo nos vasos xilematicos. Foram
recuperadas coldnias dos quarenta isolados testados, com formacdo de macroconidios,
microconidios e clamiddsporos (Figura 5). Os sintomas internos foram os mesmos, porém,
no método MIR, com intensidade menor e mais tardios. Em ambos os métodos de

inoculagdo ndo foram observados sintomas caracteristicos da doenca nas plantas controle.
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Silva et al (2011) usando o mesmo método observaram que foi possivel o
aparecimento dos sintomas caracteristicos da doenca a partir do sétimo dia, ocasionando a
morte de 62 % das mudas, obtendo resultados conflitantes com os obtidos nesse estudo.
Uma hipoétese para o fato das plantas ndo apresentarem sintomas externos utilizando o
método MIR € que 0 maracujazeiro apresenta alta variabilidade genética, devido a
fecundacdo cruzada, podendo apresentar individuos com diferentes niveis de
susceptibilidade (Fischer et al. 2005, Freitas et al. 2011). No entanto, no caso deste
trabalho, os resultados obtidos com o método areia e fuba contradizem esse hipotese.

Foi possivel re-isolar em torno de 90 % dos isolados inoculados, confirmando a
morte das plantas por fusariose nos 40 isolados de Fop testados, nos dois métodos de
inoculacdo. A partir do re-isolamento do patégeno das plantas com sintomas tipicos, foi
possivel confirmar a presenca do Fop e, assim, completar o Postulado de Koch (Silva et al.
2011).

Na caracterizacdo morfoldgica, esses isolados apresentaram cores distintas
variando entre o branco a violeta. A morfologia de macro e microconidios apresentou
pequena variacao entre os isolados. Os microconidios apresentaram comprimento entre 5,1
pme 12 um, e largura de 2,0 um e 3,1 um, formato oval ligeiramente curvado e sem septos,
produzidos em fialides curtas. Ja os macroconidios, levemente curvados apresentando de
trés a cinco septos medindo de 18,1 a 52 um de comprimento, e 3,0 a 3,6 um de largura.

Os resultados do re-isolamento e a caracterizacdo morfoldgica no que se refere a
coloracgéo e tamanho de macro e microconidios com fialides curtas estdo de acordo com as
medicdes descritas por Leslie & Sumerel (2006), sendo possivel reconhecer os isolados

como Fusarium oxysporum putativos
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Figura 5. Teste de patogenicidade utilizando o método de suspensdo de conidios:
Experimento com 30 dias apds inoculacdo (a) visualizacdo de sintomas internos em raiz e
caule (b) isolamento do patdgeno (c) avaliacdo morfoldgica de Fop (d).

Crescimento saprofitico de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae em substratos vegetais
O crescimento micelial foi determinado por meio de testes in vitro com diferentes
materiais vegetais e quatorze isolados de Fop em tubos de vidro. Objetivou-se testar o

efeito da incorporacéo desses debris na supressividade da atividade saprofitica.

Observou-se que o crescimento micelial de Fop foi mais rapido quando submetido
aos tratamentos com maracuji amarelo e no controle. O tratamento com mandioca mansa
proporcionou crescimento micelial intermediario. Por outro lado, os tratamentos com
repolho e mandioca brava retardaram o crescimento micelial em todos os isolados
testados ocorrendo a paralizacdo das hifas, com énfase no tratamento com repolho em

que a inativacdo aconteceu no primeiro dia de avaliagdo (Figura 6). O crescimento
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micelial, foi avaliado do primeiro ao nono dia quando o fungo alcancou a extremidade
dos tubos de vidro no substrato vegetal.

Os resultados com os tratamentos com maracuja amarelo e controle indicaram que
estes substratos foram conducivos a atividade saprofitica do fungo. O tratamento com
mandioca mansa teve crescimento inferior ao tratamento controle. Os tratamentos com
repolho e mandioca brava foram supressivos ao patogeno, com reducdo do crescimento
micelial.

Estudos tém demonstrado maior eficiéncia em utilizar residuos de brassicas do que
de mandioca brava, visto que a biofumigacdo com espécies de brassicas produzem
compostos chamados de glucosionalatos (Lazzeri et al. 2003). Com a hidrélise por acao da
enzima mirosinase, produzem gases conhecidos como isoticianatos, nitrilas e tiocionatos
que sdo capazes de diminuir ou inibir a acao de fitopatégenos habitantes de solo (Morra
2010, Klein et al. 2011). No entanto, existem diferencas quanto a qualidade e quantidade
dos compostos entre as espécies de brassicas (Ambroésio et al. 2009).

O fechamento das extremidades dos tubos possivelmente evitou o escape dos
volateis produzidos nos tratamentos com repolho e mandioca brava, intensificando o efeito
de diminuicdo do crescimento micelial, producdo e germinacdo de clamiddsporos. No
entanto, pelo menos o efeito sobre a producdo de clamidosporos de Fop ja havia sido
observado em sistema aberto, com a utilizagéo de folhas frescas de couve-flor, repolho e

brocolis (Aradjo 2015).
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Figura 6. Médias do crescimento micelial de isolados de Fop, em meio areia e fuba, em
funcéo de diferentes materiais vegetais.

O modelo matematico que explica o crescimento micelial de Fop em diferentes

+H ; em que a = € a altura de transicéo, que corresponde
1+exp (T)

materiais vegetais €: y =
ao crescimento maximo e b, ¢ = correspondem aos parametros, centro de transicao (tempo
para 50% do crescimento micelial) e largura da transicdo. O ajuste do modelo aos dados de
crescimento micelial em funcdo do tempo sé foi possivel para os isolados 133, 005, 138,
7F, 108 e 106. O isolado 003 teve crescimento completamente inibido quando submetido

ao tratamento com repolho (Tabela 2).

Tabela 2. Coeficiente de determinacédo (R?) e parametros do modelo ajustado aos dados de
crescimento micelial de Fop em funcéo do tempo.
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Isolados Controle repolho mand.mansa mand.brava maracuja
(R2)/[Eqn (R?) IEgqn (R?) I[Eqn (R?) /[Eqn (R2) IEqn
133 0,97a=23b=96 |0,82a=0,3b=23 0,98 a=6 b=6,2 0,97 a=0,8 b=3,9 0,98 a=15b=7,8
003 0,99a=17b=74 |* 0,98 a=9 b=7,0 0,31 a=0,2 b=8,1 1,00 a=17 b=7,6
002 0,99a=12b=6,2 |0,47 a=0,1b=33 0,90 a=0,5b=4,7 0,90 a=0,5 b=4,7 0,99 a=14 b=6,7
005 0,99a=12b=6,6 |0,40a=0,2b=1,7 0,98 a=8 b=6,9 0,96 a=1 b=4,0 0,99 a=18 b=8
T 0,99 a=15b=6,8 |0,90a=0,5b=2,6 0,99 a=8 b=5,2 0,83 a=0,4 b=2,6 0,99 a=17 b=8
" 1,00 a=14 b=6,7 | 0,83 a=0,6 b=3,7 0,95 a=5b=6,2 0,84 a=1b=3,9 1,00 a=13 b=6.5
138 0,99a=16b=6,5 |0,27 a=0,1b=1,4 0,99 a=7b=4,9 0,95a=0,9b=3,3 0,98a=11b=53
071 0,99 a=11b=6,1 0,74 a=0,3 b=5,8 0,96 a=7,5b=8,0 0,87 a=1b=3,8 0,99 a=13b=7,4
108 0,99a=14b=5,8 |0,25a=0,1b=4,6 0,97 a=9 b=5,7 094a=06b24 0,96 a=16 b=7,0
7E 0,99 a=11b=6,2 0,20 2=0,0 b=3,3 0,98 a=7b=5,8 0,92 a=0,4 b=3,2 0,99 a=13b=5,8
013 0,95a=120b=17 |0,86a=0,3b=1,73 | 0,99 a=5b=6,3 0,93 a=1b=2,9 0,98 a=130 b=16
104 0,99a=16b=7,4 |0,152a=0,0b=3,0 0,98 a=6 b=5,5 0,93 a=1b=2,6 0,98 a=101 b=13,7
109 098a=16b74 0,692a=0,3b=34 0,96 a=7 b=5,9 0,95a=0,6b=2,5 0,98 a=101 b=13,7
0,99 a=27b=9,2 |0,66 a=0,8b=2,2 0,96 a=5 b=4,5 0,96 a=5 b=4,5 1,00 a=15b=7
106

*Resultados insuficientes para gerar uma curva

O parémetro a refere-se a estimativa do crescimento maximo do fungo quando
submetidos aos diferentes tratamentos (area total). Observou-se que os isolados 005 e 108,
em relagdo ao tratamento controle tiveram menor crescimento micelial que o tratamento
maracuji amarelo. Os isolados 7F, 133 e 138 quando submetidos aos cinco tratamentos
apresentaram crescimento mais rapido com os materiais vegetais maracuja amarelo e
controle, enquanto que com repolho e mandioca brava tiveram crescimento mais lento

(Figura 7).

Na maioria dos isolados testados com o tratamento mandioca brava houve um
declinio no crescimento micelial. O isolado 106 quando submetido ao tratamento mandioca
mansa e mandioca brava apresentou crescimento semelhante. O fungo quando submetido
ao tratamento repolho teve o crescimento tdo baixo que néo foi possivel ajuste de nenhum
modelo matematico.

No campo tem se obtido resultados promissores com a producdo volateis

fungitdxicos oriundos de brassicas e mandioca brava, possibilitando a reducdo de
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fitopatdgenos habitantes de solo, influenciando na fase de sobrevivéncia (Ambrosio et al.

2008, Basseto et al. 2012).

linamarina e a lotaustralina metil e a enzima linamarase, responsavel pela hidrolise dos

As folhas de mandioca quando cortadas liberam glicosideos cianogénicos, a

glicosideos que, segundo Wong et al. (2011), possuem atividade fungicida, quando os gases

sdo gerados nesse processo. Ambrosio et al. (2008) testaram a mandioca brava incorporada

ao solo e obtiveram inativacdo do fungo F. oxysporum f. sp. lycopersici Raca 2 a partir

oitavo dia de avaliacdo, considerando a mandioca brava tdo eficiente quanto as brassicas.
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Figura 7. Parametro a (crescimento maximo) e erro padrdo para os tratamentos controle,
materiais vegetais e diferentes isolados de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae.

O parametro b refere-se ao tempo para que cada tratamento atinja 50% do

crescimento. Os resultados advindos de diferentes tratamentos diferem entre si quando

observados no parametro b.
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363 Observa-se que na relacdo dos valores de b e o tratamento controle (Figura 8), o
364 fungo quando submetido ao material vegetal maracujd amarelo apresentou crescimento
365 mais rapida quando comparado com os demais tratamentos. No entanto, em relacdo ao
366  material vegetal mandioca brava causou o crescimento micelial mais lento, este reduziu o
367 crescimento micelial em relacdo a todos isolados testados. Quanto ao tratamento com
368 repolho, a diminuicdo do crescimento micelial foi drastica e ndo foi possivel o ajuste a
369 nenhum modelo matematico utilizado (Figura 8). Além disso, dos quatorze isolados
370 utilizados nesse estudo, apenas seis obtiveram resultados que permitiram 0 ajuste ao

371  modelo matematico.
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373 Figura 8. Pardmetro b (centro de transicdo) e erro padrdo para os tratamentos controle e
374  materiais vegetais e diferentes isolados de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae.
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Considerando o célculo da &rea abaixo da curva de crescimento micelial
(AACCM), todos os materiais vegetais testados diferem entre si. O tratamento com
maracuja amarelo, controle e mandioca mansa tiveram maior AACCM, quando
comparados com os debris de repolho e mandioca brava, mostrando-se eficazes no controle

do fungo (Figura 9a).

Apesar dos tratamentos com repolho e mandioca brava serem estatisticamente
similares em metade dos isolados, o tratamento com repolho foi melhor. Para todos os

isolados induziu menores crescimento micelial, producéo e germinacéo de clamiddsporos.

a) 5 b) 5
4 4
d d
3 3
c
2 2
1 1
b
- N
o L mm 0
repolho  mand.brava mand.mansa maracuja controle 1003 I7F 1133 1108 1002 1109 |A4 1138 1071 1104 1013 1106 1005 11T

] d) 5
4 4

1003 I7F 1133 1108 1002 1109 1A4 1138 1071 1104 1106 1005 1013 11T 1003 17F 1133 1108 1002 1109 1A4 1138 1071 1104 1106 1005 1013 11T

Figura 9. Médias da area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) para diferentes
tratamentos e isolados de Fop. Efeito médio dos materiais vegetais sobre todos os isolados
utilizados (a) efeito de todos os materiais vegetais sobre cada isolado utilizado (b) efeito do
tratamento maracuja amarelo sobre cada isolado utilizado (c) efeito do tratamento repolho
sobre cada isolado utilizado (d).
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Densidade de indculo de Fop

Ap0s a avaliacdo do crescimento micelial determinou-se 0 nimero de Unidades
Formadoras de Coldnias (UFC) de Fop no substrato, com intuito de avaliar a densidade do
indculo.

Os nGmeros observados para UFC g-! do patégeno foram maiores nos substratos
vegetais submetidos aos tratamentos com maracuja amarelo, mandioca mansa e controle,
observaram que a populac&o de Fop atingiu aproximadamente 100 UFC g. Os tratamentos
com repolho e mandioca brava apesar de terem crescido, o numero de UFC foi baixo, ao
redor de 18. Assim, o0 ndo crescimento observado em alguns casos teve carater fungistatico
e ndo fungicida.

As colbdnias de Fop foram reduzidas quando submetidas aos tratamentos com
repolho e mandioca brava, tiveram uma velocidade média de crescimento micelial inferior
aos demais tratamentos, apresentando efeito fungistatico. Por esta razdo, o Fop paralisou o
seu crescimento. Efeito similar foi relatado por Basseto et al (2012) para F. oxysporum f.
sp. lycopersici Raca 2 com a incorporacdo de folhas de brassicas e mandioca brava ao solo,
proporcionando reducdo de indculo por grama de solo.

Germinag&o de clamid6sporos

O modelo matematico que explica a germinacdo de clamiddsporos de Fop em

diferentes materiais vegetais, é:y = , em que a = é a altura de transicao, que

1+exp (_xc_b

corresponde ao crescimento maximo e b, ¢ = correspondem aos parametros, centro de
transicdo (tempo para 50% do crescimento micelial ) e largura da transicéo.

Os modelos matematicos representam a realidade de modo simplificado mediante
equacdes. Alguns modelos matemaéticos foram testados, dentre eles o de regressdo linear
por Minchio et al. (2011) empreendido em estudo de germinacdo de uredosporos de

Puccinia Kuehnii (W. Kriger) E.J. Butler submetidos a diferentes temperaturas e tempos
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de incubacdo. Porém, para este trabalho foi escolhido o sigmoide, que se ajustou melhor as
curvas obtidas no experimento de germinacdo e crescimento micelial.

Para o experimento de germinacdo de clamiddsporos foram testados o efeito de
diferentes materiais vegetais submetidos a seis tempos de incubacéo (0, 1, 3, 6, 12 e 24h).
Os resultados foram expressos na forma de percentual de clamidosporos germinados.

Observou-se que todos os isolados germinaram quando submetidos ao maracuja
amarelo, mandioca mansa, e tratamento controle. Para os tratamentos com debris de

repolho e mandioca brava, o fungo apresentou baixo percentual de germinacéo (Figura 10).
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Figura 10. Percentual de germinacdo de clamiddsporos de isolados de Fop submetidos a
diferentes tratamentos (a) Efeito dos materiais vegetais sobre a germinacgéo de clamiddsporos
de todos os isolados.

Os isolados de Fop apresentaram padrdo de germinacdo qualitativamente
semelhante (Figura 11), com inicio entre 1h e 3h e estabilizagéo entre 6h e 12h (Figura 11).
Apenas o isolado 071 continuou seu crescimento até alcancar o tempo maximo de
germinacdo. Os isolados 071, 005 e 7F de Fop, apresentaram maior percentual de

germinacao e o isolado 106 apresentou menor germinacao.
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Figura 11. Percentual de germinacao de clamiddsporos de isolados de Fop submetidos a
diferentes tratamentos: Efeito dos materiais vegetais sobre a germinacdo de
clamidosporos de cada isolado.

Para 78% dos isolados de Fop ndo houve germinacdo de clamiddsporos quando
submetidos ao tratamento com repolho; nos demais isolados a germinacdo foi reduzida. O
tratamento com mandioca brava inibiu a germinacéo de clamiddsporos de 71% dos isolados
de Fop. Os tratamentos com mandioca mansa, maracuja amarelo e no controle ndo

apresentaram inibicdo de clamiddsporos de nenhum dos isolados testados (Figura 12).

Uma hipotese para os debris repolho e mandioca brava ter proporcionado esse
efeito, seria a producdo de substancia toxicas presentes nesses materiais vegetais. Na
mandioca, além dos compostos cianogénicos, a sofranina, um corante biolégico presente
nessa espécie, possivelmente pode estar associada a eficiéncia desse material vegetal

(Souza et al. 2012).

O isolado 108 apresentou inibi¢cdo apenas quando submetido ao tratamento com

mandioca brava. Tal resultado pode ser explicado a alta variabilidade presente entre
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isolados de Fop (Dariva et al. 2015; Silva et al. 2013), 0 que pode ser atribuida a capacidade
do patdgeno em adaptar a diversas situagdes e apresentar comportamento variado de acordo

com cada regido de origem e pelos tratos culturais (Sultana et al. 2002).
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Figura 12. Inibicdo de clamidosporos de isolados de Fop submetidos a diferentes
tratamentos. Percentual de isolados com inibicdo da germinacdo de clamiddsporos
submetidos a diferentes materiais vegetais.

Os parametros a e de b utilizando os cinco materiais vegetais avaliados diferem
entre si. Os tratamentos com controle, mandioca mansa e maracuja amarelo demonstraram

maior viabilidade de germinacéo de Fop.

O repolho obteve crescimento tdo baixo que ndo foi possivel ajustar nenhum
modelo matematico. Ao se considerar o parametro a percebe-se semelhanca com o0s
tratamentos controle e maracuja favorecendo a germinagao (Figura 13).

Quanto ao parametro b, maior o seu valor, mais lento serad o crescimento micelial e

germinacao de clamidosporos. O valor mais alto foi encontrado nos isolados 106 e 7F.
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Figura 13. Relacdo entre parametro a (germinacdo maxima) e b (transicdo) controle e
materiais vegetais, para o isolado 013 de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae.

Producdo, germinacdo de clamiddsporos e crescimento micelial de Fop

Para producéo de clamiddsporos, germinagdo e area abaixo da curva de crescimento
micelial houve agrupamento significativo pelo teste de Scott-Knott (p<0,01) (Tabelas 3, 4
e 5). Os tratamentos com repolho e mandioca brava apresentaram maior eficiéncia na
reducdo de Fop em todas as avaliagdes. Os tratamentos representados por mandioca mansa,
maracuja amarelo e controle aumentaram a producdo de clamiddsporos, percentagem de
germinacao e crescimento micelial.

Nesse estudo, o fungo apresentou melhor atividade saprofitica, producdo e
germinacdo de clamiddsporos no substrato com a incorporacdo de maracuja amarelo,
indicando sua adequacdo como substrato para o patdgeno. O tratamento com repolho
induziu crescimento mais lento e maior inibicdo de clamiddsporos.

O fungo quando submetido ao material vegetal mandioca mansa apresentou
crescimento intermediario em relacdo aos parametros avaliados, contrariamente ao que foi
obtido em estudo com outros fitopatdgenos habitantes de solo. Basseto et al. (2012)
encontraram que a incorporagdo de mandioca mansa inibia 100% das estruturas de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Raca 2.

Uma hipotese para nao ter ocorrido a reducao do crescimento micelial, producéo e
germinacdo de clamiddsporos, quando o fungo foi submetido ao ao tratamento com

mandioca mansa, seria 0 tempo de exposicdo e a quantidade de debris incorporada no
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substrato. Segundo Ambrosio et al. (2009), alguns fitopatdgenos habitantes de solo

necessitam de um tempo maior de contanto com 0s materiais vegetais e alta temperatura

para serem inativados (Ambrosio et al. 2009). Além disso, poucos materiais vegetais sao

promissores para o controle de F. oxysporum.

Tabela 3 Valores médios de area abaixo da curva de crescimento micelial em funcgéo dos
isolados e tratamentos.

Isolados Controle  Maracujd Mandioca brava Mandioca mansa Repolho
002 3,0aC 3,2bC 0,2 aA 2,4cB 0,0 aA
003 2,8aC 3,1bC 0,0 aA 1,9 bB 0,0 aA
005 3,7cE 3,0ab 0,7cB 2,3cC 0,1aA
013 3,0aD 3,2bD 1,0cB 1,9bC 0,4 bA
071 3,7¢cD 3,2bD 0,6 cB 14aC 0,1aA
104 3,1aD 3,4bD 0,9cB 2,3¢cC 0,0 aA
106 3,2aC 3,2bC 0,5 bA 2,2¢cB 0,5 bA
108 3,5¢cD 2,6aC 0,4 bB 2,3¢cC 0,0 aA
109 3,3bD 2,7aC 0,4 bA 2,2¢cB 0,2 aA
133 2,8aC 3,2bD 0,4 bA 2,1cB 0,2 bA
138 2,9aD 3,2bD 0,4 bB 2,4cC 0,0 aA
1T 3,7¢cC 2,9aB 0,2 aA 2,8dB 0,3bA
7F 2,9aC 3,1bC 0,2 aA 1,7 bB 0,0 aA
A4 3,3bC 3,3bC 0,5 bA 15aB 0,3 bA

Médias seguidas pelas mesmas letras minuUsculas nas colunas e maidsculas nas linhas

pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott a 1% de probabilidade

Tabela 4 Valores médios para nimero de clamidosporos em funcdo dos isolados e

tratamentos.

Isolado Controle Maracuja Mandioca brava  Mandioca mansa  Repolho
002 6,6 aA 7,1aA 6,3 aA 6,9 aA 6,6 CA
003 6,5 aA 7,1aA 6,0 aA 6,8 aA 6,3 cA
005 7,3 aB 7,8 aB 6,3 aA 7,2 aB 6,6 CA
013 7,1aB 7,2 aB 6,4 aA 6,8 aB 5,7cA
071 7,0 aB 6,9 aB 6,5aB 6,9 aB 3,2aA
104 7,0aC 7,3aC 6,1 aB 6,9aC 2,4 aA
106 6,9 aA 7,0 aA 6,6 aA 6,9 aA 6,4 cA
108 7,3aA 7,5aA 6,8 aA 7,1aA 6,9 cA
109 6,9 aB 7,0 aB 6,4 aB 6,9 aB 4,5 bA
133 7,0 aB 7,2aB 6,1 aA 7,0 aB 6,5 cA
138 7,4 aC 7,4 aC 6,1 aB 7,1aC 4,6 bA
1T 6,7 aA 6,6 aA 6,5 aA 7,1aA 6,1 cA
TF 7,3aB 7,1 aA 6,3 aA 6,9 aB 6,4 cA
A4 7,0 aB 7,1 aB 5,6 aA 6,8 aB 59CcA

!médias transformadas para log (x +1). Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas
nas colunas e maiusculas nas linhas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott
a 1% de probabilidade
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Né&o foi observada relacdo entre niumero de clamiddsporos (escala logaritmica) e
percentagem de clamidosporos germinados para qualquer dos tratamentos avaliados
(Figura 14). Ou seja, ndo ha evidéncias de que quanto mais clamiddsporos produzem, mais
germinam, ou quanto menos clamidésporos produzem, menos germinam.

A reducéo na producéo de clamidosporos quando os isolados foram submetidos aos
tratamentos com repolho e mandioca brava pode estar associada a liberacéo de compostos
toxicos, que podem diminuir a populacdo do patdgeno presente no substrato, além de
melhorar condicBes quimicas e fisicas do solo (Kirkegaard et al. 1994; Moccelin, 2011;
Szczyglowska et al. 2011). Provavelmente, o Fop apresenta sensibilidade aos compostos

presentes nos debris, proporcionando o seu controle.
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Figura 14. Relacdo entre percentual de clamiddsporos germinados e clamiddsporos
produzidos por isolados de Fop submetidos a diferentes tratamentos. O tamanho das bolhas
representa a area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM).

Neste trabalho, a incorporacdo dos debris de repolho e mandioca brava inibiu a
formacéo e germinacao de clamiddsporos, sendo supressivo a atividade saprofitica de Fop.
Esse patogeno é de dificil controle, e vem causando reducdo na produtividade da cultura
do maracujazeiro, sendo uma preocupacgao para 0s agricultores por causar prejuizos a
passicultura brasileira (Cruz et al. 2013). Assim, o efeito desses debris nos mecanismos de
sobrevivéncia de Fop abre a perspectiva de desenvolvimento de tecnologia aplicavel ao

controle da murcha do maracujazeiro. No entanto, ainda ndo é possivel indicar com
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precisdo se a melhor alternativa € a criagdo de um novo processo agropecuario com uso
direto daqueles debris ou se haveria a necessidade de desenvolvimento de um produto

formulado.

Uma hipotese que deve ser testada € a de que as folhas de maracuja amarelo servem
como fonte de nutrientes, acelerando a atividade saprofitica. Assim, as folhas do
hospedeiro no campo permitiriam a sobrevivéncia do Fop apos o ciclo da cultura.

Os resultados obtidos com esse trabalho em condicGes de laboratorio mostram o
efeito da incorporacdo dos materiais vegetais na reducdo do crescimento micelial, unidades
formadoras de coldnias, producdo e viabilidade de esporos de resisténcia. Esses debris
afetaram a fase de sobrevivéncia de Fop e devem ser vistos como base para novas
pesquisas.

Além do desenvolvimento de tecnologias a serem validadas em casa de vegetacao
e posteriormente em campo, deve-se considerar o potencial uso desses debris e seus efeitos

para estudar outras fases do ciclo de vida do patégeno.

Conclusdes
A incorporacdo dos materiais vegetais repolho e mandioca brava no substrato
interfere na fase de sobrevivéncia de F. oxysporum f. sp. passiflorae. Esses materiais
vegetais apresentaram efeito fungistatico em condices de laboratério. Em relacdo ao
crescimento micelial, producdo e germinacdo de clamiddsporos, o repolho foi o mais
eficiente e demonstrou um grande potencial para controle de Fop no solo. Os tratamentos
com maracuja amarelo e mandioca mansa foram conducivos a atividade saprofitica de Fop.
O estudo dos fatores bidticos que influenciam a fusariose do maracujazeiro estd em
fase inicial. Os resultados obtidos nesse experimento servirdo como base para para

desenvolvimento de processo ou produto de biofumigacéo. Além disso, abre caminho para
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uso dos debris com maior efeito no estudo das outras fases do ciclo das relagdes Fusarium

oxysporum f.sp. passiflorae — maracuja.
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ANexos

Tabela 1. Origem e identificacdo dos isolados em teste de patogenicidade

Isolados

Municipio

Identificacdo

Hospedeiro

OF
1T
139
110
134
072
7F
128
6F
136
104
133
2Mono
109
126
A4
P2
108

Livramento (BA)
Livramento (BA)
Livramento (BA)
Livramento (BA)
Livramento (BA)
Livramento (BA)
Livramento (BA)
Livramento (BA)
Livramento (BA)
Livramento (BA)
Livramento (BA)
Livramento (BA)
Livramento (BA)
Dom Basilio (BA)
Dom Basilio (BA)
Dom Basilio (BA)
Dom Basilio (BA)
Dom Basilio (BA)

FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP

U U U U U U U U U U U U TV U U UV UV T

. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
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671

672

674

127 Dom Basilio (BA)

J1 Dom Basilio (BA)
138 Dom Basilio (BA)
101 Dom Basilio (BA)
100 Dom Basilio (BA)
013 Ubaira (BA)

054 Ubaira (BA)

009 Ubaira (BA)

023 Ubaira (BA)

028 Ubaira (BA))
142 Paramerim (BA)
141 Paramerim (BA)
106 Paramerim (BA)
071 Porto Seguro (BA)
130 Cruz das Almas (BA)
003 Cruz das Almas (BA)
002 Cruz das Almas (BA)
001 Cruz das Almas (BA)
005 Cruz das Almas (BA)
131 Cruz das Almas (BA)
140 Cruz das Almas (BA)
135 Cruz das Almas (BA)

FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP
FOP

FOP
FOP

. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa

. edulis f.flavicarpa
. edulis f.flavicarpa

W0 U U U U U U U U U U™V ™V ™V TV TV UV UV UV T T

Tabela 3.1. Esquema da analise de variancia

FV GL QM73
Tratamento 4 18.204**
Isolado 13 1,49883**
Tratamento x Isolado 52 1,2159**
Erro 140 0,214
CV (%) 7,02
Média Geral 6,594

**significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
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676
677
678
679
680
681

682
683

Tabela 4.1 Esquema da analise de variancia.

FV GL QM
Tratamento 4 18,2047**
Isolado 13 1,4983**
Tratamento x Isolado 52 1,2159**
Erro 140 0,2141
CV (%) 7,02
Média Geral 6,5948!

**significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. ‘médias transformadas para log (x

+1).

Tabela 5. Valores médios de area abaixo de germinacédo de clamiddsporos em funcgédo dos

isolados e tratamentos.

Isolado  Controle

Maracujad Mandioca brava Mandioca mansa Repolho

002 28,6 cC
003 27,2 cC
005 23,1 bC
013 18,4 aC
071 27,2 cC
104 25,3¢cC
106 21,1aB
108 28,3 cC
109 29,5cC
133 26,8 cC
138 24,9 bC
1T 25,4 cB
7F 27,4 cD
A4 26,4 cC

26,6 cC
27,7 cC
3,0 aA
23,6 bC
29,3 cC
23,4 hbC
27,1 cC
23,1 bB
2,75 aA
28,7 cC
31,1cD
25,1 bB
429 dE
28,9 cC

0,0 aA
0,0 aA
19,0 cC
18,0 cB
12,8 bB
0,0 aA
0,0 aA
0,0 aA
0,0 aA
0,0 aA
0,0 aB
0,0 aA
12,4 bB
0,0 aA

20,0 aB
18,0 aB
29,7 cD
23,4 bB
29,1 cC
17,1 aB
18,1 aB
22,2 bB
22,6 bB
15,3 aB
18,7 aB
25,3 bB
20,6 aC
22,9 bB

0,0 aA
0,0 aA
8,6 bB
8,4 bA
0,0 aA
0,0 aA
0,0 aA
2,3aA
0,0 aA
0,0 aA
0,0 aA
0,0 aA
0,0 aA
0,0 aA

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas e maitsculas na linhas

pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott a 1% de probabilid
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Tabela 5.1 Esquema da analise de variancia

FV GL QM
Tratamento 4 5715,0**
Isolado 13 102,7**
Tratamento x Isolado 52 126,29**
Erro 140 4,66
CV (%) 13,86
Média Geral 15,57

**significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
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