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MICRORGANISMOS E SUBSTANCIAS ANTIMICROBIANAS PRESENTES
EM BIOFERTILIZANTES PARA O CONTROLE DE Phytophthora nicotianae

Autor: ALINE CAROLINE DA SILVA
Orientador: Prof2. Dr2. KATIA CRISTINA KUPPER

RESUMO

Dentre os problemas fitossanitarios enfrentados pelo setor citricola, destacam-
se doencas ocasionadas por Phytophthora spp. que afetam todos os estadios
de desenvolvimento da planta citrica. Para o controle dessas doencas séo
utilizadas medidas preventivas associadas com produtos quimicos, porém, os
problemas advindos do uso intensivo de fungicidas tém aumentado o interesse
em desenvolver técnicas alternativas, visando a sustentabilidade agricola e,
dentre essas o uso de biofertilizante. Diante do exposto, o presente trabalho
teve por objetivos: (i) avaliar o efeito da microbiota e dos metabdlitos presentes
em biofertilizantes, produzidos pela digestdo aerdbica (BSA) e anaerdbica
(BSAN) de esterco suino, sobre o desenvolvimento micelial de P. nicotianae;
(i) verificar o efeito dos compostos sobre propagulos de P. nicotinae no solo e
nas raizes de citros e, finalmente, (iii) observar o efeito na germinacdo de
sementes de porta-enxertos de citros em substrato inoculado. Os resultados
obtidos nesta pesquisa mostraram que 0s microrganismos e os metabdlitos
existentes nos biofertilizantes afetaram o desenvolvimento da colonia de P.
nicotianae; o biofertilizante produzido pela digestdo aerdbica de esterco suino
(BSA) foi o que apresentou melhor eficiéncia quanto a supresséo de inéculo de
P. nicotianae; BSA nas concentracbes de 05 e 10% e BSAN a 10%
favoreceram a germinacdo das sementes de tangerina Sunki, em substrato
infestado pelo fitopatégeno; enquanto que, para o limdo cravo, apenas BSA a
5% teve um efeito promissor na germinacdo das sementes nas mesmas

condicoes.

Palavras-chaves: Controle alternativo, Phytophthora parasitica, Citrus spp.



MICROORGANISMS AND ANTIMICROBIAL SUBSTANCES PRESENT IN
BIOFERTILIZERS TO CONTROL Phytophthora nicotianae

Author: ALINE CAROLINE DA SILVA
Adviser: Prof?. Dr2 KATIA CRISTINA KUPPER

ABSTRACT

Among the phytosanitary problems faced by citrus sector it is highlighted the
root rot caused by Phytophthora spp. which affects all stages of development of
the citrus trees. Preventive measures associated with chemicals are used to
control the disease, but the problems arising from the intensive use of
fungicides have increased the interest in developing alternative techniques
aimed at agricultural sustainability, among them the use of biofertilizers .
Because of these facts, this study aimed to: (i) assess the effect of microbiota
and metabolites present in biofertilizers produced from aerobic digestion (BSA)
and anaerobic (BSAN) of swine manure on the mycelial growth of P. nicotianae;
(if) determining the effect of the products on inoculate of P. nicotinae in soil and
roots of citrus tree, (iii) observing the effect on germination of citrus rootstocks .
The results obtained in this study showed that the existing microorganisms and
metabolites in biofertilizers affected the development of the colony of P.
nicotianae; biofertilizer produced by aerobic digestion of swine manure (BSA)
had the best efficiency in the elimination of inoculum of P. nicotianae ; BSA at
concentrations of 5 and 10% and BSAN at concentration of 10% favored the
germination of mandarin Sunki in substrate infested by the pathogen. Moreover
BSA at concentration of 5% had a promising effect on seed germination of

Rangpur lime under the same conditions.

Keywords: Alternative control, Phytophthora parasitica, Citrus spp.



1. INTRODUCAO

A citricultura brasileira esta assentada em uma area aproximada de 814
mil hectares, com producdo média de 469 milhdes de caixas de laranja, nas
altimas cinco safras. Cerca de 80% da producdo nacional de laranja €
proveniente dos pomares do estado de Sdo Paulo, situados em quase 525 mil
hectares (AGRIANUAL, 2013).

N&o obstante a importancia da cultura, o setor citricola enfrenta sérios
problemas fitossanitarios representados principalmente por doencas, dentre as
quais as do complexo Phytophthora spp. — citros, destacando-se a gomose de
Phytophtora, causada por Phytophthora nicotianae Breda de Haan (sin.
Phytophthora parasitica (Dastur), um oomiceto que pertence ao filo Oomycota e
ao reino Stramenopila (ADL et al., 2005; SIMPSON ; ROGER, 2004).

Em citros, esse patdogeno pode causar gomose, “damping-off’, lesGes
em folhas, brotos e hastes, podriddo do pé e podridao de raizes e radicelas
(FEICHTEMBERGER, 2001). O principal controle de doencas causadas por
Phytophthora se da pela aplicacdo de fosfitos (GRAHAM, 2011) e de fungicidas
sistémicos, como metalaxyl e fosetyl-Al (FEICHTENBERGER et al., 2005).

Os problemas advindos do uso intensivo de fungicidas tém aumentado o
interesse em desenvolver técnicas alternativas de controle visando a
sustentabilidade agricola. Uma op¢édo econdmica e de baixo impacto ambiental
€ 0 uso de extratos aquosos de matéria organica e biofertilizantes, pelo fato de
possuirem uma complexa e elevada comunidade microbiana, com presenca de
bactérias, fungos leveduriformes e filamentosos e actinobactérias (ELAD;
SHTIENBERG, 1994, FALDONI, 2011, KUPPER et al., 2006, MCQUILKEN et
al., 1994), os quais podem agir como agentes de biocontrole ou promoverem o
crescimento das plantas.

De acordo com Santos (2001), biofertilizante é a designacdo dada ao
efluente liquido obtido a partir da digestdo aerdbica ou anaerébia de esterco
animal, sendo, portanto, o produto final da degradacdo da matéria organica por

uma série de microrganismos.



Extratos aquosos de matéria organica e biofertilizantes podem ser
introduzidos nos agroecossistemas por meio de pulverizacdes foliares,
fertirrigacdo ou, aplicados diretamente no solo, considerando ainda, que, a
utilizacdo de insumos de origem organica, como fonte de nutrientes ou, como
alternativa de controle de doencas, € uma técnica acessivel e encontra-se
dentro de propostas agroecoldgicas e sustentaveis (MENEZES JUNIOR et al.,
2004).

Nos ultimos anos, a suinocultura passou por profundas alteracfes
tecnologicas, visando principalmente o aumento da produtividade e reducgéo
dos custos de producdo, o que acarretou em grandes quantidades de dejetos
em pequenas extensdes em algumas regides do pais. Consequentemente, se
iniciaram os problemas quanto ao destino dos efluentes (LIMA, 2002). Dessa
maneira, a producdo de um biofertilizante a base da digestdo de esterco suino
e 0 uso de seu efluente passa a ser uma alternativa viavel, como forma de
reduzir ou aproveitar os dejetos suinos.

De acordo com Conn e Lazarovits (1999) a adicdo de chorume de suino
no solo resulta no aumento das populagdes microbianas e, em particular, de
Trichoderma spp, um agente de controle biologico utilizado para controle de
muitas doencas de solo. Além disso, segundo alguns autores, o chorume de
suino tem alta concentracdo de acidos graxos volateis (AGVs), 0s quais podem
reduzir as populacdes de patdégenos em longo prazo (CONN; LAZAROVITS,
1999; LAZAROVITS et al., 2005).

Varios trabalhos na literatura tém recomendado o uso de biofertilizante,
produzido pela digestdo anaerébia de esterco bovino ou de suino, para o
controle de doencas, como aquelas causadas pelos fungos Colletotrichum
gloeosporioides, C. orbiculare, C. acutatum, Guignardia citricarpa, Penicillium
digitatum e Streptomyces scabies (KUPPER et al.( 2006, 2009), HAYASHIDA
et al., 1989, ZHANG et al., 1996).

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivos: (i) avaliar o efeito da
microbiota e dos metabdlitos presentes em biofertilizantes, produzidos pela
digestdo aerbbica (BSA) e anaerbdbica (BSAN) de esterco suino, sobre o

desenvolvimento micelial de P. nicotianae; (ii) verificar o efeito dos compostos



sobre propagulos de P. nicotinae no solo e nas raizes de citros e, finalmente,
(i) observar o efeito na germinacdo de sementes de porta-enxertos de citros

em substrato inoculado.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Suinocultura

O setor de suinocultura no Brasil tem tido boa repercusséo,
apresentando um crescimento significativo, sendo considerada uma atividade
provedora no setor de exportacdes agrarias (SILVA, 2009).

Além da importancia econdmica do setor, h4& uma importancia social
envolvendo a suinocultura, pois essa atividade contribui para a fixacdo do
homem no campo; emprega a mao-de-obra familiar e € praticada, em sua
maioria, em pequenas propriedades, gerando renda, reduzindo o éxodo rural e
0s problemas advindos desta questdo (PAULA et al., 2011, RANZI, 2012).

No entanto, essa atividade agropecudria tem gerado uma concentracao
alta de residuos em determinadas regides, 0 que tem provocado preocupacdes
com relacdo a degradacdo ambiental e, consequente, prejuizo a qualidade de
vida das pessoas (MIELLE, 2006, TAKITANE; SOUZA, 2000).

O descarte, uso e tratamento de dejetos devem ter uma atencao
especial, principalmente porgque se a poluicdo for estabelecida, a recuperacéo
da éarea sera dificil e onerosa. Além do que, se essas atividades forem
realizadas de forma inadequada, as consequéncias sé serdo percebidas a
médio e longo prazo (PERDOMO, 2001).

Para Gusmao (2008), a biodigestdo anaerébia de dejetos animais,
principalmente de suinos, apresenta vantagens, atraves da producéo de biogas
e de biofertilizantes, os quais podem contribuir para a diminuicdo da poluicéo

dos recursos hidricos por tais dejetos.



2.2. Citricultura brasileira

O género Citrus, pertencente a familia Rutacea, € originario do sul
asiatico, por volta de 4.000 anos atras. A laranja foi levada pelos arabes para a
Europa na Idade Média; para o continente americano no sec. XIV, pela
expedicdo de Cristovdo Colombo e, introduzida no Brasil logo no inicio da
colonizacdo. No pais, a cultura encontrou melhores condi¢cdes para vegetar e
produzir do que nas proprias regides de origem, expandindo-se por todo o
territério nacional (NEVES et al., 2010).

A citricultura brasileira estd assentada em uma area aproximada de 814
mil hectares, com producao média de 469 milhdes de caixas de 40,8 kg, nas
tltimas cinco safras. Cerca de 80% da producdo nacional de laranja é
proveniente dos pomares do estado de Sdo Paulo, situados em quase 525 mil
hectares (AGRIANUAL, 2013).

O Brasil é responsavel por 50% da producdo mundial de suco de laranja,
exporta 98% do que produz e consegue 85% da participacdo no mercado
mundial (NEVES et al., 2010).

A atividade citricola é muito importante para o pais, ndo apenas pelo que
representa para a economia brasileira, mas por ser um setor que gera
empregos e renda, forma capital, agrega valor e atua, também, no

desenvolvimento regional (ZULIAN et al., 2013).

2.3. Importancias de doencas causadas pelo género Phytophthora em
citros

Os principais problemas na producdo de mudas em viveiros sao
ocasionados por fitopatdgenos habitantes do solo, que reduzem a quantidade e
qualidade dessas mudas, sendo também um dos principais veiculos de
disseminacdo de patdégenos para areas ainda ndo infestadas. (GHINI;
BETTIOL, 2000). Os patégenos do género Phytophthora sdo endémicos do
solo e estdo presentes na maioria das areas citricolas do mundo (MEDINA
FILHO et al., 2004). Das espécies do complexo Citrus-Phytophthora, apenas
trés, P. parasitica, P. palmivora e P. citrophthora estdo identificadas como
causadoras da maioria de doencas (ERWIN; RIBEIRO, 1996).



O oomiceto P. nicotianae em citros pode ocasionar varias doencas que
afetam diferentes estagios de desenvolvimento da planta, destacando-se o
tombamento; mela ou “damping-off’; lesbes em brotos, folhas e hastes;
podriddo do pé e gomose em tronco e ramos, podriddes de raizes e radicelas e
podriddo parda de frutos (FEICHTENBERGER, 2001). Dentre estas destacam-
se: a gomose e podridao de raizes e radicelas.

Os sintomas da gomose geralmente se manifestam no colo da planta,
provocando podriddo e exsudacdo de goma, podendo expandir-se para as
raizes, principalmente até 20 ou 30 cm abaixo do solo e para cima do tronco.
Quando todo o diametro do tronco € afetado, a planta morre por
estrangulamento devido ao ataque no cambio ou floema, o que interrompe o
fluxo descendente de seiva (SILVA et al., 2008).

As infeccBes de raizes, em geral, séo iniciadas pela acao de zodsporos
de Phytophthora spp., 0os quais sdo produzidos e liberados quando ha agua
livre no solo. Os zodsporos nadam para a zona de elongacéo das raizes ou sao
atraidos por substancias produzidas apds ferimentos nas mesmas (LUTZ ;
MENGE, 1991). Na superficie das raizes, ou de outros 6rgaos, germinam e
produzem hifas que invadem os tecidos suscetiveis. Podem ainda encistar e,
desta forma, permanecerem vidveis no solo por longos periodos (LUTZ;
MENGE, 1991, TIMMER; MENGE, 1988).

As podridées de raizes e radicelas podem ocorrer tanto em viveiros
cCOmo No campo, uma vez que, por ndo apresentarem sintomas reflexos da
doenca, as plantas sdo levadas contaminadas para o campo 0 que pode
ocasionar perdas elevadas das mesmas em pomares recém-implantados.
Essas podriddes resultam da infeccdo e destruicdo dos tecidos externos do
cortex, ndo comprometendo a parte central lenhosa das raizes, mas € comum
a colonizacdo desses tecidos lenhosos por microrganismos secundarios,
originando podriddes de coloragdo escura, podendo comprometer o sistema
radicular (FEICHTENBERGER, 2001).

O manejo das doencas causadas por Phytophthora em citros inclui um
conjunto de medidas, dentre essas, destacam-se as medidas preventivas nos

viveiros para obtencdo de mudas sadias; uso de porta-enxertos resistentes;



escolha de areas desfavoraveis a ocorréncia da doenca; ado¢éo de praticas de
conservacao de solo; uso de adubos organicos que favorecam uma microbiota
antagbnica ao patdgeno; manejo da irrigacdo e drenagem; monitoramentos
frequentes e controle quimico (FEICHTENBERGER, 2001).

Medidas preventivas devem ser tomadas, principalmente para o controle
da gomose de Phytophthora, tais como: plantar em solos bem drenados e com
boa aeracdo, além de se evitar plantio profundo, acumulo de adubacédo
nitrogenada e o excesso de matéria organica no solo (WHITESIDE et al.,
1996).

O controle curativo de Phytophthora em tronco e ramos € realizado com
pulverizacdes foliares e pinceladas no tronco com fosetyl-Al. No controle
preventivo utiliza-se produtos a base de cobre (FEICHTENBERGER, 2001). O
controle de doencas causadas por Phytophthora se da, também, pela aplicacéo
de fosfitos (GRAHAM, 2011) e de fungicidas sistémicos, como metalaxyl e
fosetyl-Al (FEICHTENBERGER et al., 2005).

Diversos estudos estdo sendo desenvolvidos para o manejo de
Phytophthora spp. pela aplicagdo ao solo de inumeras fontes de matéria
organica (CASALE et al., 1995, ERWIN; RIBEIRO, 1996, LUMSDEN et al.,
1983, HOITINK; BOEHM, 1999, WIDMER et al., 1998).

Um aspecto importante para 0 manejo integrado é a pesquisa de
solucdes alternativas menos impactantes para o ambiente, visando a reducéo
de in6culo de microrganismos como Phytophthora spp. que afetam o sistema
radicular e o caule. Portanto, a busca de possiveis agentes, que ativem os
mecanismos de resisténcia, poderdo contribuir para a geracao de instrumentos

de controle efetivo dessas doengas em citros (VILLA, 2010).

2.4. Utilizacdo de biofertilizantes para o controle de pragas e doencas
Diversos problemas ambientais sdo decorrentes do uso intensivo de
agrotoxicos na agricultura, dentre esses, encontra-se a contaminacdo de
alimentos, do solo, da agua e dos animais. O uso indiscriminado desses
produtos causam danos a saude das pessoas; ocasionam 0 surgimento de

linhagens de patégenos, pragas e plantas invasoras resistentes; contribuem



para o desequilibrio biolégico, para a alteracdo da ciclagem de nutrientes e da
matéria organica; além de, eliminarem organismos que fazem o controle natural
de patégenos; entre outras complicacdes (BETTIOL et al., 1998).

Segundo Caporal e Costabeber (2000), a tecnologia agroecolégica nos
proporciona um novo tipo de producdo agricola, capaz de reduzir os custos
financeiros, diminuir a degradacédo ambiental e preservar 0s recursos naturais,
porém, a médio e longo prazo. Portanto, a agroecologia € uma ciéncia que visa
um futuro sustentavel, através de uma abordagem transdisciplinar, integrando
conhecimentos de diferentes ciéncias, fazendo uma andlise critica do atual
modelo de desenvolvimento e da agricultura convencional, com buscas em
estilos de agricultura sustentavel e de estratégias para o desenvolvimento rural
(CAPORAL; COSTABEBER, 2004).

Segundo Altieri (2004) para que a agricultura possa ser considerada
sustentavel, o sistema deve buscar um modelo equilibrado, buscando varias
técnicas inovadoras que auxiliem o produtor rural a alcancar seguranca
alimentar e gerar renda a partir de sua producdo, com conservacao e protecao
do meio ambiente.

Considerando que os biofertilizantes possuem grandes concentracoes de
nutrientes e tém efeito fungistatico, inseticida, repelente, bacteriostatico e acdo
fitormonal, os mesmos poderiam proporcionar na propriedade agricola um
manejo mais ecoldgico das culturas (SANTOS e AKIBA, 1995).

Os biofertilizantes podem controlar doencas em plantas, devido a
presenca de metabdlitos, produzidos pelos microrganismos presentes, como
pela sua acao direta sobre o patégeno e sobre o hospedeiro, podendo também
ter uma acao direta ou indireta dos nutrientes presentes em sua COmpoSIiGao
para o controle de doencas (MCQUILKEN et al., 1994; REUVENI et al., 1995;
TRATCH; BETTIOL, 1997).

Estudos realizados por Faldoni (2011) mostraram que biofertilizantes a
base de esterco bovino sdo eficientes no controle de P. nicotianae quando
aplicados a 10% e 20%, e que tais compostos podem ativar genes
relacionados a resisténcia sistémica em plantas de citros. Outros autores

relatam que os biofertilizantes e outros residuos liquidos e semi-solidos, que



muitas vezes sao utilizados como adubo organico, podem controlar e suprimir
diversos fitopatdgenos por conterem uma complexa e diversificada comunidade
microbiana (SANTOS, 1992, BETTIOL et al., 1998, LEONI; GHINI, 2002,
MEDEIROS et al.,, 2003, LITTERICK et al., 2004, KUPPER et al.,, 2006,
BETTIOL; MORANDI, 2009).

Estudos realizados por Kupper et al. (2006 e 2009) verificaram que o0 uso
de biofertilizante foi eficiente no controle de Phyllosticta citricarpa e
Colletotrichum acutatum, agentes causais da mancha preta dos citros e da
queda prematura dos frutos citricos, respectivamente.

Segundo Vairo e Akiba (1996), os biofertilizantes atuam nos insetos-praga
confundindo o olfato do inseto, aderindo-os a folha por acdo de uma substancia
adesiva produzida pelo composto e, por fim podem agir na desidratacdo dos
insetos (VAIRO; SAMPAIO, 1993).

Medeiros (2002), estudando o efeito do biofertilizante sobre o acaro
Brevipalpus phoenicis, verificou que a sua agdo sobre o niumero de ovos foi
diretamente proporcional a concentracdo utilizada, evidenciando a
possibilidade do biofertilizante possuir substancias hormonais ou inibidores
enzimaticos que afetam a reproducdo e o metabolismo do acaro. O mesmo
autor verificou ainda que a aplicacdo do biofertilizante em associacdo com o
fungo Beauveria bassiana reduziu em 42% a sobrevivéncia do &caro rajado
(Tetranychus urticae), importante praga de habito polifago e de ocorréncia em
hortalicas e olericolas.

Collard et al. (2001) estudando o efeito do biofertilizante Agrobio em
substituicdo as adubacdes em cobertura, relataram a promocéo do crescimento
e da producao do maracujazeiro, além da eficiéncia do composto na prevencgao
de doencas fungicas.

2.5. Composicado microbiolégica e nutricional do biofertilizante
Na busca por técnicas menos agressivas ao ambiente e que possibilitem
o desenvolvimento de uma agricultura menos dependente de produtos

industrializados, a utilizacdo de biofertilizante para nutricdo de plantas ganhou



destaque nos ultimos anos, devido ao alto preco e aos efeitos nocivos dos
agroquimicos comumente utilizados (ASERI et al., 2008).

No meio agronémico, o biofertilizante é resultante da decomposicao
aerdébia ou anaerdbia de produtos organicos puros ou complementados com
minerais que podem ser usados na agricultura para varios fins. O uso de
residuos animais para a producado de fertilizante é uma pratica que tem sido
incentivada, principalmente pela necessidade de reciclagem de nutrientes por
guestbes ambientais e também para se preservar as fontes de reservas
minerais finitas (COSTA et al., 2012).

Os biofertilizantes contém células vivas ou latentes de microrganismos,
metabalitos, além de quelatos organo-minerais (MEDEIROS et al., 2002), o que
facilita a disponibilidade dos nutrientes necesséarios para as plantas, quando
comparados a outros adubos organicos (SOUZA; RESENDE, 2003). Além
disso, o processo de decomposi¢cao da matéria organica, para a formacéo dos
compostos, envolve a participacdo de uma grande variedade de géneros de
fungos, que produzem enzimas extracelulares que degradam a celulose
presente no residuo organico, tornando os metabdlitos assimilaveis e,
disponiveis as plantas (MAGRINI et al., 2011).

Segundo Braga (2010), diferentes concentracbes do biofertilizante,
produzido pela digestdo anaerdbica de esterco bovino, proporcionaram um
aumento linear no conteddo de clorofila e, consequentemente, da taxa
fotossintética na cultura do pinhdo manso.

Zandonadi et al. (2014) estudaram a utilizacdo de biofertilizantes
provenientes de leonardita, de hiumus de minhoca e de composto organico ou,
de outros residuos agroindustriais e constataram que, na dose e no momento
adequado, esses compostos podem ser benéficos para o cultivo de hortalicas
por trés razdes: (i) aumentam a eficiéncia do uso de nutrientes, pela atividade
enzimatica existente, que estimulam a absorcdo e a quelacdo de alguns
elementos minerais; (ii)) fornecem moléculas organicas promotoras do
crescimento vegetal e, finalmente, (iii) modificam positivamente as

caracteristicas fisico-quimicas da maioria dos solos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Preparo dos biofertilizantes

Todos os experimentos foram realizados no Laboratorio de Fitopatologia
e Controle Biologico do Centro de Citricultura Sylvio Moreira/lnstituto
Agronémico de Campinas, em Cordeiropolis/SP.

A producéao dos biofertilizantes utilizados no presente trabalho levou em
consideracao algumas receitas ja utilizadas na literatura (BETTIOL et al., 1998,
SANTOS, 1992, SILVA et al, 2007), além da disponibilidade local de
ingredientes para a sua confeccéo, dentre esses, a utilizacdo de cinzas.

Sendo assim, a amostra do material, decorrente da queima de plantas
citricas do campo experimental do Centro de Citricultura Sylvio Moreira/IAC, foi
encaminhada ao laboratorio de solos da Universidade Federal de S&o Carlos,
Araras/SP. O conteudo nutricional existente na amostra apresentou: pH : 13, C
(3.40 %), N (0.25 %), P,0s (5.40 %), K,O (9.87 %), CaO (31.80 %), MgO (2.50
%), SO4 (2.01 %), Si (0.20 %), B (50 mg/cm?®), Cu (99 ppm), Fe (7790 ppm),
Mn (172 ppm), Zn (360 ppm).

Com base nas receitas relatadas em literaturas, os biofertilizantes foram
assim confeccionados: 300 mL.L™ de esterco suino, 10 mL.L™ de leite cru, 20
mL.L™ de caldo-de-cana, 10 g.L™ de cinzas de citros, 5 g.L™" de Bérax, 5 g.L™
de Termofosfato Magnesiano, 1 g.L™ de Sulfato de Zinco e 1 g.L™ de Sulfato de
Cobre, esses ingredientes foram acondicionados em recipientes de polietileno
hermeticamente fechados, com capacidade para 50L.

Esta receita foi produzida por dois métodos distintos, gerando dois tipos
de biofertilizantes, um conduzido sob digestdo aerdbica (BSA), produzido com
auxilio de um aerador e, outro sob digestdo anaerdbica (BSAN) (Figura 1). A
temperatura e o pH foram monitorados diariamente e a cada 5 dias,

respectivamente.
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Figura 1. llustracdo da producao dos biofertilizantes.

3.2. Ensaios in vitro

3.2.1. Avaliacéo da populacdo microbiana presente nos biofertilizantes e o
efeito dos microrganismos sobre P. nicotianae

Para determinar a populagédo microbiana existente nos biofertilizantes ao
longo do tempo, foi realizada uma diluicdo seriada e plagueamento em
diferentes meios de cultura. A partir da data de inicio do preparo dos dois
biofertilizantes, amostras foram coletadas a cada cinco dias até o 60° dia. Em
seguida, as amostras foram filtradas em gaze para remocao do material mais
grosseiro e submetidas as diluicdes seriadas que variaram de 107 a 107,
conforme a necessidade. De cada diluicho homogeneizada, 100 pL foram
transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura seletivo, utilizando
uma alca de Drigalski para a distribuicdo sobre o meio.

As populacdes totais de microrganismos foram determinadas utilizando
0s seguintes meios de cultura: meio de Martin (MARTIN, 1950) modificado por
Liu e Baker (1980); meio Nutriente-Agar (NA) (ROMEIRO, 2001) e batata-
dextrose-Agar (BDA) para a determinacio respectivamente de fungos,

bactérias e Bacillus spp conforme a metodologia descrita por Bettiol (1995).
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As culturas foram incubadas em estufa para B.O.D, a 25 + 2°C, com
fotoperiodo de 12/12h. Foram utilizadas trés placas para cada diluicdo e as
avaliacdes foram realizadas com 24h e 48 h de incubacédo, contando-se o
namero de colénias em cada placa. Posteriormente, os microrganismos foram
repicados para novas placas de Petri contendo BDA e purificados para
posteriores testes de antagonismo in vitro. Os valores obtidos foram expressos
em unidades formadoras de colénias por mililitro (UFC/mL). O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, com trés repeticoes.

Para avaliar o efeito antagonico de 77 microrganismos presentes nos
biofertilizantes sobre o patégeno P. nicotianae (isolado IAC-01/95 pertencente
a Clinica Fitopatologica do Centro de Citricultura Sylvio Moreira) foi utilizada a
técnica de cultivo pareado (DENNIS; WEBSTER, 1971). Discos de 5 mm de
diametro foram retirados de colbnias ativas de P. nicotianae (com sete dias de
idade) e depositados em placas de Petri contendo meio de cultura cenoura-
batata-agar (CBA) (ATLAS; PARKS, 1993) a 3 cm de distancia de discos de
mesmo tamanho de isolados de microrganismos provenientes dos
biofertilizantes. O controle correspondeu ao crescimento do patégeno sozinho
em CBA. As culturas foram incubadas em estufa para BOD, durante sete dias a
25°C e fotoperiodo de 12h/12h. Para a avaliacdo do antagonismo mediu-se o
didmetro da coldnia do patégeno em dois sentidos perpendiculares. Devido ao
grande numero, 77 microrganismos foram avaliados em trés ensaios diferentes,
com uma média de 26 isolados/ensaio. Utilizou-se um delineamento
inteiramente casualizado com 3 repeticdes (ensaio 1 e 2) e 5 repeticdes
(ensaio 3). Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
a comparacdo das médias foi feita pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

3.2.2 Efeito de metabdlitos livres de células de microrganismos, presentes
nos biofertilizantes, no crescimento micelial de P. nicotianae

Para avaliar o efeito dos metabdlitos presentes nos biofertilizantes sobre
o crescimento micelial de P. nicotianae, adotou-se metodologia utilizada por

Cao et al. (2013). Amostras foram coletadas de BSA e BSAN a cada cinco dias,
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do primeiro ao 60° dia. As amostras foram filtradas em filtro de papel (84 gm~?),
para remocao do material grosseiro, centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos
e filtradas em membrana Millipore® (0,22pum). Em seguida, o filtrado foi
transferido para Erlenmeyers contendo meio cenoura-agar (CA) (KAOSIRI et
al.,, 1978) fundente, nas seguintes concentragdes: 0%, 10% e 20%. Os
tratamentos controle apresentaram 10% e 20% de agua destilada no lugar do
filtrado. Posteriormente, os meios foram vertidos para placas de Petri e apés a
solidificagéo, discos de 5 mm de diametro contendo colonias de P. nicotianae
foram transferidos para o centro das placas. As culturas foram incubadas em
estufa para B.O. D a 25 + 2°C e fotoperiodo 12/12h.

As avaliacGes do crescimento micelial do fitopatdgeno, nos respectivos
tratamentos, foram realizadas quando as colbnias nos tratamentos controle
atingiram a extremidade da placa, determinando-se o didmetro médio das
colonias. O delineamento foi inteiramente casualizado com esquema de
parcelas subdivididas, para as avaliacées ao longo do tempo. Os dados foram
submetidos a analise de variancia ANOVA e as médias comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Ap6s a obtencdo dos resultados destes
ensaios. os experimentos foram repetidos utilizando os biofertilizantes com 50
e 40 dias de preparo para BSA e BSAN, respectivamente.

3.2.3 Determinagéo da influéncia do pH sobre P. nicotianae

Em paralelo, ensaios foram realizados de modo a se determinar a
influéncia do pH sobre o patégeno. Para tal, discos de 5 mm de P. nicotianae
foram transferidos para o centro de Placas de Petri, contendo meio CA
ajustado de acordo com diferentes faixas de pH ( 5; 6; 7; 8; 9). As culturas
foram incubadas em estufa para B.O.D. a 25 = 2°C e fotoperiodo 12/12h.
Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com 5 repeticbes e a
comparacdo de meédias foi realizada pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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3.2.4 Determinacgao da termoestabilidade dos metabdlitos produzidos nos
biofertilizantes

Para a avaliacdo da termoestabilidade dos metabdlitos produzidos nos
biofertilizantes, foram utilizadas amostras com 50 e 40 dias de preparo para o
BSA e BSAN, respectivamente, sob temperatura fixa de 25°C + 2°C.

Amostras de cada biofertilizante foram filtradas com o auxilio de uma
gaze e adicionadas ao meio CA, nas seguintes concentracdes: 0; 5; 10; 15; 20;
25 e 30%.. Apos o preparo dos meios adicionou-se 2,0g de agar para 100 mL
de meio de cultura e foram autoclavados a 120°C por 20 minutos a 1 atm. As
testemunhas consistram do meio CA acrescido de agua, nas mesmas
concentracdes, no lugar dos biofertilizantes.

Posteriormente, os meios foram vertidos em placas de Petri. Discos de 5
mm de diametro retirados de colbnias ativas de P. nicotianae foram transferidos
para o centro das placas, justapondo-se a face contendo a col6nia diretamente
sobre o meio de cultura. A incubacdo das culturas se deu em estufa para
B.O.D. a 25°C + 2°C, com fotoperiodo de 12/12h. A determinacdo do
crescimento micelial foi realizada quando a coldénia do fitopatbgeno, no
tratamento testemunha, atingiu a extremidade da placa. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, com cinco repeticbes. Para

comparacao das médias utilizou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.3. Ensaios in vivo

3.3.1. Preparo de inéculo

Para os testes in vivo, utilizou-se o isolado IAC-01/95 de P. nicotianae e
para a producéo de inéculo seguiu a metodologia de Medina Filho et al. (2004).
Discos de micélio do patdégeno foram transferidos para placas de Petri,
contendo 15 mL de meio (CA). As culturas foram incubadas no escuro a 25°C
durante seis dias, até o crescimento do micélio em toda a superficie do meio.
Em seguida, metade das placas foi mantida sob luz fluorescente continua,
durante cinco dias, para promover o desenvolvimento de esporangios,

enquanto a outra metade continuou no escuro no mesmo periodo.
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Posteriormente, todas as culturas foram mantidas no escuro por mais trés dias.
Para a preparacdo do inoculo, o conteudo de todas as placas, com diferentes
propagulos do patégeno, incluindo micélio, esporangios e clamidésporos, foi
homogeneizado com agua destilada e esterilizada, em liquidificador por 60s, na

proporc¢éo de 5 placas para cada litro de agua .

3.3.2. Testes in vivo com plantas jovens de liméao Cravo

Sementes de limdo Cravo foram superficialmente higienizadas com
hipoclorito de sédio a 2% v/v, por 60s e semeadas em tubetes contendo
substrato comercial Plantmax® (Eucatex), geralmente utilizado para producao
de mudas de citros. Depois da germinacdo das plantulas, procedeu-se o
desbaste, deixando apenas uma muda por tubete. Cento e quarenta e cinco
dias apés o plantio, as mudas foram transplantadas para saquinhos de
polietileno (15x25 cm) contendo substrato e biofertilizante. Os biofertilizantes
BSA e BSAN com 50 e 40 dias de maturacdo, respectivamente, foram
adicionados ao substrato nas seguintes concentragdes: 0, 10, 20 e 50%, em
seguida foram adicionados 66 mL da suspensdo de inoculo de P. nicotianae,
cuja capacidade de campo foi pré-determinada para aplicacdo dos tratamentos
e suspensdo de in6culo. Para o tratamento controle as plantas receberam
apenas agua destilada. Cada tratamento foi composto por cinco repeticées.

Apbs 60 dias, as plantas foram cuidadosamente retiradas do substrato e
lavadas em &gua destilada. Em seguida, fragmentos de 10 mm de
comprimento foram cortados a partir da extremidade das raizes (metodologia
adaptada de Trotta et al. (1996). Os fragmentos foram entdo submersos em
alcool 70% por 30s, seguido de hipoclorito de sédio a 2% (v/v) por 60s, e por
fim, lavados em agua destilada. Para cada repeticdo, 20 fragmentos foram
plaqueados em meio seletivo de fuba-agar (infusdo de 50g.L™* de fuba + 18g de
agar) (adaptacédo de JEFFERS; MARTIN, 1986, MASAGO et al., 1977) onde
foram adicionados Pimaricina 10mg.L™"; Amipicila 250mg.L™; Rifampicina
10mg.L™; PCNB 25mg.L™" e Benomyl 10mg.L™. As avaliacdes foram realizadas
a cada 2 dias, para identificagdo e contagem das colbnias provenientes dos

fragmentos de raizes infectados. Os dados foram submetidos a analise de
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variancia ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Para quantificacdo dos propagulos de P. nicotianae na
rizosfera foram adicionados 40g do substrato utilizado para plantio comercial de
mudas em Erlenmeyes com capacidade de 250 mL contendo 160 mL de agua
destilada, sendo em seguida mantidos sob agitacdo de 150rpm/5min
(MASAGO et al., 1977).

Para o teste com iscas de folhas, substrato e agua contidos em
Erlenmeyes, como descrito acima, foram transferidos para copos plasticos. Na
superficie da agua foram adicionados dez discos de folha de lima acida Tahiti
(cinco com a face abaxial virada para cima e cinco para baixo). Os copos foram
mantido sob luz continua em temperatura ambiente por quatro dias, ap0s esse
periodo, os discos de folhas foram corados com azul latico em laminas de
microscopia e avaliados quanto a presenca de hifas cenociticas, clamidésporos
e esporangios caracteristicos de P. nicotianae em suas bordas. O numero de
discos de folhas infectados foi computado e convertido em porcentagem, para
posterior comparacao entre os tratamentos (FEICHTENBERGER, 2001).

3.3.3. Germinacao de sementes de porta-enxerto de citros, plantadas em
substrato tratado com biofertilizantes e inoculado com P. nicotianae

A metodologia utilizada para este ensaio foi adaptada de Widmer et al.
(1998). Sementes de limado Cravo e tangerina Sunki foram superficialmente
higienizadas com hipoclorito de sddio a 2% v/v, por 60s, secas e armazenadas
a 10°C até o momento do uso. A semeadura se deu em tubetes contendo
substrato comercial estéril, colocando-se 3 sementes por tubete a 15mm de
profundidade. Apds a semeadura, foram adicionados 3 mL de biofertilizante
(BSA e BSAN) com 103 dias de preparo em diferentes concentracdes (0; 5; 10;
15; 20; 25%). Optou-se pela utilizacdo dos biofertilizantes nessa idade, devido
aos problemas de fitotoxidez observados nas plantas do ensaio anterior. Vinte
e quatro horas apdés a aplicacdo do biofertilizante, os substratos foram
inoculados com 3 mL de suspensédo de indculo de Phytophthora preparado de
acordo com o descrito no item 2.3.1. A avaliacdo do numero de plantas

germinadas para tangerina Sunki foi realizada ap6s 40 dias do plantio e 10 dias
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depois se realizou uma recontagem das plantas vingadas, enquanto que, para
limdo Cravo, a avaliacdo foi realizada aos 50 dias depois do plantio, e a
recontagem com 60 dias. Utilizou-se um delineamento inteiramente
casualizado com cinco repeticfes e as meédias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

4. RESULTADOS

4.1. Ensaios in vitro

4.1.1. Avaliacédo da populacdo microbiana presente nos biofertilizantes e o
efeito dos microrganismos sobre P. nicotianae

Com relagdo a populacdo microbiana encontrada nos biofertilizantes, os
dados da Figura 2 mostraram que a maior populagdo de microrganismos foi
encontrada no biofertilizante produzido aerébicamente (BSA), sendo que o pico
de organismos ocorreu por volta de 25 dias (para fungos e Bacillus spp.) e 35
dias para bactérias. No biofertilizante anaerébico (BSAN), a populacdo de
microrganismos foi um pouco mais baixa, principalmente de fungos, e o pico de
populacdo ocorreu em torno de 25 dias (fungos e Bacillus spp.) e 30 dias para

bactérias.
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Figura 2. Populagdo microbiana, expressa em unidades formadoras de
colénias por mL (ufc mL'1), avaliada a partir de amostras do biofertilizante a
cada 5 dias. (A) Meio Nutriente Agar (NA) para determinacéo de bactérias; (B)
BDA + tratamento térmico (80°C) para determinagdo das coldnias de Bacillus

spp; e (C) Meio Martin para a contagem das populacdes totais de fungos.

Ao todo 77 isolados de microrganismos entre fungos, bactérias e
leveduras, com caracteristicas morfolégicas distintas, foram obtidos dos
biofertilizantes BSA e BSAN durante as coletas ao longo do tempo. Os
resultados de antagonismo dos microrganismos presentes nos biofertilizantes
contra P. nicotianae encontram-se na Tabela 1. Observou-se que a maioria dos
isolados testados promoveu inibicbes do didmetro médio da coldnia de P.
nicotianae, sendo que as maiores inibicdes ocorreram pelos isolados 68SA10
(62,68%) e 51SAN13 (57,61%), sendo esses, bactérias termotolerantes.
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Tabela 1. Eficiéncia de isolados de microrganismos presentes nos
biofertilizantes, produzidos pela digestdo aerObica e anaerdbica de esterco
suino, na reducdo do didmetro médio da colénia de Phytophthora nicotianae,
avaliada pela técnica de cultivo pareado.

Microrganismos BSA Microrganismos BSAN
68/C10 62,68 51/C13 57,61
39/C8 42,6 74/C1 32,86
58/C5 34,28 35/C8 32,66
56/C8 30,43 43/C1 31,85
50/C13 29,82 52/C4 29,82
66/C8 28,8 34/C11 25,76
54/C9 24,14 73/9 24,34
59/C7 15,62 41/C12 17,04
53/C11 13,18 63/C7 7,1
45/C5 12,78 62/C5 0
67/C8 3,45 32/C9 -2,23
23/C12 2,84 40/C6 -2,23
71/C12 1,62 61/C9 -2,23
70/11 0,41 60/C7 -2,23
69/C12 -0,61 91/C5 26,92
31/C12 -2,23 88/C9 22,12
92/C5 33,65 87/C1 20,19
99/C3 33,27 94/C13 19,81
98/C12 32,31 97/C8 15
100/C7 28,65 103/C9 14,04
93/C4 22,5 101/C7 13,08
96/C12 19,42 89/C8 9,42
102/C8 14,23 84/C9 7,5
83/C11 10,58 90/C9 5,58
105/C12 10,58 86/C9 5
81/C 13 9,81 27/C4 49,9

104/C9 7,5 2/C1 42,24
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Continuacgéo Tab. 1

85/C13 4,42 26/C4 29,19
95/C11 0,19 19/C4 26,92
82/C9 -7,5 8/C1 21,12
3/C1 21,33 7/C2 10,97
25/C4 16,56 2/C3 4,55
14/C4 0,41 10/C2 5,8
9/C2 0,21 6/C1 3,52
22/C4 0 30/C5 2,07
5/C1 1,86
1/C1 1,24
11/C2 0,83
16/C3 0
15/C3 -0,41
24/C4 -0,62
17/C3 -2,9

*Determinacdo do nome do microrganismo: o primeiro n° representa o n° do
isolado, C= coleta e o seu numero. Ex: 68/ C10= isolado 68, da coleta 10.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

. Patdgeno

Figura 3. Efeito da inibicAo do crescimento micelial de P. nicotianae pela
utilizacdo de isolados de microrganismos presentes nos biofertilizantes. (A)
51SAN13, (B) Controle e (C) 68SA10.
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4.1.2 Efeito dos metabodlitos presentes nos biofertilizantes sobre o

crescimento micelial de P. nicotianae

Os dados apresentados pela curva de pH (Figura 4A e 6A) mostraram
que o houve uma queda de pH nos 10 primeiros dias de producdo dos
biofertilizantes, havendo um aumento a partir dos 15 dias até os 55 dias para o
BSAN (pH 8,3) e 60 dias para o0 BSA (pH 8,9).

Pelos dados avaliados na Figura 6 € possivel verificar que o
biofertilizante BSA, com 45 a 50 dias de idade, produziu metabdlitos em
guantidades suficientes para causar maior inibicdo no desenvolvimento do
patdgeno, em uma faixa de temperatura que variou de 22 a 26°C (Figura 4B) e
um pH de 8,7 (Figura 4A).
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Figura 4. Variagdo do pH e da temperatura na producdo de biofertilizante
aerobico. (A) Curva de pH, monitorado a cada cinco dias de amostragem e (B)
Temperatura monitorada diariamente durante todo o periodo de producao do

biofertilizante.
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Figura 5. Producdo de metabdlitos livres de células de microrganismos
presentes no biofertilizante, produzido pela digestdo aerdbica de esterco suino,

e 0 seu efeito no diametro da coldnia de Phytophthora nicotianae.

Com relagdo a producdo de metabdlitos no biofertilizante produzido de
forma anaerdbica, os dados apresentados na Figura 7 mostraram que 0O
composto com 40 dias de idade apresentou metabdlitos em quantidades
suficientes para afetar o desenvolvimento micelial de P. nicotianae, em pH de
8,2 (Figura 62) e na temperatura de 20°C (Figura 6B).
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anaerobico. (A) Curva de pH, monitorado a cada cinco dias de amostragem e
(B) Temperatura monitorada diariamente durante todo o periodo de producéo

do biofertilizante.
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Figura 7. Producdo de metabdlitos livres de células de microrganismos
presentes no biofertilizante, produzido pela digestdo anaerdbica de esterco

suino, e o seu efeito no crescimento micelial de Phytophthora nicotianae.
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4.1.3 Determinacéo da influéncia do pH sobre P. nicotianae

Com relagdo a influéncia do pH sobre P. nicotianae, os dados
mostraram que a faixa de pH testada nao interferiu no desenvolvimento micelial

do fitopatégeno (Figura 8).
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Figura 8. Efeito do pH na inibicdo do crescimento micelial de Phytophthora
nicotianae. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5%.

4.1.4 Determinacado da termoestabilidade dos metabdlitos produzidos nos
biofertilizantes

Quando se avaliou a termoestabilidade de metabdlitos, em diferentes
concentracdes, verificou-se que, concentracdes acima de 25% de metabdlitos
termoestaveis a partir do BSA reduziram, significativamente, a coldnia do
fitopatégeno, sendo que na concentracéo do produto a 30% houve inibi¢cdes do
desenvolvimento da cultura de 81% (Figura 9).

Em relacdo aos resultados apresentados na Figura 9, verifica-se que
concentragcbes acima de 20% de metabdlitos termoestaveis, produzidos pelo
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BSAN, afetaram significativamente a colonia de Phytophthora, com valores de

inibicbes que variaram de 15 a 65%.
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Figura 9. Efeito de diferentes concentragbes de metabdlitos termoestaveis
produzidos pela digestdo aerdbica e anaerdbica de esterco suino, na inibicdo
do crescimento micelial de Phytophthora nicotianae. Médias seguidas pelas
mesmas letras mindsculas (BSA) e mailusculas (BSAN) ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5%.
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Controle

Figura 10. Efeito de diferentes concentracbes de metabdlitos termoestavies
produzidos pela digestao aerdbica de esterco suino, na inibicdo do crescimento

micelial de Phytophthora nicotianae.

Controle

Figura 11. Efeito de diferentes concentragbes de metabdlitos termoestaveis
produzidos pela digestdo anaerObica de esterco suino, na inibicdo do

crescimento micelial de Phytophthora nicotianae.
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4.2. Testes in vivo

4.2.1. Ensaio in vivo com plantas jovens de liméo Cravo

Os resultados obtidos do teste com plantas jovens de limdo Cravo,
inoculadas e tratadas com os biofertilizantes aerébico e anaerdbico no
substrato, mostraram que biofertilizante aerébico em todas as concentracdes
testadas reduziu significativamente o numero de raizes infectadas pelo
patdogeno. Quando se observam os dados de controle pelo biofertilizante
anaerodbico, nota-se que o produto reduziu o numero de raizes infectadas

apenas gquando se utilizou o biofertilizante na concentragao de 50% (Tabela 2).

Tabela 2. Numero de raizes de limdo Cravo infectadas com Phytophthora
nicotianae em substrato tratado com diferentes concentracbes de

biofertilizantes.

Concentracfes dos i o
_ N Numero de raizes infectadas
Biofertilizantes

Aerdbico ? Anaerobico
O% 7,60a 5,50a
10% 0,60b 5,00a
20% 0 b 1,75ab
50% 0O b 0,50 b
Sem inoculacéo 0O b 0,00b

@ Biofertilizante aerébico e anaerébico aplicados com 50 e 40 dias de maturagao,
respectivamente. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Quando se avaliou, pelo método da isca, a porcentagem de discos de
folhnas de lima &cida Tahiti infectados com P. nicotianae em andlise de
substratos inoculados e tratados previamente com diferentes concentracfes de
biofertilizantes, verificou-se que, o biofertilizante aerdbico, em todas as
concentragOes testadas, reduziu significativamente a porcentagem de folhas

infectadas. Quando se observam os dados de controle pelo biofertilizante
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anaerobico, nota-se que o produto reduziu a porcentagem de discos de folhas
infectados, quando se utilizou o biofertilizante na concentracdo de 50% (Tabela
3).

E importante mencionar que as plantas que receberam concentracdes
dos biofertilizantes acima de 20% apresentaram sintomas de fitotoxidez
(amarelecimento, necrose e queda das folhas), s6 ocorrendo a recuperacao
das plantas quando os biofertilizantes foram utilizados na concentracdo mais
baixa (20%).

Tabela 3. Porcentagem de discos de folhas de lima &acida 'Tahiti' infectadas
com Phytophthora nicotianae, pelo método da isca, em substrato tratado com

diferentes concentracdes de biofertilizante aerébico e anaerdbico®.

Concentragdes dos ) _
. . % de discos de folhas infectados
Biofertilizantes

Aerdbico @ Anaerdbico
0% 100%a 100%a
10% 88%ab 96%a
20% 72% bc 82%a
50% 64% c 48% b
Substrato nédo inoculado e 0% d 0% c

nao tratado

@ Biofertilizante aerébico e anaerébico aplicados com 50 e 40 dias de maturagao,
respectivamente. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 12. Discos de folhas de lima acida Tabhiti infectados com Phytophthora
nicotianae pelo método da isca. (A) Controle inoculado, (B) Controle néo
inoculado, () Esporangios. Visualizacdo em microscopio optico utilizando-se a
objetiva de 40X.

4.2.2. Germinacao de sementes de porta-enxerto de citros em substrato

tratado com biofertilizante e inoculado com P. nicotianae

Para o teste de germinacdo de sementes em substrato inoculado com P.
nicotianae e tratado com diferentes concentracdes dos biofertilizantes (Tabela
4), observou-se que concentragcdes de 05 e 10% do BSA e 10% de BSAN
favoreceram a germinacdo das sementes de tangerina Sunki. Para o liméo
Cravo, considerado um porta-enxerto moderadamente suscetivel, o controle da
doenca por meio da utilizacdo de biofertilizantes n&do foi expressivo, somente o
biofertilizante produzido pela digestdo aerdbica na concentracdo de 5%

promoveu maior germinacdo das sementes desta variedade.
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Tabela 4. Porcentagem de germinacdo de sementes de tangerina Sunki e
limdo Cravo, em solo inoculado com Phytophthora nicotianae e tratado com

diferentes concentracdes dos biofertilizantes.

Aerbbico? Anaerdbico
Concentracéo Sunki Cravo Sunki Cravo
0% 0 c 111 © 111 ¢ 16,6 b
5% 72,2 ab 722 ab 333 bc 333 b
10% 555 A e11 abc 555 ab 444 oAb
15% 22,2 bc 59 abc 166 bc 278 b
20% 33,4 bc 334 bc 444 bc 555 ab
25% 38,9 abc 225 bc 278 bc 278 ab
Sem inoculagéo 88,9 a 100 a 945 a 100 a

®Biofertilizante anaerdbico e aerdbico foram aplicados com 103 dias de
maturacdo. "Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 13. Germinacdo de sementes de tangerina Sunki em solo inoculado
com Phytophthora nicotianae e tratado com diferentes concentracdes de
biofertilizantes. (A) 25% BSAN, (B) 20% BSAN, (C) 15% BSAN, (D) 10%
BSAN, (E) 5% BSAN, (F) Controle, (A’) 25% BSA, (B’) 20% BSA, (C’) 15%
BSA, (D’) 10% BSA, (E’) 5% BSA, (F’) Controle.



Apesar de a receita inicial ter sido a mesma para a producdo dos dois biofertilizantes, os teores finais de carbono, nitrogénio,
fésforo, célcio, enxofre, ferro, manganés e zinco foram maiores em SA, com exce¢do do cobre que foi encontrado em maior

qguantidade no SAN.

Tabela 5. Caracterizacao quimica dos biofertilizantes com 105 e 120 dias de maturacgéo .

AMOSTRA pH C N P, Os K0 CaO Mg O SO 4
LAB. SOLIC. %
01 SAN* 7,5 2,7 0,70 0,93 1,35 1,56 0,82 0,32
02 SA 8,3 3,7 0,95 4,80 1,49 2,83 1,30 1,11
Cu Fe Mn Zn
ppm

01 SAN 4117 5832 55 126
02 SA 1321 18144 136 341

*(SAN): Biofertilizante suino anaerébico; (SA) Biofertilizante suino aerébico.

A
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DISCUSSAO

Compreender o processo produtivo dos biofertilizantes (digestédo
aerObica e anaerObica) e, conhecer o efeito dos microrganismos e dos
metabdlitos presentes nestes compostos, sdo importantes para a consolidacao
desta técnica alternativa de controle de doencas, quando se pretende uma
agricultura mais sustentavel e ecologicamente correta.

Os resultados apresentados neste estudo mostraram que o
biofertilizante produzido pela digestdo aerObica de esterco suino (BSA)
apresentou um efeito maior na supressao de P. nicotianae, quando comparado
com o biofertilizante produzido pela digestdo anaerdbica de esterco suino
(BSAN). Fato esse que pode ser explicado pela quantidade de microrganismos
cultivaveis encontrados no BSA (Figura 2) e, muitos daqueles que foram
isolados se mostraram promissores para controle do patégeno nos testes in
vitro (Tabela 1). Ainda com relagdo a comunidade microbiana, Grosch et al.
(2012) relataram que a atuacédo de diferentes agentes de biocontrole tem maior
eficiéncia quando comparado a aplicacéo individual do antagonista no solo.
Além disso, a diversidade nos mecanismos de acdo dos diferentes
microrganismos existentes no composto pode ampliar o espectro de controle
sobre o patdgeno.

Dados de literatura mostram que biofertilizantes podem ser enriquecidos
com agentes de biocontrole. Segundo Hayashida et al. (1989), quando um
biofertilizante, produzido a partir da digestdo anaerdbica de esterco suino, foi
enriquecido com Streptomyces albidofiavus houve um controle da sarna da
batata em até 93%, promovendo um aumento na producédo da cultura. Estudos
de Kupper et al. (2009) mostraram que os biofertilizantes produzidos pela
digestdo anaerdbica e aerdbica de esterco bovino, em concentracdes acima de
10% e, quando em associagéo com isolados de Trichoderma spp., promoveram
maiores inibigcdes na germinagéo de Colletotrichum acutatum, agente causal da
podriddo floral dos citros. Portanto, como proposto neste estudo, conhecer a
comunidade microbiana existente em biofertilizantes, no decorrer do tempo de

preparo e de acordo com os componentes da receita destes compostos, é
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imprescindivel quando se almeja encontrar microrganisSmos com potenciais
antagoOnicos para patdgenos de plantas, podendo os mesmos serem utilizados
no enriquecimento de futuros compostos preparados com matérias primas
disponiveis em outras propriedades agricolas.

Nossos estudos mostraram que 0 pico de microrganismos cultivaveis
existentes nos biofertilizantes esta entre 25 e 35 dias (Figura 2), enquanto que
a producdo de metabdlitos com capacidade para afetar o desenvolvimento
micelial de P. nicotianae esta entre 40 e 50 dias (Figura 5 e 7), porém, a
temperatura e o pH mostraram ser fatores importantes, ou seja, para o
surgimento desses picos, BSA precisou de temperatura em torno de 22 a 26°C
e BSAN de temperatura mais amena (20°C), sendo o pH para ambos em torno
de 8 (Figura 4 e 6). A ndo variacdo do pH também foi observado por Castro et
al.(2013) ao testarem diversos tratamentos utilizando extrato aquoso de suinos.
Para Tesseroli Neto (2006), o pH, assim como, a concentracdo da solucédo, a
mistura da matéria-prima e dos minerais deverdo estar compatibilizados para
gue quimicamente o produto final seja benéfico a planta e ndo cause injurias.
Diante disso, é importante mencionar que, ap0s 0s picos populacionais dos
microrganismos, a comunidade microbiana se estabilizou nos dois
biofertilizantes com o processo de maturacdo, fato esse também relatado por
Soares e Switzenbaum (1996).

A importancia dos microrganismos existentes nestes compostos pode
ndo estar restrita ao antagonismo, mas também, pode ser uma estratégia
nutricional e biodinamica para o vegetal. Dessa maneira, a importancia do
biofertilizante como fertilizante ndo estaria na quantidade dos seus nutrientes,
mas na diversidade da composicdo mineral, onde compostos que ndo sao
disponiveis para a planta poderiam ser disponibilizados pela atividade biol6gica
promovida nestes compostos, agindo mais como um ativador enzimatico do
metabolismo vegetal (PRATES; MEDEIROS, 2001). Considerando esses fatos,
os dados da Tabela 5 revelam a importancia dos microrganismos na
guantidade de macro e micronutrientes presentes no biofertilizante, produzido

pela digestdo aerbbia de esterco suino, os quais poderiam ser liberados para
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as plantas, proporcionando equilibrio nutricional e, tornando-as menos
suscetiveis ao ataque de patdgenos.

Além disso, segundo Campos (2008), o biofertilizante produz diversos
compostos, como enzimas, acidos organicos, hormonios, vitaminas e
aminoacidos que podem atuar no mecanismo de defesa da planta, deixando-a
mais fortalecida.

Diante do exposto, os biofertilizantes podem atuar no manejo do sistema
bioldgico edafico com o intuito de promover a saude das plantas, seja por meio
da reducéo de in6culo de P. nicotianae no solo, ou pelo seu efeito protetor ao
sistema radicular. No entanto, ainda € necessario investigar mais sobre a
capacidade de colonizacdo e sobrevivéncia dos microrganismos veiculados
pelos biofertilizantes na rizosfera, quanto aos seus efeitos a microbiota
benéfica do solo, tendo em vista, a importancia da ecologia desses sistemas na
protecdo de plantas, como, também, mencionado por Boland e Kuykendall
(1998).

Com relacdo a producdo de metabdlitos pelos biofertilizantes, o
respectivo trabalho mostrou que houve producdo de substancias antifingicas
(livre de células e termoestaveis) sob digestdo anaerdbica e aerdbica de
esterco suino e, que tais metabdlitos apresentaram efeito sobre o diametro
médio da coldnia de P. nicotianae (Figura 9). Esses resultados estédo de acordo
com os obtidos na literatura, onde concentracdes acima de 10 e 15% de
biofertilizantes inibiram o crescimento e a germinag¢do in vitro de fungos
fitopatogénicos (KUPPER et al., 2009, TRATCH; BETTIOL, 1997). Ainda nesse
enfoque, Alves et al. (2001) relatam que os compostos bioativos, que resultam
da fermentacdo de compostos organicos que contém células vivas ou latentes
de microrganismos ou, compostos provenientes de seus metabolismos, sao
constituidos de quelatos organominerais que funcionam como indutores de
resisténcia, promotores de crescimento e protetores de plantas.

O biofertilizante BSA, em todas as concentracdes testadas, mostrou
reducdes de raizes infectadas de liméo Cravo (Tabela 2) e de porcentagens de
folhas infectadas pelo método da isca, indicando que o BSA afetou a

sobrevivéncia dos diferentes propagulos do fitopatdgeno no substrato. Dados
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semelhantes foram obtidos por Sang et al. (2010), onde os autores verificaram
inibicbes da germinacéo de zodsporos (76-91,2%), reducdo no comprimento do
tubo germinativo de 59,4 a 80,2% e inibicdo do crescimento micelial de P.
capsici.

Por outro lado, embora o BSAN também tenha promovido reducdo de
propagulos do patégeno, a sua eficiéncia no controle s6 foi obtida quando a
concentracdo mais alta (50%) do produto foi utilizada (Tabela 3). Considerando
gue em concentracfes mais altas, os biofertilizantes causaram sintomas de
fitotoxidez nas plantas, a utilizacdo do biofertilizante BSA mostra-se mais viavel
para o controle da doenca. Devide et al. (2000), ap6s a aplicacdo de
biofertilizante em concentracdes acima de 20% em pepino, soja e milho,
verificaram, também, sintomas de fitotoxidade nas plantas.

Sobretudo, os resultados obtidos nesta pesquisa incrementam o
conhecimento cientifico desta &rea, mostrando o potencial de controle e
supressdo de P. nicotianae por meio da utilizacdo do efluente obtido pela
digest&o aerdbica de esterco suino. E esperado que, as informacfes geradas
neste trabalho possam contribuir para a construcao de tecnologias alternativas
mais sustentaveis aquelas que predominam no processo produtivo agricola

atual.
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5. CONCLUSOES

i) Os resultados obtidos nesta pesquisa mostraram que 0S microrganismos e 0s
metabolitos existentes nos biofertilizantes inibiram o desenvolvimento da
colbnia de P. nicotianae;

i) o biofertilizante produzido pela digestdo aerdbica de esterco suino (BSA)
apresenta melhor eficiéncia quanto na supresséo de Phytophthora nicotianae;
iii) BSA nas concentracbes de 05 e 10% e BSAN a 10% favoreceram a
germinacdo das sementes de tangerina Sunki, em substrato infestado pelo
fitopatégeno; enquanto que, para o limdo cravo, apenas BSA a 5% teve um

efeito promissor na germinagcédo das sementes nas mesmas condicdes.
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