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BIOFERTILIZANTE COMO FERRAMENTA PARA INCREMENTAR A
DIVERSIDADE MICROBIANA VISANDO O MANEJO DE DOENCAS DE
PLANTAS

Autor: MARIA AUGUSTA DE CAMARGO FERRAZ MACHADO
Orientador: Dr. WAGNER BETTIOL

RESUMO

O trabalho teve como objetivos isolar leveduras do filoplano de lirio de um
sistema convencional, com alto uso de agrotoxicos, com um sem uso de
agrotoxicos, com uso de biofertilizante e agentes de biocontrole, avaliar o
antagonismo da levedura Sporidiobolus pararoseus, isolada de folhas de lirio
produzidas sem agrotoxicos, sobre Botrytis cinerea, determinar a comunidade
microbiana epifitica da planta de lirio convencional e sem uso de agrotoxico,
quantificar enzimas relacionadas com inducdo de resisténcia em plantas de
lirios produzidas nesses dois sistemas, caracterizar microbiologicamente dois
biofertilizantes produzidos aerobicamente, um a partir de composto organico,
hamus de minhoca, levedo de cerveja e melaco, e outro partir de esterco de
suino, cama de frango, farelo de o0sso e acucar; avaliar o efeito dos
biofertilizantes na promoc¢édo de crescimento das plantas e no controle de
fitopatégenos do solo e de parte aérea.

Nos estudos foram observados que: a populacdo de bactérias, Bacillus,
leveduras e fungos em plantas de lirio conduzidas no sistema convencional €
reduzida e que a populacdo desses organismos é elevada nas plantas
conduzidas no sistema sem uso de agrotéxicos; Sporidiobolus pararoseus,
principal componente da comunidade microbiana da superficie das folhas de
lirio tratadas com biofertilizante, apresenta potencial na reducéo da incidéncia e
severidade de Botrytis cinerea sendo fundamental manter elevada a sua
populacdo para atuar no controle biolégico natural da doenca; os
biofertilizantes, assim como 0s materiais organicos utilizados na producao,
possuem potencial no controle de fitopatbgenos do solo; esterco de suino foi

mais eficiente na reducdo do crescimento micelial de Pythium; os
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biofertilizantes apenas promoveram o crescimento da planta na presenca de
NPK; os biofertilizantes ndo controlaram o oidio da abobrinha, indicando que o
efeito dos biofertilizantes sobre as doencas de plantas depende do material

organico e do patossistema.
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BIOFERTILIZER AS TOOL TO INCREASE MICROBIAL DIVERSITY FOR
MANAGEMENT OF PLANTS DISEASES

Author: MARIA AUGUSTA MACHADO FERRAZ DE CAMARGO
Adviser: Dr. Wagner Bettiol

ABSTRACT

In this study were compared the community of yeasts in the phylloplane of lily a
conventional system with high pesticide use, with an without pesticide use, with
the use of biofertilizers and biocontrol agents; to evaluate the antagonism of
yeast Sporidiobolus pararoseus isolated from leaves of lily on Botrytis cinerea;
determined the microbial epiphytic in plant lily conventional and without
pesticide use systems; characterized microbiological two biofertilizers produced
aerobically, one from compost, earthworm-compost, yeast and molasses, and
another from swine manure, poultry litter, bone meal and sugar; evaluated the
effect of biofertilizers on plant growth-promoting and on the control of
pathogens. We observed: the population of bacteria, Bacillus, yeasts and fungi
in plants of lily conducted in the conventional system with high pesticide use is
low and the population of these organisms is higher in plants cultivated in
system without use of pesticides; S. pararoseus is the main component of the
microbial community of the lily phyloplane in leaves treated with biofertilizer; S.
pararoseus has potential in reducing the incidence and severity of B. cinerea
and is essential to maintain a high population to act in the natural of biological
control of the disease; biofertilizers as well as organic materials used in
production have the potential to control pathogens; swine manure showed
higher efficacy in reducing the mycelial growth of Pythium; biofertilizers
promoted growth in the plants with the presence of NPK; biofertilizers did not
control powdery mildew on zucchini squash, indicating that the effect of
biofertilizers on plant diseases depends on the organic material and

pathosystem.



1. INTRODUCAO

O uso intensivo de agrotoxicos na agricultura tem promovido diversos
problemas de ordem ambiental, desequilibrios biol6gicos e reducdo da
biodiversidade. A sociedade tém se preocupado com a qualidade de vida,
exigindo produtos livres de agrotoxicos e comercializados de forma
transparente, obedecendo aos principios do comércio solidario.

Os métodos convencionais de controle, por meio do uso de agrotoéxicos, geram
resultados imediatos, tornando-se, em curto prazo, atraentes aos agricultores.
Alternativas vém sendo criadas a fim de reduzir a dependéncia do agricultor
dessas tecnologias, como o0 uso da matéria organica tanto por meio da
incorporacdo ao solo como apoés transformacdo. Nesse sentido, uma das
alternativas disponiveis € o uso do biofertilizante produzidos por meio de
fermentacdes aerdbias de composto organico. As vantagens da sua utilizacéo
estdo principalmente no custo e na disponibilidade do produto. Assim, o
agricultor ndo depende da compra de insumos, pois pode ser produzido a partir
de diversas fontes de matéria organica, possibilitando o aproveitamento do
material disponivel na propriedade, diminuindo o aporte de energia externa.

Os biofertilizantes contém células vivas ou latentes de microrganismos
(bactérias, fungos filamentosos e leveduras) e colaboram com a introducéo de
organismos benéficos para as plantas e para o agroecossistema, além de
possuir nutrientes necessarios para a nutricdo vegetal. Quanto mais

diversificada a matéria prima para a producdo do biofertilizante, maior as



possibilidades de interagbes entre microrganismos antagonistas, aumentando a
chance de sucesso no controle de doencas.

O presente trabalho teve como objetivos o isolamento de leveduras do filoplano
de lirios convencional e sem uso de agrotoxicos; avaliar o antagonismo da
levedura Sporidiobolus pararoseus, isolada do filoplano de lirios produzidos
sem uso de agrotdxicos, sobre Botrytis cinerea; determinar a comunidade
microbiana epifitica das plantas de lirios produzidas nesses dois sistemas;
quantificar enzimas relacionadas com inducéo de resisténcia das plantas de
lirio convencional e sem uso de agrotéxicos; avaliar o efeito dos biofertilizantes
e dos materiais organicos no crescimento micelial de fitopatdgenos; avaliar o

efeito dos biofertilizantes na promoc¢éao de crescimento de plantas e no controle



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Controle alternativo de doencgas, pragas e plantas espontéaneas

O uso intensivo de agrotéxicos para controle de doencas, pragas e plantas
espontaneas na agricultura tem reconhecidamente promovido diversos
problemas de ordem ambiental, como contaminacéo de alimentos, do solo, da
agua, dos animais e do proéprio homem; resisténcia a agrotoxicos;
desequilibrios bioldgicos; e reducao da biodiversidade, entre outros (MORANDI
et al., 2009). A busca por métodos alternativos de controle se intensificaram no
inicio da década de 60 em decorréncia dos danos causados pelo uso
indiscriminado desses produtos na agricultura. A partir dai, 0rgaos
governamentais em todo o mundo aumentaram as restricdes para o registro e
uso de produtos quimicos e passaram a estimular o desenvolvimento de
tecnologias alternativas e produtos menos deletérios ao ambiente e ao homem.
Nesse contexto, podem ser considerados alternativos quaisquer métodos de
controle que n&o fagcam uso de produtos quimicos sintéticos (PATRICIO, 2007).
De acordo com Costa e Campanhola (1997), no que diz respeito ao enfoque
sistémico e ao entendimento holistico da agricultura o qual contempla as
condicionantes bioldgicas, ecoldgicas e socioecondmicas, 0 setor organico
trabalha com um referencial analitico mais abrangente que 0s segmentos
convencionais. Para esses autores, sob distintas orientacdes, essas iniciativas

estdo fundamentadas em principios técnico-agrondémicos, com énfase nos



aspectos bioldgicos, ecolégicos e/ou organicos. Todas tém alcancado
resultados produtivos expressivos, possivelmente por considerar toda a
complexidade da atividade agricola, seus aspectos ambientais, sociais e
econdmicos financeiros.

Esse enfoque altera as prioridades do sistema convencional de agricultura em
relacdo ao uso de fontes ndo renovaveis, principalmente de energia, e altera a
visdo sobre os niveis adequados do balanco entre a producédo de alimentos e
0s impactos no ambiente. As alteracdes implicam na reducédo da dependéncia
de produtos quimicos e outros insumos energéticos, além do maior uso de
processos bioldgicos nos sistemas agricolas (BETTIOL & GHINI, 2003).
Diversas técnicas utilizadas para minimizar os danos ocasionados por esses
problemas fitossanitarios contaminam o ambiente ou causam alteracdes que
comprometem a sustentabilidade do agroecossistema (BETTIOL & GHINI,
2003). Em contraste com a agricultura convencional, os sistemas alternativos
buscam obter vantagens das intera¢des de ocorréncia natural.

A fim de minimizar os danos causados pelo uso abusivo de agrotoxicos, vém
sendo criadas alternativas ao controle de pragas, doencas e plantas
espontaneas, como 0 uso da matéria organica, tanto por meio da incorporacao
ao solo como apos transformacdo (BETTIOL & GHINI, 2003).

2.1.1 Uso da matéria organica no controle de fitopatégenos do solo

Na agricultura o uso da matéria organica € uma tradicdo entre os agricultores,
sendo predominante na floricultura, na producéo de plantas em vasos e em
viveiros e no cultivo de hortalicas (LOUVET, 1986).

O uso da matéria organica no controle de fitopatdgenos de solo tem como
principio o conceito de equilibrio biolégico, criando um ambiente indspito ao
patdgeno com o objetivo de reduzir o potencial de inéculo a ponto de nao
causar o dano. Assim, existem solos que suprimem o patdgeno, enquanto
outros suprimem a doenca (BETTIOL & GHINI, 2005). Dentre os organismos
envolvidos na supressividade de solos, os fungos sdo os mais estudados

(BETTIOL et al., 2009). De acordo com esses autores, iSso se deve ao



interesse na obtencao de produtos comerciais a base de fungos para controle
biologico de patdégenos habitantes do solo.

A atividade de microrganismos antagonistas envolvidos em mecanismos de
controle biolégico é afetada pelas caracteristicas fisico-quimicas do composto,
principalmente teor de nutrientes e relagdo carbono/nitrogénio (PEREIRA et al,
1996). O restabelecimento do balanco da microbiota do solo por meio da
adicdo de matéria organica mostra-se um método viavel, de baixo custo e
ambientalmente adequado (VISCONTI, 2008). Porém, cada material organico
apresenta caracteristicas peculiares que podem ou ndo tornar o0 composto
supressivo a determinados patégenos (TERMORSHUIZEN et al., 1996).

Os compostos geralmente utilizados sédo de origem agricola e urbano-industrial,
como restos de culturas; borra e palha de café; farinhas de sangue, de osso e
de peixe; esterco suino e bovino; cama aviaria; hidrolisado e emulsdo de peixe,
casca de camaréo; lodo de esgoto e composto de lixo (PINTO, 2008). Podem
apresentar consisténcia liquida ou sélida e ser aplicados diretamente no solo
ou, passar por um processo de decomposicdo bioldégica antes de sua
aplicacdo. Esse processo quando aerdbico é denominado compostagem, cujo
produto é chamado de composto. A compostagem é um processo biologico de
transformacdo da matéria organica bruta em materiais organicos estaveis e
prontamente utilizaveis. Ela oferece vantagens sobre outras praticas como um
processo de tratamento de residuos respeitador do ambiente.

A composicao da matéria prima utilizada na preparacdo do composto afeta o
potencial para o controle biolégico bem como a microbiota ativa no controle
(HOITINK et al., 1996). De acordo com Hoitink e Fahy (1986) e Hoitink et al.
(1996), o processo pode ser melhorado com a recolonizagdo natural ou
controlada de antagonistas ao composto antes do seu uso na agricultura.

O material organico compostado fornece aos solos nutrientes, horménios,
aminoacidos e outras substancias provenientes de sua decomposicao, além de
melhorar as propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do solo. A utilizacdo de
compostos organicos na agricultura como fonte de nutrientes para as plantas e

para a comunidade microbiana do solo, contribui para a reciclagem de residuos



e reducdo do uso de fertilizantes sintéticos nao-renovaveis
(THERMORSHUIZEN et al., 2006).

Esses compostos podem induzir a producdo de acidos organicos e amonia
além de fornecerem substratos capazes de estimular a comunidade microbiana
de antagonistas limitando a atividade dos fitopatogenos por meio da
competicdo por espaco e nutrientes, antibiose e resisténcia induzida (HOITINK
& BOEHM, 1999) e favorecendo a producdo de metabdlitos toxicos aos
fitopatdogenos (PINTO, 2008). Lumsden et al (1983) verificaram que a liberacéo
de substancias fungitéxicas da matéria organica presente no composto de lodo
de esgoto reduziu significativamente Aphanomyces em ervilha, Rhizoctonia em
feijoeiro, algodéo e rabanete, Sclerotinia em alface, Fusarium em pepino e
Phytophthora em pimenta. Dissanayake e Hoy (1999) verificaram que a
podriddo de raizes em cana-de-acucar foi reduzida por meio da aplicacdo de
composto ao solo. De acordo com esses autores, 0s resultados sugerem que a
comunidade microbiana associada a esse composto foi capaz de proporcionar

a supressédo da doenca aumentando também o crescimento da planta.

2.1.2 Uso do biofertilizante no controle de doencas de plantas

De acordo com o DECRETO do MAPA N° 4.954 DE 14 DE JANEIRO DE 2004
(MAPA, 2004), biofertilizante “¢ um produto que contém principio ativo ou
agente organico, isento de substancias agrotoxicas, capaz de atuar, direta ou
indiretamente, sobre o todo ou parte das plantas cultivadas, elevando a sua
produtividade, sem ter em conta o seu valor hormonal ou estimulante”.
Segundo Vessey (2003), do ponto de vista microbioldgico, o biofertilizante é
“‘uma mistura que contém microrganismos vivos, 0s quais, quando dispensados
na planta por diferentes métodos, colonizam a rizosfera e, ou, o interior da
planta e promovem crescimento, por aumentar a disponibilidade de nutrientes
primarios.”

Uma das formas de producéo é a obtida pela digestdo aerdbia ou anaerdbia do
material organico em meio liqguido em um equipamento denominado biodigestor
(BETTIOL et al.,, 1998). O produto final dessa fermentacdo pode ser usado
tanto como fertilizante quanto no controle de fitopatdogenos.



As vantagens da sua utilizacdo estdo principalmente no custo e na
disponibilidade do produto. O custo € basicamente o relacionado a méao de
obra para preparo do material pelo proprio agricultor (BETTIOL, 2003). Assim,
0 agricultor ndo depende da compra de insumos, pois pode ser produzido a
partir de diversas fontes de matéria organica, possibilitando o aproveitamento
do material disponivel na propriedade, diminuindo o aporte de energia externa.
A aplicacdo do biofertilizante poupa energia, aumenta a eficiéncia dos
micronutrientes aplicados evitando o perigo de intoxicacdo e barateando o
custo e, principalmente, acelera a recuperacdo do solo (PINHEIRO &
BARRETO, 2005).

Os biofertilizantes contém células vivas ou latentes de microrganismos
(bactérias, leveduras, algas, protozoarios e fungos filamentosos), metabdlitos e
guelatos organominerais (MEDEIROS et al., 2002). Podem ser introduzidos nos
agroecossistemas por meio de pulverizagbes foliares, fertiirrigacdo ou
aplicados diretamente ao solo.

Quando o biofertilizante € produzido utilizando-se esterco de bovino, acredita-
se que a maioria dos microrganismos presentes seja proveniente do trato
digestivo dos animais (MEDEIROS, 2002). De acordo com Pinheiro & Barreto
(2005), quando o esterco ou biomassa € colocado para fermentar, as bactérias,
leveduras e fungos transformam esta biomassa em constituintes de seu
protoplasma ou metabolismo. Esses microrganismos sao responsaveis pela
decomposicdo da matéria organica, producdo de gases e liberagcdo de
metabdlitos, entre eles antibidticos e hormbnios de crescimento (BETTIOL,
2003). A maior parte dos biofertilizante produzidos tem como base os estercos
de animais ruminantes, de preferéncia gado bovino de leite, por possuir um
habito alimentar mais balanceado e por suas fezes conterem grande
diversidade de microrganismos, que vao acelerar e facilitar o processo de
fermentacdo (SANTOS & AKIBA, 1996). Entretanto, diversos biofertilizantes
sdo produzidos com esterco compostado, considerando principalmente os
problemas de patdgenos animais presentes nas fezes. Também outras
matérias organicas sdo utilizadas na producdo de biofertilizantes, tais como

farelos de soja, algodao, milho e outros.



O biofertilizante liquido tem na sua composicdo quase todos 0s nutrientes
necessarios para a nutricdo vegetal, variando as concentracdes (SANTOS,
1992). Segundo Pinheiro e Barreto (2005), entre 0s componentes comuns nos
biofertilizantes como aminoacidos e &cidos orgéanicos, encontra-se tiamina,
piridoxina, riboflavina, cobalaminas, acido ascorbico e &cido félico, entre outros.
Quanto mais diversificada a matéria prima do biofertilizante, maior a
possibilidade de liberacdo de diferentes substancias organicas. O efeito de
fontes de matéria organica na severidade de doencas de plantas depende do
tipo de material utilizado, da relacdo C:N e do tempo decorrido da sua
incorporagao (BETTIOL & GHINI, 2003).

No biofertilizante, o esterco, ao entrar em processo fermentativo continua o
catabolismo iniciado no estdbmago do animal, mas lentamente inicia-se o0
anabolismo, sintetizando novos elementos (PINHEIRO & BARRETO, 2005).
Depois da digestao os residuos oriundos das diferentes etapas da fermentacao
apresentam alta qualidade para uso como fertilizante agricola, devido a
diminuicdo do teor de C do material, pois a matéria organica ao ser digerida
perde exclusivamente carbono na forma de CH4 e CO,; aumento do teor de N e
demais nutrientes e reducdo na relagdo C:N; o que melhora as condi¢cdes do
material para fins agricolas; maior facilidades de imobilizacdo do biofertilizante
pelos microrganismos do solo, devido ao material se encontrar em grau
avancado de decomposicdo, o que vem aumentar a eficiéncia do biofertilizante
e solubilidade parcial de alguns nutrientes (SEIXAS et al., 1980)

Ao pulverizar estes fermentados diluidos, nas folhas ha uma absorcéo direta
havendo menor gasto energético e sem incompatibilidades, pois com o
metabolismo das bactérias, leveduras e fungos ocorre uma transformacao dos
materiais orgénicos, com maior equilibrio dos micronutrientes e outros
elementos, de forma préxima ao que ocorre no solo quando a matéria organica
€ decomposta pela microbiota (PINHEIRO & BARRETO, 2005). Além disso, a
comunidade microbiana presente no biofertilizante é diversificada e colabora
com a introducdo de organismos benéficos para as plantas e para o

agroecossistema.



De acordo com Bettiol et al. (1998), um dos biofertilizantes muito utilizado é o
Supermagro, desenvolvido por Delvino Magro e agrénomos do Centro de
Agricultura Ecologica Ipé - Rio Grande do Sul. Esse biofertilizante é enriquecido
com leite, agucar ou melago, micronutrientes na forma de sais, residuos de
peixe, farinha de o0ssos, sangue e figado entre outros materiais, aumentando,
assim, o poder nutricional do produto final. O biofertilizante ndo tem, portanto,
uma forma Unica de preparo. O Supermagro é utilizado com sucesso em
culturas como maca, péssego, uva, tomate, batata e hortalicas em geral
(MEDEIROS et al., 2002).

Os biofertilizantes atuam também como defensivo natural por meio de bactérias
benéficas, principalmente Bacillus subtilis (TRATCH & BETTIOL, 1997), de
grande importancia no inicio da fermentacdo. A fermentacdo com Bacillus
subtilis é usada milenarmente na india, mas foi no final da década de 50 que
alguns pesquisadores estudando biofertilizantes oriundos de biodigestores,
extrairam, através de N-Butanol, um complexo organico de forte poder
bacteriostatico e fungistatico contra uma série de patdgenos agricolas
(PINHEIRO & BARRETO, 2005). De acordo com 0S mesmos autores, o
Bacillus subtilis produz, ainda, alfa-amilase importante para a absorcdo de
Célcio e Magnésio.

Segundo Medeiros (2002), os biofertilizantes também apresentam acéo direta
sobre acaros e insetos pragas. Santos (1992) relatou efeitos inseticidas,
acaricidas e repelentes ao biofertilizante liquido produzido com esterco bovino
fresco. O autor destaca o efeito repelente e deterrente do biofertilizante contra
pulgbes e moscas da fruta. Medeiros (2002), estudando o efeito do
biofertilizante sobre o acaro Brevipalpus phoenicis, verificou que a sua acéo
sob o numero de ovos foi diretamente proporcional a concentracao utilizada,
evidenciando, a possibilidade de o biofertilizante possuir substancias
hormonais ou inibidores enziméticos que afetam a reproducéo e o metabolismo
do acaro. Uma substancia diferente na dieta do acaro pode ter afetado seu
metabolismo que repercutiu sobre a sua fertilidade e também sobre a
viabilidade dos ovos. O mesmo autor verificou ainda que a aplicacdo do

biofertilizante, em associagdo com o fungo entomopatdgenico Beauveria
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bassiana, reduziu em 42% a sobrevivéncia do acaro rajado (Tetranychus
urticae), importante praga de habito polifago de ocorréncia em hortalicas e
olericolas. A associacao de biofertilizantes com os fungos entomopatogénicos
B. bassiana e Metharryzium anisopliae também tem sido utilizada,
principalmente em cultivos de casas de vegetacao no interior de S&o Paulo.
Diversos trabalhos mostram os efeitos dos nutrientes sobre as doencas de
plantas e, consequentemente, a reducdo da necessidade de controle com uma
equilibrada nutricdo de plantas (BETTIOL & GHINI, 2003). Segundo Bettiol et
al. (1998), os biofertilizantes apresentam potencial para o controle de doencas
de plantas e podem agir por meio de antibiose (pela presenca de antibiéticos
em sua composicao); competicdo (presenca da comunidade microbiana);
inducdo de resisténcia (tanto microbiana como pelos compostos quimicos
presentes) e acdo direta ou indireta no fornecimento de nutrientes as plantas.
Os decompositores primarios (principalmente bactérias e fungos) podem atuar
como antagonistas de fitopatdgenos por competicdo por nutrientes, antibiose e
parasitismo, enquanto que a micro e mesofaunas podem contribuir para o
controle por predagdo (VAN BRUGGEN, 1995). Essa autora concluiu que o
desenvolvimento da protecédo de plantas em sistemas alternativos de cultivo
com maior grau de sustentabilidade, requer estudos sobre a estrutura e o
funcionamento dos agroecossistemas, com atencdo especial as condicdes
nutricionais e a biota do solo, a diversidade funcional, a elevacéo dos teores de
matéria organica do solo e outros fatores que permitam um adequado manejo
dos sistemas produtivos.

Como o uso do biofertilizante se trata de uma técnica que vem sendo
expandida, ha necessidade de realizacdo de estudos para a determinagédo dos
seus impactos no ambiente e na saude publica. Para minimizar os possiveis
problemas sugere-se 0 uso de matéria organica livre de metais pesados e de
agentes nocivos a saude publica (BETTIOL, 2003). Segundo Kupper et al.
(2005), estudos sdo necessarios para determinar a concentracao ideal e
intervalo de aplicacdo dos biofertilizantes, também quanto ao seu modo de

acao.
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Tratch e Bettiol (1997) verificaram que em concentragcdes acima de 15% o
biofertilizante inibiu completamente o crescimento in vitro da maioria dos
fungos testados (Alternaria solani, Stemphylium solani, Septoria lycopersici,
Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea e Fusarium). Também observaram
efeito de biofertilizante sobre o crescimento micelial e germinagéo de esporos,
e em concentragfes acima de 20% a germinacgdo de conidios de B. cinerea e
acima de 10% a de conidios de A. solani foram inibidos quase que
completamente. Os mesmos autores verificaram que 0S responsaveis tanto
pela inibicdo do crescimento micelial como pela germinagéo dos conidios foram
0os metabdlitos dos biofertilizantes. Bettiol (1996) verificou que em
concentracfes acima de 10%, com pulverizacbes a cada dois dias, houve
controle do oidio em abdboras e quanto menor o periodo entre as aplicacdes,
mais efetivo o controle. McQuilken et al. (1994) verificaram inibicdo do
crescimento micelial e da germinacdo de conidios de Botrytis cinerea usando
extrato de esterco de cavalo e aves, controlando a doenca em feijao, alface,
tomate e pimentéao.

Um dos possiveis mecanismos envolvidos no controle de fitopatégenos é a
resisténcia induzida pelos microrganismos presentes no biofertilizante. De
acordo com Kupper et al. (2005), existe potencial de que esses microrganismos
ativem mecanismos de resisténcia quando aplicado o biofertilizante em plantas
de citros. A inducdo de defesa do hospedeiro pode ocorrer também pela
presenca de macro e micronutrientes e compostos organicos. De acordo com
Bettiol (1998), os nutrientes minerais exercem valiosas funcées no metabolismo
vegetal, influenciando ndo somente o crescimento vegetal e a producdo da
planta como, o aumento ou a reducdo na resisténcia a determinados
patogenos.

Outra possibilidade é o enriquecimento do biofertilizante com microrganismos
de conhecido efeito antagbnico sobre fitopatbgenos, como relatado por
Hayashida et al. (1989) que, usando um biofertilizante produzido a partir
esterco de suino inoculado com Streptomyces albidoflavus, obtiveram uma
reducdo de 93% na area lesionada por Streptomyces scabies em batata. Essa

possibilidade de enriquecer os biofertilizantes deve ser considerada para as
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condi¢cdes brasileiras. Também Medeiros (2002) sugere a associagdo de
biofertilizantes com fungos entomopatogénicos, como B. bassiana e
Metarhizium anisopliae, principalmente em cultivos de casas de vegetacgao.

A comunidade de microrganismos presentes no biofertilizante € rica,
possibilitando a acdo simultanea de diversos organismos sobre o0s
fitopatdgenos. Kupper et al. (2005) verificaram que o uso de biofertilizante foi
efetivo no controle de Phyllosticta citricarpa, agente causal da pinta preta dos
citrus. Esses produtos estdo sendo utilizados na producdo de diversas culturas
no sistema organico ou em sistemas que buscam explorar as interacdes

biolbgicas (BETTIOL & GHINI, 2003).

2.2 Controle biolégico de doencas de plantas

De acordo com Cook e Baker (1983), “controle biolégico € a reducdo da soma
de in6culo ou das atividades determinantes da doenca provocada por um
patégeno, realizada por ou através de um ou mais organismos que ndo o
homem.” Nessa abordagem, € levada em conta a complexidade entre as
interacOes patdégeno-planta-antagonista.

O termo antagonista € empregado para designar agentes biolégicos com
potencial para interferir nos processos vitais dos patégenos, estando esses
agentes adaptados ecologicamente ao mesmo nicho que os ocupados pelos
patogenos (MORANDI et al., 2009). De acordo com esses autores, 0 controle
bioldgico pode ser acompanhado por praticas culturais, para criar um ambiente
favoravel aos antagonistas e a resisténcia da planta hospedeira, bem como
pelo melhoramento da planta, para aumentar a resisténcia ao patégeno ou
adequar o hospedeiro para as atividades dos antagonistas.

Os principais mecanismos envolvidos no controle biolégico sdo: antibiose,
competicdo, predacdo, parasitismo e inducdo de resisténcia de plantas.
Segundo Bettiol (1991), um antagonista pode agir através de um ou mais
mecanismos de interagdo, isso aumenta suas chances de sucesso. As
informagdes sobre 0s mecanismos de acao entre 0s antagonistas sao
importantes para o desenvolvimento de estratégias de sucesso no biocontrole.

Tais informacgdes sdo essenciais para a otimizagdo dos meétodos e épocas de
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aplicacdo do antagonista, desenvolvimento de formula¢des apropriadas para
melhorar a eficacia e selecdo do antagonista e para o registro desses agentes
para uso comercial (DROBY & CHALUTZ, 1994).

O controle biolégico pode ser aplicado contra qualquer tipo de microrganismo,
seja virus, fungo ou bactéria. Entretanto, uma maior atencéo tem sido dada aos
fungos, por serem em parte mais facilmente controlados por outros
microrganismos (MORAES, 1992) e devido ao interesse na obtencdo de
produtos comerciais a base de fungos para controle biolégico de patdégenos
habitantes do solo (BETTIOL et al., 2009). Ao se usar um microrganismo como
agente de biocontrole, em algumas situacdes, é possivel que ocorra o controle
bioldgico por antagonismo direto do agente de biocontrole sobre o fitopatégeno,
porém, ndo se descarta a possibilidade de ambas as situagdes — inducédo de
resisténcia e antagonismo direto virem a acontecer ao mesmo tempo
(KLOEPPER, 2005).

A inducao de resisténcia ocorre quando ha o aumento da capacidade defensiva
de uma planta quando essa € corretamente estimulada (VAN LOON et al.,
1998). De acordo com esses autores, todas as plantas possuem mecanismos
de defesa contra fitopatégenos. Estes mecanismos falham quando a planta é
infectada pelo patégeno porque ele cessa o desencadeamento das reagdes de
resisténcia. Se os mecanismos de defesa sao acionados por um estimulo antes
da infeccdo por um patégeno, a doenca pode ser reduzida. A inducdo de
resisténcia ocorre naturalmente, como um resultado da infeccdo pelo patégeno.
O fenébmeno de inducdo de resisténcia pode ser dividido em duas categorias
SAR (Resisténcia sistémica adquirida) e ISR (Resisténcia sistémica induzida)
(GARCIA, 2008).

SAR é um mecanismo que envolve proteinas relacionadas com patogénese
(PRPs) como mecanismos induzidos de defesa da planta. Sua inducdo é
salicilato-dependente, pode resultar em necroses na planta que sofreu inducéo
e geralmente é induzida por patdégenos ou ativiadores quimicos (ROMEIRO,
2007). No caso de ISR, nédo ha acumulo de PRPs, a planta que sofreu inducao

ndo exibe alteracdes, o agente indutor ndo é salicilato-dependente, parecendo
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haver outra rota de sinalizacdo mais associada a jasminatos e etileno
(ROMEIRO, 2007).

Algumas enzimas como [B-1,3-glucanase, peroxidade, quitinase, fenilalanina-
amonio liase e lipoxigenase sao relacionadas como indicadoras do estado de
indugdo. Segundo Romeiro (2007), plantas expostas a eliciadores de
resisténcia apresentam por consequéncia aumento nas atividades de enzimas
envolvidas na sintese de componentes da resisténcia que se expressa. De
acordo com esse mesmo autor, se a resisténcia induzida aumenta a atividade
de determinadas rotas metabdlicas especificas, o estado de indugéo de plantas
expostas a agentes indutores pode ser confirmado por meio da analise da

atividade de enzimas chaves envolvidas nessas rotas.

2.2.1. Leveduras do filoplano no controle biol6gico de doencas de plantas

Bactérias, leveduras e fungos filamentosos séo os colonizadores principais da
parte aérea de plantas (JACQUES & MORRIS, 1995), sendo as bactérias e
leveduras presentes normalmente em maior nimero (LAST & DEIGHTON,
1965). As leveduras habitantes do filoplano sdo encontradas numa variedade
de folhas podendo existir tanto em pequenas coldnias, como células isoladas
concentradas na epiderme das mesmas (DOWDING & RICHARDSON, 1990).
Esses organismos colonizam as folhas desde o inicio de seu desenvolvimento
e formam uma barreira natural na sua superficie, sendo responsaveis pelo
controle bioldgico natural de diversas doencas foliares e inclusive utilizados
como agentes de biocontrole de fitopatégenos. De acordo com Droby et al.
(2003), diversas leveduras foram registradas como agentes de controle de
patdogenos de poés-colheita, pela sua ocorréncia natural e capacidade de
colonizagéo de ferimentos nas superficies de frutas.

As leveduras agem principalmente por competicdo de nutrientes e inducéo de
resisténcia. Por serem eficientes colonizadores de superficies, sdo capazes de
consumir nutrientes mais rapidamente do que os fungos fitopatogénicos
(DROBY & CHALUTZ, 1994). De acordo com Castoria et al. (1997), além da
competicdo por nutrientes, os mecanismos de acgdo dessas leveduras sdo

baseados nas interagbes diretas com hifas fungicas e produgdo de enzimas
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liticas da parede celular. Esses mesmos autores relataram a atividade da
glucanase em dois isolados de leveduras na presenca de Penicillium expansum
e Botrytis cinerea. Também Allen et al. (2004) verificaram, por meio de testes in
vitro, a habilidade de leveduras do filoplano atacar B. cinerea, Rhizoctonia
solani e Sclerotinia homeocarpa. Buck (2002) relatou uma reducdo no
desenvolvimento de lesdes causadas por B. cinerea em geranio (Pelargonium
hortorum) quando co-inoculada com Rhodosporidium toruloides.

O uso de antagonistas no controle de doencas depende do incremento nas
populacbes de sapréfitas na folha, quando tais densidades n&o séo
naturalmente suficientes (FOKKEMA et al.,, 1979). Segundo Fokkema et al.
(1975), um problema para o sucesso de leveduras no controle biolégico € a
dificuldade em manter altas populacdes na superficie da planta.

Segundo Boekhout e Nakase (1998) e Bai et al. (2002), Sporobolomyces
roseus corresponde em muitos aspectos a Sporobolomyces shibatanus, o
anamorfico de Sporidiobolus pararoseus. Em um estudo prévio, Gildemacher et
al. (2004) identificaram isolados de leveduras por meio de métodos tradicionais
utilizando caracteristicas fisioldgicas e morfoldgicas. Recentemente, tornou-se
claro que isso pode resultar em identificagbes erroneas e todos os isolados de
leveduras foram re-identificados usando a sequéncia de analises do dominio
D1/D2 e daregido ITS do gene rRNA (GILDEMACHER et al., 2006).
Sporobolomyces roseus e Sporidiobolus pararoseus apresentam potencial
como agente de biocontrole. Sharma et al. (2008) relataram o potencial
antagbnico de S. pararoseus no controle de Penicillium italicum, Penicillium
digitatum e Alternaria alternata em frutos de “Kinnow” (Citrus nobilis Lour. x
Citrus deliciosa Tan.). Janderova et al. (1995) e Sharma et al. (2008)
verificaram que alguns isolados produzem toxinas que inibem o crescimento de
outros fungos.

Os nutrientes sao fatores limitantes para o desenvolvimento de comunidades
de leveduras na superficie das folhas e a aplicagcdo de nutrientes exdégenos
pode resultar numa rapida colonizacdo e aumento da populacdo aderente
(BUCK & ANDREWS, 1999). Buck (2002) verificou que a adicdo de nutrientes

pode estimular populacdes de leveduras a niveis suficientes para aumentar a
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atividade do controle biologico. A superficie de flores e frutos sdo fontes de
substrato para leveduras, onde se encontram exsudados foliares, residuos
organicos, graos de polen, acucares e outras substancias. Fokkema et al.
(1979) observaram um incremento na comunidade de leveduras na superficie
de folhas com aplicacao de sacarose a 2% e extrato de levedura a 0,1%.

A aplicacdo de agrotoxicos e fertilizantes, bem como de outros poluentes pode
facilmente alterar o equilibrio da microbiota presente no filoplano e na maioria
das vezes, as doencas sdo as principais consequéncias desse desequilibrio
(BETTIOL, 1991). Segundo Valdebenito-Sanhueza (2000), o uso de fungicidas
para o controle das doencas nas culturas elimina parte da populacdo que
compete com outros componentes da microbiota epifita e, consequentemente,
aumenta a disponibilidade de nutrientes para os patdgenos. Gross e Kenneth
(1972) verificaram que o tratamento de folhas de cevada com fungicidas inibiu
0 crescimento e a esporulacdo de S. roseus. Gildemacher et al. (2004), em um
estudo sobre a suscetibilidade de leveduras a fungicidas, verificaram reducao
na populacdo das leveduras em frutos de maca pulverizados com captan e
dithianon.

A fim de minimizar o impacto dos agrotoxicos sobre a comunidade de
organismos dos sistemas agricolas estdo sendo adotadas medidas que
possibilitem a sua racionalizacao, reducéo ou eliminacdo. Uma das alternativas
para uma agricultura saudavel e nao poluidora do ambiente é a integracao de
praticas agricolas que induzam a supressividade aos patdgenos. Nesse
sentido, diversos agricultores recorrem a técnicas que permitem a producéo
sem o uso de agrotoxico, como a relatada para lirio por Wit et al. (2009). Nesse
sistema de integracdo é utilizado um biofertilizante obtido da fermentagéo
aerObia de matéria organica compostada, agentes de biocontrole e de produtos
biocompativeis de baixa toxicidade, extratos de plantas e propolis. Na cultura
do lirio, Botrytis eliptica é o agente causal da doenca mais importante.
Entretanto, no caso do sistema apresentado por Wit et al. (2009) essa doenca
é mantida em niveis baixos sem a necessidade do uso de fungicidas. Foi
levantada a hipotese de que as leveduras sdo uma das responsaveis por esse

equilibrio.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Isolamento de leveduras do filoplano de lirios produzidos no sistema

convencional e sem uso de agrotoxicos

Para este estudo coletaram-se lirios da variedade Orange pixie, no estadio de
botao floral, de duas propriedades no municipio de Holambra, Estado de Séo
Paulo, sendo uma convencional e a outra com producdo sem o uso de
agrotoxicos (WIT et al., 2009). Na convencional as plantas foram tratadas com
mistura de diversos inseticidas e fungicidas, entre eles captan, iprodione,
mancozeb, tiofanato metilico, mancozeb + metalaxyl-m, imidacloprid,
abamectina, deltametrina e paratiom metilico. Na producdo sem o uso de
agrotoxicos as plantas foram tratadas com agentes de controle bioldgico
(Trichoderma spp., Clonostachis rosea, Beauveria basiana, Metharyzium
anisopliae e Bacillus thuringiensis); biofertilizante produzido aerobicamente
com composto organico, melaco e humus de minhoca; extrato de alho,
pimenta e prépolis (WIT et al., 2009).

O isolamento das leveduras colonizadoras do filoplano foram realizados
utilizando-se a técnica de queda dos balistosporos (“Spore-fall method”) em
meio de cultivo (DOWDING & PEACOCK, 1991). Para tanto, foram
selecionadas sete plantas ao acaso de cada tratamento, sendo divididas em
terco superior, medio e inferior para a realizacdo dos estudos. Com auxilio de

um furador de 0,9 cm de diametro foram retirados 10 discos das folhas de cada
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altura das plantas e fixados com auxilio de vaselina cinco discos de cada face
(adaxial e abaxial) na tampa das placas de Petri, contendo no fundo o meio
extrato de malte (15 g de extrato de malte; 12 g de agar e 600 ml de agua), sob
condicbes assépticas. As placas foram mantidas a temperatura ambiente
(25°C) por 24 h, quando foram dados leves toques na tampa das placas para
auxiliar a liberacdo dos balistosporos. A avaliacdo foi realizada apds 72 h
contando-se 0 numero de coldnias de leveduras nas projecfes dos discos com
auxilio de microscopio estereoscopio. Colbnias de leveduras foram repicadas
para placas de Petri para purificacdo e preservadas em meio sélido. Com as
mesmas plantas, apds uma semana, foi repetido o procedimento para verificar
possiveis alteracdes na comunidade de leveduras nas folhas.

A identificacdo das leveduras foi realizada por meio do sequenciamento da
regido D1/D2 da subunidade maior do DNA ribossomal, de acordo com
metodologia descrita por Medeiros et al. (2008).

3.2 Sporidiobolus pararoseus no controle biolégico de Botrytis cinerea

em discos de folhas de lirio e morango

Para este estudo foi utilizada a levedura S. pararoseus isolada no experimento
anterior, item 3.1. No primeiro experimento foram utilizados lirios da variedade
Orange pixie produzidos sem uso de agrotoxicos.

Discos das folhas foram retirados e desinfestados com hipoclorito de sodio (1
min), alcool 70% (1 min) e &gua destilada esterilizada (1 min). Apés a
desinfestacdo, os discos foram separados por tratamento, sendo 0s mesmos
transferidos para caixas gerbox. No terceiro dia apdés a inoculacdo do
patdgeno, foram colocados 10 discos em placas de Petri contendo o meio PCA
(paraquat chloramphenicol agar) para cada tratamento. A primeira avaliagado foi
realizada quatro dias apo0s a inoculacdo e as demais avaliagcdes a cada dois
dias até o décimo segundo dia. Para a avaliacao foi utilizada uma escala com
oito categorias (PENG & SUTTON, 1991) e porcentagens de areas de discos
colonizados por B. cinerea [nota 0 (0%); 1 (0-3%); 2 (3-6%); 3 (6-12%); 4 (12-
25%); 5 (25-37%); 6 (37-50%) e 7 (>50%)] (MORANDI et al., 2000; MORANDI
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et al., 2007, adaptado) sendo calculada a &rea abaixo da curva de esporulacao
(AACE).

O experimento foi constituido de treze tratamentos com trés repeticdes cada. A
levedura foi aplicada nas concentracées de 10° 10° e 10’ esporos/ml e trés
periodos de dispensa (levedura antes, simultaneamente e apos a inoculagéo
com B. cinerea na concentracdo de 10* esporos/ml). Além desses tratamentos,
foi dispensada a levedura sem o patégeno nas trés concentracdes e somente 0
patogeno.

No segundo experimento, foram utilizadas folhas de morango de producgéo
organica seguindo a metodologia descrita para o primeiro experimento. Sendo
utilizada a escala de nota [nota 0 (0%); 1 (1-3%); 2 (4-6%); 3 (7-12%); 4 (13-
26%); 5 (27-53%); 6 (54-76%) e 7 (77-100%)] (MORANDI et al., 2000;
MORANDI et al.,, 2007) e sendo calculada a é&rea abaixo da curva de
esporulagédo (AACE).

3.3 Inibicdo do crescimento micelial de Botrytis cinerea in vitro por

Sporidiobolus pararoseus

Com uma al¢ca de semeadura contendo células de S. pararoseus foi feita uma
estria em placas de Petri de 9 cm de diametro contendo o meio BDA a 2 cm da
borda da placa (FIALHO, 2004). Um disco de micélio (0,6 cm) de B. cinerea foi
posicionado na extremidade oposta da placa. O controle consistiu de uma
placa contendo um disco de micélio do patégeno na auséncia da levedura. As
placas foram mantidas em temperatura ambiente e durante sete dias foi
acompanhado o crescimento micelial do fungo. Foi avaliada a presenca ou
auséncia da formacdo de alo de inibicdo. O delineamento foi inteiramente

casualizado com cinco repeti¢des.

3.4 Comunidade microbiana epifitica da planta de lirio convencional e sem

uso de agrotoxicos e dos biofertilizantes

Para determinacdo da comunidade microbiana epifitica total das folhas de lirio

cultivados no sistema convencional e sem o uso de agrotéxicos foi utilizado o
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método de diluicdo seriada e plaqueamento em meios seletivos. Para tanto,
foram coletadas 10 folhas do terco mediano das plantas de lirio. As folhas
foram colocadas em erlenmayers contendo 100 ml de solucdo salina 0,8% e
em seguida em ultrassom durante 5 min e agitacdo em shaker durante 20 min.
Foi retirada uma aliquota de 1 ml da suspensédo e dispensada em tubo de
ensaio contendo 9 ml de solucdo salina 0,8%, obtendo-se a diluicdo 102. A
partir desta diluicdo foram preparadas as diluicées 102, 10®, 10>, 10° e 107,
Apo6s homogeneizacdo, com auxilio de pipetador automatico, foram distribuidos
100 pl de cada diluicdo sobre o meio agarizado e uniformizado com alga de
Drigalski. As placas de petri foram invertidas e colocadas em sala com
temperatura ambiente. Para contagem de fungos, bactérias, leveduras e
Bacillus spp. foram utilizados os meios de Martin, nutriente agar, YMA e
nutriente agar, respectivamente. Para a contagem de Bacillus as suspensdes
foram aquecidas a 80°C por 20 min em banho Maria antes do plaqueamento. A
avaliacao foi realizada 24-48 h ap0s a transferéncia da suspensédo por meio da
contagem do numero de colénias em cada placa. Os valores foram convertidos
para unidades formadoras de colbnias por mililitro (UFC/ml). Foram utilizadas
trés placas para cada diluicéo.

Para a determinacdo da comunidade de bactérias totais e Bacillus spp. dos
biofertilizantes foi utilizado o método de diluicdo seriada em meio seletivo e
avaliado dois biofertilizantes (Biof J e Biof A). O Biof J foi produzido a partir de
hamus de minhoca, levedo de cerveja, farelo de 0sso, composto organico e
melaco. O Biof A foi produzido a partir de esterco de suino, cama de frango,
composto de peixe, calcario de concha, levedo de cerveja e agucar. Os dois
biofertilizantes foram produzidos em fermentadores com aeracao continua por
18 horas. De cada biofertilizante foram retiradas aliquotas de 10 ml e diluidas
em 90 ml de agua destilada autoclavada, obtendo-se uma diluicdo 10™*. A
partir desta diluicdo, foram retiradas aliquotas de 1 ml e diluidas em 9 ml de
agua destilada esterilizada, obtendo-se as diluicdes 102 até 107. Para a
contagem de Bacillus spp., as diluicbes de 102 até 107 foram colocadas em
banho-maria a 80°C durante 20 min (BETTIOL, 1995). Apds a

homogeneizacdo, com auxilio de pipetador automético, foram distribuidos 100
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ul de cada diluicdo sobre o meio NA (nutriente agar) e uniformizado com alca
de Drigalski. As placas de petri foram invertidas e colocadas em sala com
temperatura ambiente. A avaliacdo foi realizada 24-48 h apés, contando-se o
namero de coldénias em cada placa. Com os valores foram calculadas as
unidades formadoras de colbnias por mililitro (UFC/ml). Foram utilizadas trés

placas para cada diluicéo.

3.5 Atividade enzimatica em extratos foliares de plantas de lirio

desenvolvidas no sistema convencional e sem uso de agrotoxico

Para o estudo foram utilizados 12 vasos com trés plantas de lirio cada,
produzidas sem o uso de agrotoxicos e 12 produzidas no sistema
convencional. As plantas foram separadas em quatro lotes de trés vasos cada.
Assim, cada amostra foi composta por trés vasos com trés plantas cada e
foram coletadas seis folhas por planta, sendo duas folhas de cada terco
(superior, médio e inferior). Para o preparo do extrato foliar foram pesados
cerca de 7,0 g de folhas correspondentes as plantas do sistema integrado.
Essa massa foliar foi triturada na presenca de N liquido. Ao p6 foi adicionado
28 mL de tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,0, acrescido de fluoreto de
fenilmetilsulfolina (PMSF) 1 mM (0,560 mL de solucdo estoque PMSF 50 mM) e
benzamidina (0,560 mL de solucdo estoque benzamidina 50 mM). ApGs uma
nova maceracao na presenca do tampédo e dos inibidores de proteases foi
adicionado ao extrato 0,560 g de polivinil polipirrolidona (PVPP) 2% (g/v). O
extrato foi misturado e centrifugado a 20.000 g por 25 minutos a 4°C. O
sobrenadante, denominado de extrato vegetal, foi utilizado nos experimentos
de cinéticas das enzimas Lipoxigenases (AXELROD et. al., 1981), Peroxidases
(HAMMERSCHMIDT et. al., 1982), Fenialanina amoénio-liase (PASCHOLATI et.
al., 1986) e B-1,3-glucanases (LEVER, 1972) de acordo com o protocolo
utilizado pelo BIOAGRO - Laboratorio de Prote6mica da Universidade Federal
de Vicosa.

Para todas as enzimas estudadas, os valores de absorvancia foram plotados
em um grafico em funcdo do tempo, para observar a linearidade para

realizacdo dos calculos de atividade enzimatica. De acordo com os resultados
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do gréfico, foram adotados os intervalos de tempo de 30 segundos e 5 minutos
e 30 segundos para Lipoxigenase, 30 segundos e 6 minutos e 30 segundos
para Peroxidase, 30 segundos e 12 minutos e 30 segundos para Fenilalanina
amonio-liase e 30 segundos e 30 minutos e 30 segundos para -1,3-glucanase,
para realizagdo dos experimentos de avaliacdo da atividade das enzimas

indicadoras.

3.6 Efeito de materiais organicos e biofertilizantes no crescimento micelial

de fungos fitopatogénicos

Para este estudo foram utilizados os materiais organicos utilizados na
fermentacdo para producéo dos biofertilizantes Biof J e Biof A. Dessa forma,
foram analisados o humus de minhoca (HM), a cama de frango (CF), o esterco
de suino (ES) e o meio de cultura para microrganismos formulado a base de
farelo de osso e levedo de cerveja (FOLC). Cada material organico foi diluido
em agua na proporcdo 3:1 (trés partes de agua para uma de composto
organico). Apds a mistura com agua, o material foi autoclavado durante 1 h a
120°C. Apds a autoclavagem, o material foi filtrado em gaze e algoddo com
auxilio de uma bomba de vacuo até que o material ficasse sem particulas
sélidas. Apés a filtragem os extratos foram separados em erlenmeyers de 250
ml e preparados 0os meios, extrato aquoso dos materiais organicos + BDA em
diferentes concentracdes: 0% (BDA), 10% (90% BDA e 10% do extrato), 20%,
30% 40% e 50%, com as respectivas quantidades de cada material. Os pHs
dos meios foram corrigidos para o mesmo pH do BDA, antes da autoclavagem
(pH=6). Depois de preparado 0s respectivos meios, 0s mesmos foram
autoclavados e vertidos em placas de Petri de vidro de 9,0 cm diametro. Discos
de 7 mm de diametro de Pythium aphanidermatum, Phytophthora infestans,
Fusarium oxysporum e Sclerotium rolfsii, obtidos de colénias em pleno
desenvolvimento, foram transferidos para o centro das placas. Para cada
tratamento foram utilizadas trés placas por patdgeno e o crescimento micelial
foi medido diariamente até que o patdgeno atingisse uma das extremidades do
tratamento com BDA. Para a avaliagdo, foram feitos dois tracos
perpendiculares no fundo das placas de Petri e determinado o diametro da

coldnia entre essas duas linhas.
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O mesmo procedimento foi realizado com os biofertilizantes (Biof. J e Biof. A),
porém, os mesmos foram diretamente adicionados ao BDA para preparo dos

meios, pois se encontravam na fase liquida.

3.7 Efeito do biofertilizante no controle de doencas de plantas

Em todos os estudos descritos nesse item para o controle de doencas de
plantas foram utilizados os biofertilizantes Biof. J e Biof. A.

3.7.1Tombamento causado por Pythium spp. em pepino

Solo (60 kg) coletado na area experimental da Embrapa Meio Ambiente foi
autoclavado durante trés dias por 1 hora. Vasos de 500 ml foram devidamente
lavados e desinfestados com hipoclorito de sodio (com 5% de cloro ativo) na
concentracdo de 1:1 (v/v) e enxaguados com agua e secos em temperatura
ambiente para posterior uso. Com o solo esterilizado foram montados o0s vasos
e posteriormente semeadas 10 sementes de pepino por vaso, lavadas para
remocao do fungicida, perfazendo um total de 98 vasos. Um solo com histérico
de Pythium foi coletado no Instituto Bioldégico de S&o Paulo, em Campinas.
Esse solo foi separado em bandejas de plastico em 14 por¢des de 350 ml.
Cada porcao de solo, com excecao da testemunha absoluta (apenas solo),
recebeu 70 g de farinha de aveia para estimular o desenvolvimento do
patdgeno. A mistura (solo + farinha de aveia) foi homogeneizada e umedecida
de acordo com sua capacidade de campo, ficando incubada durante 48 h,
mantendo sempre a mistura umedecida. ApOs esse periodo de incubacéo,
foram adicionados os biofertilizantes em diferentes dosagens (0%, 10%, 20%,
30%, 40%, 50% e 100%) e incubados durante sete dias, sempre mantendo a
umidade da mistura (solo + aveia + biofertilizante). Em seguida, foram
distribuidos esses substratos no colo das plantas de pepino na fase de folhas
cotiledonares. Foram aplicados cerca de 50 ml da mistura por vaso, cobrindo
toda sua superficie, anotando-se o numero total de plantas sadias por vasos. A
avaliacao foi iniciada a partir do terceiro dia apos a aplicacdo dos tratamentos,

avaliando o numero de plantas por vasos com tombamento.
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3.7.2 Tombamento causado por Sclerotium spp. em pepino

O solo foi preparado conforme item 3.8.1. Com o solo esterilizado foram
montados 0s vasos e posteriormente semeadas 10 sementes de pepino por
vaso, lavadas para remocéo do fungicida, perfazendo um total de 180 vasos.
Um solo com problemas de Sclerotium foi coletado numa horta de alface em
Jaguariuna. Esse solo foi separado em bandejas de plastico em 16 porc¢des de
500 ml. Cada porcdo de solo, com excec¢ao da testemunha absoluta (apenas
solo), recebeu 100 g de farinha de aveia. A mistura (solo + farinha de aveia) foi
homogeneizada e umedecida de acordo com sua capacidade de campo,
ficando incubada durante 48 h, mantendo sempre a mistura umedecida. Apdés
esse periodo de incubacao, foram adicionados os biofertilizantes em diferentes
dosagens (0%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50% e 100%) e incubados durante
sete dias, sempre mantendo a umidade da mistura (solo + aveia +
biofertilizantes). Em seguida, foram distribuidos esses substratos devidamente
produzidos no colo das plantas de pepino na fase de folhas cotiledonares.
Foram aplicados cerca de 50 ml da mistura por vaso, cobrindo toda sua

superficie, anotando-se o numero total de plantas sadias por vasos.

3.7.3 Controle do oidio (Sphaerotheca fuliginea) da abobrinha

Plantas de abobora (Cucurbita pepo), cv. Caserta foram cultivadas livres de
indculo de oidio em vasos de 3L contendo substrato comercial, adubadas de
acordo com recomendacédo para cultura e irrigadas com solucdo nutritiva
(condutividade 1,5 puS/cm) diariamente. Foram semeadas trés sementes por
vaso e, posteriormente realizado o desbaste das plantas deixando somente
uma planta por vaso. Os vasos foram colocados em casa de vegetacdo com
alto potencial de in6culo do patégeno. No experimento os dois biofertilizantes
foram testados nas concentracoes de: 0%; 12,5%; 25%; 50%; 75% e 100%. As
plantas foram pulverizadas com os biofertilizantes semanalmente, até o ponto
de escorrimento, totalizando cinco pulveriza¢des. Foi realizada uma avaliacao
antes da primeira pulverizacdo e as demais avaliagbes foram realizadas quatro

dias apos cada pulverizacdo. As avaliagdes da porcentagem de area foliar com
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sintomas da doenga foram feitas uma vez por semana, sendo realizadas trés
avaliacdes no total. Com os dados foi calculada a area abaixo da curva de
progresso da doenca para cada concentracdo dos biofertilizantes. Além dos
biofertilizantes, foi avaliado um tratamento controle (agua) e outro com o
fungicida fenarimol. O delineamento foi inteiramente casualizado com cinco
repeticbes. Para pulverizacdo os biofertilizantes foram preparados com agua

para obtencéo das concentracdes necessarias.

3.7.4 Controle de Cylindrocladium spp. em Spathiphyllum sp.

O substrato (MULTIPLANT®), utilizado para a producéo de Spathiphillum, foi
infestado com uma suspensdo de 5,7x10° esporos/ml de Cylindrocladium
spathiphyli, sendo utilizado 3L da suspensao para cada 100 vasos com 370 ml
de substrato. O substrato infestado foi incubado durante trés dias e adicionado
os biofertilizantes nas concentracées de 0%, 25%, 50% e 100% do volume de
agua para atingir a capacidade de campo do substrato. Uma testemunha
absoluta (substrato desinfestado) foi utilizada como padrdo. A mistura foi
incubada durante 7 dias quando foi realizado os enchimentos dos vasos e
transplantio das mudas. Tanto o substrato como as mudas de Spathiphyllum
foram fornecidas pelo produtor. A avaliacéo foi realizada por meio de notas de
1 a 3 (1- sadia, 2 - doente, 3 - morta) paras as plantas. O delineamento foi em
blocos ao acaso com cinco repetigcdes.

3.8 Efeito de biofertilizante na promocao de crescimento do feijoeiro

Nos estudos foi utilizado como substrato subsolo do campo experimental da
Embrapa Meio Ambiente. Os biofertilizantes avaliados foram o Biof. J e Biof. A.
No primeiro ensaio, os biofertilizantes foram incorporados ao solo antes da
semeadura e aplicados semanalmente no solo nas concentracdes de 0, 25, 50,
75 e 100% (v/v), utilizando um volume de agua para atingir a capacidade de
campo. Além dos biofertilizantes, metade dos vasos recebeu adubacdo com
NPK, de acordo com as recomendacfes para a cultura do feijoeiro. Cada

tratamento consistiu de 5 vasos de 3L com 10 sementes/vaso. As avaliacdes
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foram realizadas aos 10 dias ap6s emergéncia (DAE) avaliando-se a
emergéncia, seguida pelo desbaste de oito plantas e avaliacdo do peso fresco
e seco dessas plantas. A aplicacdo dos biofertilizantes no solo, nas diferentes
concentragoes, foi realizada a partir do 13° (DAE). Para as demais avaliagdes
foram deixadas somente duas plantas por vaso e foram avaliados altura das
plantas, tamanho de internédio, peso fresco e seco da parte aérea e raiz, area
foliar e nimero de nodulos.

Para o segundo experimento, foram utilizados vasos de 1L e semeadas 5
sementes por vaso. As plantas foram pulverizadas semanalmente com os
biofertilizantes utilizando um pulverizador manual com capacidade de 450 mL,
até o ponto de escorrimento, nas concentracfes de 0, 5, 10, 15, 25, 50, 75 e
100% (v/v) a partir do 13° dia apdés a emergéncia (DAE). Todos 0s vasos
receberam adubacdo com NPK de acordo com as recomendacfes para a
cultura antes da semeadura. Cada tratamento consistiu de 5 repeticdes. As
primeiras avaliacdes (emergéncia, peso fresco e seco) foram realizadas aos 10
(DAE), para tanto, foram retiradas trés plantas e deixadas apenas duas para

completar o ciclo. As avaliacbes foram as mesmas do experimento anterior.

3.9 Andlises Estatisticas

Nos itens 3.1 e 3.3 as analises foram qualitativas, desse modo, ndo foram
realizadas analises estatisticas dos dados. Para os demais experimentos foram
realizadas analises utilizando o Minitab 15 Statistical Software, exceto para o
experimento com discos de folha de lirio no item 3.2, em que foi utilizado o
pacote Statistical Analysis Systems (SAS Institute Inc., Cary, NC).

Os dados de todos os experimentos foram examinados pela analise de
variancia (ANOVA) e as médias dos tratamentos comparados pelo teste Tukey

(5%) e comparados pelo teste t (5%) nos itens 3.4 e 3.5.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento de leveduras do filoplano de lirios produzidos no sistema

convencional e sem uso de agrotoxicos

A comunidade de leveduras nas folhas de plantas de lirio produzidas sem o
uso de agrotoxicos, em todas as alturas das plantas e face das folhas, foi
significativamente maior do que as do sistema com uso de agrotoxico (Figura
la e 2a). Transcorrida uma semana, o numero de leveduras por discos de folha
de lirio de plantas sem o uso de agrotdxicos continuou superior ao do sistema
convencional, que tendeu a zero em todas as alturas (Figura 1b).

A reduzida populacdo de leveduras nas plantas de lirio convencional em
relacdo as sem o uso de agrotoxicos pode ser atribuida a sensibilidade dessas
leveduras aos agrotoxicos, principalmente aos fungicidas. Texeid6 et al. (1999),
analisaram o impacto de fungicidas aplicados em maca e observaram uma
reducdo significativa da populacdo total de leveduras. Camatti-Sartori et al.
(2006) isolaram leveduras de folhas de macieira nos sitemas convencional,
integrado e organico e verificaram que a populacédo de leveduras foi maior no
sistema organico em comparacdo aos outros dois sistemas. Valarini e Melo
(2006) verificaram em folhas de ipé (Tabebuia sp.) que a populacdo de
levedura reduzia conforme a proximidade da regido central da cidade. Esses
estudos mostram a sensibilidade desses organismos a poluentes e os dados

obtidos no presente trabalho estdo de acordo com 0s mesmos.
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Segundo Last e Deighton (1965), h4 mudancas sucessivas no numero de
colénias de leveduras com a idade da folha, pois o numero de colbnias so
aumenta depois que a folha atinge a primeira metade da sua vida. S6 entdo os
nutrientes sao suficientes para sustentar o crescimento ou algum nutriente
essencial é liberado, possivelmente pela proximidade da senescéncia. Essa
informacéo esta de acordo com o verificado no presente trabalho, no qual foi
observada maior populacdo de leveduras no terco mediano das plantas
produzidas sem o uso de agrotéxicos (Figura 1a).

A populacéo de leveduras observada em relagéo a face da folha, para os dois
sistemas, foi maior na face adaxial (Figura 2). Entretanto, foi muito superior
para as produzidas sem o uso de agrotoxicos. Em estudos sobre a distribuicdo
de colbnias de leveduras na superficie de folhas de gramineas, Last e Deighton
(1965) ndo encontraram diferencas entre as faces adaxial e abaxial. Porém,
esses mesmos autores encontraram diferengas em crisantemo, onde um
namero maior de organismos foi encontrado na face abaxial em relacdo a face
adaxial das folhas. Caracteristicas de cada espécie de plantas devem interferir
nessas informacdoes.

Os isolados de levedura foram identificados como Sporidiobolus pararoseus.
Esse género possui colonias de cor rosa e/ou avermelhada, podendo muitas
vezes ser confundida com Sporobolomyces roseus. Segundo Fell e Tallman
(1981), o género Sporidiobolus foi relatado por Nyland semelhante a
Sporobolomyces, com excec¢éo a presenca de micélio dicariético e teliosporos.
No entanto, diferenciam em graus de assimilacdo de carbono e nitrogénio (BAI
et al., 2002). No caso de Sporidiobolus pararoseus ndo ha assimilacdo de
nitrato (STATZELL-TALLMAN & FELL, 1998) e o contrario ocorre em
Sporobolomyces roseus, onde h4 assimilacdo deste composto (BOEKHOUT &
NAKASE, 1998).
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Figura 1. Numero de col6nias de leveduras em discos de folhas de lirio de
plantas produzidas sem uso de agrotéxicos e convencional em relacéo a altura
da planta, no momento da coleta (a) e uma semana ap0s a primeira avaliacao

(b). As barras na vertical indicam o desvio padrao.
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Figura 2. Numero de colbnias de leveduras em discos de folha de lirio de
plantas produzidas sem uso de agrotoxicos e convencional em relacéo a face
(adaxial e abaxial) das folhas, no momento da coleta (a) e apdés uma semana

da primeira avaliagédo (b). As barras na vertical indicam o desvio padrao.

4.2 Efeito de Sporidiobolus pararoseus no controle biolégico de Botrytis

cinerea em discos de folhas de lirio e morango

A incidéncia de B. cinerea nos discos de folha de lirio, com excecdo da
levedura nas concentracdes de 10° e 10" esporos/ml dispensadas antes da
inoculagéo de B. cinerea, foi reduzida em todos os tratamentos em relacdo a
testemunha (Figura 3). Observou-se que, ao longo das cinco avaliacfes, a
tendéncia foi de uma menor severidade da doenca para todos os tratamentos
que receberam a aplicacdo da levedura (Figura 4). A aplicacdo da levedura
antes, simultdnea e apo6s a inoculacdo colaborou com a reducdo de sua
esporulagdo. A concentragao de 10°, em todos os periodos de dispensa, néo
diferiu da testemunha (Figura 5). Entretanto, ndo foi verificada diferenca
significativa entre os periodos de dispensa em relacdo a AACE.
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Figura 3. Incidéncia de Botrytis cinerea em discos de folhas de lirio. BC = B.
cinerea; LEV = levedura nas concentracdes de 10°, 10° e 10’ células/ml; Antes,
Simultadneo, Depois = aplicacdo 24 h antes, simultanea e 24 h depois da
levedura em relagcéo a inoculacdo de B. cinerea. Médias seguidas de mesma

letra n&o diferem entre si (Tukey 5%).
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Figura 4. Severidade de Botrytis cinerea em discos de folhas de lirio no
sistema integrado. BC = B. cinerea; lev 5, 6 e 7 = levedura nas concentragdes
de 10° 10° e 10’ células/ml; a, s, d = aplicacéo 24 h antes, simultaneamente e

24 h depois da levedura em relacéo a inoculacéo de B. cinerea.
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Figura 5. Efeito de Sporidiobolus pararoseus sobre a area abaixo da curva de
esporulacdo (AACE) de Botrytis cinerea em discos de folhas de lirio quando
dispensadas antes, simultdnea e apds o patdgeno. BC = B. cinerea; LEV =
levedura nas concentracdes de 10° 10° e 10" células/ml; Antes, Simultaneo,
Depois = aplicagdo 24 h antes, simultanea e 24 h depois da levedura em
relacdo a inoculacdo de B. cinerea. Médias seguidas de mesma letra nao

diferem entre si (Tukey 5%).
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No experimento utilizando discos de folha de morango, a incidéncia e
severidade da doenca e a esporulacdo do patdgeno foram reduzidas com
aplicacoes da levedura antes, simultanea e apés a inoculagéo. A incidéncia de
B. cinerea nos discos de folha de morango foi reduzida em todos o0s
tratamentos em relacdo a testemunha. A levedura nas concentracdes 10°
dispensada depois e 10 dispensada antes e depois da aplicacéo de B. cinerea
diferiram significativamente da testemunha (Fig 6). Na Figura 7, € possivel
observar uma menor severidade da doenca para todos os tratamentos que
receberam a aplicagéo da levedura. A partir da terceira avaliagdo, com oito dias
apos a inoculagdo, houve diferenca significativa entre os tratamentos com
relacdo a testemunha. Todas as concentracbes para todos os periodos de
dispensa diferiram significativamente da testemunha de B. cinerea contribuindo
para a reducdo da esporulacdo. Entretanto, ndao foi verificada diferenca
significativa entre os periodos de dispensa em relagdo a AACE (Figura 8).

Os resultados dos experimentos corroboram com os demonstrados por Droby e
Chalutz (1994) e El-Ghaouth et al. (2003). De acordo com esses autores, a
atividade antagbnica € mais eficaz quando a levedura é aplicada antes da
infeccdo pelo patdogeno. Um dos principais mecanismos de acéo de leveduras
contra B. cinerea € a competicao por nutrientes (JANISIEWICZ et al., 2000). Os
resultados destes trabalhos indicam que S. pararoseus apresenta potencial
para reduzir a incidéncia e severidade de Botrytis nas plantas de lirio e
morango, sendo fundamental manter elevada a sua populacédo para atuar no
controle biolégico natural da doenca, sendo esses resultados reportados
também por Buck e Andrews (1999), Buck (2002) e Sharma et al. (2008).
Esses resultados sugerem que o manejo integrado da cultura de lirio sem o uso
de agrotoxicos, descrito por Wit et al. (2009), mantém elevada a populacao de

leveduras nas folhas das plantas, destacando-se a S. pararoseus.
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Figura 6. Incidéncia de Botrytis cinerea em discos de folhas de morango. BC =
B. cinerea; LEV = levedura nas concentracdes de 10° 10° e 10’ células/ml;
Antes, Simultaneo, Depois = aplicacdo antes, simultdnea e depois da levedura
em relacdo a inoculacdo de B. cinerea. Médias seguidas de mesma letra néo

diferem entre si (Tukey 5%).
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Figura 7. Severidade de Botrytis cinerea em discos de folhas de morango. BC
= B. cinerea; lev 5, 6 e 7 = levedura nas concentracdes de 10°, 10° e 10’
células/ml; a, s, d = aplicacdo antes, simultaneamente e depois da levedura em

relacdo a inoculagéo de B. cinerea.
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Figura 8. Efeito de Sporidiobolus pararoseus sobre a area abaixo da curva de
esporulacdo (AACE) de Botrytis cinerea em discos de folhas de morango
guando dispensadas antes, simultanea e apdés o patégeno. BC = B. cinerea;
LEV = levedura nas concentraces de 10° 10° e 10’ células/ml; Antes,
Simultaneo, Depois = aplicacdo antes, simultdnea e depois da levedura em
relagdo a inoculacdo de B. cinerea. Médias seguidas de mesma letra néo

diferem entre si (Tukey 5%).
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4.3 Inibicdo do crescimento micelial de Botrytis cinerea in vitro por

Sporidiobolus pararoseus

Sporidiobolus pararoseus néo inibiu o crescimento micelial de B. cinerea em
relacdo a testemunha. Esse resultado mostra que esta levedura ndo agiu por
meio de antibiose sobre B. cinerea. Isso implica que a mesma deve possuir
outro modo de agdo sobre este fitopatdbgeno, sendo a competicdo o mais
provavel. De acordo com Janisiewicz et al. (2000) um dos principais

mecanismos de acdo de leveduras contra B. cinerea é a competicdo por

nutrientes.

4.4 Comunidade microbiana epifitica da planta de lirio convencional e sem

agrotoxicos e dos biofertilizantes

A comunidade microbiana de bactérias totais, Bacillus, leveduras e fungos
filamentosos das folhas de lirio provenientes de plantas produzidas sem uso de
agrotoxicos foi significativamente maior que as isoladas de folhas provenientes
de lirio produzido no sistema convencional. As folhas de lirio no manejo
convencional ndo apresentaram coldnias de leveduras (Figura 9). A diferenca
entre a comunidade microbiana no filoplano de lirio produzido nos dois
sistemas se deve a maior diversidade de microrganismos presentes nas folhas
de plantas produzidas sem uso de agrotdxicos, como a relatada para lirio por
Wit et al. (2009). Nesse sistema é utilizado, além do biofertilizante obtido da
fermentacao aerébia da matéria organica compostada, agentes de biocontrole
e produtos biocompativeis de baixa toxicidade. O biofertilizante atua como
fonte direta de microrganismos e como fonte de nutrientes para 0s mesmos. A
reduzida populacdo de microrganismos, principalmente de leveduras, nas
plantas de lirio do sistema convencional em relacdo as produzidas sem
agrotoxicos pode ser atribuida a sensibilidade desses organismos a esses
produtos, principalmente aos fungicidas. O equilibrio da comunidade
microbiana do filoplano pode ser quebrado pela interferéncia humana, no que
diz respeito a poluicdo e aplicacdo de produtos quimicos como fungicidas,
inseticidas, acaricidas, hormonios e fertilizantes (BETTIOL et al., 1991).

Ndo houve diferenca significativa entre os biofertilizantes com relagdo a

presenca de bactérias totais e Bacillus (Figura 10). A comunidade de
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microrganismos presentes nos biofertilizantes € rica, porém, acredita-se que a
populacao total de microrganismos nos biofertilizantes seja mais elevada do
que a indicada a partir de amostras plagueadas, uma vez que em meios
seletivos apenas uma parte da populagéo existente se desenvolve (HERBERT,
1990) e ndo sdo avaliados aqueles microrganismos nao cultivaveis que
representam a maior parte dos microrganismos. Pupo et al. (2007) consideram

gue apenas cerca de 1% dos microrganismos sao cultivaveis.

a EEE Convencional
a [ Sem agrotdxicos
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Bactérias Bacillus Leveduras Fungos

Figura 9. Comunidade de bactérias totais; Bacillus; leveduras e fungos de
folhas de lirio convencional e sem uso de agrotéxicos em Unidade formadora
de colbnias (ufc/g). Médias seguidas de mesma letra nao diferenciam entre si
(Teste t 5%).
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Figura 10. Comunidade de Bactérias totais e Bacillus em Unidade formadora
de colbnias (ufc) dos Biofertilizantes A e J. Médias seguidas de mesma letra
nao diferenciam entre si (Teste t 5%).

4.5 Atividade enzimatica em extratos foliares de plantas de lirio

convencional e sem uso de agrotoxicos

N&o houve diferenca significativa entre as plantas de lirio desenvolvidas nos
sistemas convencional e sem uso de agrotoxicos para as atividades especificas
das enzimas analisadas (Figura 11), exceto para a lipoxigenase, em que as
plantas produzidas sem agrotoxicos ndo apresentaram atividade desta enzima
(Figura 11d).

Segundo Siedow (1991), a lipoxigenase esta envolvida no crescimento e
desenvolvimento da planta, senescéncia, sistemas de defesa contra
fitopatdgenos e sintese de moléculas regulatérias. Dentro de uma determinada
planta o nivel de atividade da lipoxigenase presente em qualquer tecido pode
variar consideravelmente, ndo s6 entre os diferentes 6rgdos da planta, mas
também entre os diferentes estadios de desenvolvimento. De acordo com esse
mesmo autor, uma caracteristica comum nos estudos realizados, é que o
aumento na atividade da lipoxigenase que aparece no desenvolvimento da
plantula dentro da primeira hora ap0s a germinacdo € seguido por uma perda

significativa durante as 48 h subsequentes.
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A sintese de enzimas acarreta custos energéticos para a planta (GARCIA,
2008) e com o tempo sua sintese é diminuida. Em condi¢cdes naturais, a
resisténcia induzida somente é expressa na presenca do patdégeno, de modo
que a planta ndo necessite deslocar recursos desnecessariamente (HEIL,
2002). A exposicao da planta a eliciadores, sejam bidticos ou abidticos,
acarreta uma resposta imediata dos tecidos, que reagem mais eficientemente
as tentativas de colonizacéo pelo patégeno (ROMEIRO, 2007). Para Xue et al.
(1998), a resisténcia induzida € alcancada quando a planta € inoculada com um
isolado ndo-patogénico antes ou concomitante a inoculagéo com o patdgeno.
De acordo com Romeiro (2007), h&d necessidade de um intervalo de tempo
entre a exposicao da planta ao indutor e a expresséao da resisténcia, posto que
a expressao dos genes ativados ndo pode, obviamente, ser imediata. Esse
intervalo de tempo pode demorar de alguns dias a uma semana (HEATH,
1995).
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4.6 Efeito de materiais organicos e biofertilizantes no crescimento micelial

de fungos fitopatogénicos

O extrato aquoso de esterco de suino foi 0 que proporcionou a maior inibicdo
do crescimento micelial para os quatro patdégenos estudados (Figura 12c). Para
Pythium spp. esse extrato nas diluicbes 30, 40 e 50 % inibiram o crescimento
micelial em 99, 100 e 100%, respectivamente (Figura 12c). O crescimento de
Phytophthora foi inibido pelo extrato de esterco de suino apenas nas maiores
concentracfes, sendo a inibicdo de 50% na diluicdo de 40%. A inibicdo de
Sclerotium foi em torno de 50% para todas as concentracfes testadas do
extrato aquoso de esterco de suino. Por outro lado, a de Fusarium foi inferior a
50%. O extrato aquoso de humus de minhoca néo inibiu o crescimento micelial
dos patdgenos testados (Figura 12a). O extrato aquoso da cama de frango e do
produto a base de farelo de osso e levedo de cerveja também n&o inibiram o
crescimento micelial dos patdogenos, com excecdo de Phytophthora e
Sclerotium para os extratos de cama de frango e farelo de osso e levedo de
cerveja, nas maiores concentracoes, respectivamente (Figuras 12bd). As
menores concentracdes de extrato aquoso do farelo de osso e de levedo de
cerveja estimularam o crescimento de Phytophthora (Figura 12d).

Dos quatro materiais organicos analisados neste trabalho, somente
apresentaram tendéncia de reducéo do crescimento micelial com o aumento da
concentracdo da matéria organica, o esterco de suino para o Pythium e a cama
de frango para a Phytophthora (Figura 13). Os demais materiais nao inibiram
os fungos estudados.

De acordo com Hoitink e Fahy (1986) e Hoitink et al. (1996), em temperaturas
acima de 60°C ha perda de supressividade de compostos organicos para
Pythium spp. e Fusarium spp. e muitos microrganismos benéficos sao
eliminados nesse processo. Neste trabalho, o efeito inibitério dos materiais
organicos pode ter diminuido com a autoclavagem para a obtencdo dos
extratos aquosos. De acordo com Elad e Shtienberg (1994), a perda da
capacidade inibitéria com a autoclavagem ocorre em alguns casos. De acordo
com Weltizien (1992), quanto maior o tempo de fermentacdo, maior a

capacidade inibitéria da matéria organica mesmo em altas temperaturas.



44

Segundo Fen et al. (1996), citado por Nakasone (1998), os efeitos inibitorios
sdo aparentemente devidos a fatores abioticos, quando a inibicdo foi mantida
apos a autoclavagem dos extratos. Nelson e Hoitink (1983) observaram que o
aquecimento de matéria organica a 60 e 121°C, seguido pela inoculagédo dois
dias apos estes tratamentos, resultaram em uma quantidade significativamente
maior de tombamento causado por Rhizoctonia solani (63,1 e 78,7%,
respectivamente). Visconti (2008) observou que nao houve inibicdo do
crescimento micelial de Verticillium dahliae e Cylindrocladium spathiphylli
utilizando extratos aquosos de matéria organica autoclavados em comparacao

com 0s materiais organicos sem autoclavagem.
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Figura 12. Efeito de extratos aquosos de matérias organicas utilizadas na
producdo de biofertilizantes sobre o crescimento micelial de Phytophtora;
Pythium; Fusarium e Sclerotium [himus de minhoca (a), cama de frango (b),
esterco de suino (c) e de um produto a base de farelo de osso e levedo de
cerveja (FOLC) (d)].
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Figura 13. Inibicdo do crrescimento micelial de Phytophthora e Pythium por
extrato aquoso de cama de frango (CF) e esterco de suino (ES),

respectivamente, com suas respectivas linhas de tendéncia.

Os compostos organicos volateis liberados com a decomposicdo da matéria
organica também sdo considerados importantes na indugcdo da supressividade
(LAZAROVITS et al.,, 2006). Os compostos mais eficazes na eliminacado de
fitopatdgenos presentes no solo tém em comum nitrogénio organico em sua
composicdo (BELL et al, 1998). A adicdo de chorume de suino no solo resulta
no aumento das populagbes microbianas e em particular Trichoderma spp.
(CONN & LAZAROVITS, 1999). De acordo com Lazarovits et al. (2005), o
chorume de suino tem alta concentracdo de &cidos graxos volateis (AGVs). Os
AGVs, &cido nitroso e amoénia, derivados da decomposicdo do chorume de
suino, podem reduzir as populagdes de patdogenos em longo prazo (CONN &
LAZAROVITS, 1999). Ringer et al. (1997) obervaram que apos a autoclavagem
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0 composto a base de residuos de aves de corte tornou-se mais supressivo a
Rhizoctonia solani do que todos os outros compostos testados. Este fato se
deve a maior concentracdo de NH4 na mistura.

A caracterizagdo quimica dos materiais organicos e biofertilizantes é
apresentada nas Tabelas 1 e 2 respectivamente. O FOLC apresentou
guantidades superiores de nitrogénio, calcio, magnésio, enxofre, zinco e soma
NPK. O ES obteve maiores quantidades de fésforo total, manganés e cobre. Ja
a CF, foi superior nos atributos potassio, boro, matéria organica, carbono total e
pH. O HM foi superior apenas para o ferro e teor de umidade (Tabela 1). Com
relagdo a andlise quimica dos biofertilizantes, o Biof A obteve quantidades
superiores dos micronutrientes manganés, cobre e zinco, matéria organica,
carbono total e teor de umidade. Ja o Biof J apresentou maiores quantidades
de nitrogénio, magnésio, ferro, soma NPK, pH e condutividade elétrica (Tabela
2). Essas caracteristicas influenciam na inibicdo dos patégenos e na atividade
de microrganismos antagonistas envolvidos em mecanismos de controle
bioldgico (PEREIRA et al., 1996).

O biofertilizante J proporcionou menor inibicdo do crescimento micelial dos
patbgenos. Em todas as concentracdes o biofertilizante J estimulou o
crescimento micelial de Phytophthora spp. e Fusarium spp. e ndo proporcionou
efeito inibitério sobre o Pythium spp. (Figura 14). O biofertilizante J
proporcionou 25% de inibicdo do crescimento micelial de Sclerotium spp. na
concentragdo de 20% (Figura 14). Apesar da menor inibicdo, em todas as
concentragdes o biofertilizante J inibiu o crescimento de Sclerotium spp.

O biofertilizante A na concentracdo de 50% inibiu o crescimento micelial de
Phytophthora spp. em 15%. A inibicdo do crescimento micelial de Fusarium
spp. com esse biofertilizante foi de 4% na concentracao de 10%, sendo que as
demais concentracdes estimularam o crescimento do patéogeno. O
biofertilizante A também n&o inibiu o crescimento micelial de Pythium spp. e a
inibicdo do crescimento de Sclerotium spp. foi de 9% na concentragdao de 40%
(Figura 14). Em um trabalho semelhante, Tratch e Bettiol (1996) verificaram
que um biofertilizante produzido anaerobicamente em concentragbes maiores

ou iguais a 10% inibiu totalmente o crescimento micelial de Pythium
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aphanidermatum, Alternaria solani, Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea,
Stemphylum solani e Rhizoctonia solani.

Os extratos aquosos de matéria organica foram mais eficientes na inibicdo do
crescimento micelial de fitopatdgenos do que os biofertilizantes. A Figura 15
mostra as diferencas entre o crescimento micelial dos patdégenos para cada
material organico utilizado. Os resultados relativos as diferentes doses nao
foram apresentados por ndo haver efeito de dose entre os materiais organicos
e biofertilizantes avaliados, exceto para o crescimento micelial de Pythium com
0 esterco de suino, nas doses 0, 10, 20 e 30%.

Com relacédo ao crescimento micelial de Fusarium e Phytophtora, o humus de
minhoca e o produto a base de farinha de 0sso e levedo de cerveja (FOLC) néo
apresentaram diferenca entre si, assim como o esterco de suino e a cama de
frango. Porém, o humus de minhoca e o FOLC diferenciaram-se do esterco de
suino e da cama de frango. Para Sclerotium nédo houve diferenca entre a cama
de frango e o humus de minhoca e o FOLC e entre este ultimo e o esterco de
suino. Com relacdo ao Pythium, os Unicos que ndo apresentaram diferenca
entre si foram a cama de frango e o FOLC (Figura 15a). Os biofertilizantes A e
J apresentaram diferenca apenas para o crescimento micelial de Phytophthora
(Figura 15b).
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Tabela 1. Atributos quimicos dos materiais organicos utilizados nos estudos.

ES = Esterco de suino; CF = Cama de frango; FOLC = Farelo de osso e levedo

de cerveja e HM = HiOmus de minhoca.

Atributos Analise Unidade ES CF FOLC HM
Nitrogénio N % 2,2 3,6 7,5 2,0
Fosforo total Pt % 10,2 2,6 57 11
Potassio K,0 % 1,0 2,3 0,9 0,7
Célcio Ca % 5,2 2,8 6,4 1,6
Magnésio Mg % 1,7 0,5 1,9 0,7
Enxofre S % 0,2 0,5 2,6 0,2
Ferro Fe mg / kg 5260,0 1697,5 1437,5 17000,0
Manganés Mn mg / kg 942,5 270,0 645,0 902,5
Cobre Cu mg / kg 250,7 168,5 149,0 57,5
Zinco Zn mg / kg 946,5 420,8 1489,3 214,8
Boro B % 0,010 0,030 0,010 0,010
Umidade U% % 25,7 17,4 5,6 53,4
Matéria Organica MO % 47,8 87,3 68,3 43,3
Carbono Total C % 26,5 48,5 38,0 24,1
Soma NPK NPK % 134 8,5 14,0 3,9
pH * 7,0 8,2 6,5 7,2
Condutividade CE ms/m i i i i
Elétrica

Sadio Na % 0,3 0,4 0,4 0,2




Tabela 2. Atributos quimicos dos biofertilizantes J e A utilizados nos estudos.

Atributos Analise Unidade Biof J Biof A
Nitrogénio N % 0,7 0,1
Fosforo total Pt % 0,1 0,1
Potassio K20 % 0,1 0,1
Célcio Ca % 0,2 0,2
Magnésio Mg % 0,1 0,1
Enxofre S % 0,1 0,0
Ferro Fe mg / kg 402,5 122,5
Manganés Mn mg / kg 7,5 17,5
Cobre Cu mg / kg 15,0 67,5
Zinco Zn mg / kg 30,0 32,5
Boro B % 0,010 0,010
Umidade U% % 99,6 99,7
Matéria Organica MO % 74,0 81,7
Carbono Total C % 41,1 45,4
Soma NPK NPK % 0,9 0,3
pH * 4,9 41
Condutividade CE mS/m

Elétrica 11 0,8

Saodio Na % 0,1 0,1
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4.7 Efeito do biofertilizante no controle de doencas de plantas

Com o aumento da concentracdo de biofertilizante houve uma tendéncia de
reducdo da area da curva de progresso da doenca causada por Pythium para
os dois biofertilizantes (Figura 16d). Para Cylindrocladium essa reducéo foi
baixa para o Biof J e ndo ocorreu para o Biof A (Figura 16c). Os biofertilizantes
nao controlaram o oidio causado por Sphaerotheca fuliginea em abobrinha
(Figura 16a). Para o Spathiphyllum o biofertilizante J apresentou reducéo da
doenca causada por Cylindrocladium spathiphylli com o aumento da
concentracéo, mas a reducéo foi baixa (Figura 16c).

Segundo Bettiol et al. (1998), os biofertilizantes apresentam potencial para o
controle de doencas de plantas e podem agir por meio de antibiose (pela
presenca de antibidticos em sua composicdo); competicdo (presenca da
comunidade microbiana); inducdo de resisténcia (tanto microbiana como pelos
compostos quimicos presentes) e a¢do direta ou indireta do fornecimento de
nutrientes as plantas. Kupper et al. (2005) verificaram que o0 uso de
biofertilizante foi efetivo no controle de Phyllosticta citricarpa, agente causal da
pinta preta dos citrus. Bettiol (1996) verificou que em concentragdes acima de
10% com pulverizacBes a cada dois dias houve controle do oidio em abdboras
e quanto menor o periodo entre as aplicacbes, mais efetivo o controle. Os
resultados do presente estudo indicam que o efeito dos biofertilizantes sobre as

doencas de plantas depende do biofertilizante e do patossistema.
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Figura 16. Efeito de biofertilizantes sobre a area abaixo da curva de progresso
das doencas causadas por Sphaerotheca fuliginea (a), Sclerotium (b),

Cylindrocladium (c) e Pythium (d) e suas respectivas linhas de tendéncia.

4.8 Promocéao de crescimento com biofertilizante na cultura do feijoeiro

Com relacédo a aplicacdo dos biofertilizantes A e J incorporados ao solo, houve
diferenca significativa para altura, tamanho de internodio (TI), area foliar (AF),
peso fresco da parte aérea (PFA) e raiz (PFR) na presenca ou auséncia de
adubacdo com NPK para os dois biofertilizantes, exceto para o biofertilizante J
com relacdo ao tamanho de internddio (T1), em que ndo houve diferenca na

adubacao com e sem NPK (Tabela 3). Houve diferenca entre os biofertilizantes
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A e J na presengca de NPK para altura, Tl, PFA e PFR, sendo que o
biofertilizante A foi superior ao biofertilizante J, exceto para PFA na presenca
ou auséncia de NPK (Tabela 3). Os pesos secos da parte aérea (PSA) e da
raiz (PSR) ndo apresentaram diferencas entre os biofertilizantes e na presenca
ou auséncia de adubacdo com NPK (dados nao apresentados). Os dados para
cada concentracdo ndo foram apresentados por ndo haver efeito de dose para
os biofertilizantes tanto na presenca como na auséncia de adubacédo. Os
resultados apresentados a baixo referem-se as duas plantas mantidas para

completar o ciclo.

Tabela 3. Area abaixo da curva para altura, tamanho de internédio (T1), area
foliar (AF), peso fresco da parte aérea (PFA) e peso fresco da raiz (PFR), para
cada biofertilizante na presenca e auséncia de adubacdo com NPK. A e J =
biofertilizantes A e J, respectivamente; (+) e (-) = presenca e auséncia,
respectivamente; NPK = adubacdo com NPK de acordo com a recomendacao

para a cultura.

Altura (cm) TI (cm) AF (cm?) PFA (g) PFR ()
BIOFERTILIZANTE +NPK -NPK +NPK -NPK +NPK -NPK +NPK -NPK +NPK -NPK
A 798,0 aAl 288,6bA  4,6aA 35bA 599aA 184bA 647aB 74bB 1233aA 18,2bA
J 6479aB 276,8bA 34aB 33aA 61,1aA 22,1bA 723aA 189bA 86,3aB 24,4bA

‘Médias seguidas de mesma letra ndo diferenciam entre si (Tukey 5%)

Com relacdo ao numero de nodulos (NN) houve diferenca entre os
biofertilizantes A e J e presenca de NPK (dados nédo apresentados).

No segundo experimento, onde os biofertilizantes foram aplicados na parte
aérea da planta houve diferenca entre os biofertilizantes para altura, Tl e PFA.
Nesse caso, todas as plantas receberam adubacdo com NPK recomendado de
acordo para a cultura (Figura 17). O PFR, PSA, PSR, AF e NN néo
apresentaram diferenca entre os biofertilizantes (dados ndo apresentados). O
biofertilizante A foi superior ao biofertilizante J para a altura e Tl (Figura 17).
Assim como o primeiro experimento, ndo houve efeito de dose para 0s

biofertilizantes.
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Figura 17. Efeito dos biofertilizantes A e J, pulverizados nas folhas, sobre a
area abaixo da curva de altura, tamanho de internédio (Tl) e peso fresco da
parte aérea (PFA) do feijoeiro. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si (Tukey 5%).

Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que os biofertilizantes na
auséncia de adubacdo com NPK nao promoveram o crescimento das plantas.
De acordo com Dessai e Subbiah (1951), citados por Santos e Akiba (1996), os
adubos organicos por serem fontes de cargas negativas retém Ca, Mg e K,
aumentando, dessa forma, a eficiéncia da aplicacdo de fertilizantes e a
disponibilidade de nutrientes no solo. Em alguns casos o biofertilizante A, na
presenca de NPK, foi melhor que o biofertilizante J na presenca de NPK. A
composicdo do biofertilizante depende do material pelo qual foi obtido e varia
conforme o método de preparo. De modo geral, os biofertilizantes apresentam
elementos essenciais ao desenvolvimento das plantas. Os biofertilizantes
podem ser introduzidos nos agroecossistemas por meio de pulverizacbes
foliares, fertiirrigacéo ou aplicados diretamente ao solo.

De acordo com Santos (1992), o biofertilizante produzido a partir da
fermentacdo anaerdbia de esterco de vaca, quando aplicado via foliar

apresenta efeitos nutricionais consideraveis, inclusive aumento da area foliar
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em diversas culturas. Segundo Santos e Akiba (1996), quando aplicado em
pré-plantio, sdo necessarias quantidades maiores de biofertilizante nos
primeiros anos, mas essa quantidade diminui pela metade nos anos
subsequentes. O material organico compostado fornece aos solos nutrientes,
hormbénios, aminoacidos e outras substancias provenientes de sua
decomposicdo, além de melhorar as propriedades fisicas, quimicas e
biologicas do solo. A utilizacdo de compostos organicos na agricultura como
fonte de nutrientes para as plantas e para a comunidade microbiana do solo,
contribui para a reciclagem de residuos e reducdo do uso de fertilizantes
sintéticos ndo-renovaveis (THERMORSHUIZEN et al., 2006).
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir:

1. A populagéo de bactérias totais, Bacillus, leveduras e fungos em plantas
de lirio conduzidas no sistema convencional com alto uso de agrotéxicos
€ reduzida. Por outro lado, a populacdo € elevada nas plantas
conduzidas no sistema sem uso de agrotoxicos.

2. Sporidiobolus pararoseus apresenta potencial na reducdo da incidéncia
e severidade de Botrytis cinérea, sendo fundamental manter elevada a
sua populacao para atuar no controle biolégico natural da doenca.

3. Os biofertilizantes, assim como 0s materiais organicos utilizados na sua
producdo, possuem potencial no controle de fitopatdégenos do solo. Dos
materiais avaliados, o esterco de suino apresentou maior eficacia na
reducdo do crescimento micelial de Pythium, chegando a inibir
completamente seu crescimento.

4. Os biofertilizantes, na auséncia de adubagcdo com NPK, néo
promoveram o0 crescimento da planta. Por outro lado, promoveram na
presenca de NPK.

5. Os biofertilizantes ndo controlaram o oidio, causado por Sphaerotheca
fuliginea, em abobrinha, indicando que o efeito dos biofertilizantes sobre

as doengas de plantas depende do material orgénico e do patossistema.
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