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RESUMO

A hérnia das cruciferas, causada pelo patégeno Plasmodiophora bassicae Woronin esta entre as
doencas de plantas de mais dificil controle, e 0 uso de compostos organicos é apresentado como
uma alternativa de controle, pois promove o enriquecimento do solo contribuindo em suas
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas resultando na supressdo de doencas de solo. No
presente trabalho foram avaliados diferentes fatores que estdo diretamente relacionados a este
assunto. Desta maneira, foi demonstrado que sob condi¢cdes controladas, a combinacdo de dois
compostos organicos, CBL (Composto Bioativo Liquido) + CBS (Composto Bioativo Sélido) foi
a melhor estratégia de controle da hérnia das cruciferas, com o CBL promovendo a
supressividade da doenca e o CBS contribuindo para o aumento de peso de parte aérea.
Entretanto, sob condi¢des de campo de producdo comercial altamente infestado, 10® esporos/g de
solo, estes compostos ndo reduziram o indice da doenca. A combinacdo CBL + CBS associada
com 400g de calcéario/m? de solo, sob a mesma densidade de indculo, reduziu em 98% o indice da
doenca. N&o houve reducdo significativa neste indice quando o calcario foi aplicado isoladamente
ou em combinacdo com o NPK. Utilizando os mesmos adubos em sistemas de producéo
organico, integrado e convencional, sob plantios consecutivos, foi verificado que a redugédo do
indice da doenca promovida pelo CBL + CBS foi maior no sistema de producdo organico, e que o
historico de producéo afetou significativamente o indice da doenca, o qual foi maior em solos sob
sistema convencional. Mesmo em plantios consecutivos, onde a fonte de inoculo tende a
aumentar a cada novo plantio, os tratamentos CBL e CBL + CBS reduziram o peso da hérnia
fresca ao final de quatro plantios consecutivos, em relacdo ao controle, nos trés sistemas de
producdo. A estrutura da comunidade bacteriana foi estudada e os perfis de PCR-DGGE obtidos
com 0 uso de primers universais foram avaliados por meio de dendrogramas que mostraram
diferencas na comunidade microbiana do solo com a adicdo de compostos organicos, quando
comparada com fertilizagdo quimica. A adi¢cdo do composto orgéanico CBL ao solo aumentou o
indice de rigqueza dos grupos especificos de Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria e,
principalmente, Actinobacteria e Pseudomonas, que sdo amplamente utilizados como agentes de
controle bioldgico. O indice da hérnia das cruciferas e a diversidade bacteriana foram
negativamente correlacionados para o dominio Eubacteria, as classes Alpharoteobacteria e
Betaproteobacteria, e o0 grupo Pseudomonas.

Palavras chave: Plamodiophora brassicae, supressdao de doenca, bokashi, diversidade
bacteriana, DGGE, Brassica oleracea var. italica.



ABSTRACT

The clubroot caused by Plasmodiophora bassicae Woronin is one of the most difficult controls of
plant diseases and the use of organic compounds is presented as an alternative for controlling
because of the enrichment of the soil, contributing to improve their properties chemical, physical
and biological resulting in suppression of soilborne diseases. In the present study were evaluated
different factors that are directly related to this matter. Thus, it was demonstrated that under
conditions of greenhouse, the combination of two organic compounds, CBL (bioactive compound
liquid) + CBS (bioactive compound solid), was the best strategie for the control of the clubroot,
with CBL promoting the suppressive effect of the clubroot and the CBS contributing to increase
plant top weight. However under conditions of commercial production field highly infested, 10
spores/ g of soil, these compounds did not reduce the index of disease. The combination
CBL+CBS associated with 400g of limestone/m? of soil, under the same density of inoculum,
reduced in 98% the disease index. There was no significant reduction in this index with the
application of lime alone or in combination with NPK. Using the same fertilizer in organic
production systems, integrated and conventional, under consecutive crops, has been found that
the reduction of the index of the disease promoted by CBL + CBS was higher in organic
production system. The historical of production affected the index of disease in which was higher
in soils under the conventional system. Even in consecutive plantations where the source of
inoculum tends to increase with each new planting, the treatments CBL and CBL + CBS reduced
the fresh weight of galls at the end of four consecutive crops in relation to control in three
production systems. The structure of the bacterial community was evaluated and the PCR-DGGE
profiles obtained with the use of universal primers were evaluated by dendrograms that showed
differences in soil microbial community with the addition of organic compounds compared with
mineral fertilizers, corresponding to a higher richness of bacterial community. The addition of
organic compound CBL increased the richness index of the specific groups of
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Actinobacteria and Pseudomonas mainly that are
widely used as biological control agents. The disease index of clubroot and bacterial diversity
were negatively correlated for the domain Bacteria, the class Betaproteobacteria and
Alpharoteobacteria, and Pseudomonas group,

Additional Keywords: bokashi, disease suppression, Plasmodiophora brassicae, bacterial
diversity, DGGE, Brassica oleracea var. italica.



INTRODUCAO GERAL

Dentre as espécies oleraceas cutivadas no Brasil, as da familia Brassicacea constituem as
mais numerosas destacando-se por sua expressao econdmica; riqueza em sais minerais e
vitaminas. Seu alto valor nutritivo deve-se principalmente pela presenca de glicosinolatos com
reconhecidas propriedades anticancerigenas. Além disso, seu custo de producéo é relativamente
baixo quando comparado ao de outras espécies olericolas (Kimoto, 1993).

O fator limitante para o cultivo das brassicas tem sido a doenca hérnia das cruciferas, cujo
agente causal € o protozoario Plasmodiophora brassicae, que reduz a produtividade e, as vezes,
destroi totalmente a cultura. As carateristicas de cultivo das hortalicas em geral favorecem o
desenvolvimento da doenca dificultando a sua erradicacdo, pois com a existéncia de variedades
de brassicas adaptadas a qualquer época do ano, o cultivo destas olericolas se torna sucessivo, 0
que possibilita a presenca de hospedeiro no campo em diferentes estadios fenoldgicos,
aumentando assim, o potencial de inoculo a cada plantio. Além disso, 0 patégeno produz esporos
de resisténcia com capacidade de permanecer por longo tempo no solo, facilitando sua
manutencg&o e disseminagéo na lavoura.

A agricultura organica vem se consolidando desde o inicio da década de 1960 como uma
resposta aos crescentes questionamentos dos rumos da agricultura moderna, principalmente em
relacdo aos fatores negativos como prejuizos a saude humana e desequilibrio do ecossistema
provocado pelo uso de agrotoxicos. Tais produtos organicos atingem cota¢fes muito atraentes no
mercado, representando em alguns casos 30% a mais nos precos dos produtos convencionais,
2000), fato que vem estimulando produtores e horticultores a usarem compostos organicos para

producéo de hortalicas.



Os fatores determinantes para o uso de compostos organicos estdo diretamente
relacionados a seus varios aspectos qualitativos. Primeiramente, 0s compostos sdo comumente
usados na agricultura como condicionadores organicos para manter ou aumentar o conteido de
matéria organica, que € essencial para a manutencdo da qualidade do solo por promover melhoras
nas suas condicdes bioldgicas, fisicas e quimicas. Segundo, o crescimento da planta pode ser
beneficiado com o uso dos compostos que aumentam a atividade microbiana antagbnica a
patdgenos, suprimindo as doengas e, reduzindo assim, as perdas causadas por patdgenos
habitantes de solo. Terceiro, 0 aumento na producao é atribuido ao elevado contetido de matéria
organica e, consequente melhora nas propriedades fisicas do solo apds a adicdo de compostos
organicos.

No capitulo | da tese, o efeito de dois compostos organicos e suas combinacdes foram
avaliados para o controle da hérnia das cruciferas na cultura do brocolis (Brassica oleracea var.
italica) objetivando verificar a possibilidade do uso desses compostos no manejo da doenca e

relatar as propriedades fisico-quimicas dos compostos associadas a severidade da doenca.

No capitulo Il foi avaliada a influéncia de plantios consecutivos com 0 uso de compostos
organicos na severidade da hérnia das cruciferas em brdcolis sob sistema convencional, integrado
e organico de producdo, visando a recomendacdo de um sistema de producdo adequado para o

controle, e uma fertilizacdo que reduza a severidade da doenca.

No capitulo Ill foi estudada a integracdo de diferentes concentracbes de calagem e
compostos organicos no controle da hérnia das cruciferas em brocolis objetivando determinar as
concentracdes de calagem e de compostos organicos ideais para campos de producdo comercial

altamente infestado pelo patogeno.



No capitulo IV foi avaliada a diversidade e estrutura da comunidade bacteriana avaliada
em solos sob sistemas de producgdo organica, integrada e convencional com a incorporacao de
compostos organicos por meio da técnica do DGGE com o objetivo de determinar os efeitos dos
compostos organicos na comunidade de Eubacteria, Actinobacteria, Alphaproteobacteria,

Betaproteobacteria e Pseudomonas em relacéo a supressdo da hérnia das cruciferas.



REVISAO DE LITERATURA

IMPORTANCIA DAS BRASSICAS

A horticultura vem buscando o seu espago no agronegocio brasileiro respondendo em
2008 com 3,5% do PIB Agricola, possuindo 773,19 mil hectares de area plantada com
produtividade de 22,503 t/ha (IBGE, 2008). Responsavel por mais de 7,5 mil empregos diretos,
essa atividade agroeconémica é altamente intensiva e praticada por pequenos produtores. Cerca
de 80% dos estabelecimentos tém &area menor do que 50 hectares, com predominancia da
agricultura familiar (Karam, 2001). Dentre as hortalicas mais cultivadas as variedades de
brassicas se destacam pela sua expressdo econdmica, pois representam 25% da producao
horticola (Calcob, 2004).

A familia Brassicaceae (ou, como também eram antes designadas, as Cruciferae —
cruciferas) é composta por 348 géneros e 3200 espécies vegetais (Grin, 2008), dentre as quais se
destacam as de maior importancia econémica dentro da olericultura brasileira: brocolis (Brassica
oleracea var. italica L.), couve-chinesa (Brassica rapa var. pekinnensis L.), couve-flor (Brassica
oleracea var. botrytis L.), couve-manteiga (Brassica oleracea L. var. acephala D.C.) e repolho
(Brassica oleracea var. capitata L.). Sdo hortalicas com alto valor nutricional, principalmente
pela presenca de glicosinolatos, com reconhecidas propriedades anticancerigenas, além de
apresentarem custo de producdo relativamente baixo, quando comparado ao de outras espécies
olericolas (Filgueira, 2000).

Os braécolos ou brocos séo originarios da couve selvagem (Brassica oleracea L.), planta

nativa da Europa e, provavelmente, também da Asia Ocidental. Esta variedade botinica se
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diferencia da couve-flor pelo seu alto teor de vitamina A, que é cento e vinte vezes maior, e
morfologicamente pela producdo de uma inflorescéncia central de coloracdo verde, compacta
(tipo cabeca) ou entdo inflorescéncias laterais (tipo ramoso). Existem cultivares de primavera-
verdo, como a Precoce de Piracicaba, e outras de ampla adaptabilidade termoclimatica, como a
Florida.

O desenvolvimento de brocolis é favorecido por temperaturas baixas. Embora possa
crescer satisfatoriamente em diferentes partes do mundo.Temperaturas acima de 30 °C podem

provocar deformacdes na cabeca (Bjorkman, 1998).

DESCRICAO DA DOENCA HERNIA DAS CRUCIFERAS

Historico

Os primeiros registros desta doenca datam desde o século XV na Espanha. Sua
identificacdo ocorreu em meados do seculo XVIII na Inglaterra, e meados do século XIX na
Escocia e Russia (Hirai, 2006; Hirai et al., 2004). Segundo Karling (1968) a doenca foi reportada
pela primeira vez nos Estados Unidos em 1852. E de acordo com esse autor, Woronin identificou
com sucesso a causa da hérnia das cruciferas como um “organismo plasmodiophorus” em 1875, e
chamou de Plasmodiophora brassicae.

A hérnia das cruciferas foi reportada no Japdo em 1890 (Ikegami et al. 1981), e é hoje um
dos principais problemas na producdo de couve-chinesa e repolho no Japéo e na Coréia (Hirai,
2006; Hirai et al., 2004). No Brasil o primeiro registro desta doenca foi em 1949, no Estado do

Parana, em couve-chinesa (Nowacki, 1993).
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Importancia Econémica

A hérnia das cruciferas € a mais séria doenca para o cultivo de brassicas no mundo,
reduzindo a produtividade e, as vezes, destruindo totalmente a cultura. Uma vez estabelecida no
campo, é muito dificil erradica-la, pois o patégeno produz esporos de resisténcia, o que
possibilita sua permanéncia por longo tempo no solo, facilitando sua manutencéo e disseminacao
na lavoura.

Em média, a doenca causa perdas de 10 a 60% na producdo, mas 0s prejuizos variam de
acordo com o tipo de solo e a susceptibilidade do hospedeiro (Agroatlas, 2009).

Pesquisadores suecos concluiram que infestacdes severas em canola, proximas a 100% de
plantas atacadas, ocasionam aproximadamente 50% de perda na producdo, enquanto que
infestacOes de 10 a 20% de plantas atacadas, as perdas sdo de 5 a 10% (Agri-facts, 2007). Estes
dados, onde a perda na producdo estimada é a metade do percentual de plantas infectadas sdo
similares aos ocasionados pela doenca podriddo-de-sclerotinia, haja vista que ambas as doencas
restringem o fluxo de &gua e nutrientes para o desenvolvimento da planta.

Nos anos de 1998, 1999 e 2000, em Quebec, as perdas na producdo de grdos de canola
(Brassica napus) foram 80%, 91% e 85% , respectivamente, para a cultivar Argentina. E para a
cultivar Polonés, as perdas na produgdo foram de 69%, 91% e 89%, respectivamente, para 0s
mesmos anos (Pageau et al., 2006).

Entre 2004 e 2006 uma severa epidemia de hérnia das cruciferas destruiu grandes cultivos
de couve-flor em areas produtoras do Nepal, com perdas de 40% na producdo (Timila, et al.,
2008). Em nabo (Brassica rapa), na China, a incidéncia da doenca foi de 17% quando as plantas
estavam em estadio de mudas, e 15% apds seu completo desenvolvimento, ocasionando perdas de

10,2% de produgdo (Jing et al., 2008). No Brasil ndo ha registros de dados de perdas de

12



producdo, entretanto, as perdas econdmicas sdo elevadas em areas com cultivo intensivo de

repolho, couve-flor, couve-chienesa e brécolis.

Distribuicdo, Hospedeiros e Sintomas da doenca.

A hérnia das cruciferas ocorre na Europa, norte da Africa, norte e sul da América,
Australia, Nova Zelandia, Japao, China e Coréia. No Brasil existem poucos trabalhos publicados
sobre a ocorréncia da doenca hérnia das cruciferas (Viegas e Teixeira, 1943; Café Filho e
Reifschneider, 1986; Ventura e Costa, 1995; Paz Lima et al., 2004; Karling, 1968).

As regides brasileiras mais propicias para o desenvolvimento da doenca sdo as Regides
Sul e Sudeste, principalmente nas localidades serranas dos Estados do Parana, Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro, em épocas de temperaturas amenas e
alta umidade relativa do solo (Maringoni, 1995).

O patdgeno infecta 300 espécies em 64 géneros de cruciferas e pode ser encontrado em
plantas cultivadas ou ndo, como Capsella bursa-pastoris (Buczacki e Ockedon, 1979),
Cardamine sp. (Tanaka et al., 1993), e Arabidopsis thaliana (Mithen e Magrath, 1992).

Hospedeiros economicamente importantes incluem repolho, couve-flor, couve-chinesa,
brdcolos, e nabo (Brassica rapa L.). A fase priméria de P. brassicae pode ocorrer também em
raizes de varias outras hospedeiras ndo cruciferas pertencentes as familias Graminae, Rosaceae,
Papaveraceae, Polygonaceae, Resedaceae e Leguminosae (Webb 1949; MacFarlane, 1952;
Buczacki, 1979), mas o seu significado na ecologia da doenca é desconhecido.

O sintoma caracteristico da hérnia das cruciferas € a formacdo de galhas no sistema
radicular em decorréncia da réapida e desordenada multiplicacdo das células, em tamanho e

namero, induzidas pelo patdégeno. Estas galhas inibem o fluxo de nutrientes e &gua provocando
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reducdo no crescimento da planta e aumento da susceptibilidade a murcha. As galhas resultantes
da hérnia das cruciferas sdo semelhantes as oriundas de infeccdo por Meloydogine spp., sendo
estas menores e mais uniformemente distribuidas nas raizes laterais.

Os sintomas variam levemente de hospedeiro para hospedeiro e dependem do estadio de
crescimento da cultura em que a infeccdo ocorre. As infeccBes no estadio de muda podem
resultar em murcha, enfezamento e amarelecimento das folhas, enquanto infeccGes nos estadios
mais avancados da planta podem ndo expressar estes sintomas. Morte prematura e reducdao no
tamanho e qualidade das cabecas de brocolos também sdo sintomas associados com a hérnia das
cruciferas.

Alguns membros da familia brassicacea, tais como nabo (Brassica napus L.) e rabanete
(Raphanus sativus), ndo formam galhas nas raizes quando infectadas, e sim lesGes deprimidas ao
longo da superficie das raizes. De acordo com os resultados publicados por Suwabe et al., (2003),
a resisténcia a hérnia das cruciferas em B. napus é oligogénica, € no minimo dois loci sdo

necessarios para a resisténcia.

Taxonomia

Atualmente o patdégeno P. brassicae é classificado no reino Protozoa, classe
Plasmodiophoromycetes, ordem Plasmodiophorales e familia Plasmodiophoracea. Junto com
outros patdgenos de plantas como Spongospora subterranea, agente causal da sarna pulverulenta
de tubérculos de batata, e Polymyxa graminis, conhecido como vetor de virus de plantas, estes
tém sido considerados como um grupo monofilético, também conhecido por plasmophorideos
baseado, de acordo com Ludwig-Muller e Schiiller (2008): (1) em uma forma ndo usual de

divisdo nuclear chamada de divisdo cruciforme, (2) na presenca de zoosporos biflagelados,
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heterocénticos, (3) na presenca de plasmodio multinucleado e, (4) na presenca de esporos de
resisténcia.

Historicamente alguns autores tém considerado os plasmodiophorideos como protistas, e
outros como fungos primitivos, mas estudos filogenéticos baseados em pequenas subunidades de
RNA ribossomais sugerem a classificacdo deste patdgeno no filo Cercozoa, pertencente ao reino

Protozoa ou Protoctista (Archibald e Keeling, 2005).

Etiologia do patégeno

O patogeno € um endoparasita obrigatdrio de plantas vasculares que causa hiperplasia das
células, caracterizado por apresentar movimentos ameboides devido a auséncia de parede rigida
para delimitar o protoplasma. Produz plasmodio, zoosporangios, zodsporos biflagelados e
esporos de resisténcia.

N&o obstante o fato de P. brassicae ter sido identificado como o agente causal da hérnia
das cruciferas no fim do século XIX, o ciclo de vida deste patdgeno ainda ndo é claramente
definido, em virtude da natureza obrigatéria do patégeno. O ciclo de vida de P. brassicae
consiste em duas fases: a fase primaria, restrita aos pélos radiculares e células epidermais do
hospedeiro terminando com a producdo de zo6sporos secundarios, e a fase secundaria, que ocorre
no cortex da raiz e hipocétilo ocasionando a producéo de galhas e esporos de resisténcia (Ingram
e Tommerup, 1972).

A fase primaria tem inicio com a germinacdo dos esporos de resisténcia, em resposta a
presenca de exudados radiculares do hospedeiro, e liberacdo dos zoosporos biflagelados, que
através do filme de 4gua presente no solo se movimentam e aderem a um pélo radicular oposto ao

ponto de insercéo flagelar (Aist e Williams, 1971).
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Os zodsporos, entdo, encistam e formam um apressorio para penetrar na parede celular
dos pélos radiculares, originando um plasmddio primario. Durante o seu desenvolvimento, o
plasmddio aumenta em tamanho e varias divisdes nucleares ocorrem, formando um plasmdédio
multinucleado que se fragmenta e se transforma em um zoosporangio (Ingram e Tommerup,
1972).

O desenvolvimento do patégeno durante o primeiro ciclo de infec¢do é completado com a
liberacdo de 4 a 16 zooGsporos uninucleados para o meio externo (Ingram e Tommerup, 1972),
que sofrem plasmogamia de acordo com sua caracteristica genética, originando zodsporos
secundarios. Estes zoosporos re-infectam os pélos radiculares migrando em direcdo as células
corticais do hospedeiro.

Uma vez penetrado no coértex, a infeccdo secundaria inicia com a distribuicdo do patégeno
na forma de um plasmodio secundario, dipldide. De acordo com Ingram e Tommerup (1972) as
divisbes mitoticas do ndcleo plasmodial ocorrem no plasmoédio binucleado, e plasmddios
multinucleados sdo formados, estes foram localizados nas células do cdmbio e parénquima do
floema por Kobelt (2000). Este estagio € acompanhado por pronunciadas divisdes celulares, e
células hipertréficas sdo formadas pelo aumento de concentracdo de auxina (acido indol acético,
AlA), hormonio regulador de crescimento, na planta hospedeira (Ludwig-Muller e Schuller,
2008).

Durante o desenvolvimento do patdgeno, a clivagem do plasmaodio resulta na formacéo de
inimeros esporos de resisténcia que sdo liberados no solo quando o material vegetal sofre
decomposicédo e, tem a capacidade de sobreviver por longo periodo, de até oito anos, sem

hospedeiro (Bedendo, 1995).
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Na auséncia de um hospedeiro, P. brassicae sobrevive como esporos de resisténcia
haploides com formatos variando entre esferico, 1,6 - 4,3 um, ou elipsoide, ovoide 4,0 - 6,0 um,
as vezes alongado ou irregular 2,5 - 6,9 um (Agroatlas, 2009). Estes esporos possuem parede
celular espessa constituida de aproximadamente 25% de quitina, 2,5% de outros carboidratos,
34% de proteinas e 18% de lipidios (Moxham e Buczacki, 1983).

Ao contrario da parede espessa dos esporos de resisténcia, 0S zoOsporos primarios sdo
sensiveis a diferentes estresses ambientais, e na auséncia de hospedeiro sobrevivem em um curto
periodo de tempo, e migram somente a curtas distancias (Suzuki et al., 1992; Takahashi, 1994).
Possuem o formato de péra, 2,5 — 3,5 um de diametro; um curto flagelo pontiagudo na
extremidade (Jing et al., 2008). Os zoosporangios sdo pequenos, ovéides a orbiculares, 6,0 - 6,5
pum de didmetro, com uma fina capa incolor. Os zo6sporos secundarios possuem 1,9 — 3,0 um de
didmetro e um curto e longo flagelo de 3,4 um e 11.8um de comprimento, respectivamente

(Agroatlas, 2009).

Epidemiologia e disseminagao

A germinacdo dos esporos de resisténcia deste patégeno é favorecida quando o solo é
arenoso, com umidade variando entre 60 a 90%. Em estudos realizados por Horiuchi e Hori
(1980) 0 maximo de incidéncia da doenga ocorreu em umidades acima de 46,5%, medida a 20cm
da superficie do solo, e nenhuma incidéncia foi observada em solos com umidade abaixo de
11,8%. Altos niveis de umidade do solo s&o requeridos durante as duas primeiras semanas apos a
inoculacdo, pelo fato que a liberacdo do zodsporo secundario do patdégeno deve ocorrer
aproximadamente de 6 a 8 dias depois da infeccdo dos pélos radiculares (Ingram e Tommerup,

1972).
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A temperatura ambiental minima para o sucesso da infestacdo é entre 10 a 12 °C. A
méaxima entre 30 a 35 °C e a dtima entre 20 a 25 °C (Agroatlas, 2009). A doenca € mais severa
até pH 5,7; com pH variando entre 5,8 e 6,2 a severidade da doenga diminui; e acima de 7,8 0
patdgeno é completamente inibido (Hasse, 2005). Niwa et al. (2008), evidenciaram que a inibicao
da germinacdo dos esporos de resisténcia € a causa primaria da supressao da doenca em solos
com pH neutro.

Por P. brassicae ser um patogeno de solo, 0s seus esporos de resisténcia sao capazes de se
movimentar através de mudas e solos contaminados, 4gua de chuva e irrigacdo, maquinario e
implementos agricolas. O produtor € um dos principais disseminadores da doenca, pois na busca

de novas areas para cultivo, sempre carrega maquinarios e implementos agricolas infestados.

MEDIDAS DE CONTROLE

O manejo inadequado associado com o tempo de sobrevivéncia dos esporos, que podem
permanecer viaveis no solo por um longo periodo, sdo as principais dificuldades na diminuicao
do potencial de in6culo no solo.

As medidas de controle atualmente empregadas para a hérnia das cruciferas incluem:
rotacdo de cultura com espécies ndo hospedeiras; emprego de fungicidas de solo e fumigacéo;
emprego de variedades resistentes e calagem para elevar o pH do solo.

A rotagcdo de cultura com plantas ndo hospedeiras tem originado bons resultados no
controle deste fitopatdgeno, pois de acordo com Friberg et al., (2006) algumas plantas né&o
hospedeiras podem até estimular a germinacdo dos esporos de resisténcia, atraves da liberacao
dos exsudados radiculares, mas em suas raizes s6 ocorrem a infec¢do primaria, ndo permitindo a

execucdo completa do ciclo do patogeno.
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Os resultados obtidos por Larkin (2008), sobre os efeitos dos agentes de controle
biolégico e rotacdo de cultura no solo, na comunidade microbiana e em doencas da batata,
indicaram que ambos os tratamentos afetaram significativamente as caracteristicas da
comunidade microbiana do solo, mas o efeito da rotacdo foi mais dominante. Embora, apresente
resultados positivos, esta medida ndo é praticada pela maioria dos produtores olericolas, onde
80% possuem pequenas propriedades, sendo entdo necessario o cultivo de hortalicas durante todo
0 ano, com espécies economicamente rentaveis (Lima Neto et al , 2005).

O controle quimico da doenca é dificil, pois P. brassicae é um patdgeno de solo e
completa o seu ciclo de vida no interior das raizes do hospedeiro, diminuindo a acdo efetiva dos
fungicidas. Para controle da doenca, dois principios ativos tém sido usados fluazinam (3-cloro-N-
[3-clor-2,6-dinitro-4-(trifluorometil)fenil]-5-(trifluorometil)-2-piridinamina) e flusulfamida (4-
cloro-N-(2-cloro-4-nitrofenil)-3-(trifluorometil)benzenosulfonamida) (Kwanghoon et al., 2007).

Entre os fumigantes, cloropicrina ou metam sédio tém sido usados no controle desta
doencga. Entretanto, estes produtos s@o de uso restrito, e sua toxicidade e custo limitam o seu uso
em muitas situacOes (Gorodicki e Hadar, 1990; Munnecke et al., 1982).

A pesquisa tem mostrado avangos no que concerne a busca por novos grupos de
agroquimicos, como por exemplo, 0 epoxydon, composto obtido a partir de suspenséao fungica de
Phoma glomerata de folhas de Viola sp., que tem controlado o patogeno de solo, P. brassicae,
por sua atividade antitumorogénica, fitotoxica e antimicrobiana (Arie et al., 1998).

Existem poucas variedades de brassicas resistentes ao patdgeno, pois de acordo com
Gustafsson et al., (1997) a maioria das fontes de resisténcia é raca-especifica, a qual ndo é
adequada a sistemas onde o patdgeno mostra uma larga variacao na viruléncia e um alto indice de

recombinacéo por reproducédo sexual, como € o caso do protozoario P. brassicae.
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Desde o inicio do século XIX, a calagem tem sido utilizada como medida de controle para
diminuir a fonte de indculo do patdgeno, e ainda garantir a incorporacdo de Ca ao solo, que é um
dos nutrientes mais exigidos no cultivo de hortalicas.

Os calcéarios agricolas podem ser classificados quanto ao teor de MgO, em trés tipos:
calciticos menos que 5% de MgO; magnesianos entre 5 a 12% de MgO, e dolomiticos: mais que
12% de MgO. Em estudo conduzido por Belec et al., (2004) as melhores estratégias de controle
encontradas foram a aplicacdo de céalcio cianamida no pré-plantio com 25 t/ha de calcario
calcitico, e calcio hidratado no plantio em combinacdo com 5 t/ha de calcério calcitico.

Trabalhos tém mostrado o uso da calagem para elevar o pH do solo como um fator
importante a ser considerado no controle da doenca. A germinacdo dos esporos de resisténcia e a
infeccdo radicular pelo patdgeno sdo desfavorecidas com pH acima de 6.6 (Murakami et al.,
2004; Wallenhammar, 1996). Strelkov et al., (2007) obtiveram uma correlacdo negativa
significativa entre o indice da doenca e o pH do solo. Entretanto, o efeito do pH no
desenvolvimento da hérnia das cruciferas so é satisfatério quando a densidade de esporos € baixa,
ou seja, abaixo de 10° esporos/g de solo (Narisawa et al., 2005).

Os efeitos do calcio aplicado ao solo sdo consideraveis, pois 0 mesmo atua em diversas
fases do ciclo do patégeno, como por exemplo, reduz o numero e a taxa de maturagdo dos
esporangios e, diminui a eficiéncia na reproducdo do plasmaédio primario no interior do pélo
radicular. Na rizosfera, este elemento pode influenciar a viabilidade e germinacao dos esporos de
resisténcia e a mobilidade dos zodsporos primarios (Dixon, 2006). Além disso, a presenca do
calcio no solo afeta positivamente a expressao dos fatores de resisténcia pelo hospedeiro (Dixon,

2006).
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Outras opg¢des de manejo testadas em uma pequena ou larga escala, com resultados
variados, incluem o uso de agentes de controle bioldgico, tais como: minhoca (Friberg et al.,
2008), fungos endofiticos de raiz Heteroconium chaetospira (Narisawa et al., 2005) ou Phoma

glomerata (Arie et al., 1998) e plantas iscas como folha de nabo (Murakami et al., 2000).

USO DE COMPOSTOS ORGANICOS NO CONTROLE DE FITOPATOGENOS

Segundo Kirk et al., (2004), o solo é um delicado complexo de diversidade bidtica e
abiodtica em equilibrio, que esta estreitamente relacionado a funcdes e caracteristicas essenciais
para a manutencdo da sua capacidade produtiva.

O manejo da matéria organica no agroecossistema € uma estratégia fundamental na
conservacdo da biodiversidade das populacdes edafobioticas, estabelecendo uma relacédo
sinérgica para 0 desenvolvimento saudavel do sistema solo, planta e ambiente.
Consequentemente, o uso de adubacdo verde, cobertura morta ou vegetal, adubaces organicas
via compostagem e/ou adubacdo liquida (Hoitink e Boehm, 1999) e, compostos bioativos
(Tomita, 2002) podem ser um dos instrumentos para recuperar a vitalidade da biodiversidade do
solo perdida com o modelo de producéo convencional.

Na agricultura convencional ndo ha a vantagem de manter a populacdo microbiana
residente no solo, e com isso, ndo ha preservacdo das habilidades naturais do solo em suprimir
doencgas e melhorar a produtividade das culturas (Garbeva et al., 2004; Mazzola, 2004; Welbaum
et al., 2004).

Entre as diferentes estratégias capazes de garantir uma adequada introducdo de matéria
organica no solo, a fertilizacdo organica poderia representar uma solucgéo efetiva, particularmente

pela aplicacdo de compostos de alta qualidade obtidos de residuos organicos de diferentes
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origens. Sendo assim, o0 uso de compostos organicos pode contribuir para minimizar o problema,
pois enriquecem o solo melhorando sua aeracgdo, viabilidade nutricional e atividade microbiana
antagbnica ao patogeno. Além disso, aumentos na producdo sdo atribuidos ao elevado conteudo
de matéria organica e melhoria nas propriedades fisicas do solo resultante da adicdo de
compostos organicos.

Os compostos organicos contribuem para a sanidade das raizes, pois melhora a estrutura
do solo e reduz o impacto negativo de patégenos do solo como, por exemplo, Rhizoctonia solani
em couve-flor (Kundu e Nandi, 1985), Fusarium oxysporum em feijdo (Mutitu et al., 1988),
Phytophthora cinnamomi em plantios de abacate (You et al., 1996), Sclerotium rolfsii em tomate
(Bulluck e Ristaino, 2002). Baixas incidéncias de podriddo corticosa da raiz causada por
Pyrenochaeta lycopersici R. Schneider & Gerlach foram encontradas em campos de producéo de
tomate sob producdo organica comparada aos campos sob producdo convencional (Drinkwater et
al., 1995).

Bactérias e fungos de solo desempenham papéis importantes em vérias fungdes e ciclos
biogeoquimico do ecossistema. Os microrganismos do solo atuam sobre a fertilidade, a
estruturacdo do solo (Dodd et al., 2000), e na sanidade e nutri¢cdo da planta (Smith e Goodman,
1999).

Estudos de agentes de controle bioldgico promissores vém sendo desenvolvidos em
laboratorios, contudo, dados obtidos em condig¢fes de campo sdo muito incipientes (Handelsman
e Stabb, 1996). A supressividade de doencas tem sido obtida em solos enriquecidos com certos
compostos organicos tanto em sistema de producédo de condic¢des controladas (Hadar et al., 1992;

Hoitink e Boehm, 1999), como em condic¢des de campo (Keener et al., 2000).
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Os estudos das interacOes dos agentes de controle biolégico com a comunidade
microbiologica do ambiente sdo muito complexos, assim como os efeitos da qualidade e
quantidade de compostos manejados no solo (Hoitink e Changa, 2004).

Os agentes de controle bioldgico, quando introduzidos ao ambiente, sdo afetados pela
comunidade edafobiotica ou mesmo pelo local de cultivo (Handelsman e Stabb 1996). Assim,
esses autores sugerem um manejo da comunidade microbiolégica em condi¢Bes de campo,
através do uso de residuos organicos para obter maior efetividade na supressividade dos
fitopatdgenos (English e Mitchell, 1988).

A mineralizacdo de compostos organicos, sob condi¢cdes especiais de temperatura,
umidade e aeracdo, promove efeitos benéficos nas caracteristicas fisico-quimicas do solo,
fundamentada pela manutencdo da biodiversidade e dos processos biocenéticos da edafobiota
(Hoitink e Bohem, 1999).

Os agentes de controle bioldgico podem se desenvolver sobre 0os compostos organicos
(Hoitink e Bohem, 1999) ou em solos supressivos (Weller et al., 2002), e seus efeitos podem
estar relacionados a qualidade e quantidade de matéria organica incorporada ao solo. Segundo
Lockwood (1988) e Handelsman e Stabb (1996) estes agentes de controle bioldgico utilizam-se
de alguns mecanismos de supressdao de fitopatdgenos, como: competicdo por nutrientes e por
exudatos como acgucares e aminoacidos; producdo de antibioticos efetivos no controle de
patogenos de plantas (Ligon et al., 2000); predacgéo; parasitismo; e outros que podem promover a
inducdo de resisténcia sistémica da planta (van Loon et al., 1998).

O uso de compostos organicos, alem de garantir a fertilidade e o controle de patdgenos do
solo, pode promover outras vantagens para 0s produtores, entre elas: o custo com a aquisicéo de

fertilizantes sintéticos pode ser reduzido se a producgdo dos compostos for local; a necessidade do
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uso de pesticidas para o controle de doencas pode ser reduzida, promovendo beneficios tanto
econdémicos como ambientais. Além disso, produtos produzidos organicamente apresentam

precos diferenciados no mercado.

GEL DE ELETROFORESE EM GRADIENTE DESNATURANTE

Os microrganismos compdem uma das maiores fontes de diversidade geneética disponivel
entre 0s seres vivos, no entanto, esta diversidade ainda encontra-se pouco descrita e explorada
(Prosser et al., 2007).

O isolamento de microrganismos de solo tem sido o Unico método para estudar a
diversidade e estrutura das populacdes microbianas. Entretanto, este método somente permite
avaliar os microrganismos cultivaveis, o qual representa uma pequena propor¢cdo de toda
comunidade microbiana do solo (Torsvik et al., 1990a e Torsvik et al., 1990b).

As modernas técnicas de andlises moleculares poderdo ser aplicadas no intuito de
determinar os mecanismos das inter-relagcdes ecoldgicas das comunidades microbioldgicas, assim
como suas fungBes, num ambiente em que 99% desta comunidade microbioldgica ndo é
cultivavel (Amann et al., 1995).

Para o estudo da diversidade da comunidade microbiana do solo, técnicas baseadas em
PCRs, gradientes de desnaturacdo (DGGE) e temperatura em gel de eletroforese (TGGE) podem
ser empregadas analizando DNAs extraidos diretamente do solo. Estas permitem a obtencéo de
indices numericos e medidas discretas.

O DGGE gera um perfil da comunidade microbiana depois da extragéo direta do DNA do
solo e amplificagdo por meio de PCR do DNA da comunidade de interesse, principalmente o

DNA ribossomal. Estas técnicas permitem o estudo de ambos 0s microrganismos cultivaveis ou
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ndo, promovendo uma rapida analise das mudancas ocorridas na estrutura da comunidade
microbiana em resposta a diversos fatores ambientais (Janvier et al., 2007).

Diferencas nos perfis de eletroforese entre amostras refletem diferencas na composicédo da
comunidade e na abundancia de individuos nas populacGes da comunidade. Embora, o perfil
eletroforético de uma amostra ambiental ndo reflita a composicdo taxondmica de uma
comunidade microbiana, a informacdo filogenética sobre um membro da comunidade em
particular pode ser obtida por isolamento e sequenciamento de fragmentos de DNA de interesse
(Kent e Triplet, 2002). Os dados sdo plotados sobre os pontos da analise espacial do patégeno,
onde se pode observar uma flutuacdo populacional espacial da diversidade bioldgica sobre a
patogénica.

As analises de DGGE sdo empregadas para a separacdo de fragmentos de fita dupla de
DNA que sédo idénticas em comprimento, mas diferentes em seqiiéncia. Na préatica, isto se refere
a separacdo de fragmentos de DNA produzidos via amplificacdo por PCR. A técnica explora
(entre outros fatores) a diferencga na instabilidade do pareamento G-C com 0 pareamento oposto
A-T. Uma mistura de fragmentos de DNA de sequéncias diferentes passa por eletroforese em gel
de poliacrilamida contendo um gradiente de aumento de desnaturante de DNA, constituido de
formamida e uréia.

Em geral, os fragmentos de DNA ricos em GC serdo mais estaveis e permanecerdo em fita
dupla ate alcancarem concentracfes mais elevadas de desnaturante. Os fragmentos de fita dupla
de DNA migram melhor em gel de poliacrilamida, enquanto, as moléculas de DNA desnaturadas
tornam-se eficazmente maiores e lentas ou param no gel. Desta maneira, os fragmentos de

sequéncias diferentes podem ser separados em gel de poliacrilamida.
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A utilidade da técnica de DGGE nas anélises das comunidades microbianas consiste na
hipdtese de que diferentes seqiiéncias migrardo para diferentes posicdes em géis de DGGE. O
DGGE separa as sequéncias de DNA baseado em seu comportamento de derretimento, e
simulacbes mostram que em 95% dos casos, uma unica sequéncia de base diferente sera
detectada por este método (Jackson et al., 2000). A técnica apresenta alta resolucdo na qual um
grande numero de amostras pode ser rapidamente comparado revelando a dinamica de

comunidades microbianas (Muyzer e Smalla 1998).
Analise Multivariada aplicada aos perfis de PCR-DGGE

Com a ampla utilizacdo da técnica de PCR-DGGE no estudo de comunidade de
microorganimos, a simples comparacdo visual entre os perfis das comunidades passou a nao
fornecer todas as informacdes que sdo possiveis de serem obtidas por meio da aplicacdo desta
técnica (Andreote, 2007).

Para estudos de diversidade genética, a técnica de analise multivariada (componentes
principais, variaveis canbnicas e métodos de aglomeracdo) é recente, e tem como principal
vantagem a avaliacdo conjunta de varios fatores envolvidos na determinagdo da composicdo das
comunidades bacterianas. Essa técnica tem sido empregada tanto para caracteristicas expressas
por variaveis quantitativas quanto qualitativas, as quais sdo comumente utilizadas em
caracterizagdes/avaliagbes em bancos de germoplasma.

Tunlid et al., (1989) e Boehm et al., (1993) utilizaram analise multivariada de acidos
graxos para demonstrar que varias populacdes bacterianas contribuiram para a supressao geral de
damping-off de pepino ocasionado por Rhizoctonia e Pythium. Populagdes microbianas

especificas também tém sido envolvidas na supressao de doencas. Por exemplo, populagdes de
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Pseudomonas que sdo mais abundantes em sistemas de monocultivos de trigo, que exibem

supressdo a uma variedade de doencas desta cultura (Weller et al., 2002).
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CAPITULO I

EFEITO DE COMPOSTOS ORGANICOS NO CONTROLE DA HERNIA DAS
CRUCIFERAS EM BROCOLIS

RESUMO

A matéria organica é considerada um dos principais componentes da qualidade do solo
por contribuir direta ou indiretamente em suas propriedades quimica, fisica e biologica. O
enriquecimento do solo com compostos organicos € uma pratica agricola comumente utilizada
para promover a qualidade do solo e a supressdo de doencas. O efeito de dois compostos
organicos na supressdo da hérnia das cruciferas, causada por Plasmodiophora brassicae, foi
avaliado em comparacdo a adubacdo sintética, em condicdes controladas e de campo. Os solos
testados foram infestados com o patdgeno e enriquecidos com Composto Bioativo Liquido —
CBL e Composto Bioativo Sélido — CBS. Em condic¢des controladas, os tratamentos CBL, CBL
+ CBS e CBS foram supressivos a hérnia das cruciferas, pois diminuiram o indice da doenca em
90%, 85% e 75%, respectivamente, quando comparado com o controle (NPK). Entretanto, o
controle da infec¢do obtido com CBL foi correlacionado com baixa producdo de massa aérea
fresca. Ja os tratamentos CBS e CBL + CBS promoveram valores de matéria fresca similares ao
fertilizante nitrogenado. Em condi¢bes de campo, sob alta concentracdo do indculo, o0s
tratamentos testados ndo foram eficientes na supressao da doenca, ndo diferindo estatisticamente
do controle. Baseado nestes resultados foi possivel concluir que em condic¢Bes controladas o
tratamento CBL + CBS suprime a hérnia das cruciferas promovendo aumento de peso da parte
area, podendo, entdo, servir como um componente no manejo integrado de pragas.

Palavras-chave adicionais: bokashi, supressividade a doenca, Plasmodiophora brassicae,

Brassica oleracea var. italica.
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EFFECT OF ORGANIC COMPOUNDS IN THE CONTROL OF CLUBROOT IN
BROCCOLI
ABSTRACT
Organic matter is considered as one of the major component of soil quality because it
contributes directly or indirectly to many physical, chemical and biological soil properties. Thus,
soil amendment with compounds is an agricultural practice commonly used to improve soil
quality and disease suppression. The effect of two organic compounds on suppression of
clubroot, caused by Plasmodiophora brassicae, was evaluated in comparison to chemical
fertilization, in field and greenhouse conditions. The soils were infested with pathogen and
enriched with Bioactive Solid Compost (CBS — bokashi) and Bioactive Liquid Compost (CBL).
In greenhouse, the treatments CBL, CBL + CBS and CBS reduced disease index in 90%, 85%
and 75%, respectively, when compared with the control (NPK). However, low level of infeccion
in soil amendmented with CBL was correlated with low prodution of fresh weight of aerial part.
CBS and CBL + CBS promoted high value of fresh weight of aerial part, similar to those
produced by nitrogen fertilizer. In field conditions, under high inoculum concentration, the
treatments were not effective in disease suppression, being statisticaly similar to the control.
Based on these results, conclude that under greenhouse conditions CBL + CBS treatment reduzed
the severity of the clubroot and increased the weight of the aerial part. Therefore, can serves as a
component in integrated management programs of pests.

Additional Keywords: bokashi, disease suppression, Plasmodiophora brassicae, Brassica

olelacea var. italica.
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INTRODUCAO

A hérnia das cruciferas, causada pelo parasita obrigatorio Plasmodiophora brassicae
Woronin, é a principal doenca da familia Brassicaceae. O patdgeno apresenta distribuicdo
mundial, reduzindo a produtividade e as vezes destruindo totalmente a cultura. As plantas
infectadas apresentam galhas nas raizes, que interferem na translocacdo de agua e nutrientes,
ocorrendo posteriormente amarelecimento das folhas, murcha claramente visivel no periodo mais
quente do dia, e enfezamento da planta (Voorrips, 1996).

O patégeno uma vez estabelecido no campo, é muito dificil ser erradicado, pois ele
produz esporos de resisténcia com capacidade de permanecer por longo tempo no solo,
facilitando assim sua manutencdo e disseminacdo na lavoura. Segundo Smith et al., (1988) o
controle da doenca é dificil por se tratar de um patdgeno de solo adaptado as condigdes regionais
de temperaturas amenas, solos Umidos e acidos. Adicionalmente, a resisténcia ndo é duravel, pois
de acordo com Gustafsson (1997) a maioria das fontes de resisténcia € raca-especifica a qual ndo
é adequada a sistemas onde o patégeno mostra uma larga variacdo na viruléncia e um alto indice
de recombinacdo por reproducdo sexual, como é o caso de P. brassicae.

Embora os fungicidas sejam comumente usados para 0 manejo deste patdgeno, a
necessidade de alta freqiiéncia de aplicagdes, associada ao alto custo, desenvolvimento de
populacOes resistentes do patdgeno, e riscos ao ambiente e salde humana tém estimulado a
pesquisa a buscar novas alternativas de controle para 0 manejo da doenca.

O controle bioldgico através do uso de fungos (Narisawa et al., 2005), actinomicetos (Lee

et al., 2008), endofiticos, e plantas ndo cruciferas (iscas) para reduzir a densidade de esporos de
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resisténcia (Murakami et. al., 2000a e 2001) tem sido estudado, mas o efeito do controle destes
métodos é dependente da densidade de esporos do patdégeno no solo.

Uma alternativa de controle agronomicamente interessante é a utilizacdo de compostos
organicos que contribuem para a sanidade do sistema radicular da planta, promovendo uma
melhor estrutura do solo e aumentando sua atividade microbiana, que tem uma importante funcao
na supressao da hérnia das cruciferas (Murakami et al., 2000b).

Os compostos organicos sdo produtos da decomposicao controlada da matéria organica,
resultando na estabilizacdo e sanitizacdo da mesma, e podem ser usados como condicionadores
do solo na agricultura (Termorshuizen et al., 2004). O uso frequiente desses compostos promove
melhora na sua aeracéo, viabilidade nutricional, drenagem, descompactacdo do solo, resultando
em maior qualidade e sustentabilidade da producdo, pois melhora as condicGes fisicas favoraveis
para o0 crescimento da planta, estimulando o desenvolvimento das raizes, e aumentando a
diversidade biol6gica do solo (Abawi e Widmer, 2000).

Além de todos estes beneficios, 0s compostos organicos aumentam a atividade microbiana
do solo contribuindo para a supresséo geral (van Bruggen & Semenov, 2000), que € definida por
Whipps, (2001) e Yin et al., (2003) como a redugdo da severidade ou incidéncia da doenca
devida em parte, pelas atividades da diversidade bioldgica, que direta ou indiretamente inibem a
infeccdo ou sobrevivéncia do patdgeno.

Os mecanismos biologicos para obtencdo da supressdo geral podem ser através da
competicdo microbiana por nutrientes, antibioses, producéo de enzimas liticas ou outras enzimas
extracelulares, parasitismo, predacdo, e inducdo de resisténcia no hospedeiro (Garbeva et al.,

2004).
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Efeitos positivos do uso de compostos organicos na reducdo da hérnia das cruciferas tém
sido relatados (Szczech et al., 1993; Tilston et al., 2002). Liu et al., (2007) reportaram uma
diminuicdo da incidéncia de Sclerotium rolfsii em tomate ap0s a aplicacdo de composto a base de
refugo de algoddo descarogado. O uso de cama de frango diminuiu a densidade populacional do
nematoide Meloidogyne incognita devido ao aumento da atividade microbiana no solo (Riegel e
Noe, 2000). A incorporacdo de compostos organicos ao solo suprimiu a murcha de fusario em
espinafre (Fusarium oxysporum f. sp. spinaciae) (Escuadra e Amemiya, 2008), o cancro
bacteriano do Tomateiro (Clavibacter michiganensis subsp.michiganensis) (Yogev et al., 2009),
e doencas radiculares do feijdo (Rotenberg et al., 2007).

O tamanho da particula, a codutividade elétrica, o pH, o conteddo de nitrogénio, o
conteddo de celulose e lignina, e os inibidores liberados pelos compostos organicos sao
propriedades fisico-quimicas dos compostos conhecidas por afetar a supressdo de doencas
(Hoitink e Fahy, 1986). Entretanto, os efeitos da incorporacdo de compostos organicos ao solo na
supressdo da doenca podem variar de acordo com o tipo de solo e 0s organismos nativos deste
solo, a maturacdo do composto e o tempo apos a sua incorporacdo (Grunwald et al., 2000; Pérez-
Piqueres et al., 2006).

Neste estudo, o efeito de dois compostos organicos sobre a hérnia das cruciferas em
brécolis (Brassica oleracea var. italica) foi avaliado em experimentos conduzidos em condicGes
controladas e campo. Os objetivos deste trabalho foram verificar a possibilidade do uso de
compostos organicos no manejo da hérnia das cruciferas e, relatar as propriedades fisico-

quimicas desses compostos relacionadas a severidade da doenca.
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MATERIAL E METODOS

Caracteristicas dos compostos

Foram avaliados os seguintes compostos organicos: composto bioativo solido (Bokashi) —
CBS e composto bioativo liquido — CBL. O CBS é um composto formado essencialmente por
“terra virgem” e a ela incorporados diferentes tipos de tortas e farelos vegetais. Este composto
passa pelos processos de fermentacdo, mineralizacdo e estabilizacdo bioldgica dos residuos
organicos em um periodo de 10 dias. Desse modo, o CBL é resultante do processo de
fermentacao anaerobica, que promove a biodigestdo dos residuos organicos. O método utilizado
para a compostagem, previamente descrito por Tomita (2002), segue 0s conceitos e praticas da
agricultura natural. A composicéo e quantidades das matérias-primas utilizadas para producédo do
CBL e do CBS estdo contidas na tabela 1.1.

TABELA 1.1 - Composicdo e quantidades das matérias primas utilizadas para producdo de
composto bioativo sélido e de composto bioativo liquido.

(CBS) (CBL)

Matéria prima: Quantidade (kg) Matéria-prima Quantidade (kg)
Terra virgem 1.000 Capim elefante triturado 200
Composto 250 Composto 10
Residuo de leguminosas 250 Farelo de mamona 10
Farelo de arroz 200 Farelo de trigo 10
Farinha de 0sso 100 Farinha de 0sso 20
Cinza 100 Cinza 10
Farelo de mamona 50 Rapadura 5
Rapadura 10 Farelo de arroz 20
Amido de milho 5 Amido de Milho 3
Fuba 5 Agua 800L
Agua 45%
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A tabela 1.2 mostra a variabilidade na composi¢cdo quimica dos compostos organicos
avaliados, principalmente para as concentragdes de matéria organica, nitrogénio, potassio, calcio
e magnésio que foram muito superiores no CBS. Evidenciou-se assim, a sua caracteristica como
fornecedor de nutrientes. Além disso, verificou-se um alto valor de pH no composto CBS,

enguanto que no CBL o pH foi levemente &cido (Tabela 1.2).

TABELA 1.2 - Caracteristicas quimico-organicas dos compostos utilizados.

Dados CBS CBL
Nitrogénio (%): 3,60 0,024
P,0s (Total) (%): 18,0 0,043
K0 soluvel (%): 4,20 0,020
Célcio (%): 8,00 0,024
Magnésio (%): 3,00 0,013
Enxofre (%): 1,20 0,010
Mat. Organica (%): 22,0 0,500
Umidade (%): 13,5 98,500
Mat. Mineral (%): 64,5 1,000
pH: 7,6 4,800

Determinacdo do nimero de esporos de resisténcia de P. brassicae do solo

A densidade de esporos de resisténcia dos solos foi determinada pela modificacdo do
método de Murakami et al. (2000a). Amostras de 1g de solo, selecionadas ao acaso de cada bloco
experimental, foram suspensas em 80 mL de agua deionizada e agitadas vigorosamente por 5

min. O pH da suspenséo foi ajustado para 10 com 1M NaOH e a solugéo foi agitada novamente
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por 5 min. Entdo, o pH da solugéo foi reajustado para 9 com 1M NaOH e a solucdo foi agitada
por 1 min, peneirada e centrifugada a 900 x g por 10 min a temperatura ambiente.

O residuo foi lavado com agua deionizada, centrifugado trés vezes e resuspendido em
agua deionizada ao volume final de 50 mL. Uma aliquota de 100 uL desta solucdo foi misturada
com um volume de 200 ug mL™ de azul de bromofenol. O nimero de esporos de resisténcia foi

quantificado em Camara de Neubauer, sob microscopio optico com lente objetiva de 100X.
Parametros quimicos e granulométricos do solo

O solo do tipo latossolo, naturalmente infestado com P. brassicae, utilizado para os
experimentos conduzidos em condicBes controladas, foi coletado em areas distintas de um grande
plantio comercial de brocolis, situada no Nucleo Rural de Brazlandia-DF. A profundidade da
coleta foi nos primeiros 20 cm, e as amostras foram acondicionadas em sacolas plasticas,
estocadas a 4°C, e submetidas a analise quimica e granulométrica (Tabela 1.4), antes da aplicacdo
dos compostos. Ao final dos experimentos foram coletadas amostras de cada uma das repeticdes
dos tratamentos (Tabela 1.4).

As anélises quimicas incluiram: capacidade de troca catiénica (CTC), saturacdo de bases
(V%), saturacdo de aluminio, pH do solo, matéria organica, macronutrientes (P, K, Ca e Mg) e

micronutrientes (Zn), e as analises granulométricas incluiram o percentual de areia, limo e argila.

Variaveis analisadas

Foram realizadas quatro avaliagdes semanais medindo-se a altura das plantas, 0 nimero
de folhas e o diametro das hastes (dados das Gltimas duas variaveis ndo mostrados). Aos 35 dias
apos a inoculacdo, as plantas foram cortadas ao nivel do solo e as raizes foram cuidadosamente

lavadas e, entdo, as hérnias destacadas. As raizes, hérnias e o material foliar foram pesados para a
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determinacdo do peso fresco e colocados em saco de papel, separadamente. Apos a perda da
umidade, foram levados para estufa a 65 °C, por 72 h, para a determinacdo do peso seco. A
incidéncia da doenca foi determinada por meio da observacgdo visual da presenca ou auséncia de

galhas nas raizes das plantas.

Experimento em casa de vegetagao

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo da Estacdo Biologica da
Universidade de Brasilia. O solo utilizado foi obtido de campo comercial infestado, cuja
concentracdo inicial do patégeno foi de 1 x 10* esporos de resisténcia/g de solo.

As mudas de brocolis (Brassica oleracea var. italica) foram produzidas em bandeja de
isopor de 120 células contendo terra esterilizada. Com aproximadamente 20 dias foi
transplantada, uma planta por vaso (unidade experimental) com capacidade para 2 kg de solo.

As dosagens dos compostos utilizados foram: 1) 200 g de CBS; 2) 200 mL de CBL; 3)
100 mL de CBL + 20 g de NPK; 4) 100 mL de CBL + 100 g de CBS e 5) 40 g de NPK 10-10-10
como controle, haja vista ser este o fertilizante convencionalmente utilizado.

Os compostos foram incorporados ao solo dois dias antes do transplantio, com exce¢do do
CBL que foi adicionado a base de cada planta, dois dias ap6s o transplantio. A umidade foi
mantida por regas diarias. A temperatura da casa de vegetacdo no periodo foi em média de 30 °C.

O delineamento adotado foi em blocos casualizados com cinco tratamentos constituidos
de 25 repeticdes (parcelas experimentais). Os sintomas da doenca foram avaliados com o auxilio
de uma escala de severidade descrita por Abbasi et al. (2006), classificada dentro das categorias 0

— 3 onde 0 = 0% (sem hérnia); 1 = até 25% (hérnias levemente inchadas); 2 = 26 a 50% (hérnias
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moderadamente inchadas), 3 = acima de 50% (hérnias severamente inchadas) das raizes cobertas
por hérnias. (Figura 1.1).
O numero de plantas na classe 1 foi multiplicado por 10, na classe 2 por 60, e na classe 3

por 100 e a soma, dividida pelo nimero total de plantas para obter o ID (indice da Doenca),

previamente reportado por Narisawa et al., (2005).

FIGURA 1.1 — Escala de severidade de Plasmodiophora brassicae em brécolis cultivados em
casa de vegetacdo (0 = sem hérnia; 1 = até 25% de hérnia; 2 = 26 a 50% de

hérnia; 3 = acima de 50% de hérnia).

Experimento no campo

Para avaliar o efeito dos compostos organicos em suprimir a hérnia das cruciferas em
condicBes de campo, um experimento foi conduzido em campo comercial de brécolis localizado
no Nucleo Rural de Brazlandia/DF (S: 15°40°51,97” e W: 48° 09’ 21,35™). O histérico do campo
comercial é de monocultura de cruciferas, altamente infestado com P. brassicae na concentracdo

inicial de 10 esporos/ g de solo.
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As dosagens dos compostos utilizados foram: 1) 400 g de CBS; 2) 400 mL de CBL; 3)
200 mL de CBL + 200 g de CBS; 4) 200 mL de CBL + 40 g de NPK e 5) 80 g de NPK
(controle). Neste experimento, considerou-se o tratamento com o NPK como testemunha, pois é o
que o produtor comumente adota. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado
com cinco tratamentos e 15 repeti¢fes de cada planta (unidades experimentais).

Os sintomas da doenca foram avaliados usando a escala de severidade adotada por Abbasi
et al., (2006) com modificacdes, classificada dentro das categorias 0 — 4 onde 0 = 0% (sem
hérnia); 1 = até 25% (hérnias levemente inchadas); 2 = 26 a 50% (hérnias moderadamente
inchadas); 3 = 50 a 75% (hérnias severamente inchadas) e 4 = 100% (hérnias severamente
inchadas nas raizes laterais e principal) das raizes cobertas por hérnias. (Figura 1.1). O namero de
plantas na classe 1 foi multiplicado por 10, na classe 2 por 30, na classe 3 por 60, na classe 4 por
100 e a soma, dividida pelo numero total de plantas para obter o ID, previamente reportado por
Narisawa et al., (2005).

Andlises estatisticas

As andlises de variancia (ANOVA) foram realizadas utilizando o programa Sisvar 5.0
(Ferreira, 2000). Os valores médios de peso seco da massa aérea e da hérnia, a taxa de
crescimento da planta e os indices da doenca obtidos foram comparados pelo teste de Scott-Knott

a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS

Parametros quimicos e granulométricos do solo

As caracteristicas quimicas e granulométricas do solo foram afetadas pela incorporacéo
dos compostos organicos. O pH foi ligeiramente mais alto em solos incorporados com compostos
organicos, diminuindo assim a disponibilidade de Al e H para as plantas, os quais foram
encontrados em maior concentracdo nos solos fertilizados quimicamente.

Os niveis de fosforo, zinco e CTC foram maiores em solos adubados com fertilizantes
sintéticos (Tabela 1.3). O valor de saturacdo de bases foi maior nos solos com CBS e CBL +
CBS. Com relacdo ao K, verificou-se uma significativa reducdo de sua concentracdo inicial no
solo com a incorporacdo do CBL. Os niveis de Ca e Mg foram mais altos em solos adubados
convencionalmente.

Vale ressaltar que ocorreu reducdo no teor de matéria organica no solo apos a
incorporacdo dos compostos organicos, devido as amostras de solo terem sido coletadas apds a
realizacdo dos experimentos, sendo entdo, a matéria organica introduzida e absorvida totalmente
pela planta, principalmente nos solos fertilizados com CBS, onde pode se constatar que as plantas
obtiveram altos valores de matéria fresca neste tratamento.

Quanto as caracteristicas granulométricas observadas na Tabela 1.3, evidencia-se que ndo
houve diferencas importantes entre os tratamentos estudados, pois todos aumentaram levemente o
percentual de areia e diminuiram o de argila, quando comparados a condi¢éo inicial do solo, onde

o valor percentual de argila e areia era proximo.
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TABELA 1.3 - Propriedades quimicas e fisicas do solo antes da incorporacdo dos compostos, e
ao final do experimento, em casa de vegetagéo.

Caracteristicas NPK
CBL+ CBS CBL+CBS CBL+NPK (controle)
Quimicas Solo solo + solo + solo + solo + solo
pH (CaCl,) 4,8 5,0 5,0 5,8 4,6 45
Al (cmol/dm?) 0,1 0,0 0,0 0,0 0,2 0,2
H+Al (cmol/dm?) 5,6 3,5 2,2 2,2 5,5 7,5
Ca (cmol/dm®) 3,0 5,0 6,2 6,2 45 9,3
Ca+Mg (cmol/dm?®) 3,7 5,4 7.9 7,7 4.6 9,5
K (g/dm°) 101 35 115 117 63 115
P (g/dm?®) 112 230 364 344 880 1420
Zn (mg/dm?) 15,9 24,7 28,2 22,0 58,0 75,0
CTC 9,56 9,90 10,39 10,20 10,26 17,29
Sat. Bases (%) 4142 61,07 79,83 79,43 46,39 56,62
Sat. Al (%) 2,46 - - - 4,03 2,00
Mat .Org. (%) 5,1 3,0 3,0 2,9 2,9 3,0
TEXTURA
Areia (%) 50 59 62 62 59 63
Limo (%) 10 9 8 8 9 8
Argila (%) 40 32 30 30 32 29
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Supressao da doenca em casa de vegetacdo

Houve diferenca significativa entre os tratamentos para a maioria das variaveis
examinadas (Tabela 1.4). O CBL, CBS e sua combinacdo CBL + CBS foram supressivos a
doenca, pois diminuiram o peso da hérnia fresca. Entretanto, o controle da infec¢do obtido com
CBL foi correlacionado com baixa producdo de massa aérea fresca, enquanto os tratamentos CBS
e CBL + CBS promoveram valores de matéria fresca similares ao fertilizante nitrogenado.

Os valores da relacdo hérnia seca versus matéria seca (HS/MS) foram significativamente
inferiores quando aplicados os compostos organicos em comparacdo ao controle, que teve
aproximadamente 50% do peso da planta tomado por hérnia (Tabela 1.4). O CBS e CBL + CBS

incrementaram maiores rendimentos de massa fresca nas raizes, 0,32 g e 0,36 g respectivamente.

TABELA 1.4 — Efeito dos tratamentos na massa aérea, raiz de brocolis e hérnia frescas de

Plasmodiophora brassicae, em casa de vegetagéo.

Tratamentos hérnia Massa aerea Raiz fresca  HS/IMS**  MS/MF***
fresca (g) fresca (g) (9) (%) (%)

CBL *0,09a 7,6a 0,15a 2,118 12,58a
CBL+CBS 0,25a 12,9b 0,36b 3,962 11,79
CBS 0,53a 13,0b 0,32b 8,00a 11,58a
CBL+NPK 2,04b 13,0b 0,12a 33,70b 11,20a
NPK 2,80b 12,6b 0,15a 44,15c 9,80a
CV(%) 18,24 15,81 6,90 6,83 12,09

* Valores referentes a media de 25 plantas. Valores seguidos da mesma letra ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% pelo teste de Scott-Knott.

** Relacdo percentual entre o peso da hérnia seca e 0 peso da matéria seca

*** Relacdo percentual entre o peso da matéria seca e 0 peso da matéria fresca
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O indice de doenca calculado foi relativamente baixo para todos os tratamentos em fungéo
da reduzida densidade de inéculo encontrada nas amostras de solo coletadas, 10* esporos de
resisténcia/g de solo (Figura 1.2). Embora, 0s compostos organicos nao tenham diferido
significativamente no grau de supressdo da doenca, o CBL, CBL + CBS e CBS produziram
valores de indices de doenca de 4, 6 e 10, diminuindo significativamente a severidade da hérnia
das cruciferas em 90%, 85% e 75% respectivamente, quando comparado com o controle.

O CBL controlou a doenca quando empregado isoladamente ou em combinacdo com
CBS, mas quando aplicado em combinacdo com NPK perdeu o seu efeito supressivo,

aumentando assim o indice da doenca para 30, ndo diferindo estatisticamente do controle, 40.

100 -
90 -
80 -
70 4
60 -
50 4 b
40 A
30 A
= a a i

CBL CBL+CBS CBS CBL+NPK NPK

indice da Doenca
O

FIGURA 1.2 - Efeito dos compostos organicos (CBS — Composto bioativo solido; CBL —
Composto bioativo liquido) no indice da hérnia das cruciferas em brocolis,
cultivados em casa de vegetacédo. Valores seguidos da mesma letra ndo diferem

significativamente ao nivel de 5%, pelo teste de Scott-Knott.
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As plantas crescidas em solos adubados organicamente apresentavam aspecto saudavel,
com poucas galhas, a maioria confinada nas raizes laterais, indicando que estes compostos
permitem que haja no solo menores quantidades de esporos viaveis. O sintoma de murcha foi
evidente nos tratamentos em que foram adicionados NPK, enquanto as plantas que foram
suplementadas com compostos organicos, principalmente com CBS, apresentaram melhor

desenvolvimento de parte aerea (Figura 1.3)

FIGURA 1.3 — Efeito de diferentes fertilizantes no desenvolvimento das plantas de brocolis e no

controle da hérnia das cruciferas.

O crescimento da parte aérea de mudas de brdcolis foi comparado entre 0s compostos
alternativos e quimicos. A Figura 1.4 mostra a altura das plantas durante quatro avalia¢fes. O
CBL e o controle promoveram crescimento similar das plantas até 28 dias ap6s o transplantio, e

apos o 35° dia, o CBL foi significativamente menor dentre os tratamentos. As adubagdes com
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CBS, CBL + CBS e CBL + NPK garantiram valores de altura significativamente maiores durante
todas as avaliacOes.
Foram também avaliados, semanalmente, o numero de folhas e o didmetro das hastes,

entretanto, estes dados ndoforam mostrados, por ndo ter havido diferencas significativas entre os

tratamentos estudados.

35 - b b
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FIGURA 1.4 — Crescimento das mudas de brdcolis em solos suplementados com compostos
organicos (CBS — Composto bioativo so6lido; CBL — Composto bioativo
liquido), em casa de vegetacdo. As letras indicam diferencas nos valores medios
de crescimento, em cada dias ap6s o plantio. Dentro de cada dia, letras iguais
indicam que ndo houve diferenca ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de

Scott-Knott.

Efeito dos compostos organicos na hérnia das cruciferas em condic¢des de campo
A concentracdo dos esporos de resisténcia encontrada foi de 10® esporos/ g de solo. Sob

esta condicdo, todas as plantas controle, juntamente com os tratamentos CBL + CBS e CBL +
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NPK em todos os blocos ficaram murchas, e apresentaram galhas extensas em tamanho e nimero,
tanto nas raizes laterais como na principal. O CBL e CBS apresentaram indices da doenca de 88,

mas ndo diferiram estatisticamente do controle (Figura 1.5).
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0 . . . . |
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Indice da doenca

FIGURA 1.5 — Efeito dos compostos organicos (CBS — Composto bioativo sélido e CBL —
Composto bioativo liquido) no indice da hérnia das cruciferas em brocolis, em
condicdes de campo. A mesma letra indica que ndo houve diferenca pelo teste de
Scott-Knott, a 0,05.

Em virtude da alta densidade de inéculo presente no solo, o peso da hérnia fresca foi
elevado para todos os tratamentos avaliados resultando no enfezamento das plantas. Assim, o
valor do peso fresco da parte aérea das plantas cultivadas no campo foi muito semelhante ao das
cultivadas em condigdes controladas (Tabela 1.4 e Tabela 1.5).

As plantas de brocolis suplementadas com CBS foram as que apresentaram maior valor de
massa aérea fresca, 17,97 g (Tabela 1.5), e o menor percentual da relacdo hérnia fresca versus

matéria fresca (HF/MF) da planta, 49,64%, muito embora, o peso fresco da hérnia ndo tenha
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diferido estatisticamente dos demais tratamentos e do controle. Observou-se que a producédo de
hérnia fresca foi muito elevada para todos os tratamentos avaliados, interferindo drasticamente na

producao de raiz.

TABELA 1.5 - Efeito dos tratamentos na massa aérea e raiz de brocolis e hérnia fresca de

Plasmodiophora brassicae, em condi¢fes de campo.

Tratamentos Massa aérea hérnia fresca Raiz fresca HF/MF**
fresca (g) (9) (9) (%)

CBL+NPK *9,97a 8,852 0,04a 88,87b
CBL 11,91a 9,29 0,14a 78,00b
NPK 12,55a 8,932 0,82a 71,15b
CBL+CBS 12,83a 8,632 0,83a 67,26b
CBS 17,97b 8,922 0,19a 49,642
CV(%) 10,99 26,21 32,01 16,35

* Valores referentes a média de 5 plantas adubadas com CBS — Composto bioativo sélido, CBL-
Composto bioativo liquido, NPK — controle. Valores seguidos da mesma letra ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% pelo teste de Scott-Knott.

** Relagdo percentual entre o peso da hérnia fresca e o peso da matéria fresca

DISCUSSAO

Este estudo demonstrou a supressdo da hérnia das cruciferas com o uso de compostos
organicos para o controle de patdgenos em condic¢des controladas, além dos efeitos benéficos dos
compostos organicos nas propriedades fisicas e quimicas do solo.

Os experimentos em casa de vegetacdo mostraram claramente que a hérnia das cruciferas
causada pelo protozoario P. brassicae foi reduzida pela incorporacdo ao solo dos compostos

orgénicos, CBL, CBS e a combinagdo CBL + CBS quando comparada a incorporagdo de
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fertilizante sintético ao solo. Este resultado corrobora os dados de outros estudos, 0s quais tém
mostrado que a adi¢do de matéria organica € a causa primaria da supressdo dos patdégenos de solo
(Liu et al., 2007, Niwa et al., 2007, Tilston, et al., 2005 e Tilston et al., 2002).

Esta supressdo dos patdgenos de solo apGs a incorporacdo de matéria organica €
provavelmente decorrente da atividade microbiana e da biomassa que sdo mais altas em campos
com adicao de compostos organicos do que em campos com adicao de fertilizantes convencionais
(Drinkwater et al., 1995; Hopkins e Shiel, 1996; Parham et al., 2002, Parham et al., 2003; Plaza
et al., 2004). Alem disso, os compostos organicos suprimem doencas de plantas através de
interacdes complexas entre fatores fisico-quimicos e/ou bioldgicos controlando tanto patdgenos
do filoplano (por meio de inducdo de resisténcia) como patdgenos de raiz (por meio de
competicdo, antibiose, parasitismo, e inducéo de resisténcia sistémica as plantas).

A acdo supressiva do CBS pode estar relacionada a suas propriedades quimicas (Tabela
1.2), dentre elas: 1) alta concentracdo de N, que segundo Lazarovits (2001), promove a morte de
fitopatdgenos de solo pela liberagdo de aménia pelos microrganismos do solo que degradam os
compostos organicos ricos em N; 2) alto valor do pH que afeta a germinacdo dos esporos de
resisténcia, a mobilidade dos zodsporos primarios, a reproducdo e a eficiéncia do plasmodio
primario nos pélos radiculares (Dixon, 2006); 3) altas concentracfes de célcio e magnésio que
também produz efeito positivo no controle da doenca (Tremblay et al, 2005). Este efeito € aditivo
ou limitado sob condi¢des de neutralidade do pH (Niwa et al., 2007). Além destes fatores, 0 CBS
atua como fertilizante organico, fornecendo nutrientes e elevando a resisténcia do hospedeiro a
infeccdo de patdgenos.

A reducdo da doenca pode estar relacionada ainda com os maiores niveis de Ca + Mg,

saturacdo de bases e pH nos solos suplementados com o CBS e CBL + CBS, contudo, os valores
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de cations e pH encontrados nos solos suplementados com estes compostos ainda sdo muito
inferiores aos considerados por Campbell et al., (1985) como ideais para um bom controle da
hérnia das cruciferas, (14 meg/ 100 g e acima de 7,2 respectivamente), sugerindo entdo, que estes
compostos possam também controlar a doencga por acdo de microrganismos antagonistas.

N&o houve correlacdo consistente entre as propriedades quimicas do CBL e a severidade
da hérnia das cruciferas. Excecdo pode ser verificada com o K, que apresentou sua concentracéo
no solo reduzida com a incorporagdo do CBL. Esta reducdo do K pode ter beneficiado de alguma
forma a supressdo da doenca pelo CBL, pois de acordo com Pryor (1940), houve uma reducéo de
60% do desenvolvimento da hérnia das cruciferas em cultivares susceptiveis, em meios de
crescimento deficientes em K.

A reducdo da doenca pelo CBL pode ser atribuida a mecanismos bioldgicos néo
claramente definidos, dentre os quais, 0 aumento da atividade da comunidade microbiana
residente no solo, ou a introducdo de uma nova comunidade ativa (Mazzola, 2004).

De acordo com Lazarovits (2001), o efeito supressivo e as reducdes de danos causados
por diversos patdgenos se ddo em razdo dos muitos tipos de agentes de biocontrole que se
desenvolve no interior do composto durante o processo de transformacdo da matéria organica,
entre eles: Pseudomonas, Penicillium, Trichoderma, Gliocladium, Bacillus e Streptomyces, todos
relatados como agentes de controle bioldgico.

Os parametros quimicos do solo foram avaliados antes do plantio e apds a colheita das
plantas para determinar se mudancas nas propriedades quimicas do solo podem ser relacionadas a
severidade da doenga. Embora, a infeccdo por P. brassicae seja influenciada pelo boro (Sen,
2005), este micronutriente nao foi avaliado no experimento. O pH do solo foi levemente mais alto

em solos manejados organicamente. Resultado semelhante foi obtido por Clark et al., (1998).
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O solo adubado com fertilizante sintético apresentou maiores valores de Ca, Mg, P e K
qguando comparado ao solo suplementado organicamente. Mader et al., (2002) reportaram baixos
valores de N, P, e K no sistema organico quando comparados ao convencional. Apesar dos altos
niveis de Ca e Mg encontrados em solos adubados com fertilizantes quimicos estes
macronutrinetes ndo reduziram a severidade da doenca, possivelmente por terem tido sua acao
inibida pela concentracdo de Al+H, que foi alta neste tratamento.

A alta concentracdo de P observada em solos adubados com NPK pode estar relacionada
com o baixo teor de matéria organica, pois esta diminui a fixacdo do P no solo e permite um
maior aproveitamento pela planta do P oriundo da adubacao fosfatada.

O fato do CBL diminuir o peso da hérnia fresca, e promover o menor valor de massa
aérea fresca pode ser explicado em funcdo da lenta liberacdo de nutrientes via mineralizacdo
desses materiais para as plantas. Os compostos organicos tiveram uma participacdo positiva no
desenvolvimento do sistema radicular, o que favorece o estabelecimento das plantas ao longo do
ano e aumenta o potencial de absorcdo de nutrientes e agua do solo, fator importante para
manutencdo do vigor da planta (Linderman, 1989).

Os compostos organicos sdo basicamente constituidos por material de planta que sdo
decompostos com certa dificuldade e com isso liberam o0s nutrientes para a solugdo do solo de
forma lenta, apresentando assim, menor potencial de salinidade aos microrganismos do solo. Isto
pode explicar o fato do CBL ter controlado a doenca quando empregado isoladamente, mas
quando aplicado juntamente com NPK ter perdido o seu efeito supressivo. Além disso, a
incorporacdo de 20g de fertilizante quimico formulado (10-10-10) junto com o composto
organico liquido provavelmente desencadeou uma desestabiliza¢do da interacdo planta-patogeno,

aumentando o namero de plantas doentes.
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Nos experimentos conduzidos em campo, observou-se que sob alta concentracdo de
esporos, 10° esporos/ g de solo, nenhum dos compostos organicos estudados teve efeito sobre a
severidade da doenca. Este resultado corrobora o encontrado por Murakami et al., (2009), no qual
o efeito supressivo dos materiais organicos diminuiu quando a densidade de indculo foi
aumentada para 10’ esporos/ g de solo.

Murakami et al.; (2000b) e Narisawa et al., (2005) obtiveram resultados semelhantes
entre si, em relacdo ao valor da concentracdo do patdgeno no solo. No primeiro, os solos foram
supressivos & hérnia das cruciferas quando a concentragéo de esporos de resisténcia foi de 10 até
10°, e nas concentracbes acima de 10° o solo perdeu a supressividade, ndo diferindo
estatisticamente do solo conducivo. No caso do segundo, o0 uso de Heterconium chaetospira
(Grove) M.B.Ellis como agente de biocontrole foi efetivo contra a hérnia das cruciferas a
densidade de até 10° esporos/ g de solo. Desta forma, uma fonte de indculo com concentragéo de
10® esporos/ g de solo é muito alta para que somente com 0 uso de cOmpostos organicos se

obtenha bons resultados.

CONCLUSOES
A combinacdo de dois compostos organicos, CBL+CBS, ao solo é uma estratégia viavel
para o controle da hérnia das cruciferas, em condicdes controladas.
Em campos com altas concentragdes de indculo de P. brassicae, a incorporacdo de

compostos organicos néo teve efeito na supressao da doenca.
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CAPITULO I

INFLUENCIA DE PLANTIOS CONSECUTIVOS DE BROCOLIS NA SEVERIDADE DA
HERNIA DAS CRUCIFERAS SOB SISTEMA CONVENCIONAL, INTEGRADO E
ORGANICO

RESUMO

Experimentos em casa de vegetacdo foram conduzidos para examinar os efeitos em plantios
consecutivos de fertilizantes organicos, sintético e suas combinac@es, na severidade da hérnia das
cruciferas e nas propriedades quimicas e biologicas dos solos sob sistema convencional,
integrado e organico de producdo. Tratamentos incluindo fertilizantes organicos (composto
bioativo liquido — CBL e composto bioativo solido — CBS) e fertilizante sintético foram aplicados
aos trés sistemas de producdo. O histérico de producdo afetou significativamente o indice da
doenca, que foi maior em solos sob o sistema convencional. Os solos sob sistema de producéo
organico e integrado responderam melhor aos efeitos supressivos dos compostos organicos. A
hérnia das cruciferas foi significativamente influenciada por baixas temperaturas do ar, pois em
plantios consecutivos, no periodo de julho a agosto, onde a temperatura média do ar foi de 15 °C,
0 peso da hérnia fresca foi menor. Mesmo em plantios sucessivos onde a fonte de indculo tende a
aumentar a cada novo plantio, os tratamentos CBL e CBL + CBS reduziram o peso da hérnia
fresca ao final de quatro plantios consecutivos, em relacdo ao controle, nos trés sistemas de
producdo. O contetdo de matéria organica foi significativamente maior nos solos sob producédo
organica, do que nos solos cultivados sob producdo convencional e integrada, ndao havendo
diferencas entre os tipos de fertilizantes incorporados. A fumigacdo dos solos com posterior

inoculagéo do patdgeno aumentou significativamente o indice de doenca.

Palavras-chave adicionais: Agricultura sustentavel, controle bioldgico, fatores quimicos e

bioldgicos do solo, Plasmodiophora brassicae, Brassica oleracea var. italica.
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INFLUENCE OF CONSECUTIVE PLANTING OF BROCCOLI IN THE SEVERITY OF
THE CLUBROOT UNDER SYSTEM CONVENTIONAL, INTEGRATED AND
ORGANIC

ABSTRACT

Experiments at grennhouse in the University of Brasilia — DF were conducted to evaluate the
effects of consecutives planting cultivation with organic and synthetic fertilizers, and his
combinations, in the severity of the clubroot and in the chemical and biological properties of soils
under conventional, integrated and organic system of production. Treatments including organic
fertilizers (Bioactive Solid Compost — CBS and Bioactive Liquid Compost - CBL) and synthetic
fertilizer were applied to three production systems. The historical of production area affected
significantly the index of the disease which was higher in soils under the conventional system.
The soils under alternative and integrated production systems reacted better to the suppressive
effects than organic compounds. The clubroot was significantly influenced by low air
temperatures in which the period July to August reduced the weight of fresh gall because the
mean air temperature was 15°C. Even in consecutive plantations where the source of inoculum
tends to increase with each new planting, treatments CBL and CBL + CBS reduced the fresh
weight of gall at the end of four consecutive crops compared to the control in three production
systems. The content of organic matter was significantly higher in the soils under organic
production, than in the soils cultivated under conventional and integrated production, having no
differences between the types of incorporated manure. The fumigation of soil with subsequent

inoculation of the pathogen significantly increased the index of disease.

Additional Keywords: Sustainable agriculture, biological control, soil chemical and biological

proprieties, Plasmodiophora brassicae, Brassica oleracea var. italica.
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INTRODUCAO

A contaminacdo do sistema agua-solo-planta com pesticidas e fertilizantes, além da
compactacdo do solo devido ao uso intensivo de maquinario e implementos e a falta de manejo
da diversidade bioldgica do solo, sdo uns dos problemas causados pelo manejo convencional das
culturas promovendo aumento da ocorréncia de doencas (Conner et al., 1996) e
consequentemente o aumento das perdas de producdo (Adee et al. 1994).

A implementacdo de sistemas produtivos integrados tem sido sugerido para minimizar
estes problemas. O sistema de producdo organica € definido, por Bettiol et al. (2002), como um
sistema sustentavel no tempo e no espaco devido ao manejo e protecdo das fontes naturais, sem o
uso de quimicos, proporcionando o aumento da fertilidade e da diversidade bioldgica do solo.
Cook et al. (1995), postulou que muitas espécies de plantas, cultivadas em solos manejados
organicamente, tém desenvolvido estratégias de defesa a fitopatdgenos de solo, que envolve um
estimulo seletivo capaz de manter uma comunidade de microorganismos antagonicos
rizosféricos, suprimindo a incidéncia e a severidade da doenca.

Alguns autores tém encontrado evidéncias de que doencas de raizes sdo geralmente menos
severas em solos manejados organicamente do que convencionalmente (Workneh, 1993; van
Bruggen, 1995). Em uma extensiva revisdo, sobre 40 caracteristicas do solo (bidticas e abidticas)
e suas correlacbes positivas, negativas e a ndo correlagdo com a supressividade dos solos, a
doencgas tem sido sumarizadas por Janvier et al., 2007. Em muitos casos, uma caracteristica do
solo pode estar correlacionada positiva ou negativamente com a supressividade, dependendo do

patogeno e do agroecossistema envolvido (Postma et al., 2008). O entendimento da influéncia do
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manejo agricola nas propriedades quimicas, fisicas e biologicas do solo é imperativo para o
estudo da supressdo de doencas.

O sistema agricola convencional se caracteriza pelo controle sistematico de pragas e
doencas mediante uso de agrotoxicos, o que implica em efeitos nocivos a biologia do solo, ao
equilibrio nutricional das plantas e ao controle bioldgico natural (Claro, 2001). A agricultura
organica tem como base principalmente a recuperacdo e conservacao do solo, métodos naturais
de controle de pragas e doengas, cultivo minimo, manejo de ervas daninhas, cobertura morta e
rotacdo de culturas (Paschoal, 1994).

Ja o sistema integrado de producdo tem sido desenvolvido com alternativas menos
rigorosas do que a producdo organica. Neste sistema, a rotacdo de cultura tem um maior periodo
de duracdo em relacdo a producdo convencional, o uso de pesticidas e fertilizantes é minimizado,
e 0 uso de compostos organicos e agentes de controle bioldgico é recomendado (Ariena e
Bruggen et al., 1995).

As préticas agricolas convencionais causam significativos disturbios e contaminagdo no
solo e concomitantemente perdas na biodiversidade (Abawi e Widmer, 2000; Bailey e Lazarivits,
2003; Krupinsky et al., 2002; Peters et al., 2003; Wood et al., 2000). Entretanto, préticas
agricolas sustentaveis que aumentem a diversidade e fertilidade do solo, incluem: rotacdo de
cultura, plantio direto e adicdo de compostos organicos (Knudsen, et al., 1999; Mader et al.,
2002). Em geral, estas praticas sdo mais frequentes em sistemas organicos que convencionais
(Bengtsson et al., 2005).

A adicdo de compostos organicos ao solo favorece o desenvolvimento da planta e
promove a qualidade do solo, bem como suprime doencgas causadas principalmente por patdgenos

de solo (Abawi e Widmer 2000; Bailey e Lazarovits 2003; Cotxarrera et al., 2002; Erhart et al.,

66



1999; Huber e Watson 1970). Os compostos organicos mantém e aumentam a produtividade e
fertilidade dos solos agricultaveis, permitindo o uso sustentavel da terra.

Dentre estes beneficios, a supressividade a patdgenos de solo € um dos mais importantes.
Estudos tém sido realizados com varios tipos de compostos suprimindo uma ampla gama de
patogenos de solo (Hunter et al., 2006; Reuveni et al., 2002; Schonfeld et al., 2003; Serra-
Wittling et al., 1996; Termorshuizen et al., 2004; Yogev et al., 2006).

Efeitos positivos do uso de compostos organicos na reducdo da hérnia das cruciferas tém
sido reportados (Szczech et al., 1993; Tilston et al., 2002). A incorporacdo de compostos
organicos ao solo suprimiu a murcha de fusarium em espinafre (Fusarium oxysporum f. sp.
spinaciae)(Escuadra e Amemiya, 2008), o cancro bacteriano do tomateiro (Clavibacter
michiganensis subsp.michiganensis (Yogev et al., 2009), e doencas radiculares do feijdo
(Rotenberg et al., 2007).

Os estudos foram realizados com a hérnia das cruciferas, causada pelo parasita obrigatério
Plasmodiophora brassicae Woronin, que é a principal doenca da familia Brassicaceae. Causa
grandes perdas na producdo, se ndo for devidamente controlada. O patdgeno produz galhas nas
raizes das plantas infectadas, que interferem na translocacdo de agua e nutrientes, ocorrendo
posterior amarelecimento das folhas, murcha claramente visivel no periodo mais quente do dia e
enfezamento da planta (\Voorrips, 1996).

O controle da doenga com o uso de brometo de metila foi proibido a partir do seculo XXI,
em funcdo de seus efeitos toxicos ocasionados a saude humana e ao meio ambiente. Desta forma,
0 emprego de outras medidas de controle integradas se faz necessario para que se tenha um
sistema de producdo que atenda aos consumidores mais exigentes, com o minimo de polui¢éo

ambiental, protegendo o solo da degradacao e recuperando sua qualidade e sustentabilidade.

67



O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos da adicdo de fertilizantes organicos em
plantios consecutivos de brocolis, sob sistemas com histérico de producdo convencional, organica

e integrada, visando ao controle da hérnia das cruciferas.

MATERIAL E METODOS

Extracé@o de esporos de resisténcia e inoculacédo de P. brassicae

Os esporos de resisténcia de P. brassicae foram obtidos de hérnias presentes nas raizes de
brécolis (Brassica oleracea var. italica) coletadas em campo de producdo comercial localizado
no Nucleo Rural de Brazlandia - DF.

As hérnias foram lavadas, destacadas e trituradas no liquidificador por 3 min, com 100 ml
de agua destilada e esterilizada. A suspensdo foi filtrada e centrifugada a 3.000 g por 10 min. O
sedimento foi ressuspendido em agua destilada, e centrifugado trés vezes. A suspensdo de
esporos de resisténcia foi diluida a 1 x 10 esporos/ ml e quantificada em Camara de Neubauer. A
inoculacdo foi feita adicionando 50 mL da suspensdo de esporos de resisténcia, trés dias apds o
transplantio, na base de cada planta cultivada de brocolis em solos sob sistema convencional,

integrado e organico de produgéo, em vasos.
Determinacgé@o do numero de esporos de resisténcia de P. brassicae do solo

Como o solo sob sistema de producdo integrada estava naturalmente infestado por P.
brassicae foi necessario quantificar a densidade de esporos de resisténcia do solo, a qual foi

determinada pela modificagdo do método de Murakami et al., (2000a).
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Amostras de 1 g de solo, randomicamente coletadas de cada bloco experimental, foram
suspensas em 80 mL de agua deionizada e agitadas vigorosamente por 5 min. O pH da suspenséo
foi ajustado para 10 com 1 M NaOH e a solucdo foi agitada novamente por 5 min. Entédo, o pH da
solucdo foi reajustado para 9 com 1 M NaOH e a solucdo foi agitada por 1 min, peneirada e
centrifugada a 900 x g por 10 min a temperatura ambiente.

O residuo foi lavado com agua deionizada e centrifugado trés vezes e suspendido em agua
deionizada em um volume final de 50 mL. Uma aliquota de 100 uL desta solugdo foi misturada
com um volume igual de 200 ug mL™ de azul de bromofenol. A concentracio de esporos de
resisténcia encontrada no solo foi de 10* esporos/ g de solo, a qual foi quantificada com o auxilio

da Camara de Neubauer, sob microscopio oOptico.

Caracteristicas dos solos
Os experimentos foram conduzidos em trés solos com histérico de produgdo organica,

convencional e integrada. O solo do sistema de producédo organica (SO) foi coletado de areas da
Associacdo Mokiti Okada — Brazlandia-DF, com dez anos de manejo sob sistema de agricultura
natural, rotacdo de cultura e uso de compostos organicos para garantir a produtividade e controle
das doengas. Neste solo foi depositada a suspenséo de 10" esporos de resisténcia/ g de solo, ja que
0 mesmo estava isento de P. brassicae.

O solo manejado convencionalmente (SC) foi adquirido da Estacdo Experimental de
Biologia da Universidade de Brasilia com no minimo 20 anos de uso de fertilizantes sintéticos,
pesticidas e fumigantes. Neste solo também foi depositada a suspensdo de 10’ esporos de
resisténcia/ g de solo.

O solo do sistema de producéo integrada (SI) foi coletado de um cultivo comercial de

brécolis, localizado no Nucleo Rural de Brazlandia no Distrito Federal, naturalmente infestado
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com P. brassicae, com no minimo cinco anos de monocultura, uso de pesticidas, e fertilizantes
sintéticos e organicos. A concentracdo de esporos de resisténcia no solo foi de 10* esporos/ g de
solo. As caracteristicas dos solos, os compostos organicos utilizados e o sistema de manejo

empregado estdo mostrados na Tabela 2.1.

TABELA 2.1 - Localizacao, sistema de producéo e praticas culturais adotadas nos locais em que

foram coletados os solos para 0s experimentos.

SISTEMAS DE PRODUCAO

Caracteristicas SO SC SI
Localizagdo Associacdo Mokiti Estacdo Experimental Nucleo Rural de
Okada (MOA) — de Biologia da Brazléandia — DF
Brazlanadia - DF Universidade de
Brasilia
Sistema de produgao Organico Convencional Integrado
Anos de cultivo 10 30 5
Rotacédo de cultura Sim Sim Monocultura
Pesticidas Né&o Sim Sim
Fumigantes Né&o Brometo de Metila Né&o

Compostos organicos  NPK, uréia e sulfato de Cama de frango, CBS
Adubacéo adubacdo verde, amonia e NPK

cobertura morta.

Correcéo do solo Sim Sim Sim
Infestagdo do solo Artificialmente Artificialmente Naturalmente
com o P. brassicae infestado: 10’ infestado: 10’ infestado: 10
esporos/g de solo esporos/g de solo esporos/g de solo

SO - Solo sob Sistema Organico; SC — Solo sob Sistema Convencional e SI — Solo sob Sistema
Integrado.
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Parametros bioldgicos do solo

O envolvimento da biota do solo na supressdao da doenga foi investigado usando solos
fumigados com brometo de metila. Metade das amostras dos solos sob Sl e SO foram colocados
separadamente em sacos de plastico com capacidade de 50 L, e fumigados com 2 mL de brometo
de metila para cada saco, fechado hermeticamente. Apés um periodo de 10 dias, foi realizada
uma segunda fumigacdo, novamente com 2 mL do gas, para se obter esterilizacdo mais efetiva
dos compostos organicos. Os sacos foram abertos somente no momento da montagem do

experimento. Ap6s a fumigacéo dos solos foi adicionada a suspensdo de 1 x 10’ esporos/ ml.
Parametros quimicos e granulométricos dos solos

A coleta dos solos de cada tratamento nos trés sistemas de producdo foi realizada a 20 cm
de profundidade, e as amostras armazenadas em sacolas plasticas, estocadas a 4 °C, e submetidas
a analise quimica e granulométrica (Tabela 2.2), antes da aplicacdo dos compostos e ao final do
experimento, ou seja, apos a colheita das plantas.

As analises quimicas incluiram: capacidade de troca catiénica (CTC), saturacdo de bases
(V%), saturacdo de aluminio, pH do solo, matéria organica, macronutrientes (P, K, Ca e Mg) e

micronutrientes (Zn), e as analises granulométricas incluiram o percentual de areia, limo e argila.
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TABELA 2.2 - Caracteristicas quimico-organicas dos solos utilizados nos experimentos.

Sistemas de producéo

Caracteristicas Quimicas SO SC Si
pH (CacCly) 54 4,6 4,8
Al (cmol/dm®) 0,0 0,1 0,1
H+AIl (cmol/dm®) 3,1 5,8 5,6
Ca (cmol/dm®) 41 4,2 3,0
Ca+Mg (cmol/dm?) 6,1 48 3,7
K (g/dm®) 115 89 101
P (g/dm?) 31,7 255 112
Zn (mg/dm?®) 2,3 17 15,9
CTC 9,49 10,83 9,56
Sat. Bases (%) 67,33 46,45 41,42
Sat. Al (%) 0,0 1,95 2,46
Mat .Org. (g/dm®) 51 31 51
Areia (%) 45 49 50
Limo (%) 11 10 10
Argila (%) 44 41 40

SO — Solo sob Sistema Organico; SC — Solo sob Sistema Convencional e SI — Solo sob Sistema
Integrado.

Desenho experimental

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetagdo da Estacdo Biologica da

Universidade de Brasiilia - DF, em trés solos com historico de producéo organica, convencional e
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integrada, no periodo entre janeiro a dezembro de 2007, em quatro plantios consecutivos, com a
seguinte disposi¢cdo: O primeiro experimento foi realizado no periodo de janeiro a fevereiro, o
segundo entre abril e maio, o terceiro entre julho a agosto e o quarto nos meses de outubro a
novembro.

Durante o periodo dos experimentos a temperatura média do ar variou entre 15 a 27,5 °C.
As coletas dos solos foram efetuadas durante o més de dezembro de 2006, sendo que de cada
local foram removidas, aleatoriamente, 36 sub-amostras de 10 kg de solo a uma profundidade de
0-20 cm, totalizando 360 kg de solo/ area. Todas as sub-amostras foram misturadas e colocadas
em vasos de 2 kg de capacidade.

As mudas de brocolis (B. oleracea var. italica) foram produzidas em bandeja de isopor de
120 células contendo substrato inerte. Com aproximadamente 20 dias foi transplantada, uma
planta por vaso com capacidade para 2 kg de solo (unidade experimental).

Os tratamentos consistiram de: 1) 200 g de composto bioativo sélido — CBS; 2) 200 mL de
composto bioativo liquido — CBL; 3) 100 mL de CBL + 20 g de NPK; 4) 100 mL de CBL + 100 g
de CBS e 5) 40 g de NPK 10-10-10 (controle), haja vista ser este o fertilizante convencionalmente
utilizado. Os tratamentos foram aplicados nos solos procedentes dos trés sistemas de producdo a
cada plantio consecutivo.

Os compostos foram incorporados ao solo, dois dias antes do transplantio, com excecdo do
CBL que foi adicionado na base de cada planta, dois dias apos o transplantio. A composicao e as
analises quimicas e granulométricas dos compostos organicos utilizados estdo presentes
respectivamente, nas tabelas 1.1 e 1.2, do capitulo I.

O delineamento experimental estabelecido foi o fatorial 5 x 5, em blocos casualizados

com 5 repeti¢cdes contendo 5 vasos com uma planta cada (unidades experimentais). Os cinco
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tratamentos foram representados pelas amostras de solos dos trés diferentes sistemas de producéo
(SC, SO e SI) e mais amostras de solo organico e integrado com aplicacdo de brometo de metila
(SOBr e SIBr), e cinco subtratamentos representados pela incorporacdo ou ndo de compostos
organicos (CBL, CBS, CBL + CBS, CBL + NPK e NPK). Este experimento foi repetido mais
uma vez para confirmar os resultados e as tendéncias.

Os sintomas da doenca foram avaliados usando a escala de severidade adotada por Abbasi
et al., (2006) com modificacdes, classificada dentro das categorias 0 — 4 onde 0 = 0% (sem
hérnia); 1 = até 25% (hérnias levemente inchadas); 2 = 26 a 50% (hérnias moderadamente
inchadas); 3 = 50 a 75% (hérnias severamente inchadas) e 4 = 100% (hérnias severamente
inchadas nas raizes laterais e principal) das raizes cobertas por hérnias. (Figura 1.1, capitulo I). O
numero de plantas na classe 1 foi multiplicado por 10, na classe 2 por 30, na classe 3 por 60, na
classe 4 por 100 e a soma foi dividida pelo nimero total de plantas para obter o ID, previamente

reportado por Narisawa et al., (2005).
Variaveis analisadas

Aos 45 dias apds a inoculacdo, as plantas foram cortadas ao nivel do solo e as raizes
foram cuidadosamente lavadas e depois as hérnias destacadas. As raizes, hérnias e o material
foliar foram pesados para a determinacdo do peso fresco e colocados em saco de papel,
separadamente, para perder a umidade, depois levados para estufa a 65 °C, por 72 h para a
determinacdo do peso seco. A incidéncia da doenca foi determinada por meio da observacéo

visual quanto a presenca ou auséncia de galhas nas raizes das plantas.
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Anélises estatisticas
As andlises de variancia (ANOVA) foram realizadas utilizando o programa Sisvar 5.0
(Ferreira, 2000). Os valores médios de peso seco da massa aérea e da hérnia, e os indices da

doenca foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

RESULTADOS

Supressividade da doenca

Observou-se que o indice da doenca foi maior em solos cultivados sob sistema de
producdo convencional (53,2), diferindo estatisticamente do solo sob sistema organico (28,8) e
integrado (18) que reduziram em 45,87% e 66,16%, respectivamente, o indice da doenca quando
comparado ao convencional (Figura 2.1).

A concentracdo de esporos de resisténcia encontrada nos solos sob sistema integrado foi
10* esporos/ g de solo e a inoculada nos solos organicos e convencioanl 10 esporos/ g de solo.
Desta forma, ressalta-se que mesmo o solo orgénico possuindo uma concentracdo de esporos
10.000 vezes maior que o solo sob sistema de producdo integrada, ndo houve diferenca estatistica

do indice da doenga entre estes dois sistemas (Figura 2.1).
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FIGURA 2.1 - Efeito dos sistemas de producdo (SI — Sistema integrado; SO — Sistema organico;
SC - Sistema convencional) no indice da hérnia das cruciferas em brécolis
cultivados em casa de vegetacdo. Mesma letra significa que os indices ndo

diferem ao nivel de 5%, pelo teste de Scott-Knott.

Embora os compostos organicos ndo tenham diferido significativamente entre si na
supressividade contra a hérnia das cruciferas, os solos incorporados com fertilizantes sintéticos
desenvolveram mais doenca, enquanto a severidade foi menor ou suprimida nos solos
suplementados com compostos organicos, nos trés diferentes tipos de manejos estudados (Figura
2.2).

Os solos sob sistema de producdo orgéanico (Figura 2.2A) e integrado (Figura 2.2C)
responderam melhor aos efeitos supressivos dos compostos organicos incorporados, 0s quais
reduziram os indices de doenca para valores abaixo de 10. Enquanto, no solo manejado
convencionalmente, os compostos organicos produziram indices que variaram entre 30 e 40

(Figura 2.2B).
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No solo convencional, o indice da doenca para 0s compostos organicos CBL, CBS e CBL
+ CBS foi de 28, 30 e 40 reduzindo a severidade da hérnia das cruciferas em 63%, 60% e 47%
respectivamente, quando comparado ao NPK (76). Quando 0s mesmos compostos organicos,
CBL, CBL + CBS e CBS foram incorporados em solos sob producdo integrada, os indices de
doenca foram 4, 6 e 10 e na producdo organica foram 10, 8 e 8, respectivamente, evidenciando
uma reducdo na severidade da doenca de 90%, 75% e 85%, respectivamente, para producao
integrada, e 83%, 87% e 87%, respectivamente, para a producdo organica, quando comparada ao
NPK.

Até mesmo os fertilizantes quimicos produziram menores valores de indice de doenca em
solos organicos quando comparados ao manejo convencional. O controle e o CBL + NPK
incorporados ao solo organico produziram indices de 60 e 58, respectivamente, e quando a
mesma dosagem destes tratamentos foi incorporada ao solo convencional, produziram indices de
76 e 92, respectivamente, aumentando o indice da doenca em 26,67% para o controle 58,62%
para 0 CBL + NPK (Figura 2.2), em funcdo do sistema de cultivo adotado. Os resultados
mostram que o solo originario de sistema de producdo organico apresentou tendéncia a conter a

evolugdo da hérnia das cruciferas em brocolis, em todos os tratamentos.
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FIGURA 2.2 - Efeito dos compostos organicos no indice da hérnia das cruciferas incorporados

ao solo sob diferentes tipos de manejo (A — Sistema organico; B — Sistema
convencional; C — Sistema integrado), em brécolis cultivados em casa dde
vegetacdo. CBL — Composto Bioativo Liquido e CBS — Composto Bioativo
Liquido. Valores das médias seguidos da mesma letra em cada sistema de
producdo nédo diferem significativamente ao nivel de 5%, pelo teste de Scott-

Knott .
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Propriedades bidticas do solo na supressividade da doenca

Foi investigado o envolvimento da biota do solo na supresséo da hérnia das cruciferas nos
solos organico, convencional e integrado. A infeccdo das raizes ocorreu em todos os solos
brometados ou ndo brometados (controle), entretanto o indice da doenca foi significativamente
maior nos solos fumigados com brometo do que no controle (Figura 2.3).

Os solos sob Sl e SO produziram baixo indice da doenca, 18 e 28,8, respectivamente, mas
apos a fumigacdo e posterior infestacdo do patdgeno no solo este indice aumentou para 80 e 64,
respectivamente. Portanto, hd uma grande expectativa de que a reducéo do indice da doenca em
brécolis por meio de compostos organicos seja devida a existéncia do fator biético atuando na
matéria organica para o controle da hérnia das cruciferas. Ndo houve controle para o solo sob
sistema de producdo convencional, pois antes de cada inicio de plantio é rotina a aplicacdo do
brometo para a fumigacéo do solo.

Este resultado valida o obtido na figura 2.2 onde em fun¢édo da baixa densidade de esporos
encontrada no solo integrado este produziu indice de doenca menor que o solo organico. Pois
guando os mesmos solos sdo comparados na mesma densidade de inéculo, 10 esporos/ g de solo,

o0 solo integrado elevou significativamente o indice da doenca em relacdo ao organico.
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FIGURA 2.3 - Efeito da fumigacdo do solo no indice da hérnia das cruciferas. O solo controle
ndo foi fumigado. Valores das médias seguidos da mesma letra, na mesma
coluna, ndo diferem significativamente ao nivel de 5%, pelo teste de Scott-
Knott.

Plantios consecutivos na severidade da doenca sob diferentes sistemas de producao

A figura 2.4 mostra o peso da hérnia fresca ao longo de quatro plantios consecutivos de
brdcolis, realizados em condi¢des controladas de janeiro a outubro de 2007. Foi evidenciado que
no terceiro plantio realizado em julho houve menor producdo de hérnia fresca para todos os
adubos e sistemas de producdo avaliados em funcéo da reducéo da temperatura do ar que atingiu
a média de 15 °C, neste periodo.

Nos trés sistemas de producdo analisados, os tratamentos com 0S compostos organicos,
CBL, CBS e CBL + CBS, tenderam a produzir menores valores de peso de hérnia fresca em

comparacédo ao controle, desde o 1° plantio até o final de quatro plantios sucessivos, com excecao
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do 3° plantio realizado no periodo de julho, onde o controle foi drasticamente afetado pela
reducdo da temperatura, ndo produzindo hérnia fresca em nenhum dos trés sistemas de manejos
(Figura 2.4).

No solo organico os tratamentos, CBL, CBS e CBL + CBS mantiveram reduzido o peso
da hérnia fresca ao longo dos plantios sucessivos, contudo o CBS tendeu a aumentar 0 peso desta
variavel ao final do quarto plantio. O CBL + NPK aumentou abruptamente o peso da hérnia
fresca no segundo plantio, reduzindo o peso desta variavel nos plantios posteriores.

O controle manteve constante o peso da hérnia fresca, e sempre superior ao dos
compostos organicos, ao longo dos plantios consecutivos, ndo sendo possivel observar o efeito
acumulativo deste tratamento na severidade da doenca em solos sob sistema de producdo
organica (Fig.2.4A).

Nos solos sob manejo convencional, o CBL produziu 1,1; 0,19 e 0,65g de hérnia fresca no
2°, 3° e 4° plantios sucessivos, reduzindo em 33%, 88% e 61% o0 peso desta variavel,
respectivamente, em relacdo ao 1° plantio (Figura 2.4B). O tratamento CBL + NPK tendeu a
reduzir o peso da hérnia fresca a cada plantio realizado. O CBL + CBS reduziu o peso da hérnia
fresca ao longo dos plantios sucessivos, entretanto, aumentou o peso desta variavel apds o quarto
plantio, enquanto, o CBS tendeu a manter constante o peso da hérnia fresca em plantios
sucessivos (Figura 2.4B).

Nos solos sob manejo integrado de producdo foi mais evidente a manutencdo do controle
da hérnia das cruciferas pelos compostos organicos, embora, ndo tenha sido verificado um efeito
acumulativo, isto porque, os valores de peso de hérnia fresca alcancados na primeira aplicacéo ja

foram reduzidos. O controle produziu maiores valores de peso de hérnia fresca os quais foram
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crescentes a cada plantio sucessivo 2,8; 3,6 e 5,39, respectivamente, com excecao do 3° plantio.
(Figura 2.4C).

No 1°, 2° e 4° plantios consecutivos 0 CBL + CBS reduziu o peso da hérnia fresca nos
solos organicos em 69%, 33% e 41% respectivamente, nos solos convencionais em 48%, 97% e
29% respectivamente, e nos solos sob sistema de producdo integrada em 91%, 91% e 89%
respectivamente, quando comparados ao controle.

Todos os tratamentos com compostos organicos e NPK também foram adicionados nos
solos organicos e integrados apds a fumigacdo com brometo de metila, em plantios consecutivos,

e 0 peso da hérnia fresca foi muito superior (dados ndo mostrados).
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FIGURA 2.4 — Efeito dos compostos organicos no peso da hérnia fresca incorporados em
plantios consecutivos de brdcolis sob diferentes tipos de manejo (A — Sistema
organico; B — Sistema convencional; C — Sistema integrado), em condigdes
controladas. Valores das médias seguidos da mesma letra, dentro de cada més,

ndo diferem significativamente ao nivel de 5%, pelo teste de Scott-Knott.

A figura 2.5 mostra o peso da matéria fresca ao longo dos plantios sucessivos nos trés
sistemas de producéo estudados. Foi demonstrado que houve maior producdo de matéria fresca
no sistema de producdo integrado, possivelmente em funcdo da reduzida densidade de inéculo
presente neste solo, quando comparado aos demais sistemas (Figura 2.5C).

Embora, o CBL tenha mantido reduzido o peso da hérnia fresca nos trés sistemas de

producdo estudados, este tratamento ndo aumentou o peso da matéria fresca, mesmo aplicado
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sucessivamente. Ja o CBS aumentou ou manteve elevado o peso da matéria fresca ao longo de
plantios sucessivos, na maioria das vezes, ndo mostrando diferencas significativas em relacdo ao
controle.

A combinacdo CBL + CBS mostrou ser uma estratégia viavel no controle da doenca em
plantios sucessivos, reduzindo ou mantendo reduzido o peso da hérnia fresca e proporcionando

elevados valores de matéria fresca ao longo de quatro plantios consecutivos (Figura 2.5).
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FIGURA 2.5 — Efeito dos compostos organicos no peso da matéria fresca incorporados em
plantios consecutivos de brocolis sob diferentes tipos de manejo (A — Sistema
organico; B — Sistema convencional; C — Sistema integrado), em casa de
vegetacdo. Valores das médias seguidos da mesma letra, dentro de cada més,
ndo diferem significativamente ao nivel de 5%, pelo teste de Scott-Knott.
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Propriedades quimicas dos solos

Na tabela 2.2 estdo apresentadas as caracteristicas quimicas das amostras de solos
coletadas de campos de producdo organica, integrada e convencional, antes da aplicacdo dos
compostos organicos. As diferencas apresentadas entre os sistemas de manejo refletiram em
maior concentracdo de P nos solos convencionais mostrando as diferencas de quantidades de
adubos minerais historicamente aplicados neste tipo de manejo.

A saturacdo de bases foi maior em solos organicos. Apesar das diferencas apresentadas
entre os sistemas de manejo, os solos foram em geral &cidos, com o solo organico mais préximo
da neutralidade. Com relacdo a analise granulométrica, os solos apresentaram valores similares
quanto ao percentual de areia, limo e argila.

As caracteristicas quimicas, organicas e granulométricas dos solos sob diferentes sistemas
de producéo, apds a incorporacdo de compostos organicos e colheita das plantas estdo presentes
na tabela 2.3. Alguns fatores quimicos foram afetados pelo tipo de manejo e fertilizantes
utilizados.

Antes da aplicacdo dos tratamentos, o solo sob sistema de produgdo convencional, que
mostrou efeitos negativos na supressdo da doenca, apresentou baixo conteldo de matéria
organica quando comparado aos solos sob cultivo organico e integrado (Tabela 2.2). Ao final dos
plantios consecutivos, o conteddo de matéria organica foi significativamente maior nos solos sob
producdo orgéanica, do que nos solos cultivados sob producdo convencional e integrada,
independente do tipo de fertilizantes incorporados (Tabela 2.3).

O pH néo foi influenciado pelo tipo de sistema de producdo e sim pelo tipo de fertilizante

incorporado, pois os solos tratados com compostos organicos apresentaram maiores valores de
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pH quando comparados com o0s sintéticos, nos trés sistemas de producdo estudados. A
concentracdo de Ca + Mg foi maior nos solos tratados com NPK seguido pelo CBS e menor nos
solos tratados com CBL para os trés tipos de manejo.

Os valores de fosforo e zinco foram fortemente influenciados pelo tipo de fertilizante
incorporado ao solo, sendo maiores no NPK e CBL + NPK, e menores no tratamento com o CBL,
ndo havendo interferéncia do tipo de sistema de producao adotado. O aluminio sé foi encontrado
em solos com a incorporacdo de NPK. Os valores de CTC foram maiores com a incorporacao de
NPK para os trés sistemas de producdo estudados. O potéssio teve sua concentracdo aumentada
com a incorporacao do CBS, e diminuida com o CBL.

De acordo com as analises granulométricas do solo, observa-se que apds a aplicacdo dos
tratamentos, os solos dos trés sistemas de producdo estudados tenderam a tornarem-se arenosos
sendo que os de producdo organica apresentaram um percentual levemente maior de areia do que
o0 solo convencional, provavelmente pela melhora da estrutura do solo proporcionada pela matéria

organica incorporada..

TABELA 2.3 - Propriedades quimicas e fisicas dos solos ap6s quatro aplicacGes consecutivas de

fertilizantes mineral e organicos.
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Caracteristicas

SOLO ORGANICO

SOLO CONVENCIONAL

SOLO INTEGRADO

Quimicas CBL CBS CBL CBL NPK CBL CBS CBL CBL NPK CBL CBS CBL+ CBL NPK
+ + + + CBS +
CBS NPK CBS NPK NPK
pH (CaCl,) 5,2 57 57 4.6 4,8 5,2 5,8 5,8 4.4 4.6 5,0 5,8 5,8 4.6 45
Al (cmol/dm?) 0,0 0,0 0,0 0,2 0,1 0,0 0,0 0,0 0,3 0,2 0,0 0,0 0,0 0,2 0,2
H+AI (cmol/dm?) 3,0 2,3 2,7 6,1 45 31 2,2 2,0 6,0 6,4 35 2,2 2,2 55 7,5
Ca (cmol/dm®) 4,7 6,4 6,4 5,3 7.1 37 6,3 5,3 33 11,7 5,0 6,2 6,2 45 9,3
Ca+Mg (cmol/dm®) 5,8 8,2 8,0 5,6 7,4 4,2 8,2 6,5 3,4 11,9 54 7,9 7,7 4,6 9,5
K (mg/dm?) 59 142 132 105 155 43 134 115 87 155 35 115 117 63 115
P (mg/dm?) 70 500 364 1000 1720 110 364 385 1030 1540 230 364 344 880 1420
Zn (mg/dm?) 8,5 125 115 393 91,0 9,9 11,8 17,8 413 126,0 247 282 22,0 58,0 75,0
CTC 895 10,86 11,04 11,97 12,30 741 10,74 8,79 9,62 18,70 899 10,39 10,20 10,26 17,29
V (%) 66,48 78,82 7554 4904 6341 5816 79,52 77,25 37,63 65,78 61,07 78,83 7843 46,39 56,62
Sat. Al (%) 0,00 000 0,00 3,29 1,27 0,00 000 000 7,65 4,03 0,00 0,00 0,00 4,03 2,00
Mat .Org. (%) 6,1 6,5 6,3 7.3 6,5 35 35 4.6 2,4 2,2 3,0 3,0 2,9 2,9 3,0
TEXTURA
Areia (%) 59 63 63 64 63 42 59 62 45 57 59 62 62 59 63
Limo (%) 9 8 8 8 8 11 9 8 11 9 9 8 8 9 8
Argila (%) 32 29 29 28 29 47 32 30 44 34 32 30 30 32 29
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DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho mostraram que o sistema de producdo adotado
influenciou o indice da hérnia das cruciferas. De fato, o solo sob manejo organico, reduziu
significativamente o indice da doenca quando comparado com o solo manejado de forma
convencional, pois os solos enriquecidos tradicionalmente com matéria organica possivelmente ja
teriam uma maior diversidade microbiana.

Este resultado corrobora os encontrados por van Bruggen e Termorshuizen (2003) onde as
doencas de raizes causadas por fungos foram suprimidas em solos sob producdo organica.
Workneh et al., (1993) obtiveram resultados semelhantes quando estudaram os sistemas de
producdo organico e convencional de tomate no Central Valley, California, e observaram que a
doenca podriddo corticosa da raiz, causada por Pyrenochaeta lycopersici, foi menos prevalente
na producdo organica do que na convencional.

Ao comparar os efeitos do sistema organico e integrado no indice da doenca foi possivel
observar que o sistema organico consiste em uma excelente alternativa de controle da hérnia das
cruciferas, pois mesmo sob alta densidade de indculo, 107 esporos/ g de solo, as amostras de solos
do sistema de cultivo natural de hortalicas, manejadas intensivamente por mais de 10 anos, de
acordo com o sistema produtivo de agricultura natural, reduziram significativamente o indice da
doenca, ndo diferindo estatisticamente das amostras de solo sob manejo integrado com baixa
densidade de inéculo, 10* esporos/ g de solo.

Estes resultados demonstram a estabilidade no controle da doenca demonstrando
tendéncia deste solo em reter o desenvolvimento da hérnia das cruciferas, em comparagdo com os

outros sistemas de producdo. Da mesma forma, a incorporacdo da materia organica natural ao
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solo pode conter o desenvolvimento da doenca, tornando evidente o potencial do manejo da
biologia do solo e uso da matéria organica em sistemas produtivos de hortalicas.

Este resultado estd em conformidade com os encontrados por Voorrips (1996) o qual
demonstrou que a reducdo da concentracdo de esporos de resisténcia afeta significativamente o
indice da doenca e, por Murakami et al., (2002) o qual demonstrou que a densidade de inéculo
foi menor que 10° esporos de resisténcia/ g de solo, e produziu indice de doenca abaixo de 30,
ocasionando pouco impacto na produtividade e na manifestacao dos sintomas.

Os compostos CBL, CBS e a sua combinacdo CBL+CBS reduziram significativamente o
indice da doenca em todos os solos, quando comparados com o NPK, independentemente do
manejo aplicado, provavelmente devido aos efeitos benéficos nas propriedades bioldgicas do
solo, produzidos por estes compostos.

Apds andlise do efeito do composto em cada sistema de producdo, observou-se que o
CBL, CBS e CBL+CBS adicionados aos solos organico e integrado apresentaram maior reducéo
no o indice da doenca, que quando adicionados ao solo convencional. Além disso, NPK e
CBL+NPK incorporados ao solo manejado convencionalmente elevaram o indice da doenga.
Estes resultados corroboram os dados encontrados por Liu et al., (2007) que ao estudarem os
efeitos da incorporagdo de fertilizantes orgénicos na incidéncia de podridao-de-esclerdcios
observaram uma reducéo do desenvolvimento da doencga quando comparados com os fertilizantes
sintéticos.

Todos estes estudos enfatizam o aumento da elasticidade biologica como uma
caracteristica fundamental que influencia a severidade das doencas causadas por patdgenos de
solo. Isto foi claramente evidenciado nos resultados apresentados na figura 2.4, onde o grau de
supressdo da doenca aumentou quando comparado ao solo esterilizado, demonstrando o

envolvimento da biota do solo na supressdo da hérnia das cruciferas.
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Este resultado corrobora o encontrado por Murakami et al., (2000b) e Niwa et al., (2007)
que compararam a ocorréncia da hérnia das cruciferas em solos supressivos e conducivos com ou
sem esterilizacdo e encontraram o efeito supressivo da biota do solo. Os microrganismos do solo,
dentre eles os antagonistas, devem ter contribuido para a reducdo da hérnia das cruciferas em
nosso estudo através de parasitismo direto dos esporos de resisténcia, competicao ou antibiose.

Em plantios sucessivos de brocolis ao longo de um ano, foi possivel observar uma forte
influéncia da temperatura na severidade da hérnia das cruciferas. A reducdo do peso de galhas
ocorreu no periodo de julho a agosto, para todos os tratamentos avaliados, onde a temperatura
média do ar foi de 15 °C. Estes resultados corroboram os dados obtidos por Thuma et al., (1983)
onde a severidade da hérnia das cruciferas em repolho, couve-chinesa e mostarda foi minima
qguando a temperatura foi abaixo de 14 °C e maximizada com a temperatura variando entre 20 e
22 °C.

Neste periodo, a reducdo da temperatura do ar afetou drasticamente a producédo de hérnia
fresca de plantas adubadas com NPK, o mesmo ndo ocorrendo para as plantas suplementadas
com 0s compostos organicos, isto porque, 0s compostos organicos protegem a superficie do solo
de forgas erosivas, retém a umidade do solo e estabilizam a temperatura da superficie do solo,
dificultando variagdes abruptas de temperatura (Winkel et al, 1991; Chambers, 2000).

Nos solos sob manejo integrado de producéo foi claramente evidenciado que em plantios
sucessivos, a producéo de galhas por P. brassicae em raizes de brocolis foi efetivamente reduzida
pelos compostos organicos, desde o primeiro plantio até ao final de quatro plantios sucessivos e
que o controle (NPK) aumentou a severidade doenca ao longo de um ano. Nos demais sistemas e
tratamentos ndo houve aumento no nivel da doengca. Mesmo resultado ndo foi alcancado por
Escuadra e Ameniya (2008) onde a Murcha de Fusario em espinafre s0 foi suprimida pelos

compostos organicos a partir do segundo e terceiro plantios consecutivos.
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Wallenhammar (1996) verificou que alta incidéncia da hérnia das cruciferas (82%) foi
encontrada em campos com cinco plantios consecutivos de couve-chinesa por ano durante o
periodo de 1969-1985, e quando os plantios consecutivos foram reduzidos para trés e dois por
ano, a incidéncia da doenca foi reduzida para 58 e 42%, respectivamente. Neste trabalho foi
demonstrado que mesmo em plantios consecutivos com hospedeiras susceptiveis, onde a fonte de
indculo tende a aumentar a cada novo plantio, os tratamentos CBL e CBL + CBS reduziram o
peso da hérnia fresca ao final de quatro plantios no mesmo ano, em relacdo ao controle, nos trés
sistemas de producdo. Este resultado € interessante quando consideramos o cultivo de olericolas
que € intensivo na utilizacdo do solo em plantios consecutivos, permitindo ao produtor uma
melhor exploracdo econémica da terra.

O sistema de producdo organico ndo deve satisfazer somente a necessidade de reducéo
dos impactos ambientais, incidéncia e severidade de doencas, ele deve ser economicamente
competitivo, e em funcéo disto foi demonstrado que ndo houve diferenca na producédo de matéria
fresca entre os sistemas organico e convencional de producdo, ao longo de plantios sucessivos.
Este resultado esta de acordo com os obtidos por Drinkwater et al., (1995) que ndo observaram
diferenca entre a producdo organica e convencional de tomate na Califérnia. Reganold et al.,
(2001) verificaram que a producdo de macés sob sistema de producdo integrada, orgénica e
convencional foi equivalente.

As diferencgas nas propriedades quimicas dos solos foram mais influenciadas pelo tipo de
fertilizante do que pelo histérico de producdo, enquanto o conteddo de matéria organica foi
visivelmente maior nos solos sob producédo organica, indicando que este sistema pode contribuir
para o aumento do teor de matéria organica e, conseqiientemente, da fertilidade do solo.

Os mecanismos de supressao de doengas causadas por patdgenos de solo podem variar de

acordo com o tipo de solo. Messiha et al., (2007) estudando a incidéncia e severidade da Murcha
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Bacteriana da batata sob diferentes manejos e regimes de adubacdo em diferentes tipos de solos
observaram que somente nos solos arenosos, 0 manejo organico reduziu levemente a doenca
qguando comparado ao convencional, e que nos solos argilosos 0 manejo organico aumentou a
incidéncia da doenca. Hasse (2005) e Murakami et al., (2000b) observaram que o solo com alto
teor de areia contribuiu para o aumento da severidade da hérnia das cruciferas. Contudo, 0s
resultados deste trabalho demonstraram a importancia do manejo organico na reducao da doenca,
pois mesmo o solo apresentando teores de areia maiores que o de argila, o que favorece a

penetracdo e desenvolvimento do patdgeno, reduziu o indice da doenca.

CONCLUSOES

O histérico de producdo de campo com brécolis afeta significativamente o indice da
hérnia das cruciferas, que é maior em solos sob o sistema convencional;

O sistema de producédo organica de brdcolis aliado a aplicacdo combinada dos compostos
organicos, CBL+CBS, reduz a severidade da doenca e mantém a alta produtividade;

Em plantios comerciais consecutivos de brocolis, é possivel manter o indice da hérnia das
cruciferas reduzido com a incorporacdo de compostos organicos, e obter producles

economicamente viaveis.
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CAPITULO 11

INTEGRACAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE CALAGEM E
COMPOSTOS ORGANICOS NO CONTROLE DA HERNIA DAS CRUCIFERAS EM
BROCOLIS

RESUMO

Experimentos de campo foram conduzidos em Brazlandia-DF utilizando diferentes dosagens de
compostos organicos e niveis de calagem para o controle da hérnia das cruciferas em brdcolis
(Brassica oleraceae var. italica). Um campo comercial, com histérico de monocultura de
cruciferas, infectado naturalmente na concentracéo de 10° esporos de Plasmodiophora brassicae/
g de solo foi dividido em dois experimentos. O experimento A contou com 0s tratamentos, em
doses moderadas: 1) 400 g de CBS; 2) 400 mL de CBL; 3) 200 g de CBS + 200 mL de CBL €; 4)
200 mL de CBL + 40 g de NPK, sendo o controle, 80 g de NPK, substituindo os compostos
organicos. No experimento B foram realizados os tratamentos, em doses elevadas: 1) 800 g de
CBS; 2) 800 mL de CBL; 3) 400 g de CBS + 400 mL de CBL €; 4) 400 mL de CBL + 40 g de
NPK e o controle. Ambos os experimentos receberam quatro diferentes concentracGes de
calagem, 0, 100, 200 e 400 g/ m?. As mudas de brécolis foram transplantadas 40 dias depois da
calagem e cultivadas por 45 dias. O pH do solo, medido antes da aplicacdo dos compostos
organicos, foi 6,52, 6,97, 7,24 e 8,46 para as concentracdes de 0, 100, 200 e 400 g/ m? de
calcario, respectivamente. Os melhores resultados na supressdo da doenca no campo foram
obtidos quando os tratamentos constituidos de 200 mL de CBL + 200 g de CBS e 800 mL de
CBL foram integrados com 400 g/ m? de calcério, reduzindo em 98% e 96% o indice da doenca,
respectivamente. Estas mesmas dosagens de compostos organicos quando associadas com 400 g/
m? de calcario aumentaram em 118% e 82% o peso da matéria fresca da planta, quando
comparadas com o controle sem a adicdo de calagem. O indice da doenca no controle (sem
composto) ndo reduziu com a aplicacdo da calagem no solo. Os resultados indicam que a
integracdo de compostos organicos com calagem é uma medida eficiente de controle da doenga
em campos de producdo altamente infestados por P. brassicae, promovendo também maior
desenvolvimento da planta.

Palavras-chave adicionais: Bokashi, pH do solo, supressividade a doenca, Plasmodiophora

brassicae, Brassica oleracea var. italica.
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INTEGRATION OF DIFFERENT CONCENTRATIONS OF LIMING AND ORGANIC
COMPOUNDS ON CONTROL OF THE CLUBROOT

ABSTRACT

Field experiments were conducted in Brazlandia-DF using different doses of organic compounds
and levels of lime to control the disease clubroot in broccoli. A commercial field, with a history
of monoculture of crucifer, naturally infected in the concentration of 10° spores of
Plasmodiophora brassicae / g of soil was divided into two experiments. The experiment A has
comprised five treatments: 1) 400 g of CBS, 2) 400 mL of CBL; 3) 200 mL of CBL + 200 g of
CBS; 4) 200 mL of CBL + 40 g of NPK, and the control, 80 g of NPK replacing the organic
compounds, and the experiment B divided into 1) 800 g of CBS, 2) 800 mL of CBL; 3) 400 mL
of CBL + 400 g of CBS; 4) 400 mL of CBL + 40 g of NPK and the control. Both experiments
received four different concentrations of lime, 0, 100, 200 and 400 g/ m?. The broccoli seedlings
were transplanted 40 days after the liming and cultured for 45 days. The soil pH (H?0) measured
before the application of organic compounds was 6.52, 6.97, 7.24 and 8:46 for the dosages of 0,
100, 200 and 400 g/ m? limestone, respectively. The best results in the suppression of the disease
in the field were obtained when the treatments constituted 200 mL of CBL + 200 g of CBS and
800 mL of CBL were integrated with 400 g/ m? of limestone, reducing in 98 % and 96 % the
index of the disease, respectively. These themselves dosages of organic compounds when
associated with 400 g/ m? of limestone they increased in 118 % and 82 % the weight of the plant
fresh matter, when compared with the control without liming. The index of the disease in the
control (without compound) did not reduce with the application of the lime in the soil. The results
indicate that the integration of organic compounds with lime in the soil is an efficient measure of
control of the disease in production fields highly infested for P. brassicae, besides of improving

the plant development.

Additional Keywords: Bokashi, disease suppression, soil pH, Plasmodiophora brassicae,

Brassica oleracea var. italica.

99



INTRODUCAO

A hérnia das cruciferas € a principal doenca da familia Brassicaceae, cujo agente causal é
0 parasita habitante do solo, Plasmodiophora brassicae Woronin. Um controle efetivo e
econémico para esta doenca é necessario, pois as cultivares resistentes comercialmente ndo tem
resisténcia durdvel. A rotacdo de cultura é inviavel economicamente principalmente para
pequenos produtores que necessitam que a terra produza o ano todo. De acordo com
Wallenhammar (1996) a meia vida do esporo de resisténcia é de 3,6 anos, entao seria necessario
um longo periodo de rotacdo para reduzir o potencial de indculo. Existem poucos fungicidas que
promovam um efetivo controle da doenca. Os fumigantes tém promovido um controle
consistente, mas o seu custo € alto, sdo toxicos, e prejudiciais ao meio ambiente.

Estes fatores junto com o aumento da consciéncia ambiental e da demanda por praticas de
producdo sustentaveis tém conduzido ao desenvolvimento de um sistema integrado de manejo da
hérnia das cruciferas, em cultivos de brassicas.

Evidéncias suportam os beneficios de rotacdo de cultura (Friberg et al., 2006), aumento
do pH do solo com calagem (Niwa et al., 2007), aplicacdo de fungicidas (Kwanghoon et al.,
2007), calcio (Dixon e Page, 1998), boro (Schuta, 2003) e incorporacdo de matéria organica
(Murakami et al., 2009; Pitt et al., 1998) como medidas, que juntas, sdo capazes de oferecer
excelentes resultados no controle da doenca (Donald e Porter, 2009). Wimalajea (1975) obteve
reducdo da severidade da doenca com a associagdo da calagem com o0 uso de
pentacloronitrobenzeno.

Em campos experimentais conduzidos na Austrdlia, a integracdo de dois ou mais
tratamentos foi mais efetiva no controle da hérnia das cruciferas em canola (Brassica napus) do

que a aplicacdo de um Unico tratamento, mesmo em solos com pH basico (Donald et al., 2006).
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Nestes experimentos, as estratégias de controle mais efetivas consistiam da combinacao de um ou
dois tratamentos (nitrato de célcio, fluazianam ou metam sédio) junto com a calagem.

A calagem tem sido empregada como uma técnica convencional para o controle da
doenca, em virtude de seus efeitos supressivos atraves da neutralizacdo da acidez do solo e do
aumento da atividade microbiana, favorecendo os processos de mineralizacdo da matéria
organica, diminuicdo da adsorcdo de fosforo no solo e disponibilidade dos micronutrientes como
boro, ferro, manganés e zinco. Além disso, o calcario atua como fertilizante, fornecendo calcio e
magnésio as plantas.

A aplicacdo de calagem ndo erradica o patdgeno, mas reduz a densidade de esporos
(Murakami et al., 2002) criando condi¢cbes desfavoraveis para a realizagdo dos processos de
invasdo, colonizacdo e manifestacdo de sintomas (Webster e Dixon, 1991). Os efeitos do calcio
sobre o patégeno P. brassicae sdo dependentes do pH (Myers e Campbell, 1985), sendo este
provavelmente o fator mais importante no desenvolvimento da doenca.

Solos ricos em matéria organica tendem a potencializar os efeitos da calagem sobre a
hérnia das cruciferas, pois além da reciclagem de nutrientes, a matéria organica consegue também
diminuir a acidez do solo pela neutraliza¢do do aluminio téxico.

Assim, o controle integrado por meio de medidas como incorporagdo no solo de calcério e
matéria organica parece ser uma estratégia viavel para o manejo da hérnia das cruciferas em
brassicéceas.

De acordo com os resultados de campo obtidos no capitulo I, as dosagens de compostos
organicos aplicadas, sem a associacdo com outra medida de controle, em campos de producdo
comercial de brécolis com concentracéo de inéculo de 102 esporos de P. brassicae/ g de solo, néo

reduziu o indice da doenca. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da integracdo da
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calagem com compostos organicos, no controle da hérnia das cruciferas, em condi¢Ges de campo

altamente infestado pelo patdgeno.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em um campo comercial de brécolis, localizado no
Nucleo Rural de Brazlandia — DF (S: 15° 40°51,97”” ¢ W: 48° 09° 21,35”), com historico de
monocultura de cruciferas, altamente infestado com P. brassicae.

Para avaliar o efeito da aplicacdo de diferentes dosagens de compostos organicos na
hérnia das cruciferas, dois experimentos foram montados. O experimento A foi dividido em cinco
tratamentos com doses moderadas: 1) 400 g de CBS; 2) 400 mL de CBL; 3) 200 g de CBS + 200
ml de CBL e; 4) 200 mL de CBL + 40 g de NPK, sendo o controle somente a incorporacdo ao
solo de 80 g de NPK na formulacéo 10-10-10. O experimento B foi dividido de forma semelhante
ao experimento A, sendo os tratamentos com compostos organicos em dosagens elevadas: 1) 800
g de CBS; 2) 800 mL de CBL; 3) 400 g de CBS + 400 mL de CBL e; 4) 400 mL de CBL +40 g
de NPK. A descricdo detalhada dos compostos organicos, bem como a sua composi¢ao quimica
estdo de acordo com as tabelas 1.1 e 1.2, do capitulo 1.

Com o objetivo de avaliar o efeito da integracdo de medidas de controle na severidade da
hérnia das cruciferas e no desenvolvimento da planta, os tratamentos dos experimentos A e B
receberam quatro diferentes concentracées de calagem, 0; 100; 200 e 400 g de calcario/ m?, os
quais foram aplicadas 40 dias antes do transplantio e incorporadas ao solo a uma profundidade de
aproximadamente de 30 cm. O calcario aplicado foi o dolomitico calcitico com 33% de CaO,

16% de MgO e PRNT = 85%.
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Para medir o pH, quatro amostras de solo (20 g cada) foram selecionadas randomicamente
de cada dosagem de calagem, antes da aplicacdo dos compostos organicos. As amostras foram
secas ao ar e peneiradas com malha de 2 mm. As medidas do pH foram feitas usando um copo
com eletrodo na razédo de solo: &gua em um raio de 1:2,5, de acordo com Narisawa et al., (2000).

A concentracéo inicial de esporos no solo foi de 10® esporos/ g de solo, e foi obtida de
acordo com a metodologia ja descrita no capitulo 2. As mudas de brécolis (B. oleracea var.
italica) foram produzidas em bandeja de isopor de 120 células contendo terra esterilizada. Com
aproximadamente 30 dias, as mudas foram transplantadas para 0 campo e em cada cova foram
plantadas duas mudas, com posterior desbaste. Os tratos culturais e os desbrotamentos foram
realizados semanalmente.

O delineamento experimental estabelecido foi o fatorial 5 x 4, em blocos casualizados
com 3 repeticdes contendo 5 unidades experimentais representada cada uma por uma planta. Os
cinco tratamentos foram representados pela incorporacdo ou ndo de compostos organicos (CBL,
CBS, CBL + CBS, CBL + NPK e NPK) e os quatro subtratamentos representados pelas
concentracdes de calcéario (0, 100, 200 e 400 g/ m?). O mesmo delineamento experimental foi
utilizado para os experimentos A e B.

Com 45 dias ap6s o transplantio as plantas foram cortadas ao nivel do solo e as raizes
foram cuidadosamente lavadas e depois as hérnias destacadas. As raizes, hérnias e o material
foliar foram pesados para a determinacdo do peso fresco e colocados em saco de papel,
separadamente, para perder a umidade, depois levados para estufa a 65 °C, por 72 h para a
determinacéo do peso seco.

Os sintomas da doenca foram avaliados usando a escala de severidade adotada por Abbasi
et al., (2006) com modificacdes, classificada dentro das categorias 0 — 4 onde 0 = 0% (sem

hérnia); 1 = até 25% (hérnias levemente inchadas); 2 = 26 a 50% (hérnias moderadamente
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inchadas); 3 = 50 a 75% (hérnias severamente inchadas) e 4 = 100% (hérnias severamente
inchadas nas raizes laterais e principal) das raizes cobertas por hérnias. (Figura 3.1). O nimero de
plantas na classe 1 foi multiplicado por 10, na classe 2 por 30, na classe 3 por 60, na classe 4 por
100 e a soma foi dividida pelo nimero total de plantas para obter o ID, previamente reportado por
Narisawa et al., (2005).

As andlises de variancia (ANOVA) foram realizadas utilizando o programa Sisvar 5.0
(Ferreira, 2000). Os valores médios de peso seco e fresco da massa aérea, da raiz e da hérnia e 0s

indices da doenca foram comparados pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

RESULTADOS

Os valores do pH do solo com a aplicacdo de 0, 100, 200 e 400 g/ m? de calcério
dolomitico calcinado foram 6.52; 6.97; 7.24 e 8.46, respectivamente. O indice da doenca foi
influenciado pelas diferentes concentracdes de calagem e de compostos organicos incorporados
no solo. Os indices variaram de 2 a 100, sendo o controle (adi¢cdo de NPK e calagem) detendo os
maiores valores.

Sem aplicagdo de calagem no solo, as dosagens moderadas dos compostos organicos
CBL, CBS e CBL + CBS utilizadas no experimento A reduziram o indice da doenca, em
comparacéo ao controle (Figuras 3.1 A-C).

A medida que diferentes concentracdes de calcéario foram incorporadas ao solo, os efeitos
dos compostos organicos foram diferenciados (Figuras 3.1 A, B e C). O indice da doenca de
plantas suplemenetadas com CBL, sem a aplicacdo de calcario foi 51, reduzindo para 28 e 32
quando aplicadas as dosagens de 100 g/ m® e 400 g/ m? de calcério no solo, respectivamente. N&o

foi observada a reducéo significativa do indice da doenca com a aplicacdo de 200 g/ m?. Além
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disso, quando comparado ao controle, o0 CBL reduziu significativamente o indice da doenca para
todas as concentracdes de calcario avaliadas (Figura 3.1 A).

As diferentes concentracdes de calcario ndo alteraram o indice da hérnia das cruciferas
para as plantas adubadas com CBS, entretanto, mantiveram valores significativamente reduzidos
em comparacéo ao controle, com excecdo da concentracdo de 400g de calcario/m? em que o
indice da doenca ndo diferiu estatisticamente do controle (Figura 3.1 B).

As plantas adubadas com CBL + CBS responderam melhor as diferentes concentracdes de
calagem, visto que o indice da doenca tendeu a reduzir a medida que aumentou a concentracdo de
calcario no solo, diferenciando estatisticamente do NPK (Figura 3.1 C).

Os resultados mostram claramente a influéncia do NPK no aumento do indice da doenca,
pois para o tratamento CBL + NPK, ndo houve diferenca estatistica no indice da doenca, entre as
plantas que receberam diferentes concentracfes de calcario e as que ndo receberam a calagem,
ndo havendo diferenca também neste indice em comparacdo as plantas que receberam somente

NPK (Figura 3.1 D).
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FIGURA 3.1 - Experimento A. Efeito de doses moderadas de compostos organicos e diferentes

concentragdes de calcério dolomitico calcitico no indice da hérnia das cruciferas,
em condicGes de campo. A — CBL, B - CBS, C — CBL+CBS e D — CBL+NPK

Letras minusculas — indicam diferencas das médias estatisticas com o0 mesmo

simbolo (efeito das diferentes das concentracdes de calcéario no solo); Letras

mailsculas — indicam diferencas das médias estatisticas com simbolos

diferentes (efeito da incorporacdo do composto organico ao solo); CBL -

composto bioativo liquido; CBS — composto bioativo sélido. Valores seguidos

da mesma letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% pelo teste de

Scott-Knott

No experimento B, onde doses elevadas de compostos organicos foram utilizadas, sem

aplicacdo de calagem no solo, somente o CBL reduziu significativamente o indice da doenca em
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comparacdo ao controle (Figura 3.2). As plantas adubadas com CBL responderam melhor as
diferentes concentracGes de calagem, visto que a severidade da doenca reduziu a medida que
aumentou a concentracdo de calcario no solo, alcancando indices de doenca de 22 e 4 com
aplicacdo de 200 g/ m? e 400 g de calcario/ m?, e diferenciando estatisticamente do controle
(Figura 3.2 A).

As diferentes concentracdes de calcario ndo alteraram o indice da hérnia das cruciferas
para as plantas adubadas com CBS, no entanto promoveu reducdo significativa do indice de
hérnia das cruciferas na concentracéo de 100 g de calcario/ m? (Figura 3.2 B).

Somente quando a dosagem de calcério foi elevada para 400 g/ m?, o CBL + CBS reduziu
significativamente o indice da doenca de 69 para 30, representando uma reducdo de 56% na
severidade da doenca, em comparacdo ao solo sem aplicacdo de calagem. Observa-se ainda que
na concentracdo de 400 g de calcario/ m?, o indice da doenca reduziu de 78 para 30, com
aplicacdo da combinacdo CBL + CBS, representando uma reducdo de 62% na severidade da
doenca, quando comparado ao controle. (Figura 3.1 C).

O CBL aplicado sozinho reduziu o indice da doenga, mas quando combinado com o NPK
elevou o indice da doenca a 90 e 100 a medida que aumentou a dosagem de calcario dolomitico

aplicada, e ndo diferenciou do controle (Figura 3.2 D).

107



>

indice da Doenca

indice da Doenca

aB
aB

100 - aB
€0 | aB g
(]
60 8
S
40 | 3
20 A bA aA aA -E

0 . . . .
0 100 200 300 400
—&=—CBL —®— Controle
aA
aA D
100 -
bA aB
80 o
c
S
601 bA bA  aA o
40 - °
O
20 aA =
0 . . .
0 100 200 300 400

Dosagem de Calcario

—*— CBL+CBS —& Controle

100 - aA
O
80
60 - aA‘\/‘/A
40 aA aA aA
20
0 . : : .
0 100 200 300 400
—4&— CBS —&— Controle
100 - aA aA bA bA
80
60 aA aA aA
40 aA
20
0 . . . .
0 100 200 300 400

Dosagem de Calcério

—4A— CBL+NPK —8®—  Controle

FIGURA 3.2 - Experimento B. Efeito de doses elevadas de compostos organicos e diferentes

concentracgdes de calcario dolomitico calcitico no indice da hérnia das cruciferas,
em condi¢Oes de campo. A — CBL, B — CBS, C — CBL+CBS e D — CBL+NPK.

Letras minusculas — indicam diferencas das médias estatisticas com 0 mesmo

simbolo (efeito das diferentes concentracdes de calcario no solo); Letras

maiusculas — indicam diferencas das médias estatisticas com simbolos

diferentes (efeito da incorporacdo do composto organico no solo); CBL -

composto bioativo liquido; CBS — composto bioativo solido. Valores seguidos

da mesma letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% pelo teste de

Scott-Knott

A producéo de matéria seca foi maior no experimento A em relacdo ao B com ou sem

aplicacdo de calagem, mostrando que a maior dosagem dos compostos organicos utilizada no
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experimento B foi desnecessaria para aumentar a producdo (Figura 3.3). Os tratamentos com
compostos organicos, em especial o CBL + CBS, produziram o0s maiores valores de matéria seca
no experimento A, para todas as concentragdes de calcario estudadas.

Sem aplicacdo de calagem, o peso da matéria seca das plantas adubadas com 800 mL de
CBL foi 41 g e com a combinacgéo de 200 mL de CBL + 200 g de CBS foi 65 g, estimulando o
desenvolvimento da parte aérea em 33 e 116%, respectivamente em comparacdo ao controle (30
g) (Figura 3.3 A). E quando associados com 400 g/ m? de calcério, o peso da matéria seca destes
mesmaos tratamentos foi de 569 e 669 (Figura 3.3 D).

No experimento B, ndo houve acréscimo significativo no peso da matéria seca entre 0s
fertilizantes na concentracéo de 0 e 100 g de calcario/ m? (Figuras 3.3 A-B). Com a adic&o de 200
e 400 g de calcario/ m? o CBS e a combinagdo CBL + CBS produziram maiores valores de
matéria seca, diferindo significativamente dos demais (Figuras 3.3 C-D).

Na concentracdo de 100 g de calcario/ m? a dosagem de 400 mL de CBL promoveu o
maior valor de massa seca (65 g), diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (Figura 3.3
B). No experimento A quando a concentracdo de calcario foi elevada para 200 g/ m?, houve uma
maior producdo de massa seca para 0s compostos organicos CBS e CBL+CBS. No ensaio B, a
combinacdo CBL + CBS e o CBS produziram maiores valores de matéria seca 34,2 g e 35,4 ¢,
respcetivamente (Figura 3.3 C).

Para a concentracdo de 400 g de calcario/ m?, nos ensaios A e B, todos os tratamentos
aumentaram 0 peso da matéria seca em comparacdo as demais concentracdes de calcario

empregadas.
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FIGURA 3.3 - Efeito dos compostos organicos e diferentes concentracdes de calcario dolomitico
calcitico na producdo de matéria seca, em condicdes de campo. A — 0 g/ m? de
calcério; B — 100 g/ m? de calcario; C — 200 g/ m? de calcério e D — 400 g/ m? de
calcario. Colunas pretas representam o experimento A (doses moderadas de
compostos organicos) e colunas brancas o experimento B (doses elevadas de
compostos organicos). O NPK é o controle. Valores seguidos da mesma letra,
dentro da mesma coluna, ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Na tabela 3.1 os resultados dos experimentos A e B foram comparados e observou-
se que ndo houve reducdo no peso médio da hérnia fresca para as diferentes dosagens de
compostos organicos utilizadas, com excec¢éo do CBL, que reduziu a média desta variavel de 10,6
g para 6,5 g com a incorporacdo de 800 mL deste composto. No experimento A, 0S compostos

organicos reduziram significativamente os valores médios do peso da hernia fresca em
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comparacdo ao controle, enquanto no experimento B, somente o CBL diferiru estatisticamente
dos demais.

O NPK néo apresentou reducdes significativas no peso da hérnia fresca com a aplicacao
de diferentes concentragdes de calcario no solo, mostrando que mesmo na concentracao de 400 g/
m? de calcario, a qual elevou o pH para 8,46, ndo houve controle, sob alta densidade de esporo,
10® esporos/ g de solo.

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos nos experimento A, para a variavel
peso de raiz fresca, e no experimento B, os tratamentos CBS e CBL + CBS diferiram

estatisticamente dos demais.
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TABELA 3.1 - Efeito de diferentes concentracdes de composto organicos e calcério na produgdo de massa aérea e raiz fresca de
brécolis e hérnia fresca de Plasmodiophora brassicae, em condicdes de campo, Brazlandia - DF.

Variaveis Doses de EXPERIMENTO A EXPERIMENTO B
analisadas Calcario CcBL CBS CBL+CBS CBL+NPK Controle| CBL CBS CBL+CBS CBL+NPK Controle
00  156bA 125aA  9,2bA 21,1aB 37,2aB | 10,4bA 24,4bB  25,1bB 18,6aB  28,5aB
hérnia 100  6,9aA 16,1aA  11,3bA 22,3aB 28,0aB | 8,8bA 7,6aA  11,83A 30,9pbB  30,7aB
Fresca(g) 200  13,9bA 122aA  3,0aA 14,9aA 15,9aA | 54aA  9,9aA  22,6bB 26,9bB  25,7aB
400  6,1aA 12,8aA  0,4aA 24,2aB 24,3aB | 1,5aA 20,0bB  7,6aA 16,5aB  20,5aB
Média 10,6B 13,4B 6,0A 20,6C 26,35C | 65A 155B  16,3B 23,2B 26,3B
00  14,0aA 135bA  13,8aA 12,9aA 11,2aA | 7,6aA 10,6aA  9,3aA 6,1aA 8,2aA
Raiz 100  14,1aB  7,8aA  10,4aA 8,7aA 19,2bB | 9,7aA  8,5aA  10,3aA 6,6aA 4,7aA
Fresca(g) 200  12,6aA 14,3bA  14,1aA 11,0aA 10,58A | 7,6aA 10,7aA  11,5aA 9,3aA 6,1aA
400  13,3aA 183bA  153aA 20,8bA 18,6bA | 13,4bB 19,5bB  155bB 7,7aA 14,6bB
Média 13,5A  13,5° 13,42 13,3A 149A | 96A 123B  11,7B 7.4A 8,4A
00 4,2aA  5,1aA 1,7aA 6,5aA 16,9bB | 54aA  9,3aA  12,9bB 8,6aA 15,4bB
100  15aA 10,0bB  4,3bA 12,8bB 14,00B | 3,1aA 3,33A  5,0aA 26,4bB  18,6bB
**HF/MF 200  57aB  3,3aB 0,53aA 6,0aB 9,9aB | 2,7aA 50aA  8,6aA 20,2bB  15,00B
(%) 400  1,6aA  2,6aB 0,1aA 5,3aB 6,0baB | 0,33A 4,0aA  1,4aA 6,0aA 5,2aA
Média 32A  52B 1,62 7,7B 11,7C | 2,9A  54B 7,0B 15,3C 13,5C

e Valores referentes a média de 15 plantas Valores seguidos da mesma letra na coluna néo diferem significativamente ao nivel de 5% pelo teste de Scott-
Knott. Letras mindsculas — indicam diferencas das médias estatisticas na coluna; Letras maiusculas — indicam diferencas das médias estatisticas na
linha.

e **hérnia Fresca/Matéria Fresca
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Uma relacdo percentual de raiz sadia seca e hérnia seca tanto para os valores das médias
dos fertilizantes como para as médias das concentracfes de calcario foi realizada usando como
base as dosagens dos compostos do experimento A. A figura 3.4A mostra que mais de 70% do
sistema radicular das plantas adubadas com CBL em combinacdo com CBS foi constituido de
raizes sadias, enquanto no controle este valor caiu para 40%.

Quando as médias das concentracdes de calcario foram avaliadas, independentemente do
fertilizante, observou-se que aproximadamente 65% do sistema radicular das plantas que
receberam 400 g/ m? de calcario no solo foi constituido de raizes sadias, e para as plantas que ndo

receberam calagem no solo, este percentual de raizes sadias caiu para aproximadamente 45%.

A B
100% 100%
90% - 90%
80% 80%
70% L 70%
60% 1| 60%
50% L1 50%
40% 22 40%
30% - ) 2 —  30% Lo 18 2 2,7
20% +—— 1.8 2,1 - 20% ' :
10% - - 10%
0% ; . . ; 0% ; ; .
CBL+NPK CBS CBL NPK CBL+CBS 0 100 200 400
O Raiz Seca B Hémia Seca 0O Raiz Seca B Hérnia Seca
Compostos Organicos Concentragdo de calcario (g/m?)

FIGURA 3.4 - Efeito dos compostos organicos (A) e diferentes concentracdes de calcério (B) na
relacdo percentual entre raiz sadia seca e hérnia seca. Os numeros dentro das
colunas representam os valores de raiz seca e hérnia seca obtidos para cada

tratamento.
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DISCUSSAO

Os resultados mostraram que a hérnia das cruciferas foi suprimida pela incorporacéo dos
compostos organicos, CBL e CBL + CBS, e que esta supressdo foi acentuada com o aumento da
concentracdo de calcario no solo, resultando consequentemente no aumento do pH do solo.

Estudos tém demonstrado que a hérnia das cruciferas € menos agressiva em solos com pH
elevado. Webster e Dixon (1991) constataram que os efeitos do pH sdo independentes da
concentracdo de calcio, e que o pH alcalino reduziu o nimero total de infeccdo e retardou a
maturacdo do plasmadio, esporangio e zodsporos.

No entanto, foi demonstrado neste trabalho que sob alta concentragdo de esporos, 10°
esporos/g de solo, a utilizacdo de calagem com fertilizacdo quimica, como medida de controle,
ndo reduziu o indice da doenca, muito embora tenha elevado o pH a 8,46, evidenciando que
mesmo em solos alcalinos, a severidade da doenca pode ser elevada na presenca de alta
densidade do patogeno. Resultado semelhante foi encontrado por Schuta (2003) que verificou que
ao se elevar a concentracdo de indculo (5 x 107 esporos de resisténcia/g de solo), a severidade da
doenca aumentou mesmo para niveis de pH do solo igual a 7,3.

Narisawa et al., (2005) demonstraram que com a densidade de esporos de 10* e 10°
esporos/ g de solo, o indice da doenca reduziu efetivamente com o aumento do pH no solo,
contudo, quando a densidade de esporos foi 10° esporos/ g de solo todas as plantas foram
severamente atacadas. Estes resultados estdo de acordo com o0s obtidos por McDonald et al.,
(2004).

Os tratamentos CBL na dosagem de 800 mL, e a combinacéo de 200 mL de CBL + 200 g

de CBS, reduziram respectivamente em 58 e 62% o indice da doenga, sem aplicagdo de calagem.
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E quando a dosagem de 400 g de calcario/ m? foi utilizada, esta reducdo foi elevada para 89% e
95%. Estes resultados corroboram os encontrados por Donald et al., (2006) que verificaram que
estratégias de controle mais efetivas consistiam da combinacdo de um ou dois tratamentos
(nitrato de célcio, fluazianam ou meta sodio) junto com a calagem.

Do experimento B destacou-se o tratamento com 800 mL de CBL do composto organico
que apresentou menores reducdes no indice da doenca, entretanto, produziu menores valores de
matéria seca em relacdo a dosagem de 400 mL de CBL (experimento A). Esta dose excessiva de
CBL (800 mL), além de ndo trazer beneficios a cultura, provavelmente inviabiliza
economicamente o controle da doenca.

Segundo Uesugi e Tomita (2002), o aumento da dosagem de matéria organica aplicada ao
solo deve ser muito bem analisado, pois estudando o efeito de compostos organicos no controle
da Murcha Bacteriana, causada por Ralstonia solanacearum, concluiram que altos niveis de
matéria organica causaram aumento nos sintomas de murcha. De acordo com Pereira et al.,
(1996), a quantidade de matéria organica a ser incorporada ao solo é um dos critérios a serem
avaliados, pois interferem na acdo dos compostos organicos sobre as doengas de plantas.

A utilizagdo de 400 g de calcario/ m?, elevando o pH a 8,46, além de ter reduzido o indice
da doenca, promoveu aumento na producdo de matéria fresca das plantas de brécolis. Este
resultado corrobora o encontrado por Schuta (2003) onde uma producéo de massa seca de couve-
chinesa foi maior com pH variando entre 6,2 a 7,3. Segundo Williamson e Dyce (1989) a
producdo de matéria fresca de repolho aumentou com o aumento da concentracdo para 1,6 g de
calcario/ kg de solo.

A utilizacdo de calagem € muito importante no cultivo de olericolas, visto que supre a

exigéncia de Ca destas plantas (Filgueira, 2000), e ainda promove a alcalinidade dos solos, fator
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primordial no controle da hérnia das cruciferas. E neste processo, a incorporacdo de materiais
organicos nos solos, principalmente nos mais arenosos, ajuda a diminuir a perda por lixiviagédo de
quantidades apreciaveis de bases (Ca, Mg, Na e K), pela grande capacidade de retencéo e troca de
nutrientes que a matéria organica possui, ajudando desta forma a manter o pH mais estavel e os

nutrientes disponiveis para as plantas.

CONCLUSOES
A integracdo de compostos organicos (CBS+CBL) com calagem € uma medida eficiente
de controle da doenca, em campos de producdo altamente infestados por P. brassicae,
promovendo também maior desenvolvimento da planta.
Dosagens elevadas de compostos organicos como CBS aumentam a severidade da hérnia

das cruciferas em brocolis.
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CAPITULO IV

INFLUENCIA DA DIVERSIDADE BACTERIANA NA SEVERIDADE DA HERNIA DAS
CRUCIFERAS EM BROCOLIS

RESUMO

Os compostos organicos sdo fonte de biomassa, matéria organica e nutrientes, e apds aplicacfes
consecutivas no solo podem manter ou alterar a populagcdo microbiana. Em experimento realizado
em casa de vegetacdo, as comunidades bacterianas de solos sob sistemas de produgdo organica,
convencional e integrada com quatro incorporacGes consecutivas de fertilizantes organicos e
minerais foram comparadas. A estrutura da comunidade bacteriana foi avaliada utilizando anélise
multivariada de perfis de bandas gerados por PCR-DGGE de solos referentes as classes
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, além dos grupos das Actinobacterias e do dominio
Eubacteria. Os perfis de PCR-DGGE obtidos com o uso de primers universais foram avaliados
por meio de dendrograma que mostrou diferencas entre o grupo dos compostos organicos e o
grupo de fertilizante mineral. A Anélise de Componentes Principais (PCA) além de mostrar
diferencas nos perfis de comunidades de bactérias totais entre os fertilizantes organicos e
minerais mostrou também entre os compostos organicos utilizados. Os mesmos fertilizantes
causaram pouca variacdo na comunidade bioldgica dos diferentes sistemas de producdo. Foi
também comprovado, pela PCA, que as alteracdes nas comunidades bacterianas totais séo
determinadas mais intensamente pelo fertilizante incorporado ao solo do que pela alteragéo do
sistema de producdo. Os solos organico e integrado exibiram a mesma estrutura do perfil de
DGGE da comunidade bacteriana total antes e depois da fumigacdo com brometo de metila. O
CBL apresentou maiores valores de indice de riqueza para todos os grupos bacterianos
especificos, inclusive para o dominio Eubacteria, diferindo significativamente do controle. Nao
houve diferencas significativas no indice de riqueza entre os sistemas de producdo para o
dominio Eubacteria e para os grupos especificos. Porém, houve diferencas entre o indice de
riqueza para as comunidades bacterianas nos solos tratados com diferentes compostos organicos.
Os solos adubados com CBL resultaram em altos indices de riqueza de Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria e Pseudomonas e baixos indices de doenga.

Palavras-chave adicionais: Bokashi, sistemas de producdo, microbiologia, indice de riqueza,
Plasmodiophora brassicae, Brassica oleracea var. italica.
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INFLUENCE OF THE BACTERIAL DIVERSITY IN THE SEVERITY OF THE
CLUBROOT IN BROCCOLI

ABSTRACT

The organic compounds are source of biomass, organic matter and nutrients, and further
applications consecutives in the soil can maintain or change microbial population. In an
experiment conducted under greenhouse, the bacterial communities in soils under organic
production systems, conventional and integrated with four consecutive incorporations of organics
and minerals fertilizers were compared. The bacterial community structure was evaluated using
multivariate analysis of profiles of bands generated by PCR-DGGE of soil for the classes
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, and of groups of Actinobacteria and Eubacteria. The
PCR-DGGE profiles, obtained with the use of universal primers were evaluated by a dendrogram
that showed differences between the group of organic compoundss and the group of mineral
fertilizer. The Principal Components Analysis (PCA) in addition to showing differences in the
profiles of communities of total bacteria between the organic and mineral fertilizers systems also
showed differences between the organic compounds used. The same fertilizers caused little
change in the biological community of the different production systems. PCA has also evidenced
that changes in total bacterial communities are determined more strongly by the fertilizer into the
soil than by changing the production system. The organic and integrated soils exhibited the same
structure of the DGGE profile of the total bacterial community before and after fumigation with
methyl bromide. The CBL had higher index of richness for all the specific bacterial groups,
including for the domain Eubacteria, differing significantly from control. There were no
significant differences in the index of richness between production systems for the domain
Eubacteria and for specific groups. However, were differences between the index of richness to
the bacterial community in the soils incorporated with differents compounds organic. The soils
fertilized with CBL had high index of richness of Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria and
Pseudomonas and low index of disease.

Additional Keywords: Bokashi, farming system, microbiology, richness index, Plasmodiophora
brassicae, Brassica oleracea var. italica.
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INTRODUCAO

Os fertilizantes organicos e inorganicos sdo usados primariamente para aumentar a
disponibilidade de nutrientes para as plantas, porém tais produtos podem afetar o0s
microrganismos do solo. Os compostos organicos sao incorporados ao solo como fonte de
biomassa, matéria organica e nutrientes e, apos aplicacdes, podem manter ou alterar a populacao
microbiana do solo no campo ou sob condicBes controladas. Estes compostos podem reduzir a
severidade de doencas de plantas e promover a fertilidade do solo (EI-Din, et al., 2000), e podem
também interagir direta ou indiretamente com as plantas, afetando o crescimento, florescimento e
a resisténcia a doencas e pragas. (Roe et al., 1997).

O funcionamento do ecossistema do solo é governado em grande parte pela dindmica de
sua populacdo microbiana, a qual é fortemente influenciada pelos disturbios a que o solo é
submetido. Estes organismos tém importantes funcdes na sustentabilidade de todo o ecossistema,
incluindo reciclagem de nutrientes, degradacdo da matéria organica, sequestro de carbono,
modificacdo na estrutura fisica do solo e regimes de agua, além do aumento na eficiéncia de
aquisicdo de nutrientes (Coleman et al., 1978). Mudancgas na comunidade microbiana podem ser
utilizadas para prever os efeitos das perturbacdes do ecossistema causadas por praticas de manejo
organico e convencional (Bending et al., 2000; Poudel et al., 2002; van Bruggen e Semenov,
2000).

Atualmente pouco é o conhecimento sobre o impacto da adicdo de compostos organicos
na estrutura e diversidade da comunidade microbiana (Cherif et al., 2007), o que tem ocasionado

0 aumento de interesse da pesquisa nesta area. Entretanto, tem sido dificil avaliar a maioria dos
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microrganismos do solo, devido a deficiéncias existentes na técnica comum de isolamento (Hjort
et al., 2007).

A técnica comum de isolamento é limitada pela dependéncia de caracteristicas fenotipicas
da composicdo e diversidade da populacdo microbiana que s6 podem ser avaliadas apds o cultivo.
E associado a isto, apenas uma minima proporcdo da comunidade habitante do solo pode ser
cultivada em laboratério (Mazzola, 2004). Entdo, ha o interesse no desenvolvimento de outros
métodos para identificar microrganismos habitantes do solo, de maneira independente do cultivo.

A caracterizagdo dos microrganismos ndo-cultivaveis com o auxilio de métodos
moleculares tem sido amplamente utilizada, e tem como base a sequéncia de DNA, que é a
ferramenta necessaria para identificar e conhecer suas fungdes e distribuicdo no ecossistema do
solo. Técnicas moleculares tais como gel de eletroforese em gradiente desnaturante (DGGE)
possibilitam a rapida analise de maultiplas amostras ambientais bem como a obtencdo de
informac@es para identificar os ribotipos individuais na comunidade microbiana por clonagem e
sequenciamento das bandas selecionadas do gel. As analises dos grupos taxonémicos podem ser
feitas pelo uso de primers com genes da regido 16S rRNA de taxons especificos durante a
amplificacdo da comunidade do DNA (Berg, et al., 2002, Berg, et al., 2006).

O método de gel de eletroforese em gradiente desnaturante usando o 16S rDNA é
comumente utilizado para uma comparacdo direta da diversidade estrutural entre diferentes
comunidades microbianas. Esse metodo de deteccdo de microrganismos, sem necessariamente
cultiva-los, certamente contribuira para inferéncias sobre a significancia dos mesmos no solo.

Muitos autores mostraram a eficiéncia da técnica do DGGE para detectar mudangas na
diversidade microbiana e na estrutura de sua respectiva comunidade ocasionadas por praticas

agricolas (Seghers et al., 2004; Sun et al., 2004), contaminagdes com metais pesados (Li et al.,
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2005), flutuacdes sazonais (Smit et al., 2001), temperatura (Norris et al., 2002) e tamanho das
particulas de solo (Sessitsch et al., 2001). Outros estudos indicam que o tipo e 0 aumento da
matéria organica presente no solo influenciam fortemente a atividade (Elliott e Lynch, 1994) e a
diversidade microbiana (Girvan et al., 2003, Grayston et al., 2004), bem como a densidade de
Pseudomonas fluorescentes, bactérias patogénicas, fungos e nematoides (Abawi e Widmer,
2000).

Em funcdo dos resultados de supressdo da hérnia das cruciferas pelos compostos
organicos avaliados, um estudo molecular com os solos incorporados com estes compostos é
necessario para compreender os fatores bioticos que regulam estes compostos e, com 0 aumento
de interesse em préaticas ambientais sustentaveis, é necessario avaliar como os diferentes regimes
podem afetar diretamente a comunidade bacteriana do solo.

Estudos tém examinado o perfil da microbiota de solos manejados organicamente
comparado com solos similares sob manejo convencional (ElImholt 1996; Lundquist et al. 1999).
Enquanto alguns estudos indicam que a préatica organica é benéfica para 0 nimero, processos e
atividades da comunidade microbiana, outros concluem que o manejo organico ndo tem nenhum
impacto nos microrganismos do solo.

Impactos positivos do manejo orgéanico na comunidade microbiana do solo foram notados
por Sivapalan et al (1993) que monitorou populacGes de microrganismos de solos durante a
conversdo de um sistema convencional de producéo vegetal para um organico. Eles concluiram
que os microrganismos foram mais numerosos e diversos no sistema de producdo organica do
que no convencional.

Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar a diversidade e estrutura da comunidade

bacteriana em solos sob sistemas de producdo organica, integrada e convencional, com a
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incorporacdo de compostos organicos por meio da técnica do DGGE, para determinar os efeitos
dos compostos organicos na comunidade de Eubacteria, Actinobacteria, Alphaproteobacteria,

Betaproteobacteria e Pseudomonas em relacéo a supressdo da hérnia das cruciferas.

MATERIAL E METODOS

Caracteristicas dos solos e compostos

Os experimentos foram conduzidos em trés solos com historicos de producdo organica,
convencional e integrada. O solo do sistema de producdo orgéanica (SO) foi coletado de areas do
Centro de Producdo de Agricultura Natural/ ABAS — Brazlandia-DF, com dez anos de manejo sob
sistema de agricultura natural, rotacdo de cultura e uso de compostos organicos para garantir a
produtividade e controle das doencas. O solo manejado convencionalmente (SC) foi da Estacao
Biologica da Universidade de Brasilia com um histérico de no minimo 20 anos de uso de
fertilizantes sintéticos, pesticidas e fumigantes. O solo do sistema de producéo integrado (SI) foi
coletado de um cultivo comercial de brdcolis, com no minimo cinco anos de monocultura e uso
de pesticidas, e fertilizantes sintéticos e organicos, localizado no Nucleo Rural de Brazlandia no
Distrito Federal.

Os compostos organicos utilizados nos trés sistemas de producdo estudados foram o
Composto Bioativo Solido (CBS) e o Composto Bioativo Liquido (CBL). O CBS continha terra
virgem, composto, residuo de leguminosas, farelo de arroz, farinha de osso, cinza, farelo de
mamona, rapadura, amido de milho, fuba e agua. Sua composicdo quimico-organica foi

constituida de 3,6% de N; 18% de P,0s; 4,2% de K,0; 8% de Ca; 3% de Mg; 1,2% de S e pH
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7,6. O CBL foi constituido de capim elefante, composto, farelo de mamona, farelo de trigo,
farinha de osso, cinza, rapadura, farelo de arroz, amido de milho e agua. E a sua composicao
quimico-organica foi constituida de 0,024% de N; 0,043% de P205; 0,2% de K20; 0,24% de Ca;
0,13% de Mg; 0,1% de S; 0,5% de matéria organica, 98,5% de umidade; 1% de matéria mineral,

e 4,8 o pH.
Extracdo do DNA total

O DNA total foi extraido de amostras de solos manejados de forma convencional,
integrada e organica com a incorporacao dos seguintes tratamentos: 1) 200 g de CBS; 2) 200 mL
de CBL,; 3) 100 mL de CBL + 20 g de NPK; 4) 100 mL de CBL + 100 g de CBS e 5) 40 g de
NPK. Para extracdo do DNA foi utilizado MoBio UtraClean™ soil DNA kit (MoBio
Laboratories, EUA), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. O DNA foi extraido de
aproximadamente 0,5 g de cada solo com cada tratamento. Todos os DNAs extraidos foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 1% (w/v) em tampédo TAE 1X. Posteriormente, 0

gel foi corado com brometo de etidio e observado em luz-ultravioleta.
Obtencéo dos perfis de DGGE

O perfil da composicao total da comunidade bacteriana (cultivaveis e ndo cultivaveis)
encontrada nas amostras de solos incorporados com diferentes fertilizantes organicos e quimicos,
sob diferentes sistemas de producéo foi determinado por meio da aplicacdo da técnica do DGGE,
acessando a diversidade de bactérias do dominio Eubacteria e das classes Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria, além dos grupos de Actinobacteria e Pseudomonas.

Primeiramente uma reagdo de PCR foi realizada contendo 1 puL da amostra de DNA

extraido (5-10 ng) com os oligonucleotideos universais para o dominio Eubacteria e seletivos
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para 0s grupos Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Actinobacteria e, Pseudomonas. A
primeira reacdo de amplificacdo foi realizada com 0s primers universais para 0 dominio
Eubacteria (U968 e R1387) (Tabela 4.1). As reacOes para cada grupo foram realizadas
separadamente e em combinacdo com o primer 1492R. Para Alphaproteobacteria e
Betaproteobacteria, os oligonucleotideos AlphaU e Beta-2 foram utilizados, conforme Tabela 4.1.
(Gomes et al., 2001) combinados com o primer universal 1492R. Os primers seletivos para
Actinobacteria (Heuer et al., 1997), e Pseudomonas spp. (Garbeva et al., 2004) foram utilizados
conforme descrito pela literatura.

As reacdes de PCR foram realizadas em volume de 50 pL, contendo 0,5 U de Taqg DNA
polimerase (Invitrogen) e os seguintes reagentes: 3,75 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 0,2
uL de cada primer, tampdo 1 X, 0,5 pL de soro de albumina bovina (BSA 10 mg/mL) e 1 pL de
DNA molde (0,5 a 10 ng). A PCR foi realizada em termociclador (PTC 200, MJ Research),
programado para realizar os ciclos de acordo com os grupos selecionados:

a) Dominio Bacteria, uma desnaturacao inicial de 3 min a 95 °C, seguido de 35 ciclos por
meio de trés etapas: desnaturacdo por 20 s a 94 °C; anelamento a 53 °C por 40 s, e extensao de
oligonucleotideos a 72 °C por 40 s, seguida de extensdo final a 72 °C por 7 min;

b) Actinobacteria, desnaturagéo inicial de 4 min a 94 °C seguida de 30 ciclos de 1 min a
94°C; 1 mina58°C, 2mina 72 °C, e uma extensdo final a 72 °C por 10 min;

c¢) Pseudomonas, desnaturacéo inicial de 7 min a 94 °C, seguida de 30 ciclos de 1 min a
94°C; 1 mina63°C, 2mina 72 °C, e uma extensdo final a 72 °C por 10 min;

d) Alphaproteobacteria, desnaturagdo inicial de 4 min a 94 °C, seguida de 30 ciclos de 1

mina 94 °C; 1 min a 56 °C, 1 min a 72 °C, e uma extenséo final a 72 °C por 10 min e;
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e) Betaproteobacteria, desnaturacao inicial de 4 min a 94 °C, seguida de 35 ciclos de 5 mis
a 94 °C; 1 minuto e 30s a 61 °C, 2 min a 72 °C e uma extensao final a 72 °C por 10 min.

Apos a amplificacdo, 5 uL da rea¢do de PCR foram avaliados por eletroforese em gel de
agarose 1%, a 3 volts/ cm em tampdo TAE 1X, juntamente com o marcador de peso molecular
DNA Ladder 1000 pb para a observacdo dos fragmentos desejados. Apds a eletroforese, o gel foi
corado em solu¢do de brometo de etidio (0,5 pg/ mL) e fotodocumentado em luz ultravioleta.

O produto de amplificacdo dos grupos acessados foi utilizado como DNA molde na
segunda reacdo de PCR para amplificacdo com os primers para DGGE. Estas reacdes foram
realizadas em volume de 50 pL contendo aproximadamente 20 ng de DNA molde e 400 nM de
cada primer universal U968-GC e R1387, utilizando 35 ciclos de amplificacdo com temperatura
de anelamento de 56 °C. O produto da PCR foi avaliado por meio de eletroforese em gel de
agarose (1,0% p/v) em tampdo TAE 1 x, com posterior coloracdo em solucdo de brometo de
etideo (1,0 mg/L) e visualizacdo sob luz ultra-violeta.

O DGGE foi realizado conforme Heuer et al. (1997) com equipamento phorU2 system
(Ingeny, Goes, Holanda). O produto de amplificacdo da segunda reacdo foi aplicado em gel de
poliacrilamida (6,0% p/v) em tampéo TAE 1x. Este gel foi preparado com gradiente desnaturante
variando de 45 a 65% (onde 100% de desnaturacéo significa concentracdo de 7 M de uréia e 40%
de formamida).

Os géis foram submetidos a eletroforese vertical por 16 h, a 100 V a temperatura de 60 °C
e, posteriormente, corados por 1 h com SYBR Gold (diluido 1:1.000) (Molecular Probes, Leiden,

The Netherlands) e fotografado sob luz ultra-violeta.
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Analise dos perfis de DGGE

O programa GelCompar 1l (Applied Math, Bélgica) foi utilizado para normalizacéo,
conversdo e comparacdo das imagens em matrizes de presenca/auséncia de bandas. A
normalizacdo e a selecdo de bandas feitas pelo programa foram cuidadosamente avaliadas e
corre¢des manuais foram feitas quando necessarias. Uma tabela contendo a posicao das bandas
de cada amostra foi exportada para analises posteriores.

As bandas observadas nos géis de DGGE foram consideradas como espécies. Para
identificar a ocorréncia preferencial de determinadas espécies nos diferentes solos e fertilizantes
avaliados, anélises de componentes principais (PCA) foram realizadas utilizando o programa
Canoco 4.5. As tabelas exportadas do programa GelComparll foram utilizadas como dados de
ocorréncia de espécies.

A diversidade da comunidade bacteriana representada pelo indice de riqueza foi medida
pelo nimero de bandas obtidas, a partir dos perfis de DGGE gerados por meio de primers
universais e de primers especificos para Betaproteobacteria, Pseudomonas, Actinobacteria e,
Alfaproteobacteria.

Os dados utilizados para a construgdo do modelo de regressao linear foram extraidos a
partir do indice de riqueza da comunidade bacteriana total e de grupos especificos e, do indice de

hérnia das cruciferas obtido de solos incorporados com diferentes compostos organicos.
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TABELA 4.1 — Primers usados para diferentes alvos de amplificacdo a partir do DNA de isolados de amostras de solos.

Primers Seqiiéncias (5° —3°) Alvo Referéncia
R1387 CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG Gene 16S DNAr bacteriano HEUER et al., 1997
U968-CG | CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACG | Gene 16S DNAr bacteriano — HEUER et al., 1997
GGGGG-CGA ACG CGA AGA ACCTTAC anélise de DGGE

Alpha-U CCG CAT ACG CCC TAC GGG GGA AAG ATT TAT | 16S das Alphaproteobacterias GOMES et al., 2001

Beta-2 CGC ACA AGC GGT GGA TGA 16S das Betaproteobacterias GOMES et al., 2001
F243 GGA TGA GCC CGC GGC CTA 16S de Actinobacterias HEUER et al., 1997
1492R 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT 3'- Universal STACKEBRANDT et.

AAGTCGTAACAAGGTAACC al, 1993
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RESULTADOS

A composicdo da comunidade bacteriana total foi analisada. Os perfis de PCR-DGGE de
extratos de DNA de amostras de solos tratados com compostos organicos e fertilizantes minerais
de cada sistema de producao foram gerados e comparados por analises de componentes principais
e dendrogramas, no qual o agrupamento foi baseado na correlacdo de Pearson, que considera as
curvas densitométricas de cada amostra na anélise de similaridade.

Os perfis que refletem a composi¢do da comunidade bacteriana sdo mostrados na figura
4.1. Os perfis bacterianos de todos os tratamentos foram altamente complexos e houve alteracdes
nos perfis de bandas de acordo com os tratamentos de incorporacdo de fertilizantes. A mais
marcante foi a emergéncia de duas bandas (A, B) no perfil de DGGE com a adi¢do do NPK
isoladamente, e com o tratamento CBL + NPK no solo, e a presenca da banda C nos tratamentos
com a adicdo de compostos organicos e ausente nos tratamentos com a aplicacdo do NPK
isoladamente (Figura 4.1).

Os mesmos fertilizantes causaram pouca variagdo na comunidade biolégica dos diferentes
sistemas de producdo, e diferentes fertilizantes adicionados nos mesmos sistemas de produgéo
causaram diferentes efeitos. Os solos organico e integrado exibiram a mesma estrutura do perfil
de DGGE da comunidade bacteriana total antes e depois da fumigacdo com brometo de metila

(Figura 4.1)
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FIGURA 4.1 - Impacto dos compostos organicos no perfil da comunidade bacteriana total do
solo avaliada pela técnica do DGGE. Legenda: Fertilizantes (Composto Bioativo
Soélido — CBS; Composto Bioativo liquido — CBL e NPK — Nitrogénio, Fésforo e
Potassio); Solos (1 — Solo Integrado (Sl); 2 — Solo Organico (SO); 3 — Solo
Integrado brometado (SIBr); 4 — Solo Organico Brometado (SOBr); e 5 — Solo

Convencional ( SC).
Na analise do dendrograma utilizando o coeficiente de similaridade de Pearson (Figura
4.2), e considerando as amostras dos tratamentos com fertilizantes, € claramente observada a
separagdo de dois grupos distintos, sendo o primeiro deles formado por amostras de solos
incorporados com 0s compostos organicos, CBL, CBS e CBL + CBS (< 50% de similaridade

entre si), e 0 segundo formado por amostras de solos incorporados com os tratamentos com NPK

e CBL + NPK (< 60% de similaridade entre si) (Figura 4.2).

131



Uma analise de componentes principais dos mesmos dados foi realizada, e também, com
o0 vetor indice de doenca hérnia das cruciferas, tendo-se observado que os compostos diferiram
em sua habilidade de suprimir a doenca, confirmando os resultados de campo.

Os primeiros dois eixos da PCA explicaram 68,3 e 31,7% da variacdo de supressividade
da doenca nos compostos, respectivamente. Os tratamentos com fertilizantes (representados por
bolas coloridas na figura 4.3) que estdo distantes da origem, isto é, NPK, CBS, CBL e CBL +
NPK tiveram uma maior variacdo na supressividade, enquanto o CBL + CBS, que esta proximo
da origem, mostrou relativamente uma baixa variagdo na supressividade da doenca. Houve o
aparecimento de cinco grupos, ou seja, uma diferenciacdo entre todos os tratamentos estudados.

Os resultados obtidos com o uso do primer universal correspondem com os obtidos no
campo, pois o vetor indice de hérnia das cruciferas estd no quadrante do NPK, que no campo
estimulou o aumento da doenca em 90%, quando comparado com o CBL, mostrando que a
composicdo da comunidade microbiana presente no tratamento com NPK foi conduciva a doenca
(Figura 4.3).

De maneira geral a analise do DGGE do perfil da comunidade bacteriana total mostrou o
efeito da incorporagdo de fertilizantes, demonstrando que as alteragdes observadas estéo
relacionadas com a incorporacao de compostos organicos no solo. Foi também comprovado pela
PCA que as alteragbes nas comunidades bacterianas sdo determinadas mais intensamente pelo

fertilizante incorporado ao solo do que pela alteracéo do sistema de producéo.
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FIGURA 4.2 - Agrupamento por similaridade dos perfis de DGGE obtidos de amostras de solos

incorporados com diferentes fertilizantes e sob diferentes sistemas de producao.

O agrupamento foi determinado baseado na correlacdo de Pearson. As barras

indicam o desvio padrdo no agrupamento. Legenda: As letras antes do hifen

indicam os tratamentos com os fertilizantes e depois do hifen indicam os

sistemas de producdo (SI — Solo Integrado; SO — Solo Organico; SC — Solo

Convencional; SIBr — Solo Integrado brometado; SOBr — Solo Organico

Brometado.

133



1.5

31,7%

-1.0

FIGURA 4.3 - Anélise de componentes principais (PCA) baseada nos perfis de PCR-DGGE
obtidos a partir de amostras de solos incorporadas com diferentes fertilizantes.
Grupos bacterianos componentes da comunidade total do solo foram acessados
por meio de primers universais. A seta vermelha representa o indice da doenca
hérnia das cruciferas. Os valores nos eixos indicam a porcentagem de variancia
dos dados explicada pela distribuicdo das amostras nos respectivos eixos.
Legenda: As cores representam os fertilizantes (Verde — CBL; roxo — CBL +
CBS; vermelho — CBS; preto — CBL + NPK e cinza — NPK) e as letras 0s
sistemas de producdo (a — Solo Organico, b — Solo Convencional, ¢ — Solo
Integrado, d — Solo Orgénico Brometado, e — Solo Integrado brometado).

Para reduzir a complexidade dos perfis de DGGE gerados com uso de primers universais
e para analisar grupos taxondmicos especificos que sdo conhecidos por serem frequentemente

envolvidos em atividades antagbnicas a fitopatogenos, perfis de Alphaproteobacteria,
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Betaproteobacteria, Pseudomonas e Actinobacteria foram gerados. Os perfis obtidos para os
grupos bacterianos foram analisados por PCA (Figuras 4.4 A, B, C e D).

Nas amostras de solos, a populacdo de Alphaproteobacteria mostrou-se similar nos
tratamentos com a incorporacdo de CBL+NPK e CBL+CBS, tanto no eixo X como Y, onde
51,8% e 48,2% da variancia é explicada, respectivamente. A populacdo de Alphaproteobacteria
presente nos solos integrado (c; e), incorporados individualmente com CBL, foi similar com a
populacdo presente no NPK. Entretanto, quando este composto foi associado com o CBS
(CBL+CBS) no mesmo solo integrado (c; e), a populacéo de Alphaproteobacteria foi diferente do
NPK, no eixo X com 51,8% da variancia explicada (Figura 4.4 A). A populacdo de
Alphaproteobacteria presente nas amostras de solos fertilizados com NPK, e principalmente o
CBS ndo foram antagOnicas ao patdgeno, permitindo o aumento do indice de hérnia das
cruciferas.

O uso do primer especifico para Betaproteobacteria revelou o efeito muito positivo deste
grupo na hérnia das cruciferas, pois a populacdo de Betaproteobacteria presente nas amostras de
solos fertilizadas com NPK e CBL+NPK se separam das demais amostras pelo eixo X do grafico,
onde 64,2% da variancia é explicada, mostrando serem conducivas ao patégeno, visto que, 0
indice da doenca cresceu em direcdo a estes fertilizantes. Além disso, esta mesma populacdo
presente no NPK se diferenciou das demais amostras pelo eixo Y do gréafico, onde 35,8% da
variancia é explicada (Figura 4.4 C).

A separacdo entre os fertilizantes foi menor para as populacdes de Pseudomonas e
Actinobacteria. A populagdo de Pseudomonas de todos os fertilizantes analisados apresentaram
uma diversidade muito grande, pois foram plotadas em diferentes quadrantes do grafico, com

excecao das amostras de solos incorporadas com CBL + CBS, onde sua presenca foi constante no
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eixo X (74,8% da variancia). A populacdo de Pseudomonas presente nas amostras de NPK foram
antagobnicas ao patdgeno, com 25,2% de variancia.

Na analise da populacdo de Actinobacteria ndo foi possivel observar similaridades tanto
dentro de cada tratamento, como entre os tratamentos com a incorporacéo de fertilizantes (Figura
4.4 D). Possivelmente, hd uma tendéncia da populacdo de Actinobacteria presente nos solos
incorporados com CBL+CBS ser antagdnica ao patdgeno, com 57,8% da variancia explicada no
eixo X. Nao foram observadas diferencas entre as popula¢fes dos grupos bacterianos especificos

estudados com relacédo ao sistema de producéo avaliado.
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FIGURA 4.4 - PCA baseado nos perfis de PCR-DGGE obtidos a partir de amostras de solos
incorporados com diferentes fertilizantes e sob diferentes sistemas de producao.
Grupos bacterianos componentes da comunidade total do solo foram acessados
por meio de primers especificos para Alphaproteobacteria (A), Pseudomonas
(B), Betaproteobacteria (C) e Actinobacteria (D). A seta vermelha representa o
indice da doenca hérnia das cruciferas. Os valores indicam a porcentagem da
variancia explicada nos eixos. Legenda: As cores representam os fertilizantes
(Verde — CBS; roxo — CBL; vermelho — CBL + NPK; preto — NPK e amarelo —
CBL + CBS) e as letras os sistemas de producdo (a — Solo Organico, b — Solo
Convencional, ¢ — Solo Integrado, d — Solo Organico Brometado, e — Solo

Integrado brometado).
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A analise de DGGE permitiu avaliar a diversidade bacteriana dos solos incorporados com
fertilizantes e sob diferentes sistemas de producdo. Considerando as similaridades nos perfis de
DGGE obtidos, foram construidos dendrogramas para cada um dos grupos bacterianos acessados
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Actinobacteria e Pseudomonas.

Com relacdo ao DGGE do grupo Alphaproteobacteria, o perfil de banda gerado revelou a
formacdo de dois agrupamentos, que separam o0s tratamentos em que foram adicionados
compostos organicos do tratamento controle, somente incorporacdo de NPK (Figura 4.5). O perfil
de banda gerado pelo DGGE, utilizando oligonucleotideos para acessar a populacdo bacteriana
formada pela classe Betaproteobacteria, demonstrou alta similaridade entre a populacéo
bacteriana presente nos solos incorporados com compostos organicos (Figura 4.6).

A andlise de UPGMA dos perfis de DGGE do grupo de Actinobacteria mostrou
similaridades entre os fertilizantes e sistemas de producdo, ndo havendo claramente um forte
agrupamento entre os tratamentos (Figura 4.7 A). Quando o primer especifico para Pseudomonas
foi utilizado, o perfil de banda gerado mostrou similaridades entre as populagfes bacterianas
presentes em cada tratamento, havendo uma clara distingdo entre 0 NPK e os demais tratamentos

(Figura 4.7 B).
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FIGURA 4.5 - Correlagdo das amostras com base nos perfis de DGGE obtido com primers para
0 grupo Alfaproteobacteria. O agrupamento foi realizado por correlagéo de
Pearson das curvas densitométricas das amostras, e o dendrograma foi
determinado por UPGMA. Legenda: As letras antes do hifen indicam os
tratamentos com os fertilizantes e depois do hifen indicam os sistemas de
producdo (SI — Solo Integrado; SO — Solo Organico; SC — Solo Convencional,
SIBr — Solo Integrado brometado; SOBr — Solo Orgéanico Brometado.
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FIGURA 4.6 - Correlacdo das amostras com base nos perfis de DGGE obtido com primers para
0 grupo Betaproteobacteria. O agrupamento foi realizado por correlagdo de
Pearson das curvas densitométricas das amostras, e o dendrograma foi
determinado por UPGMA. Legenda: As letras antes do hifen indicam os
tratamentos com os fertilizantes e depois do hifen indicam os sistemas de
producéo (SI — Solo Integrado; SO — Solo Organico; SC — Solo Convencional;

SIBr — Solo Integrado brometado; SOBr — Solo Organico Brometado.
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FIGURA 4.7 - Correlagdo das amostras com base nos perfis de DGGE obtido com primers para
0 grupo Actinobacteria (A) e Pseudomonas (B). O agrupamento foi realizado por
correlacdo de Pearson das curvas densitométricas das amostras, e o dendrograma
foi determinado por UPGMA. Legenda: As letras antes do hifen indicam os
tratamentos com os fertilizantes e depois do hifen indicam os sistemas de
producédo Sl — Solo Integrado; SO — Solo Orgénico; SC — Solo Convencional;

SIBr — Solo Integrado brometado; SOBr — Solo Orgéanico Brometado.
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A diversidade aparente representada pelo indice de riqueza, medido pelo ndmero de
bandas, foi obtido a partir dos perfis de DGGE gerados por meio de primers universais e de
primers para grupos especificos de Betaproteobacteria, Pseudomonas, Actinobacteria e,
Alfaproteobacteria (Figura 4.8).

Quando o indice de riqueza do fertilizante foi analisado, independentemente do sistema de
producdo, observou-se que o CBL apresentou maiores valores para todos 0s grupos bacterianos
especificos, inclusive para o dominio Eubacteria, diferindo significativamente do controle (Figura
48A).

Quando o indice de riqueza dos sistemas de producdo foi analisado, independentemente
do tipo de fertilizante utilizado, observou-se que ndo houve diferencas significativas entre os
sistemas de producdo para o dominio Eubacteria e todos os grupos especificos, com exce¢do para
0 grupo de Pseudomonas, onde o solo convencional apresentou maiores indices de riqueza,

quando comparado com os demais (Figura 4.8 B).
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FIGURA 4.8 - Indice de riqueza baseado nos perfis de DGGE gerados por meio de primers
universais e de primers para grupos especificos de Betaproteobacteria,
Pseudomonas, Actinobacteria e, Alphaproteobacteria para os fertilizantes (A) e
para os sistemas de producdo (B). Legenda: SI — Solo Integrado; SO — Solo
Organico; SC — Solo Convencional; SIBr — Solo Integrado brometado; SOBr —
Solo Organico Brometado. Valores das médias seguidos da mesma letra ndo

diferem significativamente ao nivel de 5%, pelo teste de Tukey.
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Andlise

de regressdo foi feita para examinar a relacdo entre o indice de hérnia das

cruciferas e o indice de riqueza, obtido a partir do perfil de DGGE para o dominio Eubacteria. O

indice de hérnia das cruciferas e a diversidade bacteriana foram negativamente correlacionados,

ou seja, o indice da doenca tendeu a diminuir com o aumento da diversidade bacteriana no solo

(Figura 4.9).
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FIGURA 4.9 - Relacdo entre o indice de hérnia das cruciferas e a diversidade bacteriana, medida

a partir do numero de bandas dos perfis de DGGE para o dominio Eubacteria
com r? = 0,0359. Legenda: 0s nlimeros representam os fertilizantes (1 = NPK; 2
= CBL + NPK; 3=CBL + CBS; 4 =CBS E 5 =CBL) e as letras os sistemas de
producdo (a — Solo Organico, b — Solo Convencional, ¢ — Solo Integrado, d —

Solo Orgénico Brometado, e — Solo Integrado brometado).
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Houve correlacdo negativa entre indice de riqueza de Alpharoteobacteria,
Betaproteobacteria e Pseudomonas e o indice de da hérnia das cruciferas (Figura 4.10). A
severidade da doenca aumentou com a reducdo do indice de riqueza de Alphaproteobacteria
(Figura 4.10 A), de Betaproteobacteria (Figura 4.10 B) e de Pseudomonas (Figura 4.10 D), no
solo, enquanto o indice da doenca ndo foi correlacionado com o de riqueza de Actinobcteria
(Figura 4.10 C).

Os solos adubados com CBL tiveram altos indices de riqueza de Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria e Pseudomonas e baixos indices de doenca, contrariamente ao que ocorreu
com o controle, o qual na maioria dos grupos especificos estudados produziu baixo indice de
riqueza e alto indice da doenca. Os solos organicos e integrados, quando aplicados brometo,
apresentaram altos indices de doenca, e baixos valores de indice de riqueza, principalmente

guando nestes solos foi incorporado NPK, como fertilizante.
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FIGURA 4.10 - Relacdo entre o indice de hérnia das cruciferas e a diversidade bacteriana,
medida a partir do nimero de bandas dos perfis de DGGE para 0s grupos
Alphaproteobacteria (A), Betaproteobacteria (B), Actinobacteria (C) e
Pseudomonas (D). Legenda: os numeros representam os fertilizantes (1 =
NPK; 2 = CBL + NPK; 3=CBL + CBS; 4 =CBS E5 = CBL) ¢ as letras os
sistemas de producdo (a — Solo Organico, b — Solo Convencional, ¢ — Solo
Integrado, d — Solo Orgénico Brometado, e — Solo Integrado brometado.
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DISCUSSAO

A comunidade bacteriana total presente em solos sob diferentes sistemas de producéo e
incorporados com fertilizantes organico e inorganico foi avaliada e as analises de cada grupo
bacteriano foram realizadas separadamente. As propriedades biologicas avaliadas foram
modificadas com a adicdo de compostos organicos no solo e estas modificacbes variaram
dependendo do tipo de fertilizante aplicado. Fertilizantes organico e inorganico de diferentes
origens e trés solos originados de sistemas de producdo organica, integrada e convencional com
diferentes caracteristicas fisico-quimicas foram utilizados.

Os agrupamentos por similaridade obtidos dos perfis bacterianos, com o uso de primers
universais, mostraram que adi¢Ges consecutivas de compostos organicos ao solo alteraram
significativamente a comunidade bacteriana geral em comparacdo aos solos adubados com o
NPK, resultando na formacdo de dois agrupamentos, o de fertilizantes organicos e o de
inorganicos.

Os resultados de PCA obtidos a partir dos mesmos perfis bacterianos mostraram que o
tipo de composto organico influenciou significativamente na composicdo da comunidade
bacteriana total. Esta diferenca na modificacdo do perfil bacteriano é devida aos compostos
organicos serem oriundos de diferentes processos de compostagem, bem como possuirem
algumas diferencas na sua composicao e propriedades quimicas.

Este resultado é consistente com o de Rotenberg et al., (2007) que documentam que 0s
compostos organicos revelaram diferencas na composic¢do da comunidade bacteriana geral, e com
0 de Larkin (2008) o qual indica que os compostos organicos podem efetivamente produzir
variados efeitos na comunidade microbiol6gica do solo dependendo do processo de compostagem

utilizado, bem como dos tipos e formulag¢fes dos compostos organicos adicionados.
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No solo uma ampla gama de fatores afeta a estrutura da comunidade microbiana, dentre
eles os mais determinantes séo o tipo de planta, principalmente o seu estadio de desenvolvimento
em detrimento ao gendtipo da planta (Andreote, 2007); o tipo de solo como sua textura e
estrutura (Girvan et al., 2003); e o regime de manejo agricola tais como rotacdo de cultura
(Larkin, 2008) e aplicacéo de fertilizantes organicos e inorganicos (Chu et al., 2007).

Os resultados do capitulo Il demonstram que 0s solos manejados organicamente
aumentam significativamente o nivel de matéria organica quando comparados com os manejados
convencionalmente, contudo, surpreendentemente o indice de riqueza da comunidade bacteriana
dentro de cada grupo estudado foi muito similar entre os trés sistemas de producéo avaliados.

A ndo alteracdo da diversidade de comunidades microbianas devido a mudancgas no
sistema de uso da terra foi observada por Boddington e Dodd (2000). No Rio Grande do Sul,
Fochi et al., (2004) estudando a diversidade de pomares de citros, em sistemas de manejo
organico e convencional, verificaram diferencas apenas na riqueza de espécies entre pomares de
diferentes idades, mas ndo entre os sitemas de manejo.

Apesar das variagdes em muitas das caracteristicas quimicas e fisicas dos trés solos, e de
serem originados de localizagdes e de manejos de producéo diferentes, os solos exibiram perfis
de DGGE muito préximos, possivelmente devido as aplicacdes consecutivas dos mesmos
fertilizantes organico e mineral, j& que ndo podemos excluir a possibilidade de que a populacéo
microbiana era diferente antes da aplicacdo dos fertilizantes. Este resultado leva a hipoteses que
os solos manejados convencionalmente, apos aplicacGes consecutivas de fertilizantes organicos,
podem aumentar gradualmente sua biodiversidade, e que as comunidades bacterianas

apresentariam um grau consideravel de resiliéncia.
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O estudo da diversidade da comunidade microbiana, apesar da obviedade que o
conceito representa, tem demonstrado ser complexa. A diversidade refere-se tanto ao nimero
(riqueza) de diferentes espécies bioldgicas em uma determinada comunidade quanto a abundéncia
relativa (equitabilidade, equidade, igualdade) dessas espécies. Neste trabalho foi escolhido o
indice de riqueza como expressdo da diversidade, pois as demais medidas de diversidade usam
dados de abundancia das populacbes para serem calculadas, e a avaliacdo da abundancia de
diferentes taxa por meio das técnicas moleculares é dificultada por implicacdes decorrentes das
etapas de extracdo de DNA e rRNA e amplificacbes por PCR.

Vérias espécies de Pseudomonas e Actinobacterias sdo previamente conhecidas como
agentes antagbnicos a patogenos de solo, por isso, este trabalho focou nestes grupos com uso de
primers especificos pelo DGGE, além dos grupos de Alphaproteobacteria e Betaproteobacteria.

A adicdo de compostos organicos como o CBL propiciou um aumento na rigueza
populacional de Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Actinobacteria, Pseudomonas e de
Eubacterias, evidenciando que a populacdo bacteriana, principalmente de Actinobacteria, e
Pseudomonas, sdo influenciadas pela aplicacdo de CBL no solo, e sugerindo que a supressdo da
hérnia das cruciferas promovida por este composto € claramente ocasionada por agentes
antagonistas, ndo podendo neste estudo ser definido qual o mecanismo utilizado.

O fato do indice de riqueza dos microrganismos estudados ter sido negativamente
correlacionado com o indice de hérnia das cruciferas e, a composi¢do da comunidade microbiana
total do NPK ter sido conduciva a hérnia das cruciferas sugere que o nimero de microrganismos
presentes no solo e as mudancas na composi¢cdo da comunidade microbiana sdo importantes
ferramentas no controle da doenca. Este resultado corrobora os encontrados por Garbeva et al.,

(2006) onde a densidade de Pseudomonas foi correlacionada com a redugéo da incidéncia de R.
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solani em batata, ao contrario dos encontrados por Green et al., (2004) nos quais a quantidade de
bactéria e de fungos ndo foi correlacionada com o nivel de “damping-off” causado por Pythium
sylvaticum.

O perfil obtido da comunidade bacteriana total foi muito similar entre os tratamentos e 0s
indices de riqueza da comunidade bacteriana total e dos grupos de Alpharoteobacteria,
Betaproteobacteria, Actinobacteria e Pseudomonas nédo diferiram estatisticamente entre os solos
organico e integrado antes e depois do tratamento de fumigacdo com brometo de metila. Isto
pode ser atribuido ao fato de que PCR-DGGE de rDNA de amostras ambientais é limitado a
discriminacdo de membros dominantes da comunidade bacteriana, bem como o fato de que o
DNA residual extraido permaneceu no solo apds o tratamento de fumigacdo (Mazzola, 2004),
sendo entdo detectados pela técnica de DGGE. Além disso, o tratamento de fumigacdo foi
realizado nos solos antes da adicdo de fertilizantes organicos e inorganico no primeiro plantio, e
as amostras para as analises de DGGE foram coletadas ap6s quatro adubacgdes consecutivas com
compostos organicos, possibilitando a recolonizagdo dos microrganismos do solo.

Alguns trabalhos tém estabelecido que a maioria da comunidade bacteriana do solo é
inativa, e uma descricdo da estrutura da comunidade bacteriana com base na diversidade de
rDNA promove tdo somente uma imediata informacdo da presenca ou auséncia de um
determinado individuo no solo e ndo determina se 0s microrganismos estdo atuando e quais 0s
fatores que controlam a dindmica da comunidade microbiana do solo (Mazzola, 2004; Girvan et
al., 2003).

Muitas espécies bacterianas sdo conhecidas por alterarem o nimero de seus ribossomos
em funcdo da sua atividade celular (Wagner, 1994); entdo o estudo da comunidade bacteriana

com técnicas baseadas no rRNA permite uma descricdo da comunidade ativa do solo. Isto pode

151



explicar a causa dos solos organicos e integrados fumigados terem produzido altos indices de
hérnia das cruciferas sem haver alteracdo significativa no indice de riqueza tanto da comunidade
bacteriana total como dos grupos bacterianos estudados, quando comparados aos mesmos solos
que ndo sofreram o tratamento de fumigacdo. Estas informacBes também explicam a razéo da

similaridade dos perfis bacterianos dos solos sob diferentes sistemas de producéo.

CONCLUSOES
As alteracbes nas comunidades bacterianas totais sdo determinadas mais intensamente
pelo fertilizante incorporado ao solo do que pela alteracéo do sistema de producéo;
A adicdo do composto organico CBL ao solo aumenta o indice de riqueza de
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Actinobacteria e Pseudomonas;
O indice da doenca hérnia das cruciferas e a diversidade bacteriana de Eubacteria,

Alpharoteobacteria, Betaproteobacteria, e Pseudomonas sdo negativamente correlacionados.
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CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a importancia das brassicaceas na producdo olericola e os danos que a
hérnia das cruciferas tem causado na produtividade destas culturas, a incorporacdo de compostos
organicos mostra ser uma efetiva alternativa ao controle quimico, especialmente em paises onde
tais métodos de controle sdo economicamente insustentaveis e vem ao encontro do crescente
mercado de produtos organicos no Brasil.

Sob baixa pressdo de indculo, 10* esporos/ g de solo, a combinacéo de dois compostos,
CBL + CBS, aplicados ao solo é ideal para o controle da hérnia das cruciferas, pois o CBL
promove a diminui¢do do indice de hérnia em plantas de brocolis e o CBS contribui para o
crescimento da parte aérea. Contudo, em campo de producdo comercial altamente infestado,
acima de 108 esporos/ g de solo, os compostos organicos quando aplicados como Gnica medida de
controle ndo reduzem a severidade da hérnia das cruciferas.

O histérico de producéo afeta significativamente o indice da doenca que é maior em solos
sob o sistema convencional. O sistema de producdo orgéanica aliada a aplicacdo combinada dos
compostos organicos CBL + CBS reduz a severidade da doenca. Em plantios comerciais
consecutivos de brocolis, é possivel manter o indice da hérnia das cruciferas reduzido com a
incorporacgdo de compostos organicos.

A integracdo de medidas como a combinagdo de 200 mL de CBL + 200 g de CBS e a
aplicacéo de 400 g/ m? de calcério é um método de manejo que ndo elimina o patégeno do solo,
mas resulta em aumento de producdo de matéria fresca, podendo ainda ser economicamente

viavel.
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O perfil genético baseado nas analises de PCR-DGGE a partir do fragmento 16S rDNA
mostra que as altera¢fes nas comunidades bacterianas totais sdo determinadas mais intensamente
pelo fertilizante incorporado ao solo do que pela alteragdo do sistema de producéo. A adicdo do
composto organico CBL ao solo aumenta o indice de riqueza dos grupos especificos de
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria e principalmente Actinobacteria e Pseudomonas que sao
amplamente utilizados como agentes de controle biologico. Para o dominio Eubacteria, as classes
Alpharoteobacteria e Betaproteobacteria e o grupo Pseudomonas, o indice da hérnia das

cruciferas e a diversidade bacteriana sdo negativamente correlacionados.
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