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RESUMO

Uma alternativa de manejo das doencas causadas por
Phytophthora spp. é o uso de matéria organica. No presente
trabalho foi avaliada a potencialidade do lodo de esgoto na
inducdo de supressividade in vitro a P. nicotianae. O efeito do
lodo de esgoto incorporado ao solo na sobrevivéncia de P.
nicotianae foi avaliado mediante um experimento fatorial com
dois fatores: doses de lodo de esgoto (0, 10, 20 e 40% p/p) e
concentragdes de in6culo [0, 10 ou 20 g de gréos de trigo (Triticum
aestivum) colonizados kg?]. Aos 21 dias, quando aumentaram as
doses de lodo de esgoto, a sobrevivéncia de P. nicotianae e os pHs
das misturas diminuiram, e as condutividades elétricas (CE)
aumentaram. As correlagdes entre a CE e a sobrevivéncia do
patégeno foram negativas e significativas (P>0,05). Para estudar
o efeito dos compostos quimicos envolvidos na supressividade,

foram obtidos extratos em agua, H,SO, 2N e KOH 0,4N de misturas
de areia — lodo de esgoto (20% p/p), e foram acrescentados ao
meio de cultura e seu efeito avaliado no crescimento das coldnias
de P. nicotianae. O extrato acido (H,SO, 2N) do tratamento com
20% de lodo de esgoto inibiu significativamente (P>0,05) o
crescimento dacoldniado patégeno. O efeito biol égico foi estudado
mediante isolamento de microrganismos em meio de cultura e
selecdo por antagonismo. No bioensaio com plantulas de afafa
(Medicago sativa) destacaram-se osisolados F9.1 (Aspergillussp.)
e A12.1 (actinomiceto, ndo identificado); e no teste de culturas
pareadas destacou-se um Trichoderma sp. e dois actinomicetos
por antibiose, e um Trichoderma sp. e trés Aspergillus sp. por
hiperparasitismo.

Pal avras-chave adicionais: matéria organica, biossdlidos.

ABSTRACT

Effect of sewage dudge in vitro to suppress Phytophthora
nicotianae

Soil organic matter amendments may provide an dternative
management practice for soil diseases caused by Phytophthora spp. In
this paper we have evaluated the effectiveness of residential sawage
sludge to suppress P. nicotianae under laboratory conditions. The
effect of sawage dudge on P. nicotianae survival was evaluated by
two experimental factors: sewage sludge doses (0, 10, 20 and 40%
w/w) and inoculum level [0, 10 and 20 g infested wheat (Triticum
aestivum) seeds per kg of soil]. After maintaining the mixtures (soil —
sewage sludge — inoculum) at room temperature for 21 days,
treatments with higher organic matter had lower P. nicotianaesurviva,
pH of the mixture, and higher e ectric conductivity (EC). Correlations

between pathogen survival and EC were negative and significant
(P>0,05). Inorder to evaluate the chemical effectsof the sewagesludge
on P. nicotianae, water, H,S0, 2N e KOH 0,4N extractswere obtained
from sand - sewage dudge (20% w/w) mixtures and each one of them
was added to culture medium. The H,SO, 2N extract significantly
(P>0,05) inhibited colony growth. The biological effect of the sewage
dudge was evaluated by isolating microbial antagonists and testing
them against P. nicotianae by bioassay and plate techniques. The
bioassay technique selected one fungus (isolate F9.1, identified as
Aspergillus sp.) and one actinomycete (isolate A12.1, not identified).
The plate technique sdl ected one Trichoderma p. andtwoactinomycetes
for their antibiosis to P. nicotianae, and one Trichoderma sp. and three

Aspergillus sp. for their hyper-parasitism to the pathogen.

INTRODUCAO

Entreasdoencasflngicas que afetam oscitros (Citrus
spp.), 0 tombamento, a gomose e a podriddo do pé e raizes
causadas por Phytophthora spp. estéo dentre as de maior
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importancia econdmica ocorrendo em todas as regifes
produtoras. No Brasil, as espécies de Phytophthor a predomi-
nantes sdo P. nicotianae Breda de Haan (1896) (sin. P.
parasitica Dastur (1913)) e P. citrophthora (R. E. Smith and
E. H. Smith) Leonian (1925) (Feichtenberger, 2001).

O manejo das doencas causadas por Phytophthora spp.
inclui um conjunto de medidas preventivase curativas. Dentre
€elas destacam-se as medidas preventivas nos viveiros para
obtencao de mudas sadias; uso de porta-enxertosresistentes;
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e medidas de controle nos pomares, como a escolha de areas
desfavoraveis a doenca, adogéo de préticas de conservagao
de solo, uso de adubos orgéanicos que favorecam uma
microbiota antagbnica ao patégeno, manejo da irrigacdo e
drenagem, monitoramentos frequientes e controle quimico
(Erwin & Ribeiro, 1996; Feichtenberger, 2001). O controle
quimico pode ser muito eficiente, porém, apesar dadificuldade
dedesenvolvimento deresisténciadefitopatégenosinfectantes
deraizesafungicidas, harelatosderesisténciadeP. parasitica
a metalaxil (Ferrin & Kabashima, 1991). Esse problema,
associado aos possiveis impactos no agroecossistema, tem
levado a busca de alternativas ao controle quimico.

Uma alternativa € o uso de matéria organica tanto
incorporada ao solo, quanto empregada como cobertura e
como veiculo de agentes de biocontrole, a qual contribui no
controle dos pat6genos pel o estimul o da atividade microbiana
emelhoradascaracteristicasfisicasequimicasdo solo (Casale
et al., 1995; Erwin & Ribeiro, 1996; Hoitink & Bohem, 1999).
Diversos estudos tém sido realizados para 0 manejo de
Phytophthora spp. com aaplicacdo ao solo deinimerasfontes
de matéria orgéanica (Lumsden et al., 1983; Casale et al.,
1995; Erwin & Ribeiro, 1996; Widmer et al., 1998; Hoitink
& Boehm, 1999).

Atualmente, uma das fontes de matéria organica
disponivel em quantidades crescentes, é o lodo de esgoto
proveniente das Estacdes de Tratamento de Esgotos— ETES.
O lodo constitui um insumo de valor para a agricultura, pois
fornece ao solo matéria organica, macro e micronutrientes
paraas plantas, atuacomo condicionador de solo efertilizante,
e dessa forma, pode contribuir para a obtencéo de uma
agricultura mais sustentavel (Andreoli & Pegorini, 2000).

O presentetrabalhoteve o objetivo deavaliar osefeitos
da incorporacgéo do lodo de esgoto ao solo na inducéo de
supressividade a P. nicotianae em condicdes de laboratdrio.

MATERIAL E METODOS

Isolado de Phytophthora nicotianae e producéo de inéculo

O isolado IAC 01/95 de P. nicotianae utilizado foi
fornecido pelo Centro de Citricultura “Sylvio Moreira’ —
Instituto Agronémico de Campinas (CCSM —1AC). Oisolado
foi mantido em agua destilada esterilizada em temperatura
ambiente e auséncia de luz até sua utilizagéo.

O in6culo foi produzido em gréos de trigo (Triticum
aestivum L.) autoclavados em sacos de polipropileno acres-
cidoscom o patégeno. No primeiro dia, sacosde polipropileno
de 30 x 40 cm com 350 g de graos de trigo e 200 ml de &gua
destilada foram autoclavados a 121 °C, por 40 min. No
segundo dia, foram acrescentados aos sacos mais 150 ml de
agua destilada e, foram fechados hermeticamente e
autoclavados por mais 20 min a 121 °C. No terceiro dia, sob
condicdes de assepsia, cada saco recebeu 40 discosde 5 mm
dediémetro de meio de cultura[50 g cenoura(Daucuscarotae
L.) cozida e triturada no liquificador; 10 g de dextrose; 16 g
de &gar; dguadestiladaaté completar 1 litro) contendo micélio
do patégeno dasbordas de umacol dniacom setediasdeidade.
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Finalmente, os sacos foram incubados por quatro ou cinco
semanas, em temperatura ambiente, sendo feitas agitacdes
guando necessarias para homogeneizar a colonizagéo dos
graos.

Lodo de esgoto e solo

O lodo de esgoto foi obtido da Estagéo de Tratamento
de Esgoto (ETE) de Franca, SP. Esse lodo é o produto final
do tratamento bi ol 6gico dos esgotosresidenciais, e tem baixos
teores de metais pesados (Tabela 1).

O Latossolo vermelho amarelo fase argilosafoi obtido
no campo experimental da Embrapa Meio Ambiente
(Jaguaritina, SP), com 25 g dm? de matéria organica e pH
em CaCl, de 5,1.

Efeito do lodo de esgoto na sobrevivéncia in vitro de P.
nicotianae

O lodo de esgoto foi misturado ao solo umido
previamente desinfestado em forno de microondas de 900 W
de poténcia (600 g de solo por 6 min), nas propor¢des de O,
10, 20 e 40% p/p. Cada uma das misturas de solo - lodo de
esgoto recebeu o equivalente a0, 10 ou 20 g deinéculo de P
nicotianae kg'. As misturas foram colocadas em sacos
plasticos de 30 x 40 cm e 100 mm de espessura, fechados
(mas ndo hermeticamente) e mantidos a 27 °C +2. Ap6s 21
dias, os sacosforam abertos e asobrevivénciadeP.nicotianae
foi avaliada mediante o teste de iscas de folhas de citros,
determinando-se a recuperagdo do patdégeno (porcentagem

TABELA 1 - Andlise quimica do lodo de esgoto empregado
nos diferentes experimentos

Atributo Valores
pH em &gua 6,4
Umidade (65 °C) 52,1
C(gkg? 3744
N Kjeldal (gkg? 50,8
N-amoniacal (ng ¢*) 1195
N —Nitrato-Nitrito (mg g% 54,8
P(gkg? 21,3
K (g kg?) 0,99
Ca (g kg}) 16,8
Mg (g kg™) 25
S(gkg?) 13,3
B (mg kg™ 71
Cu (mg kg™l 359,2
Fe (mg kg™?) 31706
Mn (mg kgt 2674
Zn (mg kg?) 1590
Mo (mg kg}) <1
Al (mg kg™ 33550
Na (g kg™) 0,6
Ar (mg kg?) <1
Cd (mg kg 2
Cr (mg kg‘? 1325
Hg (mg kg") <1
Ni (mg kg™) 74,7
Pb (mg kg™ 1188
Se (mg kg™) 0
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de iscas com zoosporangios nas bordas) e o nimero de
zoosporangiosformadosnasbordasdasiscas. A condutividade
elétrica e o0 pH das misturas foram também determinados. O
experimento foi repetido duas vezes.

O teste de isca de folhas de citros utilizado foi modi-
ficado a partir de Grimm & Alexander (1973). Em placas de
Petri plasticasde 9 cm dediémetro, previamente desinfestadas
com acool 70°, foram colocados 5 g da mistura solo - lodo
de esgoto, 30 ml de &gua destilada e 20 fragmentos de folhas
decitros de 3 x 3 mm desinfestados com alcool 70°. Asplacas
foram mantidas a 27 °C +2 e luz fluorescente continua por
48 h, quando realizou-se aavaliagéo dasiscas. Paraavaliacéo,
as iscas foram observadas no microscépio 6ptico (aumento
de 100 vezes). As folhas empregadas no teste foram obtidas
de plantas de laranja que ndo tinham recebido nenhum
tratamento quimico.

Para determinar o pH e a condutividade elétrica, num
Erlenmeyer de 100 ml de capacidade foram colocados 10 g
da mistura solo - lodo de esgoto e 25 ml de agua destilada
deionizada. Foi realizada agitagdo a 120 rpm por 15 min.
Apbs deixar em repouso por 30 min, procedeu-se aleiturado
pH e da condutividade elétrica do sobrenadante. Para cada
repeticéo foram feitas duas réplicas e trés leituras de cada.

Os tratamentos se constituiram da combinacdo dos
fatores doses delodo (0, 10, 20 e 40% p/p) e niveisdeindculo
(0, 10 ou 20 g kg*), com cinco repeticdes. Para a andlise
estatistica, osdados derecuperagao do patdgeno (porcentagem
deiscas com zoosporangios has bordas) foram transformados
em arco seno Ox/100. As correlacBes entre as varidveis
recuperagéo do patdégeno, condutividade elétrica e pH foram
estabel ecidas.

Efeito dos extratos do lodo de esgoto no crescimento in
vitro de P. nicotianae

Os extratos foram obtidos segundo o método de
Widmer et al. (1998) modificado. Foram feitas misturas de
80 g de areia (lavada, esterilizada e seca) e 20 g de lodo de
esgoto (proporcdo de 20% p/p), com 100 ml da solugdo de
H,SO, 2N, ou KOH 0,4 N ou agua bidestilada esterilizada.
Como testemunha, foi empregada areia (100 g) com 100 ml
de cadaumadas solugdes. Os Erlenmeyers de 250 ml de capa-
cidade contendo asmisturasareia- lodo com as solugdesforam
agitados manualmente, e a seguir, deixou-se a temperatura
ambiente. Apés 6 h, filtraram-se as misturas em algodao,
seguido de filtragem a vacuo com papel de filtro Whatman
41 e membrana Millipore 0,22 mm de porosidade. O pH de
cada um dos extratos obtidos foi ajustado para valores entre
5,5 — 6,0 com solugdes de KOH 10 N ou H,SO, 12 M.
Final mente, preparou-se meio de culturade cenouracontendo
os diferentes extratos na proporcéo 9:1, 50 mg I'* de
rifampicina e 50 mg It de ampicilina, e 15 ml do meio foram
vertidos em placas de Petri de 9 cm de didmetro. Discos de 5
mm de didmetro de meio de cultura contendo micélio do
patégeno com sete dias de idade, foram transferidos para as
placas que foram mantidas a 27 °C +2 e luz fluorescente
continua. Como testemunha utilizaram-se placas contendo
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meio de cultura com antibi6ticos e sem extratos. O efeito dos
extratos foi avaliado medindo-se dois diametros perpen-
diculares das coldnias, a cada dois dias. Apds nove dias de
incubacdo, a area abaixo acurvado crescimento das colénias
(AACC) foi calculada. O delineamento experimental foi de
parcelas inteiramente casualizadas, com oito repeticdes.

I solamento de antagonistas a P. nicotianae

O isolamento dos microrganismos do solo foi feito
mediante dilui¢do seriada e plagueamento em meios sel etivos.
Trinta dias ap06s incorporado o lodo de esgoto nas parcelas
no campo, foram col etadas amostras do sol o dos tratamentos
com 0; 5; 7,5; 10 e 15% v/v de lodo de esgoto e das parcelas
com adubacdo mineral, com e sem inéculo, resultando num
total de 12 amostras compostas. As amostras de solo foram
mantidas por dois dias a 25 °C, até sua utilizacéo.

Para o isolamento dos microrganismos foram prepa-
radas suspensdes solo — agua nas dilui¢bes 101, 102, 10% e
10+ e 100 m de suspensdo foram transferidos para meio de
cultura. Para o isolamento de bactérias foi empregado o meio
de cultura Nutriente dgar — NA (NA Oxoid, 28 g 1) e as
diluicbes 102 e 10“. Para o isolamento de actinomicetos foi
empregado o meio Amido caseina- AC (10 g amido; 0,3 g de
caseina; 2 g KNO,; 2 g NaCl; 2 g KHPO,; 0,05 g
MgSO,.7H,0; 0,01 g FeSO,. 7H,0; 16 g agar e 1l agua
destilada) easdilui¢bes 103 e10“. Paraoisolamento defungos
foi empregado o Meio de Martin (1 g K,HPO,; 0,5 g
MgSO,.7H,0; 5 g peptona; 10 g dextrose; 0,03 g Rosa de
Bengala; 16 g &gar e 1l &gua destilada) e as diluicbes 102 e
103, Foram feitas trés repeticdes para cada combinagdo meio
- diluicao, e as placas foram mantidas a 25 °C até o
crescimento das coldnias. Foram contadas as col6nias por
placa, apds dois, trés ou seis dias para bactérias, fungos e
actinomicetos, respectivamente; e foi feita uma selecdo por
morfologia (tamanho, cor e crescimento) das col6nias a serem
transferidas a tubos de ensaio contendo 5 ml de meio batata
dextrose &gar (BDA) e preservadas a 5 °C até avaliagcdo do
antagonismo ao patégeno.

Avaliacdo de antagonistas. bioensaio

Foram testados 35 isolados de bactérias, 32 de actino-
micetos e 52 de fungos, segundo o bioensaio descrito por
Handelsman et al. (1991) modificado. Sementes de alfafa
(Medicago sativa L.) previamente desinfestadas foram
colocadas para germinar em caixas contendo papel de ger-
minagdo umedecido. Apds quatro ou cinco dias, as plantulas
foram transferidas aos compartimentos das placas de cultura
de células (Corning com 24 compartimentos). Em cada
compartimento foram colocados 1 ml de agua destilada
esterilizada, uma plantula de alfafa, um disco de 5 mm de
didmetro meio de cultura com micélio de P. nicotianae e um
disco de meio de cultura contendo in6culo do fungo,
actinomiceto ou bactéria a ser testado quanto a suapotencia-
lidade como antagonista. Astestemunhas foram constituidas
por plantulas de alfafa em compartimentos contendo agua
esterilizada, e plantulas em agua esterilizada e P. nicotianae.
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As placas foram mantidas por trés dias a temperatura
ambiente. A avaliagdo foi feita sob microscopio 6ptico, onde
as raizes das plantul as foram avaliadas pela presenca ou ndo
demicélio e zoosporangios deP. nicotianae. Paracadaisolado
(fungo, bactéria ou actinomiceto) foram feitas quatro
repeticoes.

O crescimento dos microrganismos foi obtido em
placas a temperatura ambiente e com diferentes meios; as
bactérias em NA e incubadas por 48 h; os fungos em BDA e
incubados por uma semana e os actinomicetosem meio AC e
incubados por uma semana.

Para determinar a potencialidade de um isolado como
antagonista, foram feitas duas escalas de notas que
discriminaram niveis de infestagdo com P. nicotianae das
plantulas de alfafa crescendo na presenca dos diferentes
isolados. Para a presenca de zoosporangios as notas foram 0

= sem zoosporéngios, 1 = entre1 e5, 2 =entre6 e 10; 3 =
entre 11 e 50, e 4 = mais de 51. Para a presenca de micélio as
notas foram 0 = sem micélio, 1 = pouco, 2 = médio, 3 =
muito (Figura 1).

Avaliacdo de antagonistas: teste de culturas pareadas

Foram testados seteisoladosdefungos, trés de actino-
mi cetos e doi s de bactérias sel ecionados no bioensaio quanto
ao potencial antagbnico a P. nicotianae. As condi¢des de
crescimento dos microrganismos foram iguais as empregadas
no item anterior.

Para o teste em placas Petri de 9 cm de didmetro
contendo meio BDA foram transferidos um disco de meio de
cultura de 5 mm de di@metro com micélio de P. nicotianae
em pleno desenvolvimento e um disco de 5 mm de diametro
de meio de cultura com micélio do fungo ou actinomiceto, ou

FIG. 1 - Escala de notas empregada na avaliacio da potencialidade dos isolados de fungos, actinomi-
cetos e bactérias quanto ao antagonismo a Phytophthora nicotianae, pelo método de
infestacdo de plantulas de alfafa (Medicago sativa). Para a presenca de zoosporangios (Z)
as notas foram 0= sem zoosporangios, 1= entre 1 e 5, 2= entre 6 e 10, 3= entre 11 e 50, 4=
mais de 50. Para a presenca de micélio (M) as notas foram 0= sem micélio, 1= pouco, 2=
médio, 3= muito. A seta indica os pelos absorventes das raizes das plantulas de alfafa.
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umaestria do crescimento da bactéria selecionada. As placas
foram mantidas a temperatura ambiente até sua avaliacdo.
Foram feitas trés repeticdes por isolado. A avaliacdo foi feita
quanto ao hiperparasitismo (crescimento do antagonistasobre
o micélio do patégeno) ou antibiose (inibicdo do crescimento
do patégeno) .

Andlises estatisticas

No presente trabalho, as anélises estatisticas foram
realizadas empregando o pacote estatistico SASfor Windows,
Versdo 6.12 do S.A.S Ingtitute, Cory NC, USA

RESULTADOS

Efeito do lodo de esgoto na sobrevivéncia in vitro de P.
nicotianae

Nas condicBes do laboratério, a sobrevivéncia de P.
nicotianae foi menor quando as doses de lodo de esgoto
aumentaram nas diferentes misturas solo — lodo de esgoto
avaliadas, para os diferentes niveis de in6culo empregados,
indicando um possivel efeito supressivo do lodo (Figura2 e
Tabela2). Os valores de pH das misturas diminuiram quando
os niveis de lodo em auséncia de indculo aumentaram; mas
na presenca de inéculo, primeiro aumentaram e depois dimi-
nuiram. Os valores de condutividade elétrica mostraram uma
respostapositivaaosincrementosnosniveisdelodo, indepen-
dente da presenca ou ndo do inéculo (Figura 3 e Tabela 2).

Os coeficientes de correlacdo (r) da recuperagédo do
patdégeno e o nimero de zoosporangios presentes nas bordas
das iscas foram significativos ao 5% para a condutividade
elétrica, mas ndo para o pH. Os valores de r foram de —0,490
paraaporcentagem de recuperacao e de—0,487 parao nimero
de zoosporangios por bordadeisca.

Efeito dos extratos do lodo de esgoto no crescimento in
vitro de P. nicotianae

Dos extratos avaliados, o extrato acido do tratamento
com 20% de lodo de esgoto apresentou uma reducao
significativa no crescimento da colénia de P. nicotianae
(Tabela 3).

I solamento de antagonistas a P. nicotianae.

O numero médio de coldnias isoladas do solo das
parcelas do campo foi daordem de 106, 10° e 10* col 6nias por
grama de solo para bactérias, actinomicetos e fungos,
respectivamente. Os tratamentos com e sem lodo tiveram em
média valores semelhantes para os diferentes grupos de
microrganismos isolados (Tabela 4).

Avaliacao de antagonistas a P. nicotianae.

Dos isolados testados no bioensaio, s6 um fungo
(isolado F9.1, do géneroAspergillus, obtido das parcelascom
adubo mineral e inoculadas com P. nicotianae) e um
actinomiceto (isolado A12.1, ndo identificado; obtido das
parcelas com 15% de lodo e inoculada) tiveram um controle
total de P. nicotianae, semelhante a testemunha com agua
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FIG. 2 - Sobrevivéncia de Phytophthora nicotianae avaliada
por meio da porcentagem de recuperacao em iscas
de folhas de citros (Citrus spp.) e numero de
zoospor angios por borda de isca, nas diferentes
misturas solo - lodo de esgoto, para os diferentes
niveis deindculo (0 - -, 10 M- e 20 - A- g kg de
mistura), sob condicdes de laboratério em dois
experimentos (gréaficos A e B, experimento 1;
graficos C e D, experimento 2).
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TABELA 2 - Andlise de variancia e teste F para as variaveis sobrevivéncia de Phytophthora nicotianae avaliada
por meio da porcentagem de recuperagdo em iscas de folhas de citros (Citrus spp.) € nimero de
zoosporangios por borda de isca, pH e condutividade elérica (CE) nas diferentes misturas solo -
lodo de esgoto (0, 10, 20 e 40% p/p), para os diferentes niveis de inéculo (0, 10 e 20 g kg* de
mistura), sob condi¢des de laboratério em dois experimentos

QM
Causadavariagdo  GL Recuperacdo (%) Zoospor angios por borda (N°) Experimento 2
Exp. 1 Exp.2 Exp. 1 Exp.2 pH CE

Lodo 3 8749,8 * 4058,5 * 120,8* 1434 * 1,49 * 927405,4 *
Inéculo 2 13061,5* 4933,6 * 154,6 * 151,3* 195% 168352,0 *
Lodo x in6culo 6 2675,0* 2400,8 * 389* 69,5 * 0,72* 32558,5*
Residuo 36 2247 67,3 1,9 1,7 0,0001 18,3
CV (%) 56,1 42,8 48,8 39,7 0,65 0,86
R? 0,86 0,94 0,91 0,95 0,99 0,99

* ggnificativo pelo testede F, a0 nivel de 1% de probabilidade.

pHem agua

a 10 20 30 40
Lodo de esgote p'p (%)

condutividade elétrica
ds m')

4] 10 0 30 40
Lodo de esgote p'p (%)

FIG. 3 - Efeito do lodo de esgoto no pH em agua e na con-
dutividade elétrica (CE) da solucdo das misturas
solo - lodo de esgoto, nas diferentes misturas solo -
lodo de esgoto, para os diferentes niveis de indculo
(O---,10 -m- ¢ 20 A- g kg' de mistura), sob
condicOes de laborat6rio, no experimento 2

destiladaesterilizada, onde as plantul asde alfaf ando apresen-
taram nem zoosporangios nem micélio. Sete isolados de
fungos, trés de actinomicetes e dois de bactérias permitiram
o desenvolvimento de micélio, mas ndo dos zoosporangios.
Alguns isolados tiveram um comportamento semelhante a
testemunha com &gua e P. nicotianae (Tabela 5).
Dosisolados avaliados mediante o teste de pareamento

de colbnias, destacaram-se cinco fungos e dois actinomicetos.
Um fungo do género Trichoderma (isolado F8.3/4; obtido das
parcelas com adubo mineral e inoculada) destacou-se por
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antibiose com formagéo de halo de inibicdo de 1 cm; e os
outros quatro, um Trichoderma sp. (isolado F12.3; obtido das
parcelas com 15% de lodo e inoculada) e trés Aspergillus
spp. (isolado F8.10 obtido das parcelas com adubo mineral e
inoculada; eisolados F9.1, F11.1; obtidos das parcelas com 5
e 10% de lodo e inoculadas, respectivamente) por
hiperparasitismo, com crescimento micelia recobrindo toda
aplacaem 72 h. Osdoisactinomicetos (isoladosA2.1eA12.1;

obtido das parcelas com adubo mineral e sem indculo, e com
15% de lodo e inoculada, respectivamente) também
desenvolveram halos de inibicdo de 1 cm. Os isolados que
ndo interferiram nem com o crescimento nem com a
esporulacdo de P. nicotianae foram as bactérias (isolados
B10.6 e B11.1), um actinomiceto (isolado A9.7) e dois fungos
(F10.4 e F10.8).

DISCUSSAO

A supressividade a P. nicotianae foi diretamente
proporcional a concentracdo de lodo de esgoto incorporado
no solo (Figura 2). Esses resultados séo coincidentes com os
obtidos por outros autores, tanto para o manejo das doencgas
causadas por Phytophthora spp. Como por outros pat6genos,
em diversas culturas (Lumsden et al., 1983; Bettiol &
Krugner, 1984; Lewis et al., 1992; Casale et.al., 1995;
Widmer et al., 1998; Hoitink & Boehm, 1999).

Dentre osfatores que podem explicar asupressividade
aP. nicotianae, a presenca de compostos toxicos devido aos
processos de decomposic¢do da matéria organica adicionada
ao solo é uma delas. Esses efeitos tém sido reportados por
varios autores para diversos patégenos, usando diferentes
fontes de matéria orgéanica (Hoitink et al., 1977; Casde et
al., 1995; Blok et al., 2000). No presente trabalho, foram
obtidas inibi¢des do crescimento in vitro de colénias do
patégeno quando colocado a crescer em meio de cultura
acrescentado com extratos acidos (Tabela 3), coincidente com
os resultados obtidos por Widmer et al. (1998), sugerindo
um possivel efeito quimico naindugéo de supressividade.

Nos experimentos realizados, quando se usaram as
doses de indculo maiores, os valores de recuperacdo da P.
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TABELA 3 - Didmetros médios das colbnias de
Phytophthora nicotianae isolado |AC 01/
95 aos quatro e nove dias apds repicagem,
e 4rea abaixo da curva de crescimento
das colénias aos nove dias (AACC),
crescendo em meio de cenoura (Daucus
carotae) (MC) contendo extratos aquosos,
acidos (H,SO,) ou basicos (KOH) de lodo
de esgoto (LE) em areia

Dias apds repicagem

Tratamento 4 AACC

Testemunha (MC) 543" ab® 9,000 a 5256 a
Areia+ &gua 540 ab 900 a 52,18 a
Areia+ KOH 441 c 882 a 4461 b
Areia+ H,30, 463 c 865 a 4552 b
Areia+ LE + agua 489 bc 8,73 a 4786 b
Areia+ LE + KOH 568 a 9,00 a 5344 a
Areia+ LE + H,S0O, 205 d 227 b 17,28 ¢

! Didmetro médio dascol6niasem cm.
2 Dados seguidos damesmaletra, na coluna, ndo diferem significativamente
(Testede Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade).

nicotianae foram menores, contrariamente ao esperado (Figura
2). Isto poderia ser explicado pelo tipo de indcul o empregado,
gréos de trigo colonizados, o0s quais ao serem incorporados
ao solo também s&o degradados e podem liberar substancias
toxicas a P. nicotianae, incidindo negativamente em sua
sobrevivéncia.

Um segundo fator que pode explicar a supressividade
a P. nicotianae sdo osval ores de condutividade el étricaobtidos
guando o lodo de esgoto foi incorporado ao solo ou substrato
(Figura 2). Lapefia et al. (2000) observaram que sob
condutividade elétricade até 5 dS nt por 24 h, a viabilidade,
econsequentemente acapacidade deinfetar, doszoosporangios
de P. citrophthora diminuiu. Semelhantemente ao presente
trabalho, Workneh et al. (1993) estabeleceram correlacdes
negativas entre condutividade elétrica e presenca de P.
parasitica ou incidéncia da doenca em plantas de tomateiro
(Lycopersicon esculentum Mill.).

Um terceiro fator que pode explicar a supressividade a
P. nicotianae, € o aumento da atividade microbiana do solo,
onde as popul agdes microbianas estabel eceriam um controle
bi ol 6gico mediante os mecanismos de competi¢do, antibiose,
parasitismo einducéo deresisténcia (Hoitink & Boehm, 1999).

Malacjzuck (1983) sugere que 0s principais mecanismos
envolvidos no controle de Phytophthora spp. séo competicao
por nutrientes e antibiose. Downer et al. (2001) sugerem que
aproducéo de celulase elaminarinase é o principal mecanismo
envolvido nasupressividade aP. cinnamomi Rands. nosistema
Ashburner, destruindo zodsporos e outros propagulos do
patégeno; e afirmam que as enzimas sdo produzidas pela
comunidade de fungos, entre elesPenicilliumsp. eAspergillus
sp., € que essa atividade enzimatica é favorecida por valores
de pH baixos.

A incorporagédo do |odo de esgoto ao solo ndo alterou
as comunidades de fungos, actinomicetos e bactériasdo sol o,
guando avaliada mediante a contagem de col 6nias em placas
(Tabela 4), resultado coincidente com Lewis et al. (1992).
Entretanto, Millner et al. (1981) constataram o aumento das
comunidades de bactérias e actinomicetos como resposta a
incorporacdo de lodo de esgoto, e Pascual et al. (2000) das
comunidades de bactérias e fungos quando incorporaram
composto de lixo urbano, com aumento das populagcdes de
pseudomonas fluorescentes e Trichoderma spp. Downer et
al. (2001) obtiveram uma resposta variavel dependendo do
meio de cultura empregado para avaliar as comunidades
microbianas dos solos com e sem cobertura, constatando
mudancas nas populacdes de fungos saproéfitas quando
avaliadas em meio com Rosa de Bengala, e identificaram
basidiomicetos crescendo sobre a cobertura que ndo foram
isolados em nenhum dos meios de cultura. Os solos com
cobertura tiveram uma maior diversidade de géneros de
fungos, dentre elesPenicillium Aspergillus, Trichoderma (o
gual ndo foi isolado dos solos sem cobertura).

Diversas espécies do género Trichoderma sdo bem
conhecidas como agentes de controle biol6gico de doengas
causadas por Phytophthora spp. (Malgjczuk, 1983; Casale et
al., 1995; Costaet al., 1996; Ahmed et al, 1999), mas também
fungos do géneroAsper gillus(Sztejnberg & Tsao, 1986 citado
por Fang & Tsao, 1995) e actinomicetos possuem capacidade
de producéo de antibidticos (Malgjczuk, 1983; You et al.,
1996).

Devido acomplexidade dosprocessosenvolvidos, para
determinar o impacto potencial do agregado de matéria
organicaao solo nainducao de supressividade aos diferentes
patégenos, sdo necessarios estudos|ocais, nos solosecom as
fontes de matéria orgénica disponiveis na regido. Embora o

TABELA 4 - Comunidades de fungos, actinomicetos e bactérias (unidades formador as de colonias — ufc) isoladas
do solo das parcelas do campo com e sem indculo de Phytophthora nicotianae isolado |AC 01/95,
aos 28 dias apos inoculagdo, nos diferentes tratamentos de solo sem lodo e com adubo mineral
(0+A), ou com incorporacdo de lodo de esgoto nas proporcdes 0; 7,5; 10 e 15% viv

Organismo Tipo de solo O+A 0

Tratamentos do solo (% lodo v/v)

5 75 10 15
Fungos Seminéculo 4,17 4,94 4,57 4,67 4,42 4,01
(ufc . g solo?) Com inéculo 4,75 4,97 4,43 4,62 4,49 4,49
Actinomicetos Seminéculo 5,27 5,60 541 543 531 5,39
(ufc. g solo'l) Com in6culo 5,47 411 5,42 517 5,26 5,44
Bactérias Seminéculo 6,35 7,21 7,24 7,17 7,67 7,31
(ufc. g solo™) Com inéculo 6,84 7,32 6,82 6,89 6,98 7,44

Fitopatol. bras. 28(1), jan - fev 2003

73



C. Leoni & R. Ghini

TABELA 5 - Potencialidade de alguns isolados de fungos, actinomicetos e bactérias quanto ao antagonismo a Phytophthora
nicotianae, pelo método de infestacdo de plantulas de alfafa (Medicago sativa)

Nivel de infestacdo
com P. nicotianae das

| solados

plantulasde alfafa Fungos Actinomicetos Bactérias
z=0e M=0"? Fo.7° A121
_ F9.1, F11.1, F10.4, F10.8, F8.3/4,
Z=0 F12.3 F8.10 Al12.1,A9.7, A21 B11.1, B10.6
F9.1, F10.4, F4.1, F2.1, F8.10, A12.1,A3.2,A4.2, A6.6, A4.1b,

2<0,75eM<L0 F7.1, F10.1, F8.3/2 A6.1, A9.7, A2.1, A6.5 A6.4 BI15 BI11,B113 B10.10
B10.2, B10.3, B11.2, B1.6,

7530 F5.3, F2.2, F3.5, F10.5, F4.7, A3.1 A96 B10.11,B11.4, B11.8, B11.6, B1.10,

F10.9, F4.4, F10.3

B1.1, B1.13, B10.4, B10.1, B10.12,
B1.8,B1.5, B10.9

+Z = NP° dezoosporangios por plantula, 0= sem zoosporangios, 1=1a5; 2=6a10; 3=11a50, 4=>51; M = presencade micélio de Phytophthoranicotianae nas

plantulas, 0=semmicélio, 1 =pouco, 2= médio, 3= muito.
2médiasdequatro repeticoes

% A primeiraletrado nome doisolado corresponde ao grupo de microrganismo (F: fungos, A: actinomicetoseB: bactérias). O primeiro nimero do nomedoisolado

corresponde ao tratamento: 1= parcelas sem lodo e sem indculo de Phytophthora nicotianae, 2= com adubo mineral e seminéculo, 3= com 5% delodo esem
inéculo, 4= com 7,5% delodo e semindcul o, 5= com 10% delodo e sem inécul o, 6= com 15% delodo e seminécul o, 7= semlodo e com indcul o, 8= com adubo
minera ecominéculo, 9= com 5% delodo e comindcul o, 10= com 7,5% delodo ecomindculo, 11=com 10% delodo e cominécul o, 12= com 15% delodo e com

inéculo.

bioensaio empregado no presente trabalho tenha mostrado
capacidade na selecéo de isolados, ndo se deve esquecer a
necessidade detestar estesisoladosem plantae sob diferentes
condi¢des de crescimento das mesmas, assim como a sua
sobrevivénciano solo.
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