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RESUMO

A fusariose ¢ um dos principais problemas fitossanitarios que assolam a producao do
quiabeiro no Maranhdo, por se tratar de uma doenca de dificil controle associado a custos
elevados para aquisicdo de produtos quimicos que muitas vezes sdo inviaveis aos pequenos
produtores, que exploram o cultivo do quiabo como fonte de renda. A pesquisa tem como
objetivo, analisar o efeito da solu¢do fermentada a base de carapaga de caranguejo sobre o
agente patogénico Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum  in vitro e a supressividade da
fusariose do quiabeiro em mudas da variedade “Valenga” em Sao Luis/MA. Os experimentos
foram conduzidos no Nucleo de Biotecnologia Agronomica do CCA/UEMA, em Laboratdrio
de Fitopatologia e casa-de-vegetacdo. Para avaliacdo laboratorial, foi mensurado o
crescimento das colonias fungicas em um delineamento experimental inteiramente
casualizado, com cinco tratamentos ¢ dez repetigdes. Para avaliacdo em casa de vegetacdo, a
solugdo carapaca de caranguejo foi misturada a solo autoclavado apds sete dias da emergéncia
das sementes. O inoculo do patdégeno na concentracdo de 10° macroconidios mL,”" foi
adicionado ao solo (30 mL.Kg™) 21 dias apos a germinagdo de plantas de quiabo da variedade
Valenga com cinco tratamentos (0,10,20,40,80 mL.Kg'1 de solo) e 5 repetigoes. Os dados de
todos os ensaios foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade, os dados foram rodados no programa estatistico
AgroEstat®. Os resultados para teste “in vitro” atenderam as expectativas, como
percentagem de inibi¢do de crescimento micelial (P.I.C) em 100% para concentragdes a partir
de 0,3(v/v) e o teste em “in vivo” ndo houve variacdo significativa. A conclusdo do trabalho
nos permitiu inferir que a solucdo fermentada poderd ser uma importante ferramenta no
controle do F. oxysporum f.sp. vasinfectum, mas que necessita de maiores investigagdes para

o desenvolvimento e padronizagdo de uma metodologia eficiente.

Palavras Chave: Fitossanidade, Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum,organicos.



ABSTRACT

Fusariosis is one of the main phytosanitary problems that plague okra production in
Maranhao, as it is a difficult to control disease associated with high costs for the purchase of
chemicals that are often unviable to smallholders who grow okra. as a source of income. The
objective of this research is to analyze the effect of fermented crab carapace solution on the
pathogen Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum in vitro and the suppressiveness of okra
fusariume in seedlings of the variety “Valenc¢a” in Sdo Luis / MA . The experiments were
conducted at the CCA / UEMA Agronomic Biotechnology Center, at a Plant Pathology
Laboratory and greenhouse. For laboratory evaluation, the growth of fungal colonies was
measured in a completely randomized experimental design with five treatments and ten
replications. For evaluation in a greenhouse, the crab carapace solution was mixed with
autoclaved soil seven days after seed emergence. The pathogen inoculum at the concentration
of 10° macroconidia mL™', was added to the soil (30 mL.Kg") 21 days after germination of
Valenga okra plants with five treatments (0.10,20,40,80). mL.Kg" of soil) and 5 repetitions.
Data from all assays were subjected to analysis of variance and means compared by Tukey
test at 5% probability, data were run using the AgroEstat® statistical program. The results for
the in vitro test met expectations as percentage of mycelial growth inhibition (PIC) by 100%
at concentrations from 0.3 (v / v) and the in vivo test showed no significant variation. . The
conclusion of the work allowed us to infer that the fermented solution may be an important
tool in the control of F. oxysporum f.sp. vasinfectum, but needs further investigation for the

development and standardization of an efficient methodology.

Keywords: Plant health, Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum, organic.
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1 INTRODUCAO

O quiabeiro (4belmoschus esculentus L.) é pertencente a familia das Malvaceas, com
centro de origem no continente Africano e adaptagdo a climas tropicais, com temperaturas
entre 22° a 25° C, e apresenta grande sensibilidade ao frio (FILGUEIRA, 2008).

E uma cultura com custo de produgio relativamente baixo, proporcionando
genericamente um retorno consideravel, e assim constituindo primazia para os agricultores
familiares (FILGUEIRA, 2008).

E descrita como uma hortaliga de alto valor nutricional, com grande aceitagio no
mercado, sendo os pequenos produtores os maiores responsaveis por grande parte da sua
producdo (PAES et al., 2012). H4 uma estimativa de produ¢do mundial de cerca de 1,7
milhoes de t / ano (ASARE-BEDIAKO et al., 2014).

Dentre as diversas hortali¢as cultivadas no Estado do Maranhdo, o quiabeiro tem seu
papel de destaque no mercado e na cultura do Maranhense, estando sempre presente nos polos
produtores, sendo cultivados principalmente nos municipios que fazem parte da Ilha de Sao
Luis (SILVA; PEREIRA, 2008).

Dentre os problemas fitossanitarios que assolam a producdo dessa hortalica, destaca-se
a fusariose do quiabeiro, ocasionada pelo fungo Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum
[(Atk.)Snyder& Hansen | que ¢ uma das doengas mais prejudiciais a cultura no Maranhdo,
tendo acarretado perdas econOmicas inestimaveis aos pequenos ¢ médios produtores que
exploram seu cultivo como fonte de renda. A doenga manifesta-se em forma de reboleira,
onde a planta apresenta como principais sintomas a murcha, amarelecimento das folhas,
escurecimento vascular, seguido de desfolha e conseqiiente, morte das plantas (MASSOLA
JUNIOR, BEDENDO 1997).

A aplicacdo de produtos quimicos ¢ a forma mais usual para tratamento da doenca.
Pondera Bettiol (2003) que considera agressiva e inviavel esta pratica, onde avaliou a relagao
custo/beneficio, pois as quantidades de agrotoxico aplicadas pelos produtores que realmente
atingem a praga ou patdogeno sdo infimas, somente uma parcela menor que 1%, em
desvantagem aos 99% que fica retido ou atuando diretamente no meio ambiente.

O uso de fungicidas para controle de doencas de plantas é a pratica mais comum a
todos os sistemas agricolas convencionais de producao, justificado por possuir caracteristicas
desejaveis ao produtor como a previsibilidade dos resultados, a simplicidade de uso e a
necessidade de pouco entendimento dos processos basicos do agroecossistema para a sua

aplicacdo (BETTIOL, MORANDI 2009).
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Os agrotoxicos podem causar efeitos negativos aos seres vivos, ainda que as dosagens
sejam minimas a ponto de reduzir os riscos em niveis aceitaveis, no entanto o uso geral ndo
obedecer aos procedimentos e cuidados inerentes manipulagdo dos mesmos (VERAS, 2005).
Outro fator importante a ser considerado ¢ a resisténcia aos agrotoxicos, pelo uso constante e
dosagens ndo recomendadas, onde a resisténcia a fungicidas pode ser atribuida um ou mais
mecanismos, sendo estes os principais: reducdo de afinidade no sitio de a¢ao dos fungicidas;
reducdo da absor¢cdo ou aumento do fluxo de fungicida; desintoxicagdo; compensagdo e
desvio do sitio de agdo (GHINI; KIMATI, 2002).

E importante frisar que o custo para aquisi¢do aos “defensivos agricolas” ¢ elevado,
tornando muitas vezes inacessivel aos produtores familiares. Uma das alternativas para fugir
dos problemas causados a pelo uso de agrotdoxico a um baixo, custo € a adicdo de matéria
organica ao solo que pode ser uma alternativa ao controle da fusariose (RODRIGUES,
VERAS; SILVA, 2007).

Os experimentos com carapaca de caranguejo no controle da fusariose da pimenteira
se mostraram bastante promissores, ndo s6 pelo controle do fungo, mas também pelo aporte
nutricional dado a planta pela aquisicdo de macro e micronutrientes advindo da minerizagdo
da matéria organica, além de promover o crescimento de agentes biologico supressores do
Fusarium (BENCHIMOL, 2002).

A aplicacdo de materiais organicos no solo pode ser considerada um norte ao controle
da fusariose (RODRIGUES et al, 2007). Entre esses materiais, encontra-se a casca de
caranguejo, que apresenta quitina em sua composi¢do (DOMINGUES, 2006), além de macro-
e micronutrientes (BENCHIMOL, 2006).

Caranguejo e siri sdo invertebrados marinhos estruturalmente formados por um
exoesqueleto de quitina com composi¢do variavel entre 15 a 20% de quitina em caranguejos ¢
siris (LIMA et al., 2010).

A quitina ¢ um polissacarideo constituido por um polimero de cadeia longa, a -(1-4)-
N-acetil-D-glucosamina e usado na produgio de quitosana (MUNOZ, 2009).

A quitosana foi estudada com sucesso em uma grande variedade de aplicagdes de uso
humano, por ser biocompativel, biodegradavel, possuir propriedades antimicrobianas, ser
emulsificante, utilizada no tratamento de efluentes, ser formadora de gel e como envoltorio
protetor de alimentos, e de uso agricola, como fornecedora de nutrientes e promotora de
crescimento de plantas e no controle de patégenos de plantas como os fungos (BENCHIMOL

et al., 2000).
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Por tais caracteristicas tem-se como hipotese que a quitina e quitosana presentes na
solu¢do de fermentada da casca de caranguejo atuaram para supressdo do agente patogénico
da fusariose (F. oxysporum f.sp. vasinfectum) do quiabeiro.

O caranguejo-u¢d, Ucides cordatus (Linnaeus, 1763), ¢ um dos principais recursos
extraidos dos mangues da Ilha de Sdo Luis, sendo um produto bastante consumido pela
populacdo maranhense, possuindo grande importancia econdmica e social, devido a geragdo
de empregos diretos e indiretos (CAVALCANTE et al, 2011). Conseqiientemente essa
demanda gera uma quantidade muito grande de residuo que em sua maioria ¢ considerado
“lixo”.

O descarte inadequado dos rejeitos das atividades pesqueiras causa diversos impactos
negativos. Esse ¢ o caso dos residuos solidos provenientes da atividade de beneficiamento do
caranguejo-ucd (Ucides cordatus) (RIBEIRO;FERNANDES, 2018). Diante do exposto, o
trabalho justifica-se pela destinacdo e uso agricolas de residuos ndo aproveitados da cadeia
produtiva do caranguejo em substitui¢do a fungicidas quimicos industriais, promovendo
alternativas sustentaveis a um baixo custo de produgdo aos produtores.

A pesquisa tem como objetivo, analisar o efeito da solugdo fermentada a base de
carapaca de caranguejo sobre o agente patogénico Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum in
vitro e a supressividade da fusariose do quiabeiro em mudas da variedade Valenca em Sao

Luis/MA.
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2 REVISAO LITERARIA
2.1 A cultura do quiabeiro.

O quiabeiro Abelmoschus esculentus (L.) (Figura 1) ¢ uma hortaliga originaria da
Africa, pertencente da familia Malvaceae, muito adaptada as condigdes tropicais. O clima

quente ¢ umido ¢ muito favoravel sendo mais cultivado nas regides Nordeste ¢ Sudeste

(BACHEGA et al, 2013).

Fonte: Moreira, 2018.
‘t SR By

Figura 1 — planta e fruto do quiabo.

O quiabeiro apresenta porte arbustivo e ereto, caule semilenhoso, pode atingir até trés
metros de altura, o sistema radicular ¢ muito profundo e sua raiz pivotante pode atingir até
1,90 m de profundidade ¢ o estadio vegetativo vai de 0 a 64 dias apds a semeadura ¢ o
reprodutivo de 65 a 120 dias, porém seu periodo de frutificagdo pode superar 200 dias
conforme a época de cultivo (GALATI, 2010). As folhas apresentam limbo recortado, sdo
grandes lobadas e com peciolos longos, as flores sdo hermafroditas e o fruto ¢ do tipo capsula,
piloso, roligo e apresenta secdo transversal circular ou pentagonal (AGUIAR, 2011).

O quiabeiro ¢ uma cultura intolerante ao frio e necessita temperaturas mais altas para
se desenvolver e produzir frutos. Em condicdes de temperatura baixa ha retardamento na
germinacdo e emergéncia das plantulas fato que prejudica o crescimento, a floragdo e a

frutificacdo (FILGUEIRA, 2008).
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Nao ¢ uma cultura muito exigente em se tratando do tipo de solo, visto que a mesma
produz bem em solos areno-argilosos, argilosos, argilo-arenosos, ndo suporta acidez elevada,
o pH ideal para seu cultivo vai de 6,0 a 6,8. A produtividade do quiabeiro encontra-se em

torno de 15 a 20 t ha, mas pode variar em func¢do do periodo de colheita (GALATTI, 2010).

2.2 O caranguejo (Ucides cordatus Linnaeus, 1763).

O caranguejo-uga (Ucides cordatus Linnaeus, 1763) (Figura 2), ¢ uma um artropode
da classe Macostraca, pertencente a ordem Decapoda, sendo da Familia: Ocypodoidea. E uma
espécie de habito semi-terrestre distribuida amplamente na costa do Atlantico Ocidental, na
Flérida, Golfo do México, América Central, Antilhas, e norte da América do Sul, Guianas e

Brasil, com registros do Para até Santa Catarina (ARAUJO;CALADO, 2008).

Fonte: Martins e Oliveira, 2011.

Figura 2 — Extrag@o do caranguejo-uca (Ucides cordatus).

A espécie tem como caracteristica na face interna do propodo quelar, espinhos com
extremidade negra e ter o cefalotorax de coloracdo que varia do azul celeste ao marrom
escuro. Habita galerias individuais de cerca de 1 m de profundidade, escavadas na zona entre
marés, onde permanecem durante quase todo o ano (IGARASHI, 2007 b). E um animal, que
para atingir o tamanho comercial leva aproximadamente 6 a 11anos (NASCIMENTO, 1993).
E considerado dentre os crusticeos, como um dos recursos mais explorados no Brasil
(NASCIMENTO et al., 2016).

O caranguejo-uga apresenta relevancia econdmica para as populagdes ribeirinhas que

tem a “catacdo” como fonte de renda, além de ser uma das atividades extrativistas mais
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antigas do Brasil, onde movimenta uma extensa rede econdmica composta por catadores,
intermediarios, comerciantes ¢ consumidores (IGARASHI, 2007a; NASCIMENTO et al.,
2016). Sua carne ¢ bastante apreciada na mesa dos brasileiros e turistas que visitam o litoral
do Brasil, onde o consumo e venda em grandes quantidades (ALVES; NISHIDA, 2005). Em
diversas cidades do litoral brasileiro ¢ facil encontrar estabelecimentos destinados a venda do
caranguejo-uca, principalmente na regido Nordeste onde ¢ bastante apreciado.

Nao obstante o caraguejo-ugd ¢ economicamente e socialmente importante para o
Maranhdo e para sua capital Sdo Luis, conforme (CASTRO 1986 apud MARTINS;
OLIVEIRA, 2011 p 109).

No Maranhdo, estima-se que mais de cem mil familias vivam direta ou
indiretamente deste recurso, levando-se em conta a comercializa¢do formal
e informal que atinge uma vasta rede de bares, restaurantes, hotéis,
mercados, supermercados e feiras livres. A producdo de caranguejos nos
manguezais do sul da ilha de Sao Luis foi estimada em 3,5 t/ha (CASTRO
1986 apud MARTINS; OLIVEIRA, 2011 p 109).

Da carapaga do U. cordatus se extrai a quitina, precursor direto da quitosana, que ¢ a
segunda maior fibra em abundancia no mundo ficando atras apenas da celulose. Cerca de 15 a
20% do peso do exosqueleto destes crusticeos ¢ composto por quitina, que apresenta grande
variedade de usos, como na industria farmacéutica, agricola, téxtil, alimenticia e de

cosméticos (ATAS, 2004).

2.3 O polimero quitina.
A quitina ¢ um polimero linear com cadeias ndo ramificadas ligados em - 1,4(N-
acetil-glicosamina) (Figura 3). Em muitos organismos a quitina ¢ modificada pela ligacao

com outros polimeros como glucanos, proteinas, etc.

Fonte: Azevedo, 2007.

- CH20H CH70H i
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quitina

Figura 3 - Estrutura molecular da quitina.
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Quitina é o segundo polimero natural mais abundante do planeta, perdendo apenas
para a celulose, ele esta presente em paredes celulares de fungos e em exoesqueletos de
insetos, aracnideos e crusticeos. E considerado que 22 até 33% da parede celular dos fungos
pode ser constituido por quitina. Estima-se que 10% dos desembarques de produtos marinhos
consiste em organismos ricos em materiais quitinosos (10-55% em massa seca) sendo mais de
80.000 toneladas de quitina produzidas por ano a partir de residuos marinhos (PATIL et al.,
2000).

A supressividade do solo para agentes patogenos pela aplicacdo de residuos ricos em
quitina pode ser explicada pela indugdo da alteracdo na estrutura e na atividade da microbiota
capaz de hidrolisar as hifas de fungos patogénicos e ovos de nematdides (CRETOIU et al.,
2013).

2.4 O polimero quitosana.

E um polimero policatibnico B-1,4 ligado a D-glucosamina definido como um
diacetilato de quitina (Figura 4). sendo um polissacarideo natural extraido da casca ou
exoesqueleto de crustaceos como camardo, caranguejo, lagosta e de plantas como as algas
marinhas, e na parede celular dos fungos. A quitosana ¢ soluvel e ¢ obtida da desacetilizagdo

da quitina (FRANCO et al., 2005).

Fonte: Azevedo, 2007.

H NH? H Jdn

quitosana

Figura 4 — Estrutura molecular da quitosana.

A quitosana tem um duplo efeito na interacdo patdgeno-hospedeiro, ou seja, a
atividade antifingica e a ativagdo das respostas de defesa da planta, como a produgdo de
enzimas (OH et al., 1998).
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2.5 O patogeno Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum.

O Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum ¢ um fungo de solo causador da fusariose ou
murcha-de-fusario, foi descrito pela primeira em 1892 no Estado do Alabama (USA) pelo
pesquisador Atkinson (AGUIAR, 2011). E um fungo especializado, mas que admite
hospedeiros alternativos, chamados de hospedeiros secundario, dentre eles a soja (Glycine
Max), o fumo (Nicotiana tabacum) e a alfafa (Medicago sativa) (CIA e SALGADQ,1997).

Quando cultivado em meio de cultura, ele produz um pigmento violeta, além de possui
dois tipos de conidios, macroconidios e microconidios. Os macroconidios sdo hialinos,
falcados, fusiformes, multicelulares (3-7 septos), 40-50 um x 3-5 um. Os microconidios sdo
geralmente unicelulares, produzidos em conidioforos curtos, formados diretamente do
micélio, 5 - 12 pum x 2 - 3,5 um (SMITH, 2007).

Este fungo também produz formas de resisténcia denominada clamidésporos, o que
garante sua sobrevivéncia sem hospedeiro por longos periodos (MASSOLA JUNHOR e
BEDENDO, 1997)

A murcha e favorecida por solos com alto teor de areia, acidez elevada, alta umidade
do solo, baixo teor de potassio, fertilidade desequilibrada e temperaturas entre 25 e 32°C (CIA

; SALGADO,1997).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local de execucio do projeto.

A pesquisa foi conduzida no Campus da Universidade Estadual do Maranhdo no
Laboratorio de Fitopatologia e na Casa de Vegetacdo do Nucleo de Biotecnologia em Sao
Luis, MA, cujas coordenadas geograficas compreendem 2° 30° S e 44° 18’ w. O clima da
regido classificado segundo Kdppen ¢ do tipo Aw Tropical quente e imido, com estagdo
quente e umida bem definida: alta pluviosidade nos meses de Janeiro a Junho e seca com
déficit hidrico acentuado de julho a dezembro. As precipitagdes variam entre 1.600 a 2.000
mm anuais, das quais cerca de 80% concentram-se no primeiro semestre. A temperatura
média local encontra-se na faixa de 26° C, com variagdes minimas entre 22 e 24° C ¢ maximas

de 30 e 36° C (AYOADE, 2012).

3.2 Obtencio e preparo da carapaca de caranguejo.

A carapaca de caranguejo utilizada no experimento foi obtida por meio de coleta dos
residuos da extragdo da carne desse crusticeo de restaurantes da Avenida Litordnea,
localizada no municipio de Sdo Luis no estado do Maranhdo. Para utilizagdo no experimento,
o material foi submetido a lavagem com 4gua corrente para retirada de residuos de carne de
caranguejo. Apds, passou por secagem em estufa por 4 horas (Figura 5), em seguida o
material foi moido com o auxilio de moinho de facas (Figura 6) at¢ a forma de p6 que
posteriormente passou pelo processo de peneiramento (particulas < 2 mm). O material foi
mantido em temperatura ambiente em recipiente hermeticamente fechado, distante da

umidade e da luz até o uso no experimento.

Fonte: Moreira, 2019

Figura 5. Obtengdo do pd da carapaca do caranguejo: secagem da carapaga.
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Fonte: Moreira, 2019

—

Figura 6. Segunda etapa de obtencdo da farinha de caranguejo: moagem.

3.3 Obtencio do fermentado da carapaca de caranguejo.

O experimento para obtencao da solugdo fermentada do p6d de carapaca do caranguejo
foi conduzido, utilizando a sacarose como fonte inicial energética para a fermentacao, com o
po da carapaga e agua destilada na propor¢do de em 1: 1: 10.

Foi transferida para os fermentadores (erlenmeyer 1000 mL) a medida de 50 g de
carapaca (Figura 7), que em seguida foram auclavadas a uma temperadura de 120 °C a 1 atm

, por vinte minutos (Figura 8).

Fonte: Moreira, 2019

Figura 7. Fermentadores contendo p6 da carapaga de caranguejo.

20



Fonte: Moreira, 2019.

ey

Figura 8. Autoclave sendo usada para esterilizagdo dos fermentares e p6 da carapaca.

Em posse do pd ja autoclavado e resfriado, os fermentadores foram levados para
camara de fluxo laminar, previamente esterilizado com luz UV durante vinte minutos, neste
momento cada fermentador recebeu: 50g de sacarose, em sequéncia 500 mL de agua
destilada, os componentes foram agitados manualmente por um minuto, para em seguida ser
realizado a transferéncia de 5g da levedura Saccharomyces cerevisiae.

A fermentagdo se conduziu com temperatura ambiente durante 10 dias até a
estabilizacdo da solugdo (interrup¢do da produgdo de CO,). Apoés a estabilizacdo da solugdo,
as solugdes foram destinadas para a filtragem em funil de vidro e gaze estéril (Figura 9).

Fonte: Moreira, 2019

_— |
Figura 9. Processamento de filtragem em funil de vidro da solu¢do fermentada.
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3.3 Experimento in vitro.

Foram retiradas aliquotas diferentes da solu¢do fermentada e adicionada cada uma a
250 mL de BDA (batata - agar - dextrose), obtendo as concentragdes de 0, 10, 20, 30 e 40%
(v/v) que foram vertidas em placas de Petri. Obtendo cinco tratamentos com 10 repeti¢des
cada, em seguida, discos de 10 mm de didmetro foram retirados das colonias fungicas de
F.oxysporum (isolado MGSS221) e transferidos para o centro de placas de Petri contendo o
meio BDA aos diferentes tratamentos de fermentado e ao tratamento controle que continha
somente o0 BDA para fins de testemunha. As placas foram incubadas em B.O.D. a 25 +2°C e
foto periodo de 12 h.

A avaliacdo da fungitoxicidade in vitro foi realizada por meio da porcentagem de
inibigdo de crescimento micelial (PIC), comparando-se o didmetro médio em cm, entre as
colonias nos tratamentos com fungicida e a testemunha, ap6s nove dias de incubacdo

(MENTEN, 1976):

PIC = Crescimento da testemunha - Crescimento do tratamento x 100

Crescimento da testemunha

O tamanho das coldnias fungica foram mensurado a cada trés dias em duas posicdes
perpendiculares entre si, durante nove dias, considerou-se o valor médio das medidas. O
delineamento experimental empregado foi inteiramente casualizado, com dez repeti¢cdes por
tratamento, onde cada placa correspondeu a uma repeti¢do (unidade experimental). Os dados
foram tabulados em Excel® e tratados no programa estatistico AgroEstat®. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

3.3 Experimento in vivo.

Para avaliagdo “in vivo” que foi realizado em casa de vegetacdo do Nucleo de
Biotecnologia da UEMA. O solo passou pelo processo de autoclavagem (120°C/2 h) (Figura
10 A), acondicionados em vasos plasticos de 2 L, cada vaso foi semeado com cinco sementes
de quiabeiro variedade Valenca, quando as plantulas atingiram sete dias apds a germinacao,

foi realizada o desbaste e a adicdo da solucdo fermentada (Figura 10 B).
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Fonte: Moreira, 2019

Figura 10. (A) Esterilizagdo do solo por autoclavagem; (B) adicao do fermentado aos vasos.

O delineamento experimental utilizado no experimento foi inteiramente casualizado -
DIC, com cinco tratamentos (0,10,20,40,80 rnL.Kg'1 de solo) em cinco repetigdes, totalizando
trinta vasos. A sobrevivéncia das plantas foi avaliada apos 21 dias, apds a inoculag@o do
patogeno, pela incidéncia ou ndo de plantas (3 plantas por vaso — unidade experimental) com
sintomas de fusariose no coleto da planta.

Na produgdo do inoculo, (isolado MGSS221), de F. oxysporum f. sp. vasinfectum,
obtido da “Micoteca Prof. Gilson Soares da Silva” do Nucleo de Biotecnologia Agrondmica
do CCA/UEMA, com patogenicidade previamente comprovada, foi cultivado em meio de
cultura BDA (Batatas — 200 g, Dextrose — 20 g, Agar — 20 g, Agua destilada — 1 litro), sob
condi¢cdes de temperatura controlada, através do processo de repicagem,.

A suspensdo foi preparada adicionando-se 10 mL de agua destilada esterilizada em
cada placa que continha colonias de F. oxysporum f. sp. vasinfectum, cultivados por sete dias
apos a repicagem, e realizada a raspagem da superficie com laminas de vidro. A suspenséo de
conidios foi ajustada para Ix 10° conidios mL™", com auxilio de cimara de Neubauer
(Figura 11 C). A inoculagao foi realizada aos 21 dias de idade da planta.

Procedendo dessa forma, o ferimento foi realizado em um dos lados do sistema

radicular em forma de meia lua, com deposi¢cdo de 20 mL de suspensdo por planta (Figura 11
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D). As testemunhas receberam o mesmo procedimento inoculagdo, mas ndo receberem o a
solucao do fermento.

A avaliagdo foi realizada aos 21 dias apos a inoculagdo, baseada em escala de notas,
conforme Cia et al. (1977) e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Fonte: Moreira, 2019
B V= - »-

Figura 11. (C) Preparacdo da solugdo da cultura do patogeno; (D) Inoculacdo do patégeno na

planta.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Avaliacao laboratorial

A glicose foi o componente utilizado para estimular o crescimento das leveduras, em
que em nosso experimento utilizamos leveduras Saccharomyces cerevisiae na etapa
fermentativa (OLIVEIRA, 2016).

Os dados foram rodados no programa estatistico AgroEstat® em que foram obtidas as

tabelas que seguem abaixo:

Tabela 1. Avaliacdo da inibi¢do in vitro do fermentado de carapaca sobre o Fusarium

oxysporum f.sp. vasinfectum, apos 72 horas de incubagio").

Concentragdes da solucdo Médias de crescimento P.IC (%)
fermentada (v/v) micelial (cm) B °
0 29,9 a 0
0,1 25,7b 14,04
0,2 18,6 ¢ 37,79
0,3 0,00d 100
0,4 0,00 d 100

(1) Letras iguais indicam que, no nivel de 5% de significancia, ndo ha diferenca entre médias.

Os tratamentos nas concentracdes de 0,3 e 0,4 de solucdo fermentada ndo diferiram
entre si estatisticamente, sendo esses mais eficientes tendo efeito fungicida elevado, sendo
que todos os tratamentos diferiram do tratamento controle, que apresentou a maior taxa de
crescimento micelial, evidenciando o efeito da solu¢cdo sobre o patdégeno, como descreve a
pesquisa de que demonstraram o efeito supressivo do uso de residuos organicos originados da
agricultura, industria e estagdes de tratamento no controle de varios patégenos habitantes do

solo (RODRIGUES, VERAS, SILVA, 2007).
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Tabela 2. Avaliacdo da inibicdo in vitro do fermentado de carapaca sobre o Fusarium

oxysporum f.sp. vasinfectum, apos 144 horas de incubagio”.

Concentragdes da solugao Médias de crescimento P.IC (%)
fermentada (v/v) micelial (cm) o ?
0 62,6 a 0
0,1 429Db 31,46
0,2 33,0c 47,28
0,3 0,00d 100
0,4 0,00d 100

(1) Letras iguais indicam que, no nivel de 5% de significancia, ndo ha diferenca entre médias.

Na segunda avaliagdo dos cinco tratamentos, os niveis de significncia estatistica
mantiveram se muito semelhante as primeiras avaliagdes, com destaque a porcentagem de
inibi¢do de crescimento micelial (PIC) das concentragdes 0,3 e 0,4 que atingiram 100% de
inibig¢do, evidenciado uma possivel a¢do fungicida pelos componentes da solugdo. Para os
tratamentos com concentragdes de 0,1 e 0,2 de solucao, houve um acréscimo a taxa do PIC, se
comparado as primeiras 24 horas, com isso podemos deduzir que a solu¢do em concentragdes
menores atua de forma fungistatica.

O tratamento controle propocionou maior desenvolvimento fliingico diferindo entre
aos demais tratamentos, onde os resultados da solucdo fermentada e seus componentes

exercem grande influencia fungistatica e fungicida ao Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum.

Tabela 3. Avaliacdo da inibicdo in vitro do fermentado de carapaca sobre o Fusarium

oxysporum f.sp. vasinfectum, apos 216 horas de incubacao'".

Concentragdes da solugdo Médias de crescimento P.IC (%)
fermentada (v/v) micelial (cm) o °
0 73,00 a 0
0,1 66,20 b 9,31
0,2 52,90 ¢ 27,53
0,3 0,00d 100
0,4 0,00d 100

(1) Letras iguais indicam que, no nivel de 5% de significancia, ndo ha diferenga entre médias.

26



Os resultados obtidos (Figura 12) assemelham-se ao de Benhamou (1996), onde ele
descreve que a aplicacdo de quitosana ndo é somente eficaz na inibigdo ou retencdo do
crescimento do patdgeno, mas também em induzir mudangas na morfologia, na estrutura e na
desorganizacdo molecular da célula do fungo. Além da atuacdo como fungicida natural, outra
caracteristica da quitosana ¢ o potencial de ativar enzimas Bautista-Bafios et al., (2006) e

compostos fendlicos Benhamou (1996) relacionadas com o mecanismo de defesa das plantas.

SO-I

70 A

60

50 m Médias da concentracdo 0

40 - B Médias da concentragdo 0,1

30 - — 1 Médias da concentragdo 0,2
20 1 Médias da concentragdo 0,3

10 B Médias da concentragdo 0,4

Crescimento Micelial em cm

h N
O horas 72 horas 144 horas 216 horas

Figura 12. Grafico de crescimento micelial em placas de Petri em diferentes concentragdes.

O grafico em consonancia com as (Figuras 13, 14, 15) evidenciam a acdo fungicida
com concentracdo igual ou superior a 30% e acdo fungistatica para concentragdes inferiores a

30% da solugdo fermentada da carapaga de caranguejo.

Figura 13. Crescimento micelial em placas de Petri em diferentes tratamentos apds 72 horas.

*T1, T2, T3 e T4 correspondem respectivamente as concentragdes de fermentado a 0,1;0,2;0,3 ¢ 0,4 (v/v).
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T4

Figura 14. Crescimento micelial em placas de Petri em diferentes tratamentos apds 216 horas.

*T, T1, T2, T3 e T4 correspondem respectivamente as concentragdes de fermentado a 0; 0,1;0,2;0,3 e 0,4 (v/v).

Figura 15. Comparagdo de crescimento micelial em placas de Petri entre o tratamento

controle e os tratamentos com a solu¢do fermentada na concentragdo de 0,3 e 0,4 apds 216
horas.

*T = tratamento controle; R3= tratamento com concentra¢do de fermentado a 0,3(v/v); R4 = tratamento com

concentragdo do fermentado a 0,4(v/v); 10 = numero da repeticdo dos tratamentos.

Viérios trabalhos realizados “in vitro” demonstram o efeito fungistatico da quitosana,
mas nada se fala da acdo do uso de solucdo fermentada da casca de caranguejo. Para
comparativo da solugdo fermentada e da quitosana, temos trabalhos que constataram que além
da inibi¢do do crescimento micelial nas concentragdes de 0,25 a 4%, a quitosana suprimiu a
germinagdo de conidios de Colletotrichum gloesporioides, agente causal da antracnose do
mamao (CIA, 2005). Estes resultados demonstram que as concentracdes de quitosana sdo
infimas comparadas as concentra¢cdes da solu¢do fermentada, entretanto ndo leva em
consideracdo o custo de producdo da quitosana que ¢ milhares de vezes mais onerosos do que
a producdo do fermentado que tem um custo baixissimo e demonstrou resultados promissores.
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Os resultados para inibigdo de crescimento micelial de F. oxysporum f.sp. vasinfectum
para as concentragdes de 30 e 40% muito assemelharam ao uso de quitosana a 5%, onde
houve total inibigdo do crescimento micelial de B. cinerea e a total inibi¢do da germinacdo de
esporos quando utilizaram 0,5 e 1% de quitosana, para P. expansum ¢ B. cinerea
respectivamente (LIU et al.,2007).

Os resultados foram bastante otimistas quanto ao teste “in vitro”, quando comparado
aos trabalhos de Freddo et al.,( 2014); Franco; Oliveira, (2008); Benchimol et al., (2006) no

controle de patogenos de plantas como os fungos.

4.2 Avaliacao da supressividade da fusariose do quiabeiro em casa de vegetacio.

A escolha adicdo da solugdo fermentada de carapaga aos sete dias apds a emergéncia
em plantulas homogéneas (Figura 16), pode ser explicada como comparativo com o uso da
quitina no controle da podridao de raiz provocada por Fusarium solani f. sp. phaseoli durante
as trés primeiras semanas, onde obteve bons resultados como descreve a literatura
(MITCHELL, 1962). Outro motivo ¢ a liberagdo de macro e micronutrientes que conforme
trabalhos desenvolvidos por Benchimol (2006), com casca de caranguejo, onde as plantas
tratadas com casca de caranguejo tiveram desenvolvimento e acumulo de matéria seca

superiores comparadas as plantas do tratamento que ndo continha a casca.

J T4=160mL || T=0mL

Figura 16 - Homogeneidade de plantas no momento que foi aplicado a solugdo fermentada.
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Estes resultados assemelham ao encontrados com o uso da carapaca moida in natura,
em que as plantas de pimenteira-do-reiro, cultivadas em solo adicionado a 2% da carapagca,
tiveram ausé€ncia de efeito no aumento de producdo de biomassa, além de descrever um
possivel efeito fitotoxico da quitina ou dos produtos resultantes de sua degradagdo no solo
(BENCHIMOL, 2002). A concentragdo de 5% de casca de camardo ao solo causou a morte
das plantas de crisantemo, relacionado a alta concentragdo de nitrato no substrato (PINTO,
BETTIOL; MORANDI, 2010).

Partindo da teoria que a casca de caranguejo € insoluvel em agua e que leva um tempo
para que os microrganismos degradem e disponibilizem os nutrientes, teriamos em tese que a
solugdo fermentada teria vantagem por se tratar de uma solugdo, em que os nutrientes
estariam com maior disponibilidade / acessibilidade, dando um suporte nutricional para
plantas tratadas com a solucdo fermentada de forma mais dinamica.

Conforme pode ser observado (Figura 17) houve uma variagdo no desenvolvimento
das plantas conforme a concentragdo de fermentado usado em cada vaso, onde temos da
esquerda para a direita: T1= 20 mL, T2= 40 mL, T3=80 mL T4=160 mL ¢ T= apenas agua
destilada. E possivel perceber que a medida que a dose era aumentada, as plantas ndo
respondiam em crescimento, pelo contrario, as plantulas reduziam em tamanho ou em caso
mais grave morreram, como pode ser observado nos dos primeiros vasos dois primeiros vasos

do tratamento nimero quatro (Figura 17).
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T1=20mL | | T2=40mL || T3=80mL T4= 160 mL T=0mL

Figura 17- Variacdo das plantas apos 14 dias da adi¢ao do fermentado ao solo.
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Os resultados obtidos na andlise da supressividade a fusariose com a incorporacgio do
fermentado da carapaca de caranguejo seguindo a escala de nota de Cia et al. (1977)
(ANEXO) nao apresentaram diferencas significativas entre as testemunhas e as concentragdes

para o teste de medias de Tukey a nivel de significancia de 5%, conforme a (Tabela 4).

Tabela 4 — Avaliagao da supressividade da fusariose por diferentes concentragdes.

Avaliacido da doenca

Concentracoes de

fermentado Doses da solucio fermentada (mL.Kg-") Nota
Tratamento 4 80 2,62a
Tratamento 3 40 2,30 a
Tratamento 2 20 2,64 a
Tratamento 1 10 2,12 a

Controle 0 2,86 a

Letras iguais indicam que, no nivel de 5% de significancia, ndo hé diferenga entre médias.

Mesmo que os resultados ndo tenham sido significativos, a media de valor mais baixo
presente no tratamento 1, representa um avango, onde plantas ndo apresentaram a doenga, a
medida que todas as plantas do tratamento controle apresentaram a doenca. Uma possivel
resposta para infec¢do das plantas tratadas com o fermentado, esta relacionado ao tempo de
adicdo da solucdo e o tempo até a inoculacdo do patdégeno, quatorze dias, onde existem perdas
de parte das substancias antagonista que s3o produzidas pelas leveduras e sdo volateis
(ZARANDO, 2009).

Podendo comparar com a literatura em que houve uma reducdo significativa na
concentracdo dos esporos de Penicillium roqueforti, pelas leveduras antagbnicas viaveis
(Saccharomyces boulardii e Saccharomyces cerevisiae UFT 5992) variando de 88,2% e 92%
(XU YINSHENG, 2016). Outro ponto & ser analisado ¢ que conforme as plantas eram
irrigadas também havia perdas. Estes resultados podem ser reflexdo da nao existéncia de uma
metodologia para o estudo, evidenciando a necessidade de novas pesquisas em busca de uma

metodologia eficiente.
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5 CONCLUSAO

Para a avaliacdo da agdo fungicida e fungistatica da solu¢do fermentada de carapaca
do caranguejo no combate ao agente patogénico Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum “in
vitro”, nos permitiu concluir que a solucao fermentada do p6 da carapaca de caranguejo ¢ um
poderoso agente na inibicdo do crescimento fungico, podendo no futuro ser uma importante
ferramenta ao controle de Fitopatogenos, a um baixo custo de producdo e ao alcance de um
publico de menor poder aquisitivo.

Para os experimentos em casa de vegetagdo para supressividade da fusariose, houve
variacdo entre os tratamentos e ao controle, entretanto ndo foram significativos
estatisticamente para teste de Tukey com nivel de significancia a 5%, necessitando de maiores
investigacoes para o desenvolvimento e padronizacdo de uma metodologia eficiente no futuro,

tendo estd pesquisa como pioneira e base para pesquisas futuras.
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ANEXO 1 — Escala de nota Adaptada de CIA et al. (1977).

Morfologia

Nota

Descricao

Interna: Plantas sem sintomas de murcha nos vasos

examinados através de corte na base do caule.

Externa: Plantas sadias sem sintomas de murcha ou

amarelecimento foliar.

Interna: Plantas com vasos escurecidos com coloracio
chocolate no primeiro terco do caule. Presenca de

folhas.

Externa: Plantas com sintomas de murcha leve

caracteristico e com presenca de algumas folhas

amarelecidas

Interna: Plantas com vasos escurecidos até o segundo

terco do caule. Presenca de algumas folhas.

Externa: Plantas com sintomas de murcha e

totalmente desfolhadas.

Interna: Plantas com caule totalmente escurecido, com

ou sem folhas.

Externa: Plantas com sintomas de murcha acentuada,

desfolhadas e com caule amarelecido.

Interna: Plantas mortas com vasos totalmente

enegrecidos.

Externa: Plantas mortas completamente desfolhadas.
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