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RESUMO

A palma de o6leo (Elaeis guineenses) é considerada uma das culturas perenes mais
promissoras para o agronegéocio em ambito global, destacando-se como a oleaginosa de maior
importancia mundial. No entanto, o seu cultivo é limitado por diversas doencas fungicas. A
podriddo basal do estipe tem se tornado uma ameaca ao cultivo, devido a sua rapida
disseminacéo e auséncia de controle eficaz. Sendo assim, torna-se cada vez mais importante,
estudos da doenca. Diante disso, este trabalho objetivou estudar a etiologia da podridao basal,
bem como, selecionar Bacillus spp. e Trichoderma spp. no controle biologico, avaliar
indutores de resisténcia e a fertilizagdo foliar no crescimento e na nutricdo mineral da palma
de 6leo com a capacidade de fornecer nutrientes-chave relacionados a resisténcia a doencas.
Para isso, o isolado de Thielaviopsis sp. foi obtido a partir de plantas apresentando podrid6es
no estipe e na base da folha flecha e procedeu-se a caracterizacdo morfologica e analise
filogenética,. O teste de patogenicidade em palma de 6leo comprovou a o fungo Thielaviopsis
sp. como agente etioldgico da Podriddo Basal, tanto no hibrido intraespecifico (HIE)
Manicoré, quanto no hibrido intraespecifico Tenera. O fungo foi classificado como
Thielaviopsis ethacetica com base em caracteristicas morfoldgicas e analises filogenéticas
com base nas regides EF-1a ¢ ITS. Para o estudo de biocontrole, foram realizados os testes in
vitro, caracterizacdo bioquimica (protease e quitinase), testes in vivo e analise de enzimas
relacionadas a patogénese em mudas de palma de 6leo (glucanase, quitinase, peroxidase
guaiacol e polifenoloxidase). Os isolados de Trichoderma spp. apresentaram até 52% (T03)
de inibicdo do crescimento do patégeno enquanto os de Bacillus spp. até 100% (Bac 01, Bac
02 e Bac 03). Os isolados de Bacillus spp. foram positivos para a protease, enquanto que para
os isolados de Trichoderma spp. foram negativos. Nenhum dos isolados apresentou produgéo
de quitinase. No controle in vivo, proporcionaram reducdo da dos sintomas da doenca. Plantas
tratadas com os isolados T06, T03, TO7, Bac 61,T09, Bac 03, Bac 02, Bac 04, Bac 104 e Bac
01 reduziram a porcentagem da area do tecido lesionado e apresentaram menor progresso da
doenca. Houve diferenca significativa entre tratamentos para a glucanase, quitinase e
polifenoloxidase analisada ao final do periodo de 30 dias ap6s o tratamento. O isolado Bac 03
se destacou dos demais agentes de bicontrole por apresentar um potencial antagonista no
controle in vitro de Thielaviopsis ethacetica, producdo de protease, além de reduzir a
severidade da podriddo basal e de induzir a atividade das enzimas glucanase, quitinase e
polifenoloxidase na defesa da palma de 6leo. Na etapa subsequente da pesquisa, avaliou-se
indutores de resisténcia e a nutricdo mineral em mudas de palma de 6leo. Mudas foram
cultivadas em casa de vegetacdo, no periodo entre outubro de 2014 a outubro de 2015. Os
tratamentos foram os produtos comerciais: Bion®, Fulland®, Reforce®, Yantra®, Vitakelp® +
Stayflex®, Dephensor®, silicato de célcio, silicato de sédio, quatro combinacdes de nutrientes
(A, B, C e D) e trés tratamentos controle. Os dados foram submetidos a analise de variancia e
as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Os tratamentos que
proporcionaram maior matéria seca de parte aérea de palma de 6leo foram Fulland®,
combinagdo D (6% P,0s e 15% K;0), silicato de calcio e silicato de sédio. A correcdo da
acidez do solo com corretivo contendo alto teor de magnésio melhorou a nutrigdo da palma de
oleo em célcio e magnesio. Os indutores de resisténcia, principalmente os que sdo fontes de
nutrientes, e a nutricdo mineral apresentaram o potencial de melhorar o crescimento e a
nutricdo mineral da palma de 6leo em nutrientes-chave ligados a resisténcia de plantas a
doengas.

Palavras-chave: Etiologia. Controle bioldgico. Inducdo de Resisténcia. Nutriente. Elaeis spp.



ABSTRACT

The oil palm (Elaeis guineense) is considered one of the most promising perennial crops for
agribusiness in the global sphere, standing out as the most important oilseed in the world.
However, its cultivation is limited by several fungal diseases. Basal sprout rot has become a
threat to the crop because of its rapid spread and lack of effective control. Thus, it becomes
increasingly important, disease studies. Therefore, this work aimed to study the etiology of
basal rot, as well as to select Bacillus spp. and Trichoderma spp. in the biological control, to
evaluate resistance inducers and foliar fertilization in the growth and mineral nutrition of the
oil palm. For this, the isolate of Thielaviopsis sp. was obtained from plants presenting
yellowish rot in the stipe and at the base of the arrow leaf and proceeded the morphological
characterization and phylogenetic analysis. The pathogenicity test in oil palm confirmed the
fungus Thielaviopsis sp. as the etiological agent of Basal Rot in both the intraspecific hybrid
(HIE) Manicoré and the intraspecific hybrid Tenera. The fungus was classified as
Thielaviopsis ethacetica based on morphological characteristics and phylogenetic analyzes
based on the EF-1a and ITS regions. In vitro tests, biochemical characterization (protease and
chitinase), in vivo tests and enzyme analysis related to the pathogenesis of oil palm seedlings
(glucanase, chitinase, peroxidase guaiacol and polyphenoloxidase) were performed for the
biocontrol study. The isolates of Trichoderma spp. showed up to 52% (T03) of inhibition of
the growth of the pathogen while those of Bacillus spp. up to 100% (Bac 01, Bac 02 and Bac
03). The isolates of Bacillus spp. were positive for the protease, whereas for the isolates of
Trichoderma spp. were negative. None of the isolates presented chitinase production. In the in
vivo control, they provided a reduction in the symptoms of the disease. Plants treated with the
isolates TO6, TO3, TO7, Bac 61, T09, Bac 03, Bac 02, Bac 04, Bac 104 and Bac 01 reduced
the percentage of the area of the injured tissue and showed less progress of the disease. There
was a significant difference between treatments for glucanase, chitinase and
polyphenoloxidase analyzed at the end of the 30 day period after treatment. Bac 03 isolated
from other biocontrol agents because it presents a potential antagonist in the in vitro control of
Thielaviopsis ethacetica, production of protease, besides reducing the severity of basal rot and
inducing the activity of the enzymes glucanase, chitinase and polyphenoloxidase in the
defense of the oil palm. In the subsequent stage of the research, resistance inducers and
mineral nutrition were evaluated in oil palm seedlings. Seedlings were grown in greenhouse
between October 2014 and October 2015. The treatments were commercial products: Bion®,
Fulland®, Reforce®, Yantra®, Vitakelp® + Stayflex®, Dephensor®, calcium silicate |,
sodium silicate, four nutrient combinations (A, B, C and D) and three control treatments. Data
were submitted to analysis of variance and means were compared by the Scott-Knott test at
5% probability. The treatments that provided the highest dry matter of oil palm were
Fulland®, combination D (6% P205 and 15% K20), calcium silicate and sodium silicate.
Correction of soil acidity with a high magnesium content corrector improved the oil palm
nutrition in calcium and magnesium. Resistance inducers, primarily nutrient sources, and
mineral nutrition have the potential to enhance oil palm growth and mineral nutrition in key
nutrients linked to plant resistance to disease.

Keywords: Etiology. Biological control. Induction of Resistance. Nutrient. Elaeis spp.
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1. CONTEXTUALIZACAO

A palma de Oleo ou dendezeiro € uma palmeira oleaginosa, monocotileddnea,
pertencente a ordem Palmales e familia Arecaceae (CHIA et al., 2009), de origem africana,
cultivada na Africa, Asia e América. O género compreende duas espécies, uma de origem
americana, denominada de Caiaué (Elaeis oleifera H. B. K. Cortés), e outra africana, (Elaeis
guineensis Jacq) (OOl et al.,1981). No Brasil, foi introduzida no estado da Bahia, no século
XV e seu cultivo se expandiu para o norte do pais (PANDOLFO, 1981; VENTURIERI et al.,
2009).

Na espécie E. guineensis pode-se distinguir duas variedades quanto a espessura do
endocarpo no fruto: a variedade Pisifera, que possui frutos sem endocarpo e a Dura, em que 0
endocarpo apresenta espessura variando entre 2-6 mm, além de um hibrido intraespecifico, o
Tenera, proveniente do cruzamento de Pisifera x Dura com espessura do endocarpo menor
que 2 mm. O hibrido Tenera possui a maior preferéncia de cultivo em virtude do seu alto
rendimento de polpa do endocarpo e, consequentemente, elevado rentabilidade de o6leo
(MUNIRAN et. al, 2008; SANTOS, 2010; FERREIRA et al., 2012). Esta palmeira produz
dois tipos de 6leo, o 6leo de palma extraido da polpa ou mesorcarpo do fruto e o 6leo de
palmiste obtido da semente ou améndoa, com amplos usos nas industrias alimenticia,
cosmético e biodiesel (LEVERMANN & SOUZA, 2014).

A palma de 0leo € considerada uma das culturas perenes mais promissoras para o
agronegodcio em ambito global, destacando-se como a oleaginosa de maior importancia
mundial (CORLEY & TINKER, 2003). A Indonésia e Malasia sdo os principais produtores,
compreendendo aproximadamente 85% da producdo mundial de Oleo de palma
(OBIDZINSKI et al., 2012; FAO, 2014). Outros grandes produtores incluem Tailandia,
Colémbia e Nigéria (FAO, 2014). A producdo mundial estimada em aproximadamente 275
milhdes de toneladas, distribuida entre os continentes Asiatico (87,44%), Africano (5,84%),
Americano (5,84%) e Oceania (0,87%) (FAO, 2014).

O Brasil ocupa a décima posicdo no ranking de paises produtores, com producao
estimada em 1.393.873 de toneladas (FAO, 2014). O pais possui 0 maior potencial mundial
para a producdo do 6leo da palma, com ampla disponibilidade de terras para o cultivo, com
aproximadamente 75 milhGes de hectares de terras, com destaque para os estados do Para,
Bahia e Amapa (RAMALHO FILHO et al., 2010). No cenario nacional, o estado do Para,
destaca-se como o maior produtor de 6leo de palma, com producdo média anual de 770 mil
toneladas por ano e uma area plantada de aproximadamente 180 mil hectares, respondendo
por 83% da safra nacional (IBGE, 2015). O municipio de Tailéandia destaca-se como maior



19

produtor no estado (38,93%), seguido por Acarad (16,82%) e Moju (13,57%), que, juntos,
perfizeram 62,39% do total da producdo no Para (IBGE, 2015). O pais apresenta enorme
capacidade produtiva e disponibilidade de areas alteradas para expansdo dos cultivos da
palma de 6leo que é indicada como uma das principais alternativas para a agricultura na
Amazonia (CHIA et al., 2009; HOMMA, 2010).

Além de apresentar extensas areas agricultaveis para o seu cultivo no Brasil, a palma
de oOleo se sobressai frente as demais oleaginosas, por apresentar grande potencial
socioecondémico e ambiental, contribuindo para a geracdo de emprego e renda, com intensiva
utilizacdo de méao-de-obra local, fixagdo do homem no campo, alternativa para recuperacéo de
areas degradadas, fixacdo do dioxido de carbono, reducdo das emissGes dos gases do efeito
estufa e producdo de energia renovavel (CHIA et al., 2009; BECKER, 2010).

No entanto, a franca expansdo do cultivo da palma de 6leo aliada ao monocultivo da
cultura enfrentam sérias limitacdes decorrentes da incidéncia de doencas, o que altera
consideravelmente o metabolismo bioguimico e fisiolégico das plantas, com reflexos
marcantes na reducdo do crescimento e perda produtiva. Doengas de etiologia fungica, como
murchas, manchas foliares e podriddes séo as que afetam em maior escala os dendezais em
todo pais (CARVALHO et al, 2011; CARVALHO & SANTOS, 2013).

Dentre elas, destaca-se a podriddao basal do estipe, cujo agente etiologico é o fungo
Thielaviopsis paradoxa (de Seynes), anamorfo do ascomiceto Ceratocystis paradoxa (de
Seynes), recentemente reclassificado em outros patossistemas como Thielaviopsis ethacetica
(MBENOUN et al., 2014).

Podridéo basal

A podriddo basal do estipe em palma de 6leo, cujo agente etiolégico é o fungo
Thielaviopsis paradoxa, € uma doenca importante em diversos paises. Foi descrita pela
primeira vez em palma de 6leo na Nigéria, tendo Thielaviopsis paradoxa como agente
etioldgico, causando podriddo na base do estipe e morte da cultura, e em outras localidades da
Africa, como Camardes e Ghana (ROBERTSON, 1962). No Equador, provocou grandes
danos a producdo (CHAVEZ, 1986). Na Colémbia também causou graves danos aos plantios
de palma de 6leo (TOVAR & NIETO, 1998). No Brasil, foi descrito causando podriddo basal
do estipe no estado do Pard (BOARI & TREMACOLDI, 2012; CARVALHO, et al., 2011) e
na Bahia (MOURA et al., 2013) e, hoje, esta doenca se encontra distribuida em grande parte

das principais regides produtoras do Brasil e do mundo.
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T. paradoxa é um patégeno oportunista, que infecta monocotiled6neas, sobrevive no
solo por longos periodos e em restos de culturas em decomposicdo, sendo associado as
doencas de plantas com algum tipo de estresse (ALVAREZ et al., 2012). Pode ser dispersado
pela chuva, insetos ou por ferramentas usadas na colheita ou erradicagdo de plantas doentes
(ALVAREZ et al., 2012).

A classificacdo taxondmica de Thielaviopsis paradoxa foi recentemente redefinida
para Thielaviopsis ethacetica a partir de analises morfoldgicas e filogenéticas, em outros
patossistemas, segundo Mbenoun et al. (2014).

Thielaviopsis ethacetica Went. foi originalmente descrito em Java, como agente
etioldgico da podriddo do abacaxi da cana de acUcar (WENT, 1983). Sendo posteriormente
reavaliado e descrito como sinénimo de Thielaviopsis paradoxa (De Seynes) Hohn, baseado
na similaridade morfoldgica entre os dois fungos (HOHNEL 1904). Os dois fungos por serem
considerados idénticos, T. ethacetica foi ignorado dos estudos posteriores, permanecendo o T.
paradoxa agente etioldgico de inimeras plantas hospedeiras (DE BEER et al., 2014).

Recentemente, através de estudos filogenéticos, o complexo de T. paradoxa foi
reavaliado, fornecendo evidéncias de que T. ethacetica é uma entidade biol6gica taxonémica
distinta, geneticamente diferente de T. paradoxa (MBENOUN, et al., 2014; DE BEER, et al.,
2014), e que representam um complexo de espécies morfologicamente semelhantes e
filogeneticamente diferentes. Dessa forma, acredita-se que por muitos anos T. ethacetica
tenha sido confundido com T. paradoxa, como agente etiolégico de diversas doencas e
hospedeiros diferentes. H4, portanto, a necessidade de se determinar a espécie associada aos
sintomas em palma de 6leo. O fungo T. paradoxa ja foi relatado causando doencas em
diversas culturas de importancia econémica, como na palma de 6leo (Elaeis guineenses Jacq.)
(ALVAREZ et al., 2012), no coqueiro (C. nucifera L.) (WARWICK et. al., 2004), na
bananeira (Musa sp.) (ALVINDIA et al.,, 2000), no abacaxizeiro (Ananas comosus L.)
(FERRARI, 2009) e na cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.) (CHAPOLA, 2010).

Os sintomas da podriddo basal do estipe manifestam-se na parte aérea da planta,
afetando caules e folhas, podendo ocorrer também a podriddao em sementes (EZIASHI et al.,
2006). Inicialmente nos caules ocorrem a lesbes de coloracdo marrom escuro a negro
tornando os tecidos secos e quebradicos. As folhas apresentam coloragdo amarelo
progredindo para seca até a quebra (BUITRAGO & NIETO 1995).

N&o existe um método de controle comprovadamente eficiente para a podriddo basal
em palma de Oleo. As técnicas de manejo sdo paliativas e tém se restringido ao

monitoramento periddico da plantacdo e erradicacdo de plantas severamente infectadas
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(NIETO, 1995; TOVAR & NIETO, 1998). H4 relatos de produtores que, em campo procedem
cirurgia ou podas, com aplicacdo de fungicidas clpricos e inseticidas naturais repelentes,
como alcatrdo, sobre a area lesionada (NIETO, 1995; TOVAR & NIETO, 1998). Quanto ao
tratamento quimico, ainda ndo existem produtos fitossanitarios registrados para o tratamento
da podridao basal (MAPA, 2017).

Desta forma, para obter producdo sustentdvel da palma de 6leo, sdo necessarias
medidas fitossanitarias que previnam o surgimento de doengas e garantam uma boa
produtividade da cultura, contudo, sem causar danos ao homem e ao ambiente. Em fungéo
disso, preconizam métodos alternativos de controle da doenca. Sendo assim, o controle
bioldgico, a inducdo de resisténcia e a nutricdo mineral, inseridos no manejo integrado da
doenca, podem ser alternativas promissoras no controle da podriddo basal em palma de 6leo.

Microrganismos do género Trichoderma e rizobactérias do género Bacillus séo
amplamente estudados como agentes de controle biolégico (YOU, et al., 2016; DUBEY, et
al., 2015; MORADI et al., 2012; ZALILA-KOLS, et al., 2016) e tém grande potencial para
serem utilizados no controle de doengas que afetam a cultura da palma de 6leo. Além do mais,
a nutricdo mineral de plantas, desempenha papel fundamental na melhoria no metabolismo
secundario das espécies vegetais correlacionadas com o aumento da resisténcia da plantaa
doencas (MARSCHNER, 1995) e tem se mostrado promissora no manejo de varias doencas
(POZZA & POZZA, 2006).

Controle Biol6gico

O controle bioldgico por microrganismos constitui importane estratégia para 0 manejo
de doencas de plantas, reduzindo os danos ao ambiente e ao homem. O controle bioldgico
baseia-se na relacdo antagdnica entre microrganismo e fitopatdgeno, podendo ser
caracterizado por diferentes mecanismos, agindo sinergisticamente. Estes mecanismos
envolvem antibiose, competicdo por nutrientes ou espaco, micoparasitismo, producdo de
enzimas liticas e inducéo de resisténcia no hospedeiro (BETTIOL, 2009).

Nas aclGes que envolvem antibiose, os microrganismos produzem metabdlitos
secundarios toxicos principalmente antibidticos, que inibem o crescimento ou a reproducéo,
levando a morte do patégeno (MIZUBUTI & MAFFIA, 2009), resultando na completa lise da
estrutura celular, independe do contato fisico entre os microrganismos (BETTIOL & GHINI,
1995). Dessa forma, o crescimento e a germinacdo de patdgenos podem ser suprimidos por
antibiose. A capacidade de competir por espaco e nutrientes possibilitam aos antagonistas

vantagens quando comparado ao patdgeno, pois estes sdao mais eficientes e rapidos ao
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colonizar sitios de infecdo, impedindo o estabelecimento do patdégeno nas plantas. O
micoparasitismo € um processo complexo onde um fungo micoparasita sobrevive a custa do
outro, o qual envolve contato fisico e liberacdo de enzimas extracelulares que degradam a
parede celular dos fungos patogénicos, tais como: quitinases, [3-1,3-glucanases e proteases.
Durante este processo 0 antagonista perfura a parede celular e penetra nas hifas dos fungos
fitopatogénicos, absorvendo o conteddo nutritivo e consequentemente provocando a sua morte
(HARMAN, 2004; TROIAN et al., 2014). Quando os antagonistas sdo aplicados de forma
preventiva, sdo capazes de atuarem como indutores de resisténcia (HARMAN, 2004,
SHORESH et.al., 2010).

A eficacia do controle biologico de fitopatdgenos depende da interacdo entre o
antagonista, o patdgeno, a planta e os fatores ambientais. Diversos grupos de microrganismos
tém sido selecionados como agentes de biocontrole, incluindo fungos e bactérias. Os fungos
Trichoderma spp. e as rizobactérias Bacillus spp. s@o altamente promissores no biocontrole de
doencas de plantas e destacam-se por apresentar varias vantagens, com diversos mecanismos
de acdo antagbnica contra fitopatdgenos (MORANDI & BETTIOL, 2009; HOBLEY et al.,
2013; LAILA et al., 2014).

Rizobactérias do género Bacillus compreende bactérias gram-positivas, aerébicas ou
anaerdbicas facultativas, comumente encontradas no solo e se destacam por apresentar a
capacidade de formar enddsporos, que sao estruturas de resisténcia capazes de aumentar sua
taxa de sobrevivéncia em condigdes adversas do ambiente (MAUGHAN et al., 2011). Além
de possuirem a capacidade de colonizar e se multiplicarem na rizosfera e/ou rizoplano de
plantas cultivadas, onde podem atuar como antagonistas a fitopatdgenos (CARRER FILHO et
al., 2015).

O antagonismo pode ocorrer pelos diversos mecanismos de acdo e producdo de
metabdlitos como a producdo de compostos antimicrobianos e enzimas hidroliticas, que
atuam na degradacdo da parede celular de fungos, os quais contribuem com a supressédo direta
de diversos patdgenos, além do controle proporcionado através da competicdo por espaco e
nutrientes (CAWOY et al., 2011; HAN et al., 2015). Podem promover também crescimento,
assim como ativar os mecanismos de resisténcia das plantas contra a infe¢do de fitopatdgenos
(YU etal., 2010; KIPNGENO et al., 2015; TAN et al., 2013).

O género Trichoderma compreende espécies de fungos de vida livre no solo ou
associados a raizes de plantas, que podem ser simbiontes oportunistas, bem como parasitas de
outros fungos (DRUZHININA et al., 2011). Caracteriza-se por apresentar crescimento rapido

e capacidade de ativar mecanismos responsaveis pala competicdo por nutrientes e antibiose de
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organismos fitopatogénicos, através da producdo de substdncias antimicrobianas
(STEINDORFF et al., 2012; VINALE et al.,, 2008). S&o capazes de atuarem como
micoparasitas, envolvendo o crescimento e enrolamento de suas hifas na inibicdo do patogeno
e pela producdo de enzimas que degradam as paredes celulares (ALMEIDA et al., 2007;
REITHNER et al., 2011; STEYAERT et al., 2003). Possuem a capacidade de competir por
nutrientes e espaco mais rapidos que os patogenos, impedindo a infecdo nas plantas. Algumas
especies de Trichoderma podem interagir diretamente com raizes, aumentando
potencialmente o seu crescimento, induzindo também a resisténcia das plantas a doencas e
estress abidtico (HARMAN, 2004; HERMOSA, 2012). Em palma de 6leo, T. harzianum
aumentou o gene de defesa da quitinase contra Ganoderma boninense em comparagdo com a
infeccdo apenas de G. boninense (NAHER et al., 2011).

Diversos trabalhos mostraram a acdo de compostos produzidos por Bacillus spp. e
Trichoderma spp. de atuarem no controle de doengas em diferentes patossistemas. Silva
(2015) selecionou Bacillus spp. e Trichoderma spp. como potenciais antagonistas in vitro
guando confrontados com Thielaviopsis paradoxa e aplicados preventivamente in vivo, no
controle da resinose do coqueiro. Venturini et al. (2014) constataram que bactérias do género
Bacillus apresentaram efeitos antagbnicos na inibicdo da germinagcdo de esporos e no
crescimento micelial contra Thielaviopsis paradoxa, agente etiolgico da podriddo do abacaxi
da cana-de-actcar Meneghin (2008) observou que bactérias isoladas da rizosfera da cana-de-
acucar foram capazes de controlar de forma significativa o desenvolvimento do fungo T.
paradoxa, tanto em in vitro como em in vivo em toletes de cana-de-agUcar.

Wijesinghe et al. (2010) verificaram a atividade antagonista de um isolado de
Trichoderma asperellum contra o agente etiolégico da podriddo negra do abacaxi,
Thielaviopsis paradoxa, reduzindo a severidade da doenga em frutos. Além disso, estes
mesmos autores observaram que os isolados de Trichoderma produziram compostos capazes
de inibir o crescimento micelial do patégeno. Sanchez et al. (2007) avaliaram o emprego de
Trichoderma longibrachiarum no controle de Thielaviopsis paradoxa, agente etioldgico da
podriddo em Agave tequilana. Os autores obtiveram resultados de controle satisfatorios e

constataram a producéo de enzimas hidroliticas pelo fungo antagonista.

Inducéo de Resisténcia
A inducdo de resisténcia em plantas contra patdgenos, tem se mostrado como uma
pratica promissora no controle de doencas, por meio da ativacdo de mecanismos de defesa

latentes na planta.
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O mecanismo de indugdo das plantas contra patégenos consiste na ativacdo de defesas
vegetais impedindo a entrada e/ou a colonizacdo do patdgeno em seus tecidos (AGRIOS,
2005; BERGAMIN et al., 1995). Estes mecanismos estao divididos em barreiras constitutivas,
que podem ser fisicas ou quimicas, pré-formadas, que séo representadas por estruturas como
ceras, cuticula, parede celular, fendis, alcaloides fitoalexinas, inibidores protéicos e enzimas
hidroliticas (AGRIOS, 2005; PASCHOLATI & LEITE, 1995). Por outro lado, ha
mecanismos de defesas que se manifestam somente quando a planta é desafiada por um
agressor, que envolvem o reconhecimento do patdégeno pelo hospedeiro e a indugdo de uma
série de sinais que resultam em respostas rapidas de defesa, sendo os compostos pos-formados
representados papilas, halos, lignificacdo, fitoalexinas, espécies reativas de oxigénio e
proteinas relacionadas a patogénese (Proteinas-PR) (AGRIOS, 2005; PASCHOLATI &
LEITE, 1995).

A inducdo de resisténcia de plantas pode ser definida como o aumento do nivel de
resisténcia, em consequéncia da ativacao de seus genes, ap0s um estimulo apropriado (VAN
LOON et al., 1998). A resisténcia esta relacionada a uma série de mudancas metabolicas nas
plantas, as quais asseguram maior resisténcia a doencas e pode ocorrer local ou
sistemicamente, que sdo divididas em resisténcia sisttmica adquirida (Systemic Acquired
Resistance - SAR), ou resisténcia sisttmica induzida (Induced Systemic Resistance - ISR)
(VAN LOON, 1983; VAN LOON et al., 1998).

A SAR pode se desenvolver local ou sistematicamente em resposta ao patdgeno ou
aplicacdo de agentes indutores abiéticos e a via de sinalizagdo celular ocorre atraves do acido
salicilico. Por outro lado a ISR, ocorre sistemicamente, pode ser induzida por microrganismos
ndo patogénicos, e as vias de sinalizacdo celular ocorre pelo etileno e jasmonato (VAN
LOON, 1983; VAN LOON et al., 1998).

A resisténcia induzida ou adquirida esta relacionada a defesa da planta e pode ocorrer
através da ativacdo de mecanismos latentes de resisténcia por agentes bidticos ou abioticos
(SHORESH, et al., 2010), resultando no aumento de determinadas proteinas nos tecidos
vegetais, denominadas proteinas relacionadas a patogénese (PRPs) (VAN LOON et al., 1998).
As PRPs constituem-se de um conjunto bem diversificado de moléculas, que se acumulam
nos tecidos vegetais em resposta ao ataque de patdégenos ou ao tratamento com determinado
compostos quimicos (VAN LOON, 1983; VAN LOON et al.,, 1998). Dentre as PRPs
encontram-se as enzimas peroxidase, quitinases e -1,3-glucanase, que estdo envolvidas na
formacéo de lignina e outros fenois que contribuem para o desencadeamento de barreiras de

defesa, reforcando as estruturas das células das plantas (VAN LOON et al., 1994).
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A atividade das peroxidases (POX, EC 1.11.1.7) na defesa celular das plantas esta
direcionada com a lignina e suberizacdo da parede celular, polimerizando a lignina a partir da
oxidacdo dos compostos fendlicos em presenca de peroxido de hidrogénio (HIRAGA et al.,
2001). A lignificacdo e seus precursores toxicos se depositam na superficie da parede celular,
dificultando a invaséo por patdégenos (HIRAGA et al., 2001). A lignina é uma das substancias
mais importantes da parede celular do vegetal, pois proporciona suporte mecanico e impede a
penetracdo, o crescimento e desenvolvimento de patogenos (CAVALCANTI et al., 2006).

As quitinases (CHI; 3.2.1.14) sdo proteinas antifingicas que atuam hidrolisando a
quitina, segundo polissacarideo biol6gico mais abundante na natureza depois da celulose, que
é o principal componente da parede celular dos fungos. A B-1,3-glucanases (GLU; EC
3.1.2.6) localizam-se no apoplasto celular e hidrolisam polimeros de B-1,4 glucana,
compostos que também conferem resisténcia a parede celular dos fungos. Na inducdo de
resisténcia o incremento destas enzimas relaciona-se com a defesa de plantas, exibindo acéo
direta sobre o patdgeno ou pela ativacdo dos mecanismos locais ou sistémicos de resisténcia,
como a producdo de fitoalexinas (CUTT & KLESSIG, 1992).

Indutores de resisténcia sdo substancias quimicas de natureza diversa capazes de ativar
ou induzir respostas de resisténcia nas plantas, desencadeando respostas bioquimicas
responsaveis pela protecdo contra o ataque de patdgenos (ROMEIRO, 1999; BOLLER &
FELIX, 2009). Isso envolve a ativacdo de mecanismos de defesa latentes, existentes nas
plantas, sem qualquer alteracdo em seu genoma, em resposta ao tratamento com agentes
bidticos ou abidticos. Portanto, sdo capazes de ativar mecanismos de defesa na planta,
protegendo-a contra infecgBes subsequentes por patégenos (ROMEIRO, 1999; BOSTOCK et
al., 2014).

Diversos indutores podem ativar defesas vegetais, minimizando a presenga de
patdégenos. Ha relatos na literatura de indutores bidticos, como fungos e rizobactérias
promotoras de crescimento (CHANDRASEKARAN & CHUN, 2016; Ke LIU et al., 2016;
KIM et al.,, 2015; VINALE et al.,, 2008); compostos presentes em extratos vegetais
(RESENDE et al., 2007; MALO et al., 2017; BONALDO et al., 2004; GARCIA-BRUGGER
et al., 2006) e por indutores quimicos como o acibenzolar-S metil, andlogo do &cido salicilico
(MCGRANN et al.,, 2017; BERTONCELLI et al.,, 2015; LYON & NEWTON, 2007
GILARDI et al., 2014), acido salicilico (AS) (BERTONCELLI et al., 2016; EL-
MOHAMEDY et al., 2017. CAMPOS, 2009; RODRIGUES & RESENDE, 2010), acido
jasmonico (SHAH et al., 2014; SHERIF et al., 2016) e fosfitos (COSTA et al., 2017
MONTEIRO et al., 2016; ACHARY et al., 2017; GADAGA et al., 2017).
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Entre os principais ativadores de resisténcia, o mais conhecido no mercado é o
acibenzolar-S-metil (ASM), analogo funcional do acido salicilico, comercialmente conhecido
como BION (Syngenta Protecdo de Cultivos S,A), registrado no Brasil como ativador de
plantas, sendo liberado para uso comercial para as culturas do algodéo, batata, cacau, feijdo,
citros, meldo e tomate (AGROFIT, 2017). O ASM pode atuar nas plantas ativando genes de
defesa que codificam proteinas PR e enzimas relacionadas com a producéo de fitoalexinas e
lignina (COLE, 1999; RESENDE et al., 2000).

A ativagdo de resisténcia de plantas de mangueira por ASM foi observada contra
Ceratocystis fimbriata (ARAUJO et al., 2015). O ASM pulverizado sobre plantas de
cacaueiro (Theobroma cacao L.) inoculadas com Verticillium dahliae (Kleb.) resultou em um
aumento de enzimas ligadas a resisténcia induzida, peroxidase e polifenoloxidase,
relacionadas a patogénese e ao acumulo de lignina em epicétilo de plantulas de cacaueiro
(PEREIRA et al., 2008).

Outros produtos comerciais tais como os fosfitos tém apresentado importancia no
controle de doencas de plantas. Os fosfitos sdo fertilizantes foliares oriundo do acido
fosforoso (H3POs3), sendo rapidamente absorvido pela planta e translocado pelo xilema e,
posteriormente, pelo floema (GUEST & SCHENCK, 1985; GUEST & GRANT, 1991).

Existem varias formulacGes disponiveis de produtos contendo em suas formulacdes
macro e micronutrientes, como K, Ca, B, Zn e Mn. O &cido fosforoso, apresentam efeito
direto sobre patdgenos e também atua na ativacdo do sistema de defesa natural das plantas
(DUNSTAN et al., 1990; SMILLIE & GRANT; GUEST, 1989), podendo estimular a
producdo de substancias de defesa das plantas, como as fitoalexinas, favorecendo a resisténcia
as plantas ao ataque de patégenos (FENN & COFFEY, 1989; SAINDRENAN et al., 1990).

O efeito direto do fosfito no metabolismo de fungos, controle de doenca e na ativagao
do sistema de defesa natural da planta tem sido demonstrado em muitos trabalhos. Caixeta et
al. (2012) observaram reducdo do crescimento micelial de Colletotrichum lindemuthianum e
esporulacdo de Fusarium oxysporum, agentes etiologico de doencas do feijoeiro (Phaseolos
vulgaris L.), utilizando concentracGes de 125, 250 e 500 ppm de fosfito de potassio. Aradjo et
al. (2010) relataram 94% de inibicdo do crescimento micelial de Colletotrichum
gloeosporioides, isolado de macieira, com a concentracdo de 1500 ppm de fosfito de potassio
em meio BDA.

Em trabalho estudando aplicacdo de produtos contendo fosfitos em mudas de cafeeiro,

Nojosa et al. (2009) observaram controle eficaz de Phoma costarricensis com aplicagdes de
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produtos contendo fosfitos em mudas de cafeeiro e relataram redugdo da severidade da
mancha de phoma, sem diferir em relacdo aos fungicidas tebuconazole e fosetyl-Al.

O silicio, elemento benéfico, € estudado quanto a capacidade de induzir resisténcia as
plantas. Além dos efeitos de corretivo de solo, nutricdo e nos processos fisiologicos das
plantas, o silicio pode ter papel ativo na resisténcia das plantas contra patdgenos, devido a
producdo de compostos secundarios, como polifendis, e fitoalexinas, que podem agir como
substancias inibidoras do patogeno e formacdo de barreiras fisicas, impedindo a penetracao de
fungos pela deposicdo da lignina (CHERIF et al., 1992; CHERIF et al., 1994). Guerra et al.
(2013), avaliando o efeito do silicio sobre a ramulose e os aspectos bioquimicos da resisténcia
do algodoeiro a essa doenca, observaram o aumento de compostos fendlicos sollveis totais,

bem como a maior atividade das enzimas peroxidase, polifenoxidase, quitinase e glucanase.

Nutri¢cdo mineral

Plantas bem nutrida podem sofrer menos danos quando comparadas a plantas com
deficiéncia ou desbalanco nutricional. De modo geral, a importancia dos nutrientes para o
crescimento e produtividade € explicada em termos de suas fun¢Ges no metabolismo das
plantas, no entanto, a nutricdo pode também ter efeitos secundarios, induzindo alteragcdes no
padrdo de crescimento, morfologia e anatomia ou composicdo quimica das plantas, que
podem aumentar ou diminuir a resisténcia ou tolerancia das plantas a patdgenos
(MARSCHNER, 1986; HUBER et al., 2012).

O fornecimento de nutrientes altera a resisténcia das plantas a patdgenos, em funcgéo
de alterar o crescimento e a composicao do tecido vegetal, como, por exemplo, de compostos
solveis ou de defesa (MARSCHNER, 1995; HUBER et al., 2012). A resisténcia pode ser
conferida devido a modificagdes anatbmicas, como espessamento das células da epiderme,
lignificacdo, e ainda atuar nas propriedades fisioldgicas e bioquimicas, pela producdo de
compostos secundarios, fitoalexinas (ZAMBOLIM & VENTURA, 1993; HUBER et al.,
2012; ZAMBOLIM et al.,, 2012). Dessa forma, a nutricdo equilibrada em macro e
micronutrientes é um fator importante na resisténcia de plantas, tornando-se as plantas mais
tolerantes as doencas, enquanto que plantas em condigdes de estresse nutricional sdo mais
suscetiveis (ZAMBOLIM et al., 2012). Varios estudos mostraram a influéncia dos nutrientes
no manejo de doencas das plantas (CATARINO et al., 2016; DOWNER et al., 2013;
MOHAMED et al., 2014). O silicio, elemento benéfico, é estudado quanto a capacidade de
induzir resisténcia as plantas. Além dos efeitos de nutricdo e nos processos fisioldgicos das

plantas, o silicio pode ter papel ativo na resisténcia das plantas contra patdégenos, devido a
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producdo de compostos secundarios, como polifendis e fitoalexinas, que podem agir como
substancias inibidoras do patégeno (CHERIF et al., 1992) e formacdo de barreiras fisicas,
impedindo a penetracdo de fungos pela deposicdo da lignina (CHERIF et al., 1992; CHERIF
etal., 1994).

Embora sejam escassas as pesquisas acerca da nutricdo mineral relacionadas com a
resisténcia de doencas da palma de 6leo, existe um vasto potencial de melhorar o estado
fitossanitario desta cultura por meio de manejo nutricional equilibrado, pois, segundo
Munévar (2004) geralmente, a palma de 6leo é cultivada em solos de baixa fertilidade.

Sendo assim, sdo necessarios estudos sobre o potencial de Bacillus spp. e Trichoderma
spp. no controle bioldgico da podridao basal, e o efeito de indutores comerciais e da nutricdo
mineral na resisténcia induzida em palma de 6leo.

O conhecimento gerado a partir dessas pesquisas poderd contribuir para o controle
alternativo da podriddo basal dentro no manejo integrado de doencas da palma de 6leo. Deste
modo, o presente trabalho teve como hipoteses:

- O agente etioldgico da podriddo basal em palma de 6leo é o fungo Thielaviopsis
ethacetica;

- A severidade da podriddo basal em palma de 6leo pode ser atenuada pelos agentes de
biocontrole Bacillus spp. e Trichoderma spp.;

- Os isolados de Bacillus spp. e Trichoderma spp. utilizados no controle da podridao
basal em palma de dleo, induzem diferentes respostas no metabolismo de defesa das plantas e
podem reduzir a severidade da podrid&o basal;

- Indutores de resiténcia e nutricdo mineral equilibrada da palma de éleo podem

estimular o crescimento de plantas e a resisténcia a podriddo basal.
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1.1 Objetivo geral
Estudar a etiologia da podriddo basal, bem como, selecionar Bacillus spp. e

Trichoderma spp. no controle bioldgico, avaliar indutores de resisténcia e a fertilizagdo foliar
no crescimento e na nutricdo mineral da palma de 6leo com a capacidade de fornecer

nutrientes-chave relacionados a resisténcia a doencas

1.2 Objetivos Especificos
v"Avaliar a caracterizacdo morfoldgica, genética e patogénica de Thielaviopsis sp.

isolado da palma de 6leo;

v" Verificar a eficiéncia de isolados Bacillus spp. e Trichoderma spp. no antagonismo de
Thielaviopsis in vitro;

v Selecionar isolados Bacillus spp. e Trichoderma spp. como potenciais agentes de

biocontrole in vivo;
v Avaliar a eficiéncia de isolados Bacillus spp. e Trichoderma spp. nos mecanismos de

defesa contra Thielaviopsis em palma de éleo;
v Avaliar a eficiéncia de indutores de resisténcia e da fertilizacdo foliar no crescimento e

na nutricdo mineral da palma de éleo.
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2. AETIOLOGIA DA PODRIDAO BASAL DO ESTIPE DA PALMA DE OLEO
RESUMO

A podridao basal do estipe € uma importante doenca da palma de 6leo e pode causar sérios
prejuizos devido a sua severidade e a rapida dispersdo do agente etiologico. O trabalho teve
como objetivo estudar a etiologia da doenca podriddo basal em palma de 6leo. O isolado de
Thielaviopsis sp. foi obtido do estipe de plantas de palma de 6leo, com aparentes sintomas de
podriddo. A patogenicidade foi avaliada em duas cultivares de palma de 6leo, o hibrido
interespecifico Manicoré e o hibrido intraespecifico Tenera. As mudas foram inoculadas por
suspenséo de conidios na concentracéo de 1x10” ou discos de micélios, com e sem ferimentos
na raquis de folhas. O isolado foi cultivado em meio de cultura BDA para a caracterizacdo
morfolégica. A analise filogenética foi realizada com base em comparacdo de sequéncias das
regides EF-1a ¢ ITS com sequéncias disponiveis no GenBank-NCBI e analisadas no Mega
6.0. O isolado foi patogénico nas duas cultivares da palma de 6leo em mudas previamente
feridas, causando sintomas de podriddo de coloracdo marrom, com formacdo de um halo
amarelado na raquis, com o progresso da doenca, as folhas apresentavam coloracdo amarelo
progredindo para seca até a quebra da raquis. O isolado de Thielaviopsis sp. apresentou
crescimento rapido com indice de velocidade de crescimento micelial de 50,76 mm dia™e com
dois dias ocupou totalmente a placa de Petri de 90 mm. A col6nia, de coloracao inicialmente
branca, tornou-se negra com a esporulacdo e producdo de dois tipos de conidios: 0s
endoconidios e aleuroconidios. Apds as andlises filogenéticas, foi possivel comprovar a
espécie Thielaviopsis ethacetica como agente etiologico da Podriddo Basal da palma de 6leo,
distinguindo-a da espécie T. paradoxa.

Palavras-chave: Thielaviopsis ethacetica. Filogenia. Elaies spp.
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ABSTRACT
Basal stem rot is an important oil palm disease and can cause serious damage due to its
severity and the rapid spread of Thielaviopsis paradoxa. The objective of this work was to
study the etiology of basal rot disease in oil palm. The isolate was obtained from symptomatic
palm oil plants. The pathogenicity was evaluated in two oil palm cultivars, HIE Manicoré and
Tenera, in which seedlings were inoculated by suspension of conidia in the concentration of
1x10” and disks of mycelia with wound and without injury in leaf rachis. The morphological
and cultural characterization of the isolate was carried out in BDA culture medium.
Phylogenetic analysis was performed based on comparison of sequences of the gene encoding
the EF-1o and ITS elongation factor with sequences from the Thielaviopsis ethacetica species
complex available from GenBank-NCBI. The isolate was pathogenic in the two oil palm
cultivars in previously injured seedlings, causing symptoms of brown rot with a yellowish
halo formation in the rachis, with the progress of the disease, the leaves showed yellow
coloration progressing to dry until the break . The isolate of Thielaviopsis sp. Presented rapid
growth, with two occupied the petri dish of 90 mm, the IVCM was 50.76 mm day-1. The
colony, initially white, became black with sporulation and produced two types of conidia: the
endoconides and aleuroconidia. After the phylogenetic analyzes, it was possible to prove the
species T.ethacetica as the etiological agent of the Basal Rot of the oil palm, distinguishing it

from T. paradoxa.

Key words: Thielaviopsis paradoxa. Thielaviopsis ethacetica. Phylogeny. Elaies spp.
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2.1 INTRODUCAO

A palma de Oleo é considerada uma das oleaginosas mais promissoras para O
agronegocio em ambito global (CORLEY & TINKER, 2008; SHEIL et al., 2009). A
Indonésia e a Malasia sdo os principais produtores, compreendendo 85% de toda produgéo
mundial (MURPHY, 2014; OBIDZINSKI et al., 2012). O Brasil apresenta enorme capacidade
produtiva, com disponibilidade de areas para expansao dos cultivos, notadamente na regido
amazonica (CHIA et al., 2009; HOMMA, 2010). O Estado do Pard é o maior produtor,
responsavel por 83% da producédo nacional (FAPESPA, 2015).

No entanto, a cultura é acometida por diversos problemas fitossanitarios que podem
refletir na produtividade e no aumento dos custos de producdo (CARVALHO & SANTOS,
2013). Dentre os fitopatdgenos, principalmente de origem flingica, destaca-se o fungo
Thielaviopsis paradoxa, agente etiologico da podriddo basal da palma de 6leo (ALVAREZ et
al., 2012; ROBERTSON, 1962).

Thielaviopsis paradoxa € considerado um patdgeno agressivo e de dificil controle,
oportunista, que infecta monocotiledéneas, sobrevive no solo por longos periodos e em restos
de culturas em decomposic¢do, sendo associado as doencas de plantas com algum tipo estresse
como déficit hidrico e deficiéncia nutricional (ALVAREZ et al. 2012; NIETO, 1995; TOVAR
& NIETO, 1998). Pode ser dispersado pela chuva, vento, insetos ou por ferimento e
ferramentas usadas na colheita, tratos culturais ou erradicacdo de plantas doentes (ALVAREZ
etal., 2012; TOVAR & NIETO, 1998). Thielaviopsis paradoxa € a fase assexual do pat6geno,
sendo responsavel pela producdo de dois tipos de conidios, os endoconidios e o0s
clamiddsporos. Em sua fase sexual € denominado de Ceratocystis paradoxa (Dade) C Moreau
(ALVAREZ et al., 2012; TOVAR & NIETO, 1998).

A podriddo basal do estipe constitui risco adicional a palma de 6leo e pode causar
sérios prejuizos devido a sua severidade e a rapida disseminacdo. As areas susceptiveis a
ocorréncia da podriddo basal apresentam comprometimento da producdo, em funcdo do
apodrecimento dos tecidos, amarelecimento dos foliolos do peciolo, secamento e quebra das
folhas reduzindo, consequentemente a sustentacdo dos cachos provocando queda de frutos
imaturos (KILE, 1993).

A doenca encontra-se distribuida em grande parte das principais regiGes produtoras do
Brasil e do mundo, sendo relatadas perdas econémicas em diversos paises. Na Nigéria, causou
sérios danos ao plantio, devido a podriddo na base do estipe e morte de plantas
(ROBERTSON, 1962). No Equador, provocou grandes danos a producdo (CHAVEZ, 1986).
Na Coldmbia causou graves danos aos plantios de palma de 6leo, com perdas de até 70% das
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plantacbes (TOVAR & NIETO, 1998). No Brasil, j& foi relatado a ocorréncia da doenc¢a nos
estados do Pard (BOARI et al., 2012; CARVALHO et al., 2011) e na Bahia (MOURA et al.,
2013). Além da palma de 6leo, o patdgeno apresenta ampla gama de hospedeiros, incluindo
espécies de importancia econdémica, como na cultura do coqueiro (WARWICK et. al., 2004),
bananeira (ALVINDIA et al., 2000), abacaxizeiro (FERRARI, 2009) e cana-de-agucar
(CHAPOLA, 2010).

Entretanto, a partir de estudos de isolados da palma de 6leo, cacau e abacaxi através de
sequéncia do DNA, andlises morfoldgicas e filogenéticas do complexo Ceratocystis
paradoxa, uma redefinicdo taxonémica, onde o agente etioldgico responsadvel da podriddo
basal, e de varias doencas em ampla gama de hospedeiro foi denominado de Thielaviopsis
ethacetica na fase anamorfica e Ceratocystis ethacetica compreende a fase teleomorfica
(MBENOUN et al. 2014; DE BEER et al., 2014).

O fungo Ceratocystis ethacetica foi relatado pela primeira vez em 1924 (DADE,
1928) Ceratocystis ethacetica Went. foi originalmente descrito em Java, como agente
etioldgico da podriddo do abacaxi da cana de acUcar (WENT, 1983). Sendo posteriormente
reavaliado e descrito como sinénimo de Thielaviopsis paradoxa (De Seynes) Hohn, baseado
na similaridade morfoldgica entre os dois fungos (HOHNEL, 1904).

Segundo Mbenoun et al. (2014), C. ethacetica e C. paradoxa, sdo patdgenos diferentes
que apresentam morfologias semelhantes. Entre tanto, conforme os autores hd uma grande
diversidade genética do género Ceratocystis, de modo que as espécies apresentam
similaridade morfoldgica e séo filogeneticamente diferentes. Estudos envolvendo a interacdo
entre os fungos C. ethacetica ou C. paradoxa e palma de 6leo, sdo ainda escassos no Brasil,
sendo assim, a identificacdo correta do patdgeno prevalecente nos plantios de palma de 6leo e
0 esclarecimento baseado nos teste de patogenicidade e métodos de inoculagdes, sdo
importantes na identificacdo da sintomatologia e caracterizacdo das relacBes patdgeno-
hospedeiro. O conhecimento aprofundado sobre a etiologia é fundamental para a identificacdo
de potenciais fontes de resisténcia, uma vez que pode contribuir para a elaboracdo de
estratégias preventivas mais eficientes de controle (FERREIRA et al., 2013).

Dessa forma, diante da importancia econdémica da cultura da palma de o6leo, e da
reclassificacdo da espécie em outros patossistemas no mundo, o objetivo desta pesquisa foi

estudar a etiologia da podriddo basal em palma de 6leo.
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2.2 MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa

Amazobnia Oriental.

= Isolamento do fungo e teste de patogenicidade

O isolado de Thielaviopsis sp. foi obtido a partir de plantas sintomaticas de podrid6es
de tecidos internos do estipe e na base da folha flecha em palma de 6leo. O teste de
patogenicidade foi conduzido em mudas do hibrido interespecifico - HIE BRS Manicoré e do
hibrido intraespecifico Tenera, com 2 e 1,5 anos de idade, respectivamente. Realizou-se a
inoculagdo com suspensdo de conidios a 1x10’ conidios.mL™ ou por discos de micélio na
raquis de folhas, com e sem ferimento prévio (Figura 1). Cada ponto de inoculacdo foi
envolvido com parafilme por 72 horas e as mudas mantidas em casa de vegetagdo sob
temperatura média de 28 °C e umidade relativa do ar média de 95%.

Adotou-se delineamento experimental inteiramente ao acaso com 10 repeti¢des. Os
tratamentos controle constituiram-se de plantas de cada hibrido, com e sem ferimento, porém
ndo inoculadas. Foi determinado o Periodo de Incubagdo (PI), sendo observado o tempo em
dias, decorrido desde a inoculagdo do patégeno até o aparecimento dos primeiros sintomas da

doenca.

Figura 1. Teste de patogenicidade em mudas de palma de 6leo com e sem ferimentos,
inoculadas com discos de micélios ou por suspensdo de conidios com o fungo Thielaviopsis

sp.
— |

Fonte: O Autor.

= Mensuracdo do crescimento micelial e avaliacBes de caracteristicas morfoldgicas

O crescimento micelial e as caracteristicas morfologicas do fungo foram avaliados in
vitro. Para tanto, discos de micélio de 5 mm de diametro, de cultura cultivada por cinco dias,
foram repicados para placas de Petri, contendo o meio de cultura Batata-Dextrose-Agar

(BDA) e incubados durante trés dias em camara de crescimento tipo BOD a temperatura de 28
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°C e fotoperiodo de 12 h. Foram tomadas medidas do didmetro da col6nia em dois eixos
perpendiculares marcados no fundo de cada placa. Calculou-se o indice de velocidade de
crescimento micelial (IVCM), utilizando-se a equagédo descrita por Oliveira (1991): IVCM=
((D-Da)/N), onde o IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial; D = didametro
meédio atual da col6nia; Da = didmetro medio da col6nia do dia anterior e N = nimero de dias
apos a inoculacdo. QOutras caracteristicas fungicas como coloracdo da coldnia também foram
registradas. As dimensdes dos conidios foram mensuradas por microscopia de luz a partir de
uma suspensdo de indculo preparada de coldnias com cinco dias de incubagdo. Foram
registrados o comprimento e largura de 100 conidios amostrados ao acaso em laminas de
microscopia de luz sob aumento de 40 vezes. Foram expressas as médias de comprimento e

de largura, assim como registrados os limites superiores e inferiores de cada dimensé&o.

= Caracterizacdo Molecular
- Extracdo de DNA e analise filogenética

Para a extracdo do DNA, Utilizou-se uma coldnia do isolado fungico cultivada em
meio de cultura batata dextrose- &gar (BDA) por cinco dias. A extracdo de DNA foi realizada
utilizando-se o protocolo de descrita por Joshi et al. (2009), adaptada por Oliveira et al.
(2012).

As reacOes em cadeia de polimerase (PCR) foi realizada em um volume final de 50 pL
contendo 2pulL do DNA fungico, 10pL de tampao 5X, 6uL de MgCl2, 0,5uL dos primers ITS4
e ITSS; EF1 e EF2 1uL de dNTP, 0,3uL de Taq polimerase e 29,7ul. de agua ultra pura. As
condicdes de amplificacdo foram: 95°C, por 2 min, e desnaturacéo inicial de 95 °C por 95 s,
seguido de 35 ciclos de 58 °C, por 60 s, 72 °C por 72 s e 94 °C por 30 s, seguido de 58 °C po
1 min, com uma extenséo final de 72 ° C por 30 min. O produto do PCR foi avaliado em gel
de agarose 0,8%, corado com GelRed (Biotium) e fotodocumentado. Posteriormente,
realizou-se a limpeza do produto do PCR, seguido da quantificacdo de DNA. Os produtos de
PCR das regides ITS e EF foram sequenciados pela empresa ACTGene. A analise filogenética
foi realizada com base em comparacdo de sequéncias do gene EF-1a e ITS com sequéncias
disponiveis no GenBank-NCBI. As sequéncias foram avaliadas utilizando o programa Mega

6.0. As andlises filogenéticas foram realizadas para a maxima parciménia.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
= |solamento do fungo e teste de patogenicidade

Foi isolado o fungo Thielaviopsis sp. associado as les6es necroticas do estipe da palma
de dleo, sendo patogénico nas duas cultivares da palma de 6leo. Todas as mudas com
ferimento prévio na raquis inoculadas por disco de micélio e suspensdo de conidios
manifestaram sintomas aos 5 dias ap6s inoculacdo. No entanto, nas plantas sem ferimento e
no tratamento controle ndo foram observados sintomas da podriddo basal. O fungo néo
conseguiu infectar e colonizar o tecido no local inoculado, quando se utilizou 0 método sem
ferimento.

O resultado apresentado neste trabalho comprovou que, para ocorrer infeccdo por
Thielaviopsis sp. em mudas de palma de 6leo, sdo necessarios ferimentos no tecido vegetal. O
resultado corroborou com os resultados Silva (2015) quando em estudo a resinose do
coqueiro, observou no teste de patogenicidade com T. paradoxa em mudas de coqueiro que a
infecdo ocorreu através de ferimento prévio na raquis e que mudas inoculadas sem ferimento
permaneceram sadias, sem sintoma da resinose do coqueiro. T. paradoxa é um patégeno que
causa infecdo atraves de ferimentos e das fissuras naturais (NELSON, 2005). Conforme
Alvarez et al. (2012) e Robertson (1962) T. paradoxa vem associado a processos patogénicos
em plantas estressadas em palma de 6leo.

Nas plantas inoculadas com ferimentos na raquis, observaram-se sintomas externos
como lesbes necréticas marrom escuro no ponto de inoculacdo, ocorrendo por vezes a
formagdo de um halo amarelado e exsudacdo de resina. Com o progresso da doenca,

verificou-se folhas amareladas, que secavam e quebravam (Figura 2).
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Figura 02. Sintomas da podriddo basal em mudas de palma de éleos: Lesdes necroticas
marrom escuro (A, B); exsudacgéo de resina (C); folhas amareladas que secavam e quebravam
(D,EeF).

Resultados semelhantes foram observados por Robertson (1962) quando testou a
patogenicidade de Ceratocystis paradoxa em mudas de palma de 6leo e verificou lesdes
necroticas de coloragdo marrom na raquis e nas folhas apical, se espalhando sobre a superficie
da folha, seguido de secagem e quebra. Alvarez et al. (2012), observaram os sintomas em
mudas de palma de 6leo em uma semana apos a inoculagdo com T. paradoxa durante o teste
de patogenicidade, com lesbes necroticas castanho e clorose que se estendiam por toda a
folha. Verificou-se o apodrecimento dos tecidos internos com comprometimento de vasos
condutores, o que explica a subsequente seca das folhas inoculadas. Segundo Alvarez et al.
(2012), quando submetidas a algum tipo de estresse, as plantas ficam mais predispostas a
infeccdo por este fungo. O fungo Thielaviopsis sp. foi patogénico nas cultivares de palma de

oleo.
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» Mensuracdo do crescimento micelial e avaliacGes de caracteristicas morfoldgicas

O fungo apresentou crescimento rapido sendo que com 48h, apds a repicagem, a
colbnia ja ocupava toda a superficie da placa de Petri de 90 mm. O IVCM foi de 50,76 mm
dia®. Observou-se durante 3 dias de crescimento, a coloracdo variou, apresentando-se 0
micélio branco, entre os dois primeiros dias, e no terceiro dia a colora¢do negra. O isolado

apresentou-se textura micelial aveludada com micélio ralo e aéreo (Figura 3).

Figura 03. Crescimento da colonia e surgimento de coloracdo branca ap6s 24 e 48h e
surgimento de coloracéo negra apos 72h.

Fonte: O Autor.

O isolado apresentou abundante formac&o de conidios, sendo observados dois tipos, 0s
endoconidios que sdo classificados como conidios primarios, sendo asseptados, hialino e
retangular, medindo 3,0-4,0 x 1,5-3,0 um; e conidios secundarios, asseptados, amarronzado,
oblongos a ovais, medindo 7,0-10,0 x 3,0-5,0 um; e os aleurioconidio, esféricos e lisos, de

paredes espessas e marron, medindo 5-7 x 5-7 pum.
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Figura 04. Estruturas reprodutivas: micélio, endoconidios (conidios primarios e secundarios)
e aleurioconidios.

Fonte: O Autor.

O estudo sobre a classificacdo dos conidios apresentados neste trabalho é importante,
uma vez que, os conidios possuem funcBes na sobrevivéncia, dispersao e patogenicidade. Os
clamiddsporos desempenham um papel de sobrevivéncia do patdgeno no solo pode estar
envolvido na infeccdo inicial e desencadear sintomas nas raquis da palma de dleo. Com a
recente reclassificacdo de T. paradoxa para T. ethacetica, faz-se necessario alinhar a etiologia
da podridao basal da palma de dleo, até entdo atribuida ao fungo T. paradoxa. Sdo escassos 0s
trabalhos envolvendo a caracterizagdo morfoldgicade de T. ethacetica. Segundo Mbenoun et

al (2014), as duas espécies tém caracteristicas morfoldgicas semelhantes.

= Caracterizacdo Molecular

Foi construido o dendrograma a partir das amplificagcdes e sequenciamento das regiGes
ITS e EF, para a comparacdo com sequéncias depositadas no GenBank (Figura 5). Observou-
se que o Thielaviopsis sp. foi alocado no mesmo grupo que as espécies Thielaviopsis
ethacetica, com suporte de bootstrap de 100% por anélise maxima parcimoénia. Portanto, de
acordo com o sequenciamento da regido ITS e EF, pode-se concluir que se trata da espécie
Thielaviopsis ethacetica. Este resultado corrobora a analise morfolégica.
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Figura 5. Dendograma filogenético maxima parcimonia das regides ITS e EF de isolado de
Thielaviosis ethacetica.

gg | Thielaviopsis ethacetica CMW36671
100 | ' Thielaviopsis ethacetica CMW36771

Thielaviopsis ethacetica CMW36691
98

76 L Thielaviopsis PO

|Thielaviopsis musarum CMW 1546

96

100 | Thielaviopsis musarum CMM1524
Ceratocystis paradoxa CMM1739
Thielaviopsis paradoxa CMW 36642

100

100 Thielaviopsis musarum CMM1525

g4 || Thielaviopsis paradoxa CMW 36689

95 I Thielaviopsis paradoxa CMW 36654
100 | Thielaviopsis cerberus CMW 36668
IThielaviopsis cerberus CMW35024

74 | Thielaviopsis radicicola CMW 1032
100 | Thielaviopsis radicicola CMW26389

r Ceratocystis fimbriata CMW 1547
100 L Ceratocystis fimbriata CMW15049

—
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Fonte: O Autor.

Em estudos baseados na analise de sequéncia de DNA e caracterizagdo morfoldgica do
complexo Ceratocystis paradoxa, teleomorfo do fungo Thielaviopsis paradoxa (De Seynes)
Hohn., foram reconhecidas cinco espécies do complexo, incluindo Ceratocystis paradoxa e
Ceratocystis ethacetica, que apresenta linhagens filogenéticas distintas e caracteristicas
morfologicas semelhantes dentro do mesmo complexo (MBENOUN et al., 2014).
Ceratocystis ethacetica foi reiterado como um taxon distinto através de andlises filogenéticas
de DNA (MBENOUN et al., 2014).

Mbenoun et al. (2014) relataram alta diversidade genética entre os isolados de
Ceratocystis em Camardes. A correta identificacdo de fungo patogénico de planta e a
caracterizacdo morfologica sdo de extrema importancia para estudos da etiologia e na

definicdo de medidas de controle, dentro do manejo integrado de doencas.

2.4 CONCLUSAO
O fungo Thielaviopsis ethacetica € o agente etioldgico da podridao basal da palma de

Oleo.
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3. CONTROLE BIOLOGICO DA PODRIDAO BASAL DA PALMA DE OLEO

RESUMO

A podriddo basal, cujo agente etioldgico é o fungo Thielaviopsis ethacetica, € uma das
principais doengas que afetam a cultura da palma de 6leo. O nosso objetivo com este trabalho
foi avaliar o controle bioldgico da podriddo basal da palma de 6leo. Isolados de Bacillus spp.
e Trichoderma spp. foram avaliados in vitro quanto ao antagonismo pelo teste de pareamento
e quanto a producdo de protease e quitinase. Nos testes in vivo, avaliou-se a severidade da
doenca e quantificou-se proteinas relacionadas a patogénese (PR’s proteinas) Glucanase
(GLU), Quitinase (QUI), Peroxidase do Guaiacol (POX) e Polifenoloxidase (POL), em mudas
de palma de 6leo inoculadas preventivamente com os agentes de controle bioldgico. Em
ambos 0s experimentos, in vitro e in vivo, o delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado com 12 tratamentos e cinco repeti¢cdes, mais a testemunha. Todos os isolados
Trichoderma spp. e Bacillus spp. reduziram o crescimento micelial do patégeno in vitro
quando comparado a testemunha. Os isolados de Trichoderma spp. apresentaram até 52%
(TO3) de inibicdo do crescimento do patdgeno, enquanto os de Bacillus spp. até 100% (Bac
01, Bac 02 e Bac 03). Apenas os isolados de Bacillus spp. foram positivos para a protease.
Nenhum dos isolados apresentou producdo de quitinase. No experimento in vivo, todos 0s
isolados reduziram a severidade da doenca. Houve diferenca significativa entre tratamentos
para a glucanase, quitinase e polifenol oxidase analisadas ao final do periodo de 30 dias. O
isolado de Bacillus spp. Bac 03 se destacou dos demais agentes de controle biol6gico, por
apresentar um potencial antagonista no controle in vitro de Thielaviopsis ethacetica e
producdo de protease, além de reduzir a severidade da podriddo basal e de induzir a atividade
das enzimas GLU, QUI e POP na defesa da palma de dleo. O controle biolégico de podridédo
basal pode ser uma ferramenta para o0 manejo integrado da doenca.

Palavras-chave: Trichoderma spp. Bacillus spp., PR’s — Proteinas, Thielaviopsis ethacetica,
Elaeis spp.
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ABSTRACT

The basal rot, whose etiologic agent is the fungus Thielaviopsis ethacetica, is one of the main
diseases that affect the oil palm crop. Our objective with this work was to evaluate the
biological control of the basal rot of the oil palm. Isolates from Bacillus spp. and Trichoderma
spp. were evaluated in vitro for antagonism by the pairing test and for protease and chitinase
production. In vivo tests, the severity of the disease was evaluated and proteins related to
pathogenesis (PR's proteins), Glucanase (GLU), Quitinase (QUI), Peroxidase of Guaiacol
(POX) and Polyphenoloxidase (POL) were quantified in seedlings of oil palm preventively
inoculated with the biological control agents. In both experiments, in vitro and in vivo, the
experimental design was the completely randomized with 12 treatments and five replicates
plus the control. All the isolates Trichoderma spp. and Bacillus spp. reduced the mycelial
growth of the pathogen in vitro when compared to the control. The isolates of Trichoderma
spp. showed up to 52% (T03) of inhibition of the growth of the pathogen, whereas those of
Bacillus spp. up to 100% (Bac 01, Bac 02 and Bac 03). Only the isolates of Bacillus spp. were
positive for the protease. None of the isolates presented chitinase production. In the in vivo
experiment, all isolates reduced the severity of the disease. There was a significant difference
between treatments for glucanase, chitinase and polyphenol oxidase analyzed at the end of the
30 day period. The isolate of Bacillus spp. Bac 03 stood out from the other biological control
agents because it presented a potential antagonist in the in vitro control of Thielaviopsis
ethacetica and protease production, besides reducing the severity of basal rot and inducing the
activity of GLU, QUI and POP enzymes in the defense of the oil palm. Biological control of
basal rot can be a tool for the integrated management of the disease.

Key words: Biological control, Induction of resistance. Elaeis spp.
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3.1 INTRODUCAO

A palma de O6leo ou dendezeiro (Elaeis guineensis Jacg.) é uma das culturas
oleaginosas mais importantes no mundo, por apresentar amplos usos nas industrias de
alimentos, farmacéutica, quimica e producdo de biodiesel (CORLEY & TINKER, 2003;
MURPHY, 2014). A Indonésia e Mal&sia sdo os principais produtores, compreendendo 85%
de toda producdo mundial (MURPHY, 2014; OBIDZINSKI et al., 2012).

O Brasil ocupa a décima posicdo no ranking de paises produtores, com producao
estimada em 1.340 toneladas (FAO, 2014). Contudo, 0 nosso pais apresenta 0 maior potencial
mundial para a producdo de 6leo de palma, com ampla disponibilidade de terras para o
cultivo, sobretudo, em areas da Amazénia Legal (CHIA et al., 2009; HOMMA, 2010). No
cenario nacional, o estado do Pard, destaca-se como o maior produtor de 6leo de palma, com
producdo meédia anual de 770 mil toneladas, o que representa 90% da producdo no pais
(BORGES, 2016).

Muito embora as estimativas produtivas sejam atraentes ao mercado alimenticio e de
biodiesel, a franca expansao do cultivo da palma de éleo enfrenta limitacfes, decorrente da
incidéncia de doengas (CARVALHO & SANTOS, 2013). Dentre essas moleéstias, a podriddo
basal do estipe, cujo agente etiolégico € o fungo Thielaviopsis ethacetica, recentemente
redefinido do complexo Thielaviopsis paradoxa (de Seynes), anamorfo do ascomiceto
Ceratocystis paradoxa (de Seynes) (MBENOUN et al., 2014), tem se tornado uma ameaca ao
cultivo da palma de 6leo. A doenca pode causar sérios prejuizos devido a sua severidade,
auséncia de estudos epidemioldgicos aprofundados e caréncia de ferramentas eficazes para o
seu controle.

Nesse contexto, o controle bioldgico por microrganismos antagonistas pode constituir
importante método para 0 manejo integrado da podriddo basal. Rizobactérias do género
Bacillus e fungos do género Trichoderma séo considerados agentes de controle biol6gico por
atuar em controle preventivo de fitopatdgenos (BROTMAN et al., 2010) e cujas propriedades
antagbnicas se baseiam em mecanismos diversos, tais como: antibiose, competicdo e
parasitismo, além de apresentarem possivel atuacdo como indutores de resisténcia em plantas
(WOO et al., 2006; VINALE et al., 2008; MORANDI & BETTIOL, 2009).

A inducdo de resisténcia, por sua vez, pode ser mais um mecanismo de controle
bioldgico indireto, onde microrganismos atuam como indutores, na ativacdo de mecanismos
latentes de resisténcia (ROMEIRO, 2007). Enzimas sdo ativadas em respostas de defesa,

incluindo as fitoalexinas e PR’s-proteinas tais como B-1,3-glucanases, quitinases e peroxidase
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(VAN LOON et al., 1998; PASCHOLATI et al., 2011). Assim como, a producdo de
antibidticos e a inativacdo de enzimas do fungo fitopatogénico (TSENG, 2008).

No entanto, ndo ha informacdo na literatura cientifica sobre o controle do agente
etiolégico da podriddo basal ou sobre a indugdo de resisténcia por Bacillus spp. e
Trichoderma spp. em palma de 6leo. Apesar de que pesquisas tém mostrado Bacillus spp. e
Trichoderma spp. como potencial agente de controle nos mais diversos patossistemas. O
isolado de Bacillus sp. (DFs1414) reduziu o crescimento micelial de F. oxysporum f. sp.
lycopersici e reduziu a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) em tomateiro
em casa de vegetacdo. Eziashi (2006) observou o potencial dos isolados de Trichoderma
viride, T. polysporum, T. hamatum e T. aureoviride no controle da podriddo negra de
sementes em palma de 6leo. Isolados de Bacillus spp. e Trichoderma spp. foram eficientes no
controle da resinose do coqueiro, quando confrontados com Thielaviopsis paradoxa in vitro e
aplicados preventivamente in vivo (SILVA, 2015). Trichoderma harzianum apresentou
propriedades antagonicas in vitro sobre Thielaviopsis paradoxa, agente etiologico da podridao
parda em Phoenix dactylifera L., e reduziu significativamente a podriddo em mudas
(ZIEDAN et al, 2015). Isolado de Trichoderma harzianum foi eficiente no controle de F.
oxysporum f. sp. lycopersici, em condic¢des in vitro e in vivo (SUNDARAMOORTHY &
BALABASKAR, 2013).

Dada a importancia da cultura da palma de 6leo e diante das escassas ferramentas para
0 manejo da podriddo basal, fazem-se necessarias pesquisas que viabilizem estratégias para o
seu controle. O estudo teve por objetivo foi avaliar o controle bioldgico da podriddo basal da

palma de 6leo.

3.2 MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa,

Amazobnia Oriental.

*= Microrganismos

Os isolados utilizados neste estudo pertencem a colecdo de microrganismos do
Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Amazonia Oriental, Belém/PA, Brasil. Foram
utilizados 12 potenciais agentes de controle biolégico, sendo oito de Bacillus spp. (Bac 01,
Bac 02, Bac 03, Bac 04, Bac 57, Bac 61, Bac 77 e Bac 104) e quatro Trichoderma spp. (T 03,
T 06, T 07 e T 09) provenientes de area de coqueiro do municipio de Moju - PA. E um
isolado de T. ethacetica, agente etiologico da podridao basal em palma de 6leo.
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= Selecdo in vitro de agentes de controle bioldgico
Foram avaliados os antagonismos de Bacillus spp. e de Trichoderma spp. sobre T.

ethacetica em testes distintos de confrontacdo direta.

- Antagonismo de Trichoderma spp. sobre Thielaviopsis ethacetica

Disco de micélio de 5 mm de didmetro do isolado de C. ethacetica e outro do
antagonista, provenientes de culturas com sete dias de crescimento em meio de cultura Batata
Dextrose Agar (BDA) foram repicados para novas placa de Petri de 90 mm, contendo o
mesmo meio em extremidades opostas, a 2,0 cm de distancia da borda. A testemunha foi
constituida de apenas o disco de T. ethacetica. As placas foram incubadas em camara de
crescimento tipo “BOD”, com temperatura de 28 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas durante
sete dias. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeticdes e
quatro isolados de Trichoderma spp. e mais a testemunha. Avaliou-se o diametro da col6nia
do patégeno e do antagonista diariamente, com um paquimetro digital. Os isolados de
Trichoderma spp. foram classificados quanto ao antagonismo, conforme a escala proposta por
Bell et al. (1982) e adaptado por Rodrigues (2010): nota 1 - Trichoderma spp. cresce por toda
a placa de Petri e sobre o disco do patdgeno; nota 2 - Trichoderma spp. cresce por toda a
placa de Petri, porém ndo sobre o patdgeno; nota 3- Trichoderma spp. cresce sobre % da placa
de Petri ; nota 4 - Trichoderma spp. cresce sobre 2/3 da placa de Petri; nota 5- Trichoderma
spp. e patdgeno crescem até a metade da placa de Petri; nota 6 - patdgeno cresce sobre 2/3 da
placa de Petri; nota 7 - patdgeno cresce por toda a placa de Petri.

- Antagonismo de Bacillus spp. sobre Thielaviopsis ethacetica

O teste de antagonismo direto in vitro foi realizado utilizando a metodologia descrita
por Elkahoui et al. (2012), com adaptacOes. Previamente, isolados de Bacillus spp. foram
cultivados em meio de cultura NA por 48 horas e o isolado de C. ethacetica em meio BDA
por sete dias. Apos este periodo, repicou-se um disco de 5 mm de diametro do patégeno para
0 centro de placas de Petri com 90 cm de didmetro contendo 0 mesmo meio e inoculou-se a
bactéria na mesma placa formando um quadrado com 5 cm de lado, no entorno do patogeno.
A testemunha foi constituido somente pelo patdégeno cultivado em meio BDA. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeti¢cdes e oito isolados
de Bacillus spp. mais a testemunha, no total de 9 tratamentos. As placas foram incubadas em

camara de crescimento tipo “BOD”, com temperatura de 28 + 2°C e fotoperiodo de 12 horas.
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Avaliaram-se 0s tratamentos a cada 24 horas medindo-se o didmetro da coldnia do patdégeno
em dois sentidos diametralmente opostos, com um paquimetro digital.

Em ambos os ensaios de antagonismos, para Bacillus spp. e Trichoderma spp.,
determinou-se o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de acordo com
equacdo proposta por Oliveira et al. (1999) e a percentagem de inibicdo do crescimento
micelial por Menten et al. (1976). As analises estatisticas foram realizadas no programa
Sisvar® aplicando-se o teste de F a 5% de significancia, sendo as medias comparadas pelo
teste de Scott-Knott a 5%.

» Producdo de enzimas hidroliticas pelos antagonistas

Os isolados de Bacillus spp. foram repicados em meio Nutriente-Agar (NA) por 24 h e
isolados de Trichoderma spp. em meio BDA por 5 dias para a caracterizagdo enzimética. Os
isolados foram cultivados em meios de culturas especificos para producdo da protease e
quitinase, com 5 repeticBes. Cada parcela experimental foi representada por uma placa de
Petri.

- Protease

A producdo de protease foi avaliada conforme a metodologia de Souza (2015) com
adaptacdes. Os isolados antagonistas foram repicados para placas de Petri contendo agar,
caseina e leite desnatado. As placas foram incubadas a 28 °C em BOD por 48 h e a producéo
de protease foi observada pela formacéo de halos ao redor da colbnia, indicando a secregéo de

protease.

- Quitinase

A producdo de quitinase foi avaliada em meio mineral, utilizando-se quitina coloidal,
conforme a metodologia de Vasconcelos et al. (2010) com adaptacdes. Os isolados de
Trichoderma spp. e Bacillus spp. foram repicados para o centro de placas de Petri contendo o
meio de cultura MLN, conforme a seguir (g L™): 0,7; KH,PO,, 0,3 K,HPO,, 0,5 MgSOs,
sH,0, 0,01 FeSO,4.7H,0, 0,0010 ZnSO4, 0,0010 MnCl, e 20 de agar. As placas foram
incubadas a 28 °C durante 7 dias. A producdo de quitinase foi constatada pela observagao de
halo transparente ao redor da coldnia contrastando com o restante do meio com aspecto

leitoso.
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= Selecdo in vivo de agentes de controle bioldgico
Mudas de palma de 6leo do HIE manicoré com dois anos de idade foram utilizadas
neste ensaio. Os potenciais agentes de controle bioldgico foram aplicados via pulverizacéo na

parte aérea e solo, aos 15, 10 e 5 dias antes da inoculagdo do patdgeno.

- Preparo e aplicacdo dos antagonistas

Os isolados de Trichoderma spp. foram cultivados em meio BDA e ap6s 7 dias de
incubacdo, adicionou-se 10 mL de &gua destilada esterilizada na superficie das placas para
remoc¢do dos conidios por raspagem com alca de Drigalski. A quantificacdo e calibragdo da
suspensdo de inoculo foram realizadas em cémara de Neubauer, ajustadando-se a
concentracdo para 1x10% conidios. mL-*. Enquanto que os isolados de Bacillus spp. foram
cultivados em meio NA por 24 horas e mantidas a 28 °C em camara de crescimento. A

suspensdo foi ajustada em absorbancia a 550 nm (A550) igual a 0,1.

- Preparo e aplicacdo do inoculo de Thielaviopsis ethacetica

O isolado de Thielaviopsis ethacetica foi cultivado em meio de cultura BDA a
temperatura de 28 + 2°C e fotoperiodo de 12 horas. Ap6s cinco dias, foram adicionados 10
mL de agua destilada e esterilizada e procedeu-se raspagem da superficie do meio de cultura
com alca de Drigalski. A suspensdo de inoculo do fungo foi ajustada em camara de Neubauer
para a concentracéo de 10° conidios. mL™.

Mudas de palma de 6leo foram inoculadas por pulverizacdo de suspensdo com micélio
e conidios do patégeno na raquis previamente ferido. O experimento foi instalado em
delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), com 12 tratamentos e 4
repeticdes. Plantas do tratamento controle ou testemunha foram inoculadas somente com
patégeno. Foi realizada a avaliacdo da severidade da doenca por mensuracéo da lesdo externa,
com um paquimetro digital. Calculou-se a area abaixo da curva de progresso da severidade
(AACPS). Os dados obtidos foram submetidos a analise variancia o programa Sisvar®
aplicando-se o teste de F e o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade para comparar

médias.

= Analises das caracteristicas bioquimicas
- Coleta de amostras e extragdo enzimatica
Amostras de folhas foram coletadas para analise bioguimica no final do experimento,

ou seja, 30 dias apo6s a aplicacdo dos agentes de controle bioldgico. As amostras foram
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identificadas, acondicionadas em papel aluminio e colocadas em caixa de isopor com
nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -80 °C. Para o preparo dos extratos, os tecidos
foliares foram macerados em nitrogénio liquido e as amostras foram homogeneizadas em
tampdo acetato de sdédio 50 mM, pH 5, na proporcao de 1g para 10 mL de tampéo. O extrato
obtido foi filtrado em gaze, transferido para tubos plasticos de 2 mL e centrifugado a 10.000 g
a 4 °C, por 15 minutos, o sobrenadante obtido foi armazenado em freezer a -80 °C e
considerado como extrato enzimatico para a determinacdo da atividade de peroxidase,

quitinase, 3-1,3-glucanase.

- Atividade de B-1,3 glucanase (E.C. 3.2.1.29)

A atividade da B-1,3 glucanase foi determinada segundo metodologia descrita por
Lever (1972), com adaptagdes. A reacdo foi constituida de 500 pLL de tampao acetato de sodio
0,1M (pH 5,0), 500 pL da solugdo do substrato laminarina (4 mg mL™) e 40 pL do extrato
vegetal e incubada a 50 °C por 30 minutos. Apds esse periodo, foram acrescentados ao meio
de reacdo 1000 puL de DNS e, em seguida, essa mistura foi aquecida a 100 °C por 10 minutos.
Apo6s o resfriamento em gelo, até a temperatura de 30 °C, as amostras tiveram suas
absorbancias determinadas em espectrofotdmetro a 540 nm e os resultados foram expressos

em unidades de absorbancia (Abs) por minuto por mg™ de proteina.

- Atividade de Quitinase (E. C. 3.2.1.14)

A atividade da quitinase foi determinada segundo metodologia descrita por Cortes et
al. (2008), com adaptacOes. A reacdo foi constituida de 50 puL do extrato enzimatico, 300 pL
de quitina (1%), 500 puL tampao acetato de sodio 0,1M (pH 5,0), e incubada a 50°C por 30
minutos. Apos esse periodo, foram acrescentados ao meio de reacao 1000 pL. de DNS e, em
seguida, essa mistura foi aquecida a 100 °C por 10 minutos. Apds o resfriamento em gelo, até
a temperatura de 30 °C, as amostras tiveram suas absorbancias determinadas em
espectrofotbmetro a 540 nm e os resultados foram expressos em unidades de absorbancia

(Abs) por minuto por mg™ de proteina.

- Atividade de peroxidase (E.C. 1.11.1.7)

A atividade de peroxidases foi determinada pela adi¢do de 50 pL do extrato da planta,
ajustado para 1 mL de solu¢do contendo 450 pL acetato de s6dio 50 mM pH 5,2, 250 uL de
guaiacol 20 mM e 250 pL perdxido de hidrogénio 60 mM. Apds incubagdo a 30 °C, por 10
minutos, a absorbancia foi medida em espectrofotémetro a 480 nm (URBANEK et al., 1991).
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Os resultados foram expressos em unidades de absorbancia (Abs) por minuto por mg™ de

proteina.

- Atividade de polifenoloxidase (E. C. 1.10.3.1)

A atividade da polifenoloxidase foi determinada segundo metodologia descrita por
Cano et al. (1997), com adaptacdes. A reacdo ocorrida em banho-maria, entre 0,3 mL do
extrato e 1,85 mL de solucdo de catecol (pyrocathecol 0,1 M em tampéo fosfato 0,05 M, pH
6,0), durante 30 min, a 30°C, foi interrompida apos a adicdo de 0,8 mL de acido perclérico a
5% (HCIOg). A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 395 nm. Os resultados foram expressos em unidades de absorbancia (Abs) por

minuto por mg™ de proteina.

- Analise estatistica
Os dados obtidos das analises enzimaticas foram submetidos a analise de variancia e

as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade no programa Sisvar®.
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

= Antagonismo de Trichoderma spp. sobre Thielaviopsis ethacetica

Houve diferencas significativas entre os tratamentos (p<0,05). Todos os isolados
Trichoderma spp. reduziram o crescimento do patdégeno quando comparado a testemunha
(Tabela 1). A maior reducdo do crescimento micelial do patégeno foi observada com o0s
isolados TO3 e TO6 com decréscimos de 52,32 e 48,48%, respectivamente. Os isolados T09 e
TO7 determinaram valores intermediarios de crescimento micelial, com reducdes de 37,31 e

34,06% em relagdo a testemunha, respectivamente (Tabela 1) (Figura 6).
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Tabela 1. Médias do indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) do fungo
Thielaviopsis ethacetica no teste de antagonismo direto com isolados de Trichoderma spp.
(T), e notas segundo a escala de Bell et al. (1982) e adaptado por Rodrigues (2010).

Isolados IVCM Percentagem de controle (%) Notas
T03 17,68 a 52,32 1,00 a
T06 19,10 a 48,48 1,00 a
T09 23,24 b 37,32 1,00 a
T07 24,45 b 34,06 1,00 a

Testemunha 37,08 c 0,00 7,00 b

* Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Skott-Knott a 5% de significancia

Todos os isolados de Trichoderma spp. apresentaram média de notas igual a 1,

conforme a escala de Bell et al. (1982) e adaptado por Rodrigues (2010), podendo ser
considerado o grupo de maior eficiéncia na supressdo de T. ethacetica, pois 0s antagonistas

cresceram por toda a placa de Petri e sobre o disco do patdgeno aos sete dias de avaliacdo

(Figura 6).

Figura 6. Teste de antagonismo por pareamento entre Trichoderma spp. e Thielaviopsis

ethacetica: A-T03, B - T06, C - T09, D — T-07 e E-Testemunha.

Fonte: O Autor.

|
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Estes resultados evidenciaram a eficiéncia de Trichoderma spp. in vitro na reducdo do
crescimento micelial de T. ethacetica, demonstrando o parasitismo e a capacidade de
competicdo entre 0os microrganismos confrontados, ndo obstante, mais de um mecanismo de
acdo pode estar sendo expresso. A competicdo por espago, nutrientes, dgua e oxigénio é
considerada como principal modo de agéo utilizado pelos antagonistas para suprimir a
atividade do patdgeno (MOTLAGH &SAMIMI, 2013). A habilidade de competir por espaco
torna fungos do género Trichoderma excelentes colonizadores, pois sdo capazes de crescerem
e consumir nutrientes mais rapidamente que fungos fitopatogénicos, prevenindo assim o
estabelecimento e a infegdo pelo patégeno.

Resultados semelhantes foram observados por Santos et al. (2012), quando avaliaram
a acdo antagonica de isolados de Trichoderma spp. in vitro sobre Thielaviopsis paradoxa. A
mesma observacdo foi feita por Silva (2015), em que isolados de Trichoderma spp.
promoveram o estrangulamento de hifas do isolado de Thielaviopsis paradoxa, indicando o
parasitismo dos antagonistas no controle do agente etiologico da resinose do coqueiro.
Isolados de Trichoderma spp. foram eficientes in vitro em inibir o crescimento micelial em
até 53% de F. oxysporum f. sp. lycopersici, agente etiolégico da murcha tomate
(SUNDARAMOORTHY & BALABASKAR, 2013). Wijesinghe et al. (2010) verificaram
reducdo de até 92,7% no crescimento micelial de Thielaviopsis paradoxa agente etioldgico da
podriddo negra do abacaxipelo fungo Trichoderma asperellum e observaramo
micoparasistismo através do estrangulamento de hifas no teste de pareamento in vitro. O
crescimento micelial de Thielaviopsis paradoxa, agente etiolégico da podriddo da Agave
tequilana, foi totalmente inibido (100%) quando confrontado com Trichoderma
longibrachiarum, por meio do micoparasitismo e da liberacdo de metabolitos tdxicos ao
patégeno (SANCHEZ et al., 2007). Trichoderma harzianum apresentaram propriedades
antagonicas sobre Thielaviopsis paradoxa, agente etiol6gico da podriddo parda em Phoenix

dactylifera L. e reduziu em 44% o crescimento micelial patégeno (ZIEDAN et al, 2015).

= Antagonismo de Bacillus spp. sobre Thielaviopsis ethacetica

Houve diferenca significativa entre os tratamentos (P<0,05). Todos os isolados
apresentaram efeito inibitério do patégeno quando comparado a testemunha. Os tratamentos
Bac 01, Bac 02 e Bac 03 inibiram totalmente o crescimento micelial C. ethacetica quando
comparado a testemunha. Observaram-se reducdes de 23,87%, 22,13% e 22,10% para Bac 57,

Bac 04 e Bac 61, respectivamente. Os isolados Bac 77 a Bac 104 apresentaram inibicdo de
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18,08 e 13,57% no crescimento micelial do patégeno, respectivamente, superior

estatisticamente ao crescimento mensurado na testemunha (Tabela 2)

Tabela 2. Médias do indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) do fungo
Thielaviopsis ethacetica no teste de antagonismo direto com isolados de Bacillus spp. (Bac).

Isolados IVCM Percentagem de controle (%)

Bac 01 0,00 a 100

Bac 02 0,00 a 100

Bac 03 0,00 a 100

Bac 57 52,63 b 23,87

Bac 04 53,85b 22,10

Bac 61 53,85b 22,10

Bac 77 56,63 18,08

Bac 104 59,75¢ 13,57
Testemunha 69,13 d 0,00

*Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Skott-Knott a 5% de significancia.

Figura 7. Teste de pareamento entre Bacillus sp. e Thielaviopsis ethacetica: A — Bac 03 e B
—Testemunha.

Fonte: O Autor.

A inibicdo do crescimento micelial de T. ethacetica pelos isolados de Bacillus spp.

pode ser devida aos diferentes mecanismos exibidos pelos antagonistas. Diferentes tipos de
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compostos antimicrobianos podem ser produzidos por isolados de Bacillus spp.
(ARGUELLES-ARIAS et al., 2009; KUMAR et al., 2012; HAN et al., 2015; SILVA, 2015).
A atividade antifungica também pode ser devida a producédo de protease, enzimas produzidas
pela espécie se Bacillus que inativam a capacidade enzimética do fitopatogeno (SILVA, 2015;
HAN et al., 2015), além do controle proporcionado através da competicdo entre espaco e
nutrientes. O presente estudo sugere que mais de um mecanismo de ac¢do pode estar envolvido
na supressao patogeno pelos isolados de Bacillus spp.

Em pesquisas realizadas por George et al. (2011), isolados de Bacillus spp. foram
antagonistas para Thielaviopsis paradoxa, agente etioldgico da resinose do coqueiro, com
inibicdo do crescimento micelial variando de 42 a 93%. Silva (2015), avaliando 109 isolados
de Bacillus spp., constatou que 24 isolados foram capazes de inibir o crescimento micelial de
Thielaviopsis paradoxa, agente etiolégico da resinose do coqueiro. Torres et al. (2016)
observaram inibicdo superior a 50% no crescimento micelial de trés linhagens de
Macrophomina phaseolina, agente etiolégico da podriddo de carvdo em soja e feijdo, por
isolados de Bacillus subtilis subsp. subtilis PGPMori7 e Bacillus amyloliquefaciens
PGPBacCA. Isolados de Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus pumilus, apresentaram
atividade antagdénica in vitro inibindo o crescimento micelial em mais de 50% dos fungos
Colletotrichum acutatum e C. gloeosporioides, agentes etioldgicos da antracnose da Capsicum
annuum (HAN et al., 2015).

» Producéo de enzimas hidroliticas pelos antagonistas
Nenhum dos isolados de Trichoderma spp. produziu quitinase ou protease segunda a
metodologia empregada nestes estudos. Todos os isolados de Bacillus spp. avaliados

apresentaram resultados positivos apenas para a producao de protease, (Tabela 3).
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Tabela 3. Producdo de enzimas hidroliticas dos isolados de Bacillus spp. (Bac) e
Trichoderma spp. (T), produtores de protease e quitinase.

Isolados Protease Quitinase
Bac 01 + -
Bac 02
Bac 03
Bac 04
Bac 57
Bac 61
Bac 77
Bac 104
T03 - -
T 06 - -
T 07 - -

T09 - -
Presenca (+) ou auséncia (-) de atividade enzimética por isolados de Bacillus spp. e Trichoderma spp.

+ + + + 4+ + o+
1

Figura 8. Producéo de protease dos isolados de Bacillus spp. (Bac): A - Bac 01; B -Bac 02;
C-Bac03; D - Bac 04; E - Bac 57; F - Bac 61; G - Bac 77 e H - Bac 104.

o’ &

As proteases sdo classificadas como hidrolases (E.C 3), enzimas que catalisam a

Fonte: O Autor.

degradacdo de peptideos em substratos protéicos, de fungos patogénicos a partir dos dominios
cataliticos N(amino)-terminal e C (carboxi)-terminal) liberando na reagdo um aminoacido
dipeptideo (dipeptidil peptidases) ou tripeptideos (tipeptidil peptidases) (RAO et al., 1998).

Desse modo, essas hidrolases produzidas pelos microrganismos antagonistas, tornam mais
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facil a penetracdo do tecido fungico por degradagdo das proteinas da camada externa do
patdgeno e, ainda, auxiliam na inativacao de enzimas produzidas por fitopatdgenos durante o
processo de infeccdo (HOWELL, 2003). Estudos tém demostrados que enzimas hidroliticas e
antibiotico sdo importantes para o controle biologico de fitopatdgenos, podendo essas
substancias agir isoladamente ou em sinergia na degradacdo da parede celular dos patdgenos
(LORITO et al., 1996). O trabalho conduzido por Han et al. (2015) ilustra este fato, a medida
que as trés estirpes de Bacillus atrophaeus e duas estirpes de B. amyloliquefacien avaliadas
produziram enzimas de quitinase e protease, sendo eficazes na supressédo da antracnose em
frutos de pimenta, cujos agentes etiolégicos sdo Colletotrichum acutatum e C.

gloeosporioides.

= Teste in vivo para o controle da podridédo basal

Todos os isolados avaliados diferiram significativamente (p<0,05) da testemunha
proporcionando reducdo da area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS) da
podriddo basal em palma de 6leo (Figura 9). O periodo de incubacdo da doenca foi de cinco
dias na testemunha ndo tratada com os agentes de controle biolégico. Plantas tratadas com 0s
isolados T06, T03, TO7, Bac 61,T09, Bac 03, Bac 02, Bac 04, Bac 104 e Bac 01 reduziram a
porcentagem da area do tecido lesionado e apresentaram menor progresso da doenca. Plantas
tratadas com os isolados Bac 57 e Bac 77 apresentaram resultados intermediarios, diferindo
dos demais isolados e do tratamento testemunha, com 64% e 63% de reducdo da doenca,

respectivamente.
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Figura 9. Area Abaixo da Curva de Progresso da Severidade (AACPS) da podriddo basal
mensurada pelo comprimento de lesdo em mudas de palma de 6leo do HIE Manicoré com 2
anos de idade tratadas com isolados de Bacillus spp. e Trichoderma spp. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 10. Severidade da podriddo basal em mudas de palma de 6leo tratadas com Bacillus
spp. e Trichoderma spp.: A- T03, B — Bac 57 e C — Testemunha

Fonte: O Autor.

Foi verificada a eficiéncia dos agentes de controle biolégico Trichoderma spp. e

Bacillus spp. quando aplicados de forma preventiva, que resultou na reducdo significativa na

severidade da podriddo basal em palma de dleo. A eficiéncia dos antagonistas pode estar

relacionada com as habilidades competitivas sobre os mecanismos de defesa do patdgeno e

interferir na sua infeccdo, através da inibicdo na germinacdo de conidios (SILVA &
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BETTIOL, 2009). Segundo Benitez et al. (2004), muitos fungos fitopatogénicos séo sensiveis
a falta de alguns nutrientes, sendo a competicdo um mecanismo importante pelos
antagonistas, pois estes possuem a capacidade superior em mobilizar e absorver os nutrientes
do solo comparativamente a outros organismos. Da mesma forma, porém em patossitema
diferentes, Belete et al. (2015) constataram a reducdo de 64,4 a 74,6% na severidade da
podriddo negra (Fusarium solani) em feijoeiro em decorréncia da aplicacdo prévia de
Trichoderma spp. Em estudo da severidade da murcha de fusario do tomateiro (F.
oxysporum), em casa de vegetagéo, oa isolado de Bacillus sp. (DFs1414) reduziu em 37,2% a
area abaixo da curva de progresso da doenca (ROCHA & MOURA, 2013). Gupta e Vakhlu
(2015) observaram reducdo de 40% na incidéncia e na severidade de F. oxysporum em

Crocus sativus com o Bacillus amyloliguefaciens (W2).

= Atividade de g-1,3-glucanase e quitinase

Houve diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos com os agentes de
controle biologico para a atividade das enzimas B-1,3-glucanase e quitinase ao final do
periodo experimental (30 dias). Para a produgdo da enzima [(-1,3-glucanase, as plantas
tratadas com TO06, Bac02, BacOl, TO7, Bac77, Bac57, Bacl04, T09, Bac03 e Bac04
apresentaram atividade enzimatica 33% superior quando comparadas as plantas da
testemunha (Figura 11). Ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos T 03 e Bac
61 e o controle sendo a atividade da f-1,3-glucanase mantida em 0,02 UA mg min . Para a
producdo da enzima quitinase, as plantas tratadas com T07, Bac04, T09, T06, Bac01, Bac02,
Bac03, Bac57 e Bacl04 apresentaram atividade enzimética no minimo de 35% superior a
testemunha. N&o houve diferencas significativas (p>0,05) entre os tratamentos com isolados T
03 e Bac 61, Bac 77 e a testemunha (Figura 12).

Os resultados evidenciaram que os tratamentos com agentes de controle bioldgico
foram efetivos na ativacdo de processos enzimaticos de inducdo do metabolismo de defesa das
plantas em resposta a Thielaviopsis ethacetica, 0 que pode ter sido determinante para a sua
eficiéncia no controle da podriddo basal da palma de 6leo. Agentes de controle bioldgico além
de atuarem diretamente sobre o patdgeno, produzindo compostos antimicrobianos, sé&o
capazes de sensibilizar as plantas para ativar seus mecanismos de defesa em resposta a
presenca de um patogeno.

As enzimas B-1,3-glucanases e quitinase séo classificadas como proteinas relacionadas
a patogénese (PR - proteinas) e possuem func@es hidroliticas, rompendo polimeros tais como
B-1,3-glucanas e quitina que estdo presentes na parede celular de patogenos. Alem de atuarem
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na sintese de lignina e outros fendis que contribuem para o desencadeamento de barreiras de
defesa, reforcando as estruturas das células das plantas (PASCHOLATI, 2011). Desse modo,
infere-se que algo semelhante tenha ocorrido nesse experimento, com base nos resultados de
atividades das enzimas. O tratamento preventivo com agente de controle biol6gico
potencializou a expressdo das atividades das enzimas [-1,3-glucanases e quitinase o que,
provavelmente, induziu alteracGes morfofisiologicas e bioquimicas nas plantas pelo aumento
de enzimas hidroliticas que, possivelmente, atuaram na degradacdo da parede celular do
patdgeno reduzindo com isso a severidade da doenca.

Sdo raros os trabalhos com a cultura da palma de 6leo no tocante a inducdo de
resisténcia e ndo ha na literatura estudos que avaliaram a atividade destas enzimas em plantas
desafiadas por T. ethacetica. No entanto, em outros patossistemas, ha relatos de ativacdo de
defesas em plantas tratadas com potenciais agentes de controle bioldgico. Saksirirat et al.
(2009) observaram que T. harzianum e T. asperellum induziram aumento das atividades das
enzimas glucanase e quitinase no intervalo de 14 dias apés a inoculagdo, em tomateiro, contra
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria e apresentou reducdo maxima de 69,32% na
severidade da mancha bacteriana. Karthikeyan et al. (2006) estudaram o efeito de
Pseudomonas fluorescens, Trichoderma viride e T. harzianum em combinagdo com quitina
sobre a inducdo de resisténcia em coqueiro, contra Ganoderma lucidum, observaram a
méaxima atividade de pB-1,3-glucanases aos 09 dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos,
apresentando reducdo aos 21 dias. Filippi et al. (2011) testaram rizobactérias B. pyrrocinia e
P. fluorescens em arroz e observaram aumento das atividades (3-1,3-glucanases e quitinase 72

horas ap0s inoculacdo com M. oryzae, sendo associadas a baixa severidade da doenca.
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Figura 11. Atividade da B-1,3-glucanase em mudas de palma de 6leo do HIE manicoré de 2
anos tratadas com isolados de Bacillus spp. e de Trichoderma spp. no intervalo de 30 dias de
avaliacdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 12. Atividade da quitinase em mudas de palma de 6leo do HIE manicoré de 2 anos
tratadas com isolados de Bacillus spp. e de Trichoderma spp. no intervalo de 30 dias de
avaliacdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao

nivel de 5% de probabilidade..
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= Atividade de peroxidase de guaiacol
N&o foi observada alteracdo na atividade da enzima peroxidase ap6s 30 dias da

aplicacdo dos tratamentos, ou seja, ndo houve diferenca significativa entre as plantas
inoculadas com agentes de controle biolégico e aquelas ndo inoculadas (Figura 13).
Possivelmente, este resultado estd relacionado ao tempo decorrido desde a aplicacdo dos
agentes de controle bioldgico, ou ao tempo da inoculacdo do patdgeno, ou mesmo do
comportamento fisioldgico da cultura. Em pesquisas realizadas por Macagnan et al. (2008),
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com dois agentes de controle bioldgico da vassora de bruxa do cacaueiro, houve reducdo de
25% na atividade da peroxidase, quando comparou-se 0 4° dia ap6s a inoculacdo do
antagonista com o 12° dia. Estes autores concluiram que maior atividade desta enzima foi nas
primeiras horas apés as pulverizagcBes com os agentes de biocontrole e houve decréscimo da
atividade enzimatica no decorrer do tempo. Segundo Pascholati & Leite (1995), a resisténcia
induzida € influenciada pelas mudancas especificas que ocorre no metabolismo da planta,
sendo assim a atividade da enzima em reposta a defesa do vegetal vai depender do intervalo
de tempo entre o tratamento inicial com os indutores bidticos ou abidticos e a subsequente
inoculagdo do patdgeno. As peroxidases sdo enzimas que atuam no metabolismo inicial de
defesa das plantas a acdo dos agentes de controle bioldgico, mediante a fortificacdo da parede
celular da planta hospedeira, na oxidacdo de fendis, assim como, na lignificacdo da planta
contra ataque de patégenos (RODRIGUES & DATNOFF, 2005).

Figura 13. Atividade da peroxidase em mudas de palma de 6leo do HIE manicoré de 2 anos
tratadas com isolados de Bacillus spp. e de Trichoderma spp. no intervalo de 30 dias de
avaliacdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.
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Corroborando com a afirmacdo de Tuzun (2001) de que as peroxidases estdo
envolvidas nas respostas iniciais de defesa de plantas. Infere-se que algo semelhante tenha
ocorrido nesse experimento, em que nas primeiras horas apds iniciado os tratamentos com
patdgenos e agentes de controle bioldgico tenham ocorrido um aumento da peroxidase, tendo
em vista que, ao final do periodo experimental, ndo ocorreu a expressdo da enzima, muito
embora a severidade da doenca tenha sido reduzida. Salla et al. (2016), ao testar a rizobacteria

Streptomyces em respostas a atividade enzimatica morfo cizento (Botrytis cinerea) em
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Eucalyptus grandis observaram variagdo na atividade da peroxidase, apresentando reducéo
aos 15 dias. Assim sendo, se faz necessaria a realizacdo de novos ensaios enzimaticos,
quantificando a atividade dessa enzima em diferentes intervalos de tempo entre os tratamentos
com o0s agentes de controle biolégico e a inoculagdo do patdgeno sobre a severidade da

podriddo basal.

= Atividade de polifenoloxidase

Houve diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos com os agentes de
controle bioldgico para a atividade da enzima polifenol oxidase ao final do periodo
experimental (30 dias). Plantas tratadas com T07, T06, Bac104, Bac03, Bac57, Bac04, Bac02
e TO3 apresentaram atividade enzimatica 57,9% superior quando comparadas as testemunhas.
N&o houve diferencas significativas para a atividade dessa proteina entre os tratamentos com
isolados BacO1, T09, Bac61 e Bac77 e a testemunha (Figura 14).

Figura 14. Atividade da polifenoloxidase em mudas de palma de 6leo do HIE manicoré de 2
anos tratadas com isolados de Bacillus spp. e de Trichoderma spp. no intervalo de 30 dias de
avaliacdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.
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De modo similar ao que foi observado nesse experimento, Karthikeyan, et al. (2006)
observaram incrementos significativos na atividade da enzima polifenol oxidase em coqueiros
tratados com Trichoderma, quando comparados a testemunha, resultando em maior acimulo
de compostos fendlicos. As polifenol oxidases sdo enzimas envolvidas na sintese de
compostos fendlicos, produgdo de fitoalexinas e na sintese de lignina, 0 que aumenta a
barreira de defesa do hospedeiro (KAVINO et al., 2008; RADJACOMMARE et al., 2010).
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Resultados deste trabalho comprovaram que Bacillus spp. e Trichoderma spp., quando
aplicados em plantas de forma preventiva, promoveram aumento na atividade das enzimas [3-
1,3-glucanases, quitinase e polifenoloxidase na medida em que houve reducdo da severidade
da doenga.

Vale ressaltar, no entanto, que ainda se faz necessaria a realizacdo de novos ensaios
enzimaticos, quantificando PR"s-proteinasem intervalo de tempo menor e iniciado horas apds
a aplicacdo dos agentes de controle biologico e/ou do patdgeno desafiante. Outro passo a ser
explorado, em estudos posteriores é a aplicagdo dos agentes antagonistas em condigdes de
campo, avaliando sua insercdo no manejo integrado da podriddo basal (T. ethacetica) da

palma de 6leo.

3.4 CONCLUSAO

O controle bioldgico da podriddo basal da palma de 6leo (Thielaviopsis ethacetica)
mostrou-se potencialmente promissor tanto pelo antagonismo in vitro quanto pela reducédo da
severidade da doenca em mudas e pela ativacdo de proteinas relacionadas a patogénese. O
isolado Bac 03 se destacou dos demais agentes de controle biolégico pelo potencial
antagonista in vitro a Thielaviopsis ethacetica e pela producdo de protease, além de reduzir a
severidade da podriddo basal em mudas e induzir a atividade das enzimas GLU, QUI e POL

em da palma de 6leo.
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4. INDUTORES DE RESISTENCIA E NUTRICAO MINERAL DA PALMA DE OLEO
RESUMO

Obijetivou-se com este trabalho avaliar a eficiéncia de potenciais indutores de resisténcia e da
fertilizac&o foliar no crescimento e na nutrigdo mineral da palma de 6leo com a capacidade de
fornecer nutrientes-chave relacionados a resisténcia a doencas. Mudas de palma de 6leo foram
cultivadas em casa de vegetacdo, no periodo entre outubro de 2014 a outubro de 2015. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 15 tratamentos e trés
repeti¢des. A unidade experimental consistiu de um vaso pléstico contendo uma planta. Os
tratamentos foram: Bion®, Fulland®, Reforce®, Yantra®, Vitakelp® + Stayflex®, Dephensor®,
silicato de célcio, silicato de sodio, quatro tipos de fertilizacdo foliar (A, B, C e D) e trés
tratamentos controle. Os dados foram submetidos & analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Os tratamentos que
proporcionaram maior matéria seca de parte aérea em palma de 6leo foram Fulland®,
fertilizacdo foliar D (6% P,0s e 15% K;0), silicato de célcio e silicato de sodio. A correcdo
da acidez do solo com corretivo contendo alto teor de magnésio melhorou a nutricdo da palma
de 6leo em célcio e magneésio. Os indutores de resisténcia, principalmente os que sao fontes
de nutrientes, e a fertilizacdo foliar apresentam o potencial de melhorar o crescimento e a
nutricdo mineral da palma de 6leo em nutrientes-chave ligados a resisténcia de plantas a
doengas.

Palavras-chave: Inducéo de resisténcia, Controle cultural, Elaeis spp., Adubacéo.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the efficiency of potential inducers of resistance
and mineral nutrition in the growth in the capacity to provide key nutrients related to
resistance to diseases. Oil palm seedlings were grown in a greenhouse between October 2014
and October 2015. The experimental design was a completely randomized design with 15
treatments and three replicates. The experimental unit consisted of a plastic vessel containing
a plant. The treatments were: Bion®, Fulland®, Reforce®, Yantra®, Vitakelp® + Stayflex®,
Dephensor®, calcium silicate, sodium silicate, four types of foliar fertilization (A, B, C and
D) and three treatments control. Data were submitted to analysis of variance and means were
compared by the Scott-Knott test at 5% probability. The treatments that provided the highest
dry matter of the oil palm were Fulland ®, foliar fertilization D (6% P205 and 15% K20),
calcium silicate and sodium silicate. Correction of soil acidity with a high magnesium content
corrector improved the oil palm nutrition in calcium and magnesium. Resistance inducers,
especially nutrient sources, and foliar fertilization have the potential to enhance the growth
and mineral nutrition of oil palm in key nutrients linked to plant resistance to disease.

Key words: Induction of resistance, Nutrient, Elaeis spp.
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4.1 INTRODUCAO

A palma de 6leo ou dendezeiro (Elaeis guineensis Jacg.) é uma das culturas
oleaginosas mais importantes no mundo, por apresentar amplos usos nas industrias de
alimentos, farmacéutica, quimica e producdo de biodiesel (CORLEY & TINKER, 2003;
MURPHY, 2014). A Indonésia e a Mal&sia sdo os principais produtores, compreendendo 85%
de toda producdo mundial (MURPHY, 2014; OBIDZINSKI et al., 2012). A producdo mundial
estimada em aproximadamente 275 milhdes de toneladas, distribuida entre os continentes
Asiético (87,44%), Africano (5,84%), Americano (5,84%) e Oceania (0,87%) (FAO, 2014).

O Brasil é o décimo maior produtor do mundo, com producdo estimada em 1.393.873
de toneladas (FAO, 2014), sendo o estado do Para o maior produtor nacional de Gleo de
palma, com producdo média anual de 770 mil toneladas por ano e uma area plantada de
aproximadamente 180 mil hectares, respondendo por 83% da safra nacional (IBGE, 2015).

No entanto, a franca expanséo do cultivo da palma de dleo pode propiciar ambiente
favoravel a incidéncia de doencas. Diversas doencas de etiologia fungica tém sido reladas em
plantios: manchas foliares, causadas por fungos do género Pestalotiopsis, Colletotrichum e
Lasiodioplodia; podriddes causadas por fungos do género Thielaviopsis e murchas pelo
género Fusarium, Cercospora. (CARVALHO et al., 2011; CARVALHO & SANTOS, 2013).
As doencas tém se tornado uma ameaca ao cultivo da palma de 6leo devido a severidade,
auséncia de estudos epidemioldgicos aprofundados e caréncia de ferramentas eficazes para o
manejo, seja para o controle quimico, controle biolégico, ou mesmo controle cultural.

Assim sendo, o controle de doencas torna-se dificil, devido a inUmeros fatores, entre
0s quais se destacam condicGes ambientais favoraveis a rapida multiplicacdo e disseminacgéo
de patégenose a inexisténcia de produtos fitossanitarios registrado no MAPA (AGROFIT,
2017). Desta forma, para obter producdo sustentavel da palma de 6leo, sdo necessérias
medidas como o controle cultural com a correcdo do solo e o suprimento nutricional, pelo
principio da modificagdo do ambiente, o que possibilitaria condi¢cdes favoraveis ao
desenvolvimento da planta hospedeira e consequentemente reducdo de danos. Neste mesmo
sentido, disto, a inducédo de resisténcia inserida no manejo integrado, pode ativar mecanismos
de defesa na palma de 6leo e reduzir potencialmente os prejuizos decorrentes de doengas.

A planta possui ampla gama de estratégias de defesa que servem para prevenir a
infeccdo por patdgenos. A resisténcia contra patdgenos € realizada por sistemas de defesa que
incluem barreiras pré-existentes (constitutivos) e induzidos (PASCHOLATTI & LEITE,
1995). As respostas de defesa induzidas sdo ativadas apds o reconhecimento de indutores de
resisténcia que podem ter origem abidtica ou abidtica (DURRANT & DONG, 2004; VAN
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LOON et al., 2006). Indutores abidticos de origens quimicas sdo capazes de ativar
mecanismos latentes de defesa das plantas, desencadeando respostas bioquimicas
responsaveis pela protecdo contra patdogenos (BOLLER & FELIX, 2009). O acibenzolar-S-
metil (ASM), analogo funcional do &cido salicilico, é o Unico produto registrado no Brasil, na
classe no ativador de plantas, é o Bion® (Syngenta Protecdo de Cultivos S,A), liberado para
uso comercial nas culturas do algoddo, batata, cacau, feijdo, citros, meldo e tomate
(AGROFIT, 2017). O ASM pode atuar nas plantas ativando genes de defesa que codificam
proteinas PR e enzimas relacionadas com a producéo de fitoalexinas e lignina (COLE, 1999;
RESENDE et al., 2000). Dentre os novos produtos, considerados como potenciais indutores
de resisténcia, muitos também fornecem nutrientes para as plantas como os fosfitos e o silicio
presente nos silicatos. O silicio, elemento benéfico, é estudado quanto a capacidade de induzir
resisténcia as plantas. Além dos efeitos de nutricdo e nos processos fisiologicos das plantas, o
silicio pode ter papel ativo na resisténcia das plantas contra patdgenos, devido a producdo de
compostos secundarios, como polifendis, e fitoalexinas, que podem agir como substancias
inibidoras do patégeno (CHERIF et al., 1992) e formacdo de barreiras fisicas, impedindo a
penetracio de fungos pela deposicio da lignina (CHERIF et al., 1992; CHERIF et al., 1994).
O fosfito, outro elemento importante na resisténcia as plantas contra patdgenos, quando
aplicado nas plantas, estas apresentam melhor assimilacdo na presenca de fosforo e potassio,
tornando-a capaz de ativar mecanismos de defesa e produzir fitoalexinas, substancias naturais
de autodefesa que conferem resisténcia contra fitopatégenos (DALIO et al., 2012; NOJOSA
et. al., 2005).

A resisténcia das plantas também pode se induzida por nutricdo mineral. De modo
geral, a importancia dos nutrientes se deve as alteracdes no padrdo de crescimento, morfologia
e anatomia ou composicao quimica das plantas, que podem aumentar ou diminuir a resisténcia
ou tolerancia das plantas a patégenos (HUBER et al., 2012). O fornecimento de nutrientes
altera a resisténcia das plantas a patdgenos, em funcdo de alteracdo no crescimento e da
composicdo do tecido vegetal, como, por exemplo, de compostos sollveis ou de defesa
(MARSCHNER, 1995; HUBER et al., 2012). A resisténcia pode ser conferida devido a
modificagdes anatbmicas, como espessamento das celulas da epiderme, lignificacdo, e ainda
atuar nas propriedades fisiologicas e bioquimicas, pela producdo de compostos secundarios,
fitoalexinas (ZAMBOLIM & VENTURA, 1993; HUBER et al., 2012; ZAMBOLIM et al.,
2012). Dessa forma, a nutricdo equilibrada é um fator importante na resisténcia de plantas,
tornando-se as plantas mais tolerantes as doencas, enquanto que plantas em condicdes de

estresse nutricional sdo mais suscetiveis (ZAMBOLIM et al., 2012). Vaérios trabalhos
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mostraram a influéncia dos nutrientes no manejo de doengas das plantas (CATARINO et al.,
2016; DOWNER et al., 2013; FREITAS, et al., 2016; MOHAMED et al., 2014).

Embora sejam escassas as pesquisas acerca de indutores de resisténcia e da nutri¢éo
mineral relacionadas com a resisténcia de doencas da palma de 6leo, existe um vasto potencial
de melhorar o estado fitossanitario desta cultura por meio de manejo nutricional equilibrado,
pois, geralmente, a palma de 6leo é cultivada em solos de baixa fertilidade (MUNEVAR,
2004). Neste sentido, realizou-se o presente trabalho visando avaliar a eficiéncia de indutores
de resisténcia e da nutricdo mineral no crescimento e na capacidade de fornecer nutrientes-

chave relacionados a resisténcia a doencas.
4.2 MATERIAL E METODOS

= Local do estudo e caracteristicas do solo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo da Embrapa Amazénia Oriental,
Belém, Para. A temperatura média da casa de vegetacdo de 28 °C e a umidade relativa do ar
média de 95%. Mudas de palma de éleo foram cultivadas, no periodo entre outubro de 2014 a
outubro de 2015, em vasos plasticos preenchidos com 6 dm® de amostras da camada
superficial (0 a 0,2 m) de um Argissolo Amarelo distrofico (Embrapa, 2013) proveniente do
municipio de Belém, PA.

Antes da instalacdo do experimento o solo apresentou as seguintes caracteristicas: pH
H,O = 4,7; MO = 25 g dm™®; P Mehlich-1 = 6 mg dm™; P-remanescente = 29 mg L™*; K = 0,05
cmol. dm™; Ca = 0,3 cmol, dm™; Mg = 0,1 cmol, dm-3 ; Al = 1,2 cmol. dm™; H + Al = 7,0
cmol. dm™; CTC = 7,5 cmol. dm™; SB = 0,45 cmol. dm™; m = 72%, V = 6%; argila = 140 g
kg™: silte =30 g kg™ e areia = 830 g kg™

= Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC), com 15
tratamentos (Tabela 4) e trés repeticbes. A unidade experimental consistiu de um vaso
plastico contendo uma planta. Um tratamento sem calagem e sem adubacéo foi avaliado como
controle absoluto. No tratamento controle A, realizou-se somente a aplicacdo de P antes do
transplantio das mudas, préatica esta comumente adotada pelos produtores de palma de 6leo. O
controle B consistiu da calagem e adubacdo fosfatada em pré-plantio e foi utilizado em todos

0s demais tratamentos com a aplicacéo dos indutores de resisténcia.
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Tabela 4. Tratamentos avaliados no experimento.

Tratamentos Teores de nutrientes e Si Local de aplicacéo

Controle absoluto

Controle A (fésforo) Solo
Controle B (calcério + fosforo) Solo
Controle B + Bion® Foliar
Controle B + Fulland® 20% P,0s, 1,75% S e 3,5% Cu Foliar
Controle B + fertilizacdo foliar A 20% P,0s, 1,75% S e 3,5% Cu Foliar
Controle B + Reforce® 26% de P,Os e 19% de K,0 Foliar
Controle B + Yantra® 33,6% de P,05 e 29% de K,0 Foliar
Controle B + fertilizacdo foliar B 33,6% de P,05 e 29% de K,0 Foliar
Controle B + Vitakelp® + Stayflex®  15% de N, 1% K,O e 1% B Foliar
Controle B + fertilizacdo foliar C 15% de N, 1% K,0e 1% B Foliar
Controle B + Dephensor® 6% P,0s5, 15% K,0 e 5% Si Foliar
Controle B + fertilizacao foliar D 6% P,0s5 e 15% K,0 Foliar
Controle B + Silicato de célcio 24% Si Solo
Controle B + Silicato de sodio 23% Si Solo

Fonte: O Autor

Os silicatos de célcio e sédio foram aplicados e misturados ao solo no mesmo periodo

da calagem, na dose de 750 mg dm™ de Si (equivalente a 250 kg ha™ de Si).

= Fertilizacao do solo

A acidez do solo foi corrigida pela aplicacdo de uma mistura de carbonatos de célcio
(60%) e de magnésio (40%), em dose suficiente para aumentar a saturacao por bases do solo a
50%. ApOs a calagem, as amostras de solo foram incubadas durante 30 dias, mantendo-se
umidade em aproximadamente 70% da méaxima capacidade de retencdo de agua. Apos esse
perfodo de incubacdo, aplicou-se o fosfato monocélcico na dose de 100 mg dm™ de P.
Posteriormente, as mudas foram transplantadas para os vasos e realizou-se a seguinte
adubacdo em todos 0s tratamentos, exceto no controle absoluto: 50 mg dm™ de N como
sulfato de amdnio, 50 mg dm™ de K como cloreto de potassio, 0,5 mg dm™ de B como bérax,
1,5 mg dm™ de Cu como sulfato de cobre, 2 mg dm™ de Mn como sulfato de manganés e 3
mg dm™ de Zn como sulfato de zinco. Durante o periodo de conducdo do experimento, as

plantas foram irrigadas diariamente com agua destilada.
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= Fertilizacdo foliar dos tratamentos

A aplicacdo dos tratamentos iniciou-se 30 dias ap0s o transplantio das mudas, sendo
realizadas quatro aplicacbes de cada tratamento, em intervalos de 14 dias. As aplicacdes
foram realizadas via foliar, até o ponto de escorrimento da solugdo, utilizando-se um mini-
pulverizador manual. As pulverizagOes de todos os tratamentos foram realizadas utilizando
como solvente agua destilada. Nos tratamentos controle, foi utilizada apenas agua destilada

nas pulverizacdes das plantas.

= AvaliagOes de desenvolvimento das plantas e do estado nutricional

Os parametros de desenvolvimento vegetativo das mudas de palma de 6leo avaliados
foram: altura da planta, didmetro do coleto e nimero de folhas por planta. A parte aérea das
mudas foi cortada rente ao solo e posteriormente as raizes foram separadas do solo. As
amostras foram lavadas, inicialmente com &gua de torneira, seguida por solucdo de detergente
neutro (0,1%), solucdo de HCI (3%) e finalmente com &gua destilada. Posteriormente, as
amostras de plantas foram secas em estufa a 65 °C com circulacdo de ar até obtencdo de
massa constante, pesadas para determinagdo da massa de matéria seca da parte aérea (MSPA),
de raiz (MSR) e total (MST = MSPA + MSR). As amostras da parte aérea foram moidas em
moinho tipo Willey e analisadas em laboratdrio para a determinacdo dos teores de N, P, K,
Ca, Mg e S, conforme metodologias descritas em EMBRAPA (2009).
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Figura 15. Tratamentos em casa d

T

e vegetacao.

f

Fonte: O Autor

= Analises estatisticas
Os dados obtidos foram submetidos & andlise de varidncia. As médias dos parametros
de desenvolvimento vegetativo e do estado nutricional das plantas foram comparadas pelo

teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade no programa Sisvar®.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

= Desenvolvimento vegetativo da palma de 6leo

Houve diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos para a matéria seca de
parte aérea (MSPA) de mudas de palma de Oleo (Tabela 5). Os tratamentos que
proporcionaram maior MSPA foram Fulland®, fertilizacdo foliar D, silicato de célcio e
silicato de sddio. O tratamento controle absoluto, em que ndo houve aplicacdo de corretivos
de acidez do solo (CaCO3; e MgCQOg3) e nutrientes, apresentou a menor produgdo de MSPA,
evidenciando a baixa disponibilidade de nutrientes no solo utilizado no experimento.



90

O incremento na MSPA, induzido pelo tratamento com fertilizagdo foliar D e
Fulland®, apresenta correlacdo com a disponibilidade do fésforo (P) e potassio (K), presente
na composicdo quimica desses produtos, respectivamente. Inimeros processos energéticos nas
plantas como a translocacdo de agUcares de tecidos fonte para os drenos, crescimento, bem
como a absorgdo de nutrientes minerais, sdo altamente dependentes de adenosina trifosfato -
ATP (TAIZ & ZEIGER, 2013). Sendo o fosforo, um componente dessa molécula, acredita-se,
em partes, ter contribuido para o crescimento da parte aérea de plantas de palma de dleo,
determinando incrementos positivos na MSPA.

Processos osmoticos nas plantas sdo altamente dependentes de potassio, o qual esta
envolvido na regulacdo estomatica, bem como na ativacdo de enzimas fundamentais ao
processo fotossintético, como a Ribulose 1,5 bifosfato carboxilase oxigenase, requerida para a
assimilacdo de CO, via ciclo de Calvin, determinando a maior producdo de carboidratos.
Além disso, o K induz a translocacdo de fotossintetatos recém-produzidos e participa na
mobilizacdo do material estocado. Desse modo, sugere-se, a partir dos resultados encontrados
nessa pesquisa, que esse nutriente tenha provido a regulacdo desses processos condizentes
com a necessidade metabdlica das plantas de palma de 6leo correlacionadas ao crescimento.

Estudos realizados com outras culturas mostram resultados semelhantes. Schumacher
et al. (2004) verificaram influéncia positiva da utilizacdo do fdésforo no crescimento das
mudas de Parapiptadenia rigida. Do mesmo modo, a producdo de matéria seca da parte aérea
das plantas de milho aumentou com o incremento das doses de fosforo, independentemente da
fonte de P considerada (HARGER et al., 2007).

De modo similar, os tratamentos silicato de célcio e silicato de sodio induziram
aumentos na MSPA. O silicio aparece como um elemento benéfico as plantas e se mostra
envolvido em respostas osmdticas havendo inumeras evidéncias de que esse elemento
influencia o acumulo de solutos organicos o que parece ter correlacdo positiva com o aumento
da MSPA, na cultura em estudo.

N&o houve diferencas signifivativas entre os tratamentos para a matéria seca do
sistema radicular (MSR), a altura da planta e o niamero de folhas das mudas de palma de dleo
(Tabela 5). Pesquisas tém demonstrado que plantas de abacaxizeiro e de bananeiras tratadas
com fontes silicatadas de célcio e de sddio ndo apresentaram diferenca significativa na
matéria seca total (parte aérea + raiz) e no didmetro do coleto, diferindo apenas do tratamento
controle absoluto, o que corrobora com os resultados observados nesse trabalhno (BREGONCI
et al., 2008; ASMAR, et al., 2011). Considera-se que, possivelmente, houve uma maior

absorcéo de (Ca** e Na") pelas raizes, e posterior translocagdo para a parte aérea, o que pode
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ter contribuido para as baixas concentracdes de silicio nas raizes, justificando desse modo o
menor incremento na MSR, em plantas de palma de 6leo. Portanto, a MSPA foi a varidvel que

mais discriminou o efeito dos tratamentos avaliados.
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Tabela 5. Matéria seca de parte aérea (MSPA), de raiz (MSR) e total (MST) e parametros de desenvolvimento vegetativo de mudas de palma de

6leo.
Altura da Diametro do
Tratamentos MSPA MSR MST planta coleto Ndmero de folhas por

g/planta cm planta
Controle absoluto 21,7 ¢ 16,2 a 379D 51,4b 27,6 b 10,3 a
Controle A (fésforo) 479 b 28,8 a 80,5a 77,3 a 41,7 a 13,3 a
Controle B (calcario + fosforo) 50,8 b 32,6 a 79,6 a 77,3 a 42,2 a 130a
Controle B + Bion® 44,3 b 28,5a 72,82 75,7 a 42,54 11,7a
Controle B + Fulland® 58,6 a 39,8a 98,4a 78,0 a 454 a 130a
Controle B + fertilizacdo foliar A 51,1b 32,3a 834a 73,3a 40,6 a 12,7 a
Controle B + Reforce® 46,8 b 30,4a 77,1a 74,7 a 425a 12,3 a
Controle B + Yantra® 50,7 b 41,1a 91,8a 76,7 a 42,4 a 12,0a
Controle B + fertilizacdo foliar B 50,3 b 33,0a 83,3a 77,3 a 42,1a 12,3 a
Controle B + Vitakelp® + Stayflex®  46,2b 36,7 a 82,9a 78,0 a 41,8a 127a
Controle B + fertilizacéo foliar C 52,4 b 32,8a 85,2a 785a 41,4 a 12,3 a
Controle B + Dephensor® 50,1 b 36,2 a 86,3 a 73,1a 42,1a 12,3 a
Controle B + fertilizacéo foliar D 59,4 a 30,9a 90,3a 80,7 a 43,8 a 13,3 a
Controle B + Silicato de célcio 60,6 a 359a 96,5a 82,7a 43,3 a 14,0 a
Controle B + Silicato de sodio 56,4 a 30,0a 86,4 a 755a 43,0a 13,3 a
CV (%) 12,8 17,5 11,2 7,2 7.1 6,7
Significancia * Ns * * * ns

Meédias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Skott-Knott a 5% de significancia.
Fertilizacdo foliar A: solucdo contendo 20% P,0s, 1,75% S e 3,5% Cu em agua destilada. Fertilizacdo foliar B: solugdo contendo 33,6% de P,0s e 29% de K,O em &gua
destilada. Fertilizacdo foliar C: solucdo contendo 15% de N, 1% K,0 e 1% B em agua destilada. Fertilizagdo foliar D: solugdo contendo 6% P,0s e 15% K,O em &gua

destilada.
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» Estado nutricional da palma de 6leo

N&o houve diferenca significativa no teor de N na parte aérea das plantas (Tabela 6). O
acumulo de N na parte aérea ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos, com excecao
do controle absoluto (Tabela 7). Possivelmente, a dose de N fornecida via adubacdo
nitrogenada no solo foi suficiente para atender a demanda deste nutriente da planta.

O N é o nutriente mineral exigido em maiores quantidades pelas plantas
(aproximadamente 1 a 5% da massa seca) e é constituinte de proteinas, aminoacidos, acidos
nucléeicos, nucleotideos, clorofila, coenzimas, fitohorménios e metabolitos secundérios
(HAWKESFORD et al., 2012). De modo geral, a adubacdo nitrogenada pode influenciar a
severidade de doencas fungicas causadas por patdgenos biotréficos, como ferrugens e mildios
pulvurulentos, e outras causadas por bactérias que atacam as folhas e hastes de plantas
herbaceas, pois pode influenciar a germinacdo, a sobrevivéncia, a reproducdo, o crescimento e
a viruléncia do patégeno (ZAMBOLIM & VENTURA, 2012). Por outro lado, Malavolta
(2006), considera tanto as formas como esse nutriente € disponibilizado, quanto a sua
concentracdo como determinantes para a
severidade de doencas ou a suscetibilidade do hospedeiro a microorganismos patogénicos.
Para esse autor, 0 excesso de nitrogénio, sobre tudo quando disponibilizado na forma N-
amoniacal, e ndo na forma nitrica, aumenta o teor de substancias soluveis, principalmente,
aminoéacidos livres, nos vacuolos celulares. Esses compostos, dificultam a sintese protéica e
tornam as plantas mais sensiveis a patdgenos e & insetos praga (ZAMBOLIM & VENTURA,
2012).


http://www.scielo.edu.uy/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2301-15482009000100003#12
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Tabela 6. Teor de macronutrientes na parte aérea de mudas de palma de 6leo.

N P K Ca Mg S
Tratamentos 1
g kg

C 11,1a 14b 30b 40c 16a 11a
Controle A (fésforo) 9,3a 1,3b 4,4b 50b 09b 09b
Controle B (calcario + fosforo) 9,0a 12b 45D 6,3a 1,7a 0,8b
Controle B + Bion® 95a 1,3b 38b 6,9 a 1,8a 1,1a
Controle B + Fulland® 95a 1,7 a 34b 70a 1,8a 12a
Controle B + fertilizacdo foliar A 8,6a 1,7a 40b 71a 20a 1,1a
Controle B + Reforce® 95a 15b 6,4 a 70a 19a 1,1a
Controle B + Yantra® 8,0a 14Db 6,2 a 6,1a 1,7a 0,8b
Controle B + fertilizacéo foliar B 89a 1,7a 57a 7,3a 19a 09b
Controle B + Vitakelp® + Stayflex® 9,5a 1,4b 43b 6,7 a 1,7a 1,0b
Controle B + fertilizacéo foliar C 89a 13b 40b 6,3a 18a 09b
Controle B + Dephensor® 8,8a 14Db 6,5a 6,5a 18a 11la
Controle B + fertilizacéo foliar D 89a 12b 55a 6,5a 1,7a 09b
Controle B + Silicato de célcio 8,8a 12b 3,7b 6,1a 18a 10Db
Controle B + Silicato de sodio 9,3a 1,3b 50a 560b 1,7a 1,1a
CV (%) 12,7 13,5 18,2 9,6 9,5 11,2
Significancia Ns * * * * *

Meédias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Skott-Knott a 5% de significancia.

Fertilizagdo foliar A: solugdo contendo 20% P,0s, 1,75% S e 3,5% Cu em agua destilada. Fertilizacdo foliar B: solugdo contendo 33,6% de P,0s e 29% de K,O em
&gua destilada. Fertilizacdo foliar C: solucdo contendo 15% de N, 1% K,0 e 1% B em &gua destilada. Fertilizacdo foliar D: solu¢do contendo 6% P,0s e 15% K,0
em agua destilada.
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Os maiores teores de P na MSPA foram observados nas plantas que receberam 0s
fertilizantes foliares Fulland®, fertilizacdo foliar A e fertilizacdo foliar B, todos esses
tratamentos apresentavam P em sua composicao (Tabela 6).. A aplicacéo de Fulland® resultou
em maior acumulo de P na MSPA (Tabela 7). Este fertilizante foliar foi capaz de fornecer P
as plantas em quantidade superior a dos demais tratamentos. Por outro lado, 0 menor acimulo
de P na planta foi observado no tratamento Controle Absoluto, em que ndo se realizou a
calagem e adubacdo, evidenciando o baixo teor disponivel deste nutriente no solo utilizado no
experimento.

O P é componente de moléculas como DNA, RNA e fosfolipideos das membranas e
atua na transferéncia de energia (ATP) nas plantas, participa de reacdes redox celulares e, na
ativacdo enzimatica (HAWKESFORD et al., 2012; TAIZ & ZEIGER, 2013).

Diversos trabalhos tém demonstrado que, de modo geral, a nutricdo adequada em P
favorece a resisténcia das plantas as doengas por aumentar o balanco interno de nutrientes ou
por acelerar a maturacdo da cultura, auxiliando a planta a escapar da infec¢do por patégenos,
que tem preferéncia por tecidos jovens (ZAMBOLIM & VENTURA, 2012).



Tabela 7. Acumulo de macronutrientes na parte aérea de mudas de palma de 6leo.

N P K Ca Mg S
Tratamentos
mg/planta

Controle absoluto 222,8 b 31,7d 52,1c 97,6 c 339¢c 22,6 d
Controle A (fésforo) 4425 a 64,3 ¢ 2126 b 240,8 b 440c 42,0c
Controle B (calcario + fosforo) 452,7 a 58,7 ¢ 224,4b 317,4b 86,5b 42,6 ¢
Controle B + Bion® 420,2 a 58,3 ¢ 164,8 b 306,6 b 78,7b 48,1¢c
Controle B + Fulland® 551,5a 102,0a 198,1b 405,0 a 1054 a 709 a
Controle B + fertilizacdo foliar A 435,6 a 85,3 b 1979b 358,8 a 989a 55,7b
Controle B + Reforce® 439,1a 69,0 c 298,8 a 324,7hb 90,8 b 51,4b
Controle B + Yantra® 407,5a 70,5¢ 312,0a 307,4 b 86,9 b 434 ¢
Controle B + fertilizacéo foliar B 450,4 a 84,7b 287,2a 366,6 a 952a 46,1c
Controle B + Vitakelp® + Stayflex®  4431a 63,5¢ 199,0 b 3119b 778b 44,0 c
Controle B + fertilizacdo foliar C 463,1 a 64,9 c 2029 b 331,3b 90,5b 49,6 c
Controle B + Dephensor® 442,7 a 68,2 C 324,1a 323,7b 90,9 b 54,3 b
Controle B + fertilizagéo foliar D 533,3 a 73,1b 326,1a 385,4a 101,8 a 54,0b
Controle B + Silicato de célcio 529,7 a 74.9b 226,1b 367,2 a 1110a 60,0 b
Controle B + Silicato de sodio 520,4 a 76,5b 279,6 a 312,2 b 952a 59,8 b
CV (%) 15,6 15,4 13,5 13,8 11,2 13,5
Significancia * * * * * *

Meédias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Skott-Knott a 5% de significancia.

Fertilizagdo foliar A: solucéo contendo 20% P,0s, 1,75% S e 3,5% Cu em agua destilada. Fertilizacdo foliar B: solugcdo contendo 33,6% de P,0s e 29% de K,O em
agua destilada. Fertilizacdo foliar C: solucdo contendo 15% de N, 1% K,0 e 1% B em &gua destilada. Fertilizacdo foliar D: solugdo contendo 6% P,0s e 15% K,O
em agua destilada.



97

A aplicacdo foliar de Reforce®, Yantra®, fertilizacdo foliar B, Dephensor® e
fertilizacdo foliar D, que sdo fontes de K para as plantas, e de silicato de Na no solo,
aumentou o teor de K na MSPA (Tabela 6). O maior acimulo de K nas plantas foi verificado
ap6s a aplicacéo foliar dos tratamentos Reforce®, Yantra®, fertilizacéo foliar B, Dephensor® e
fertilizacdo foliar D (Tabela 7). Todos esses fertilizantes foliares apresentavam K em sua
composicao, sendo, portanto, fonte deste nutriente para a palma de 6leo.

A aplicacdo de silicato de Na no solo elevou o acimulo de K na MSPA. O K, embora
seja 0 cation mais abundante nas plantas, ndo é constituinte de qualquer molécula organica.
Este nutriente é ativador de mais de 60 sistemas enzimaticos, e participa da translocacdo e do
armazenamento de fotoassimilados e da manutencdo do potencial osmético da planta
(EPSTEIN & BLOOM, 2006; HAWKESFORD et al., 2012). Embora a resisténcia de plantas
a doenca seja uma caracteristica controlada geneticamente, a nutricdo equilibrada pode
induzir os mecanismos de resisténcia (ZAMBOLIM & VENTURA, 2012). Esses mesmos
autores relataram que o K é o nutriente, comumente, mais associado com a reducdo de
severidade de doencas de planta, possivelmente por promover o espessamento da parede
celular, o que reduz a suscetibilidade dos tecidos vegetais a maceracdo e penetracdo do
patégeno.

A suscetibilidade as doencas de plantas deficientes de potassio esta relacionada com a
com a menor sintese de compostos de alto peso molecular (proteinas, amido e celulose),
favorecendo o acumulo de acucares sollveis, &cidos organicos, aminoacidos e nitrato,
propiciando dessa forma, o desenvolvimento de doencas (ADEBITAN, 1998; MARSCHNER,
2012). A deficiéncia de potassio tem sido associada a ocorréncia de diversas doencas da
plama de éleo, como a murcha-vascular, mancha foliar de cercospora e Podridao basal por
Ganoderma (RANKINE & FAIRHURST, 1999). O desequibrio nutricional aumenta a
severidade da seca da folha (Pestalotiopsis) em palma de 6leo, principalmente quando ha
teores altos de N no tecido foliar e deficiéncia de K (MOTTA et al., 2004).

Outras relacdes entre nutricdo e doengas da palma de dleo foram reportadas. A
incidéncia de murcha vascular (Fusarium oxysporum f. sp. elaeidis) foi associada a nutri¢do
potassica (RENARD & RAVISE, 1986; RENARD & DE FRANQUEVILLE, 1989;
NTSOMBOH et al., 2012). A incidéncia de manchas foliares (Pestalotiopsis) podem estar
relacionadas com a deficiéncia de Mg (MUNEVAR, 2004).
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N&o houve diferenca significativa nos teores de Ca e Mg na MSPA entre o Controle B
e os indutores de resisténcia aplicados via adubacdo foliar (Tabela 6). A aplicacdo de
corretivos de acidez do solo (CaCO3 e MgCOs3), no tratamento Controle B, aumentou 0s
teores de Ca e Mg na planta em comparacédo ao tratamento Controle A. Este resultado ressalta
a importancia da calagem, principalmente com calcéario com alto teor de Mg, na nutricdo da
palma de 6leo. As aplicagdes foliares dos tratamentos Fulland®, fertilizagdo foliar A,
fertilizacdo foliar B e fertilizacdo foliar D, e de silicato de Ca no solo aumentaram o teor de
Ca nas plantas (Tabela 7).

Os valores de maximo acimulo de Mg na parte aérea das mudas de palma de dleo
foram observados ap6s a aplicacéo foliar de Fulland®, fertilizagdo foliar A, fertilizacdo foliar
B e fertilizacdo foliar D, e de silicato de Ca e de Na no solo (Tabela 7). Estudos comprovaram
a menor incidéncia de doengas em virtude de adequada nutrigdo mineral da planta em outros
patossistemas. A incidéncia de Cercosporiose (Cercospora coffeicola) em plantas de café
(GARCIA JUNIOR et al., 2003) e a severidade de ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi)
da soja (BALARDIN et al., 2006) foram reduzidas com doses crescentes de K e Ca..

O Ca é componente da parede celular e é essencial para a manutencdo da integridade
da membrana plasmatica das células vegetais (EPSTEIN & BLOOM, 2006; HAWKESFORD
et al., 2012). Existem varios mecanismos de defesa das plantas que envolem a acdo do Ca, tais
como: formacdo de pectato de Ca na parede celular, inibicdo da atividade da
poligalacturonase e de toxinas flngicas, neutralizacdo do acido oxalico secretado pelo
patdégeno e atuacdo como mensageiro secundario na regulacdo da sintese de fitoalexinas
(ZAMBOLIM & VENTURA, 2012).

O contetido (Ca®*) nos tecidos das plantas afeta a incidéncia de doencas parasiticas de
duas formas: na primeira, quando os niveis de calcio sdo baixos, o efluxo de compostos de
baixo peso molecular (agucares) do citoplasma para o apoplasto é aumentado; e, na segunda
forma, quando poligalacturonatos e calcio sdo requeridos na lamela média, para que haja
estabilidade da parede celular. Muitos agentes fitopatogénicos alcancam o tecido da planta
pela producéo de enzimas pectoliticas extracelulares, como a galacturonase, que dissolvem a
lamela média (MCGUIREE KELMAN, 1986). A atividade da enzima a galacturonase é
drasticamente inibida pela presenca do céalcio (MARSCHNER, 1995).

Em comparacdo ao tratamento Controle B, o teor de S na MSPA foi maior apés a

aplicacdo de Bion®, Fulland®, fertilizacdo foliar A, Reforce® e Dephensor® (Tabela 6).
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Semelhante ao observado com P, a aplicacéo de Fulland® proporcionou o maior acimulo de S
na parte aerea das plantas. Este fertilizante foliar foi o Unico que apresentava S em sua
composicdo. O S na planta é constituinte dos aminoacidos cisteina e metionina (EPSTEIN &
BLOOM, 2006; HAWKESFORD et al., 2012). O efeito do S no controle de doencas de
produtos de reacdo, como sulfito de hidrogénio, e pelo blogueio da formacdo de ATP na
cadeia de transporte de elétrons e a interferéncia na sintese de proteinas e formacdo de
quelatos com metais pesados na célula do fungo (ZAMBOLIM & VENTURA, 2012).

O principal fator a ser levado em consideracdo, entretanto, € a agdo conjunta de todos
o0s nutrientes, impossibilitando o desenvolvimento do patégeno. Pesquisas adicionais devem
esclarecer se os indutores de resisténcia e os tratamentos com a fertilizacdo foliar estudados
neste trabalho poderd alterar as atividades das enzimas envolvidas no metabolismo defesa da
palma de 6leo e o respectivo efeito na severidade ou incidéncia da podriddo basal

(Thielaviopsis ethacetica).

Tabela 8. Teor e acimulo de silicio na parte aérea de mudas de palma de 6leo.

Tratamentos >
mg kg™ mg/planta

Controle absoluto 97,1 2,6
Controle A (fosforo) 179,3 8,6
Controle B (calcério + fosforo) 179,3 9,1
Controle B + Silicato de célcio 104,8 6,3
Controle B + Silicato de sodio 138,2 8,0
CV (%) 47,2 52,5
Significancia ns ns

J& é bem recorrente na literatura os efeitos benéficos do silicio na reducao de estresses
bioticos, atuando na resisténcia ao ataque de agentes patogénicos as plantas como nematoides,
bactérias e fungos (MA; YAMAJI, 2008; GUNTZER et al., 2012; THILAGAM, 2014). Em
pesquisa realizada com a cultura do feijdo (Phaseolus vulgaris), Polanco et al. (2014)
comprovaram que a aplicacdo foliar de silicato de potéassio, reduziu em 34,5% a area abaixo

da curva de progresso (AACPD) da antracnose, e concluiram que o tratamento resultou,
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possivelmente, na formacdo de uma barreira fisica, como resultado da deposic¢ao de silica no
tecido foliar.

Os nutrientes podem influenciar, sobretudo, os seguintes mecanismos de resisténcia
priméaria das plantas as doencas: (i) formagdo de barreiras mecénicas, por exemplo, a
espessura da parede celular; (ii) sintese de compostos de defesa, como antioxidantes,
flavonoides, fitoalexinas e compostos secundarios (ZAMBOLIM e VENTURA, 2012).

4.4 CONCLUSAO

Os indutores de resisténcia, principalmente os que sdo fontes de nutrientes, e a
fertilizacdo foliar apresentam o potencial de melhorar o crescimento e a nutricdo mineral da

palma de 6leo em nutrientes-chave ligados a resisténcia de plantas a doencas.
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CONCLUSOES GERAIS

O fungo Thielaviopsis ethacetica € o agente etioldgico da podridao basal da palma de
oleo.

Os microrganismos dos géneros Bacillus e Trichoderma apresentam potencial para o
biocontrole do Thielaviopsis ethacetica, agente etioldgico da podridao basal da palma de 6leo.

Os indutores de resisténcia, principalmente os que sdo fontes de nutrientes, e a
fertilizacdo foliar apresentam o potencial de melhorar o crescimento e a nutricdo mineral da

palma de 6leo em nutrientes-chave ligados a resisténcia de plantas a doencas.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentam-se promissores, na medida em que forneceram
conhecimentos relevantes sobre o agente etiologico da podriddo basal da palma de 6leo no
Brasil e para o biocontrole do Thielaviopsis ethacetica.

Contudo, faz-se necessaria a comprovacao dos resultados deste trabalho em campo, ou
seja, avaliar o antagonismo dos bioagentes, 0s potenciais indutores de resisténcia e fontes de
nutrientes em plantio de palma de dleo. Além disto, trabalhos futuros deverdo avaliara
atividade de PR’s-proteinas, em intervalos menores, iniciando as coletas horas apos a
inoculacdo do patdgeno desafiante.



