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RESUMO

Visconti, A.; Bettiol, W.; Morandi, M.A.B. Efeito de hidrolisado de peixe sobre o crescimento micelial e controle de Cylindrocladium spathiphylli

em espatifilo. Summa Phytopathologica, v.36, n.4, p.298-308, 2010.

Hidrolisado de peixe (HP), cama de frango (CF), casca de
camardo (CC), esterco bovino (EB), lodo de esgoto (LE) e torta
de mamona (TM) foram avaliados quanto ao efeito de seus extratos
aquosos, com e sem autoclavagem, sobre o crescimento micelial e
a germinacgdo de conidios de Cylindrocladium spathiphylli. O efeito
de misturas dos residuos com o substrato de cultivo e seus
compostos volateis também foram avaliados sobre o crescimento
micelial do patégeno. Para avaliar do efeito do HP na supressividade
a Cylindrocladium spathiphylli, adicionou-se ao substrato

artificialmente infestado o HP nas concentracdes de 0, 10, 20,
30, 40 e 50% do volume de agua necessario para atingir a
capacidade de retencdo de agua do substrato. As misturas foram
incubadas por 10 dias e transferidas para vasos contendo uma
muda de espatifilo da cultivar Opal por vaso. Nos experimentos
in vitro, os extratos aquosos e as misturas de substrato contendo
HP apresentaram a maior supressividade ao patégeno. No cultivo
de espatifilo, a supressividade ocorreu nas concentracdes
superiores a 20% de hidrolisado de peixe.

Palavras-chave adicionais: Cylindrocladium spathiphylli, hidrolisado de peixe, supressividade, matéria organica.

ABSTRACT

Visconti, A.; Bettiol, W.; Morandi, M.A.B. Effect of fish hydrolyzed on mycelial growth and control of Cylindrocladium spathiphylli in

Spathiphyllum. Summa Phytopathologica, v.36, n.4, p.298-308, 2010.

Fish hydrolyzed (HP), poultry manure (CF), shrimp skin (CC), cattle
manure (EB), sewage sludge (LE) and castorbean presscake (TM) were
evaluated for their effect of aqueous extracts with and without
autoclaving, on mycelial growth and conidial germination of
Cylindrocladium spathiphylli. The effect of mixtures of residues with
potting mixes and their volatile compounds were also evaluated on the
mycelial growth of the pathogen. To evaluate the effect of HP in the
suppressiveness to Cylindrocladium spathiphylli, HP was added in potting

mix artificially infested, at concentrations of 0, 10, 20, 30, 40 and 50%
of the volume of water required to reach the water retention capacity of
the potting mix. The mixtures were incubated for 10 days and transferred
to pots containing one plug of Spathiphyllum Opal per pot. In the
experiments in vitro, aqueous extracts and mixtures containing HP showed
the highest suppressiveness against the pathogen. In the Spathiphyllum
growing, the suppressiveness occurred at concentrations higher than
20% of fish hidrolyzed.

Keywords: Cylindrocladium spathiphylli, fish hydrolysed, suppressiveness, organic matter.

Cylindrocladium spathiphylli Schoulties, EI-Gholl & Alfieri
(teleomorfo: Calonectria spathiphylli EI-Gholl, Uschida, Alfenas, Schub
& Alfieri), agente causal da podriddo do colo e da raiz de espatifilo
(Spathiphyllum wallisi Regel), é o principal patégeno da cultura e
ocorre em todos os paises onde se cultiva essa ornamental (8, 29). A
cultura é conduzida basicamente em substratos & base de casca de
pinus que sdo conducentes ao patdgeno, acarretando perdas expressivas
quando esse se instala no sistema de producéo (8, 24).

O controle da doenga é realizado principalmente com a aplicacdo
de fungicidas a base de tiofanato metilico, iprodione, prochloraz e
trifumizole (7) ao longo do ciclo da cultura que é de aproximadamente

298

18 meses. Porém, estes principios ativos sdo efetivos somente quando
aplicados em condicdes de baixa pressdo da doenca (24). As exigéncias
da sociedade para a reducdo do uso de agrotoxicos associados aos
problemas com resisténcia aos fungicidas (23) tem induzido a busca
por métodos alternativos para o controle da doenca (29). Assim, a
introducdo de agentes de biocontrole e a utilizagdo de substratos
desinfestados para o patdgeno sdo estudados, porém, até o momento
sem muito sucesso para o patossistema. Dessa forma, uma das
alternativas é a utilizacdo de residuos organicos incorporados ao
substrato padrdo com o objetivo de induzir a supressividade ao
patdgeno (30).
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Nesse sentido, Termorshuizen et al. (29) analisaram a
supressividade de 18 compostos em sete patossistemas obtendo
resultados variaveis, significativos de supressdo da doenca em 54%
dos casos e aumento em 3,3%. Para C. spathiphylli, os autores
verificaram inducdo de supressividade ao patégeno em trés tipos de
composto incorporado a substrato padréo, sendo a base de residuos
de poda de jardim sem grama (63,5%); na mistura contendo 88% de
cavacos de madeira, 2,5% de esterco e 10% de argila (58,9%); e no
composto de cavacos de madeira, residuos de plantas e esterco de
cavalo (47,4%). Observaram também, correla¢do inversa entre a
incidéncia da doenca e o pH do substrato. Para o patossistema C.
spathiphylli X S. wallisi, os substratos com pH superior a 5,5
apresentaram efeito supressivo ao patégeno. Chase & Poole (8)
verificaram reducéo na incidéncia da doenca com a elevagdo do pH do
substrato para 6,5, com calcario dolomitico, durante o inverno e
primavera. Entretanto, ndo verificaram efeito no verdo.

Residuos orgéanicos incorporados ao solo ou em misturas com
substratos sdo descritos como potenciais indutores de supressividade
a fitopatdgenos. Diversos autores descrevem a agdo do lodo de esgoto
sobre Sclerotium rolfsii (26); esterco liquido de suino, cama de frango
e esterco bovino sobre Verticillium dahliae e Streptomyces scabies (4);
de emulsdo de peixe sobre Rhizoctonia solani e Pythium
aphanidermatum (1) e sobre V. dahliae, Verticillium albo-atrum e S.
scabies (2, 20); da cama de aves, esterco suino, torta de mamona e
lodo de esgoto (5) e casca de camarao, hidrolisado de peixe e quitosana

(25) em F. oxysporum f. sp. chrysanthemi.

O presente trabalho teve por objetivos avaliar o efeito de fontes
de matéria orgénica sobre o crescimento micelial e o controle de C.
spathiphylli para colaborar no desenvolvimento de substratos
supressivos ao patogeno.

MATERIAL E METODOS

Hidrolisado de peixe (HP), casca de camardo moida (CC), lodo de
esgoto (LE), torta de mamona (TM), cama de frango compostada
(CF) e esterco bovino compostado (EB) (Tabela 1) foram avaliados
quanto ao efeito sobre o crescimento micelial de C. spathiphylli (isolado
CCMAS552 depositado na colegdo da Embrapa Meio Ambiente, obtido
de plantas de espatifilo infectadas com o patégeno, oriundas do
municipio de Holambra-SP).

Efeito dos extratos aquosos de matéria organica (EAMOS) no
crescimento micelial de C. spathiphylli. Os EAMOSs foram obtidos
misturando-se cada material organico com agua destilada na propor¢édo
de 1:3 (peso/volume), homogeneizando a mistura e mantendo-a em
repouso por uma hora. Duas formas de extracdo foram realizadas, sem
e com autoclavagem da misturaa 120 °C e 1 atm por 1 hora. Apds essa
fase, a parte liquida foi separada da sdlida com auxilio de bomba de
vacuo, seguida de resfriamento para armazenamento em geladeiraa 3

Tabela 1. Atributos quimicos dos materiais organicos testados na inibicdo do crescimento micelial de Cylindrocladium spathiphylli.

Atributo Hidrolisadode peixelx Cama deFrango Lodo deEsgoto EstercoBovino Casca de Camardo Torta de Mamona'
N 1,20% 36,99 kg~ 26,29 kg 17,39 kg 58,1g kg~ 5%
PO 2,00% 12,99 kg” 10,79 kg 2,0g kg 13,89 kg~

KO 0,60% 20,2 kg* 17g kg' 8,59 kg 1,659 kg”

ca 0,50% 30,0g kg 2,3g kg 559 kg 154,49 kg

Mg 0,10% 45qg kg 0,99 kg 3,99 kg 5,23g kg~

Na 0,15%

Cu 0,01% 56,7mg kg 1058mg kg™ 160mg kg™

Mn 0,05% 422,7mg kg™ 84,4mg kg 552mg kg™

Fe 0,25% 199 kg 45,49 kg 7336mg kg~

Zn 0,01% 375mg kg 123,4mg kg~ 128mg kg™

B 0,02% 49,0mg kg~ 58mg kg~

S 0,30% 45g kg 6,49 kg 0,29 kg"

Al 0,01%

Co 0,005%

Mo 0,01% 16mg kg~

Si 0,025%

Br 0,005%

F 0,005%

[ 0,005%

pH 45 8,2 45 6,1 8,7 6,5
Umidade 15,2% 14,6% 20%
o 8,00% 3849 kg~ 264,69 kg™ 321,29 kg 5% 17,4%
Relagdo C:N 6,7 10,4 10,1 18,6 3,5
indice salino 10,00%

Densidade 1,08

'Dados fornecidos pela industria. *Acidos graxos volateis (mM) presentes em hidrolisado no peixe, segundo Bettiol et al. (6): Glicolato: 768,1; Formato:
20,4; Acetato: 197,9; Propionato: 45,0; n-Butirato: 46,4; iso-Butirato: 9,0; iso-Valerato: 4,6; Total AGV: 1091,4.
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°C + 2. Os EAMOs foram incorporados nas concentragdes de 0, 5,
10, 15, 20, 25 e 30% (v/v) a0 meio Batata-Dextrose-Agar (BDA).
Apbs a corregdo do pH a 6,0 com NaOH, os meios foram autoclavados
a 120 °C e 1 atm por 20 minutos e, em seguida, vertidos em placas de
Petri de 9 cm de didmetro. Apds 24 h, foi transferido, para o centro de
cada placa, um disco de BDA de 8 mm de didmetro contendo micélio
do patégeno em pleno desenvolvimento. As placas foram mantidas
em sala de incubacéo a 25 °C + 2 e avaliados diariamente os didmetros
perpendiculares da colbnia por oito dias. A &rea abaixo da curva de
crescimento micelial (AACCM) de C. spathiphylli foi determinada
para cada tratamento. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado com cinco repeticdes.

Efeito de extratos aquosos de matéria orgéanica na germinacéo
de conidios de C. spathiphylli. Sobre laminas de vidro esterilizadas,
foi depositado 100 uL de uma suspensdo contendo 10°® conidios mL-
1 do patdgeno obtida de col6nias desenvolvidas em BDA. Em seguida,
100 puL de suspensdo contendo EAMOs nas concentragdes de 0, 1,
10, 100, 1000, 10.000, 100.000 e 1.000.000 ppm foram misturados a
suspensdo do patégeno. Os EAMOs foram previamente esterilizados
utilizando-se centrifugagdo a 13.000 rpm por 15 minutos seguido de
passagem em filtro Milipore 0,22 pM. As laminas foram mantidas em
camara Umida a 25 °C + 2 e auséncia de luz. A contagem de conidios
germinados foi iniciada quando 50% dos conidios na testemunha
estavam germinados, isto é apds aproximadamente 2 horas. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 10
repeticdes (1 gota = 1 repeti¢do). A contagem de conidios foi realizada
em cinco campos de cada gota em microscopio 6ptico em 100 aumentos.

Efeito dos materiais organicos adicionados ao substrato padrao
sobre o crescimento micelial de C. spathiphylli. Ao substrato
padrdo Multiplant® (Terra do Paraiso, Holambra-SP) — (60% de
composto de casca de pinus, 15% de vermiculita e 25% de humus e
terra vegetal, pH 5,5, CE 0,6 uS cm™) — utilizado para a producao de
Spathiphillum, foram incorporados os materiais organicos nas
concentragdes de 0, 5, 10, 15, 20 e 25% (v/v), sendo as misturas ndo
autoclavadas e autoclavadas a 120°C e 1 atm por 20 minutos. Em
seguida, essas misturas foram colocadas no fundo de placas de Petri e
ap6s uniformizagdo receberam uma camada de Agar-Agua (AA)
fundente na superficie. Apds 24 h foi transferido para o centro de cada
placa um disco de 8 mm de BDA contendo micélio do patégeno em
pleno desenvolvimento e, posteriormente, selada com filme de
polietileno. As placas foram mantidas em sala de incubacéo a 25 °C +
2 e diariamente foi avaliado o crescimento micelial por meio da média
dos didmetros perpendiculares da colbnia. A partir dos dados do
crescimento micelial médio diario, no periodo de sete dias, foi calculada
a érea abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM). O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
com trés repeti¢des (1 placa = 1 repeticao).

Efeito de compostos volateis dos materiais organicos sobre o
crescimento micelial de C. spathiphylli. O efeito dos metabdlitos
volateis foi avaliado utilizando a metodologia de Dick & Hutchinson
(13) modificada. Para tanto, foi adicionada uma camada de 1 mm das
misturas de substrato padrdo de cultivo e os materiais organicos nas
concentragdes de 0, 5, 10, 15, 20 e 25% (v/v) ao fundo de placas de
Petri. Tampas de placas de Petri de igual didmetro contendo meio
BDA com um disco de BDA de 8 mm de didmetro com o micélio do
patégeno foram sobrepostas e vedadas com parafilme. As placas foram
mantidas a 25 °C + 2, o crescimento micelial foi avaliado diariamente
pela média dos didmetros perpendiculares das coldnias e calculada a
AACCM. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
com cinco repeticOes (1 placa = 1 repeticao).
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Efeito do hidrolisado de peixe, adicionado ao substrato de
cultivo artificialmente infestado, no controle de C. spathiphylli.
Para esse estudo foi utilizado o HP, pois foi a matéria organica que
apresentou os melhores resultados in vitro. O substrato padréo para o
cultivo de Spathiphillum foi infestado com 108 conidios mL* do
patdgeno, trés dias antes da aplicacdo do HP. Ao substrato infestado,
acondicionado em sacos plésticos negros, adicionou-se hidrolisado de
peixe nas concentragdes de 0, 10, 20, 30, 40 e 50% do volume de agua
necessario para atingir a capacidade de retengdo de 4gua do substrato.
As misturas foram incubadas por 10 dias e transferidas para vasos
plasticos de 300 mL, seguido do plantio de uma muda de espatifilo da
cultivar Opal por vaso. Os vasos foram mantidos sob cultivo protegido
com cobertura branca fosca e irrigacdo por aspersao. A partir de 30
dias do plantio as plantas foram adubadas semanalmente com4e 6 g
vaso™ de N (uréia) e K (KNO,), respectivamente. No dia do plantio,
foram coletadas amostras dos substratos para a determinagdo do
carbono da biomassa microbiana (CBM), da atividade microbiana do
substrato por meio da hidrdlise do diacetato de fluoresceina (FDA) e
da respiracdo do substrato. As frages nitrogenadas dos substratos
[amonio (N-NH,), amdnia (N-NH,), nitrato (N-NO,) e nitrito (N-
NO,)] foram determinadas no momento do plantio e o pH e a
condutividade elétrica (CE) foram determinados no plantio e ao final
do experimento. A severidade da doenca foi avaliada semanalmente até
aos 182 dias ap6s o plantio utilizando a escala de notas: 1 — planta
sadia, 2 — planta murcha, 3 — planta morta. Com os resultados foram
calculadas as areas abaixo da curva de progresso da severidade
(AACPS), as curvas de regressao linear e a incidéncia da doenca (ID)
em relacdo a testemunha. O delineamento experimental foi o de blocos
ao acaso, composto por trés blocos e cinco repeticdes (1 repeti¢do =
1 vaso com uma planta).

Anélise estatistica. Os resultados dos experimentos foram
submetidos a anélise de variancia e a separa¢do de médias foi realizada
pelo teste de Scott-Knott a 5% utilizando o software SISVAR 5.0 e as
regressdes no Sigma Plot 11.0.

RESULTADOS

Efeito dos extratos aquosos de matéria organica no
crescimento micelial de C. spathiphylli. Os EAMOs néo
autoclavados de hidrolisado de peixe de 10 a 30%, cama de frango de
15 a 30% e casca de camardo de 5 a 15% reduziram o crescimento
micelial do patdgeno. Porém, o efeito foi dependente das concentragdes
dos extratos aquosos. O HP a 25% apresentou a maior inibi¢&o (81,5%)
em relagdo a testemunha (Tabela 2). Os extratos aquosos da torta de
mamona, do lodo de esgoto e do esterco bovino estimularam o
crescimento micelial do patégeno (dados ndo apresentados). Os
extratos aquosos autoclavados foram menos eficientes do que os ndo
autoclavados (Tabela 2). Para os extratos autoclavados, as
concentragOes de HP de 10 a 30%, CF a5, 20,25e30% e CCal0e
20% apresentaram inibi¢do do crescimento micelial semelhante, sendo
0 méximo de 28,4% em relagdo a testemunha (Tabela 2).

Efeito de extratos aquosos de matéria organica na germinagao
de conidios de C. spathiphylli. Os extratos aquosos estimularam a
germinacao de conidios de C. spathiphylli, com exce¢do dos extratos de
HP e CF na concentracgao de 1.000.000 ppm, que reduziu a porcentagem
de germinacdo de 44,3 para 6,4% e de 51,5 para 13,0%,
respectivamente, em relagdo a testemunha (Tabela 3).

Efeito dos materiais organicos adicionados ao substrato padrao
sobre o crescimento micelial de C. spathiphylli. As concentra¢fes
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Tabela 2. Efeito dos extratos aquosos de matéria organica (EAMOs) autoclavados e ndo autoclavados sobre a &rea abaixo da curva de crescimento micelial
(AACCM) de Cylindrocladium spatiphylli adicionados ao meio Batata-Dextrose-Agar.

. N EAMOs Autoclavado EAMOs Nao Autoclavado
Residuo Concentracdo (%)
AACCM IICM (%)* AACCM IICM (%)*
0 186,2'+8,5°aC - 189,5+4,2aE -
5 163,9+6,5aB 10,9+6,5 188,2+4,5bE 0,4+3,3
. . 10 140,0+16,6aA 23,9+10,4 159,6+4,4aD 15,4+4,3
Hidrolisado
de peixe 15 133,748,7aA 28,4123 145,3+8,3aC 23,2144
20 147,5+4,2bA 20,5+2,2 125,9+4,5aB 33,3+3,3
25 153,84,7bA 17,2+1,4 34,3+9,4aA 81,5+5,6
30 138,7+2,8bA 24,8+4,4 115,6+9,3aB 38,9+4,9
0 162,8+7,2aB - 148,8+6,8aB -
5 148,94+8,7aA 8,1+5,4 149,9419,0aB 0,1+12,7
10 164,5+3,9bB 0 143,7+6,5aB 2,0£8,5
Cama de
frango 15 168,0+2,8bB 0 129,2+5,6aA 12,6+5,0
20 142,2+3,2aA 11,9+4,7 123,1£5,8aA 16,5+6,2
25 127,7+12,1aA 21,1+£7,6 122,8+7,0aA 17,3+4,5
30 136,2+7,0aA 15,3+6,9 121,5+5,8aA 18,1+4,0
0 140,3+3,5aA - 216,1+4,6bB -
5 157,4+7,5aB 0 196,5+4,9bA 9,0+2,8
10 131,1+3,3aA 6,5+1,9 194,045,4bA 10,1+2,6
Casca de
R 15 166,9+5,3aB 0 179,8+£3,9aA 16,5+3,3
camarao
20 138,7+4,1aA 1,0£2,8 200,7+1,5bB 7,0£1,3
25 148,7+4,3aB 0 206,8+2,0bB 4,1+2,5
30 151,9+7,4aB 0 204,0+£2,1bB 5,5+1,4
CV (%) 10,61 9,93

1-Média de 10 repetices; 2- Erro padrdo da amostra. *IICM — indice de inibig&o do crescimento micelial. Médias seguidas da mesma letra mindscula e maidscula nao diferem estatisticamente

entre si na linha e na coluna, respectivamente, pelo teste de Scott-Knott a 5%.

Tabela 3. Efeito de suspensdes aquosas contendo hidrolisado de peixe (HP), cama de frango (CF), torta de mamona (TM), lodo de esgoto (LE), casca de
camardo (CC) e esterco bovino (EB) sobre a porcentagem de germinacgéo de conidios de Cylindrocladium spatiphylli.

Concentragdo (ppm)

% Conidios Germinados

HP CF ™ LE cc EB
0 44,3'+1,4%aB 51,5+1,4aB 48,3+2,2aA 50,2+2,0aA 49,3+2,6aA 58,6+2,4bA
1 54,1+2,5bC 46,2+1,8aB 50,8+2,6aA 45,7+2,7aA 53,4%3,7bA 59,6+1,6bA
10 50,9+2,1aC 52,0+2,8aB 52,6+3,1aA 52,9+2,6aA 53,0+3,0aA 69,1+3,0bB
100 71,645,5¢D 52,4+2,3bB 45,3+4,4aA 46,4+2,9aA 59,2+2,2bA 71,9+3,8cB
1.000 86,9+2,2cE 55,7+2,8aB 47,8+3,0aA 49,9+3,0aA 52,8+4,4aA 77,8+2,0bC
10.000 89,4+1,4dE 59,0+3,6bB 48,8+2,4aA 51,0+3,5aA 80,0+3,4cB 82,1+2,5¢C
100.000 87,9+1,9cE 75,4+3,0bC 54,9+4,4aB 61,6+1,9aB 84,2+2,1cB 90,2+0,9¢cD
1.000.000 6,4+0,5aA 13,0+1,4aA 61,4+1,6bB 84,7+1,9¢C 85,9+2,1cB 86,8+1,3cD
CV (%) 13,28 15,61 19,23 14,98 14,82 10,00

1-Média de 25 repeticdes; 2- Erro padrdo da amostra. Médias seguidas da mesma letra mintscula e maitscula ndo diferem estatisticamente entre si na linha e na coluna, respectivamente,

pelo teste de Scott-Knott a 5%.

de 15, 20 e 25% (v/v) de HP, 20 e 25% de CF e CC, e 15 e 25% de
TM, quando incorporados ao substrato e sem autoclavagem,
suprimiram o crescimento micelial do fungo (Tabela 4). Nas misturas
autoclavadas a inibicdo do crescimento micelial foi inferior as ndo
autoclavadas, exceto para as misturas contendo HP a 10, 15,20 e
25% que inibiram o crescimento em 100% (Tabela 4). Semelhante
aos extratos aquosos, as misturas contendo EB e LE foram
conducentes ao patégeno (dados ndo apresentados).
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Efeito de compostos volateis dos materiais organicos
sobre o crescimento micelial de C. spathiphylli. Metabdlitos
volateis liberados das misturas com HP, CF, TM e CC
apresentaram efeito inibitério sobre o crescimento micelial de
C. spathiphylli. Para 0 HP a inibicdo do crescimento micelial
foi diretamente proporcional a concentragdo aplicada, inibindo
completamente o crescimento a 20 e 25% (Tabela 5).
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Tabela 4. Efeito de substratos autoclavados e ndo autoclavados contendo hidrolisado de peixe (HP), cama de frango (CF), torta de mamona (TM) e casca
de camardo (CC) sobre a area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) de Cylindrocladium spathiphylli.

Residuo Concentracéo (%) Substrato Autoclavado Substrato Nao Autoclavado
AACCM* 1ICM (%)** AACCM* IICM (%)**

0 14,2'+2,8°bC - 12,242,5aB -
5 12,3+2,7aB 25,2+1,4 12,4+6,3aB 0

HP 10 0,7+0,0aA 100,0+0,0 11,9+11,5bB 5,0£2,4
15 0,7+0,0aA 100,0+0,0 0,7+0,0aA 100,0+0,0
20 0,7+0,0aA 100,0+0,0 0,7+0,0aA 100,0+0,0
25 0,7+0,0aA 100,0+0,0 0,7+0,0aA 100,0+0,0
0 14,2+2 8bA - 12,2+2,5aC -
5 14,5+4,1bA 0 12,5+£3,9aC 0

CE 10 15,0+2,9bA 0 11,943,9aC 4,2+1,1
15 15,0+1,6bA 0 8,5+41,1aB 41,3+28,7
20 14,942 ,9bA 0 6,7+19,1aA 67,2+12,3
25 14,6+4,2bA 0 5,81£11,7aA 75,748,3
0 14,2+2 8bA - 12,2+2,5aE -
5 13,7+0,9bA 6,9+0,8 10,0+5,5aD 33,1+£2,6
10 14,142 1bA 1,6+0,4 5,540,2aC 80,8+0,3

™ 15 14,0+3,6bA 2,5+1,6 0,7+0,0aA 100+0,0
20 13,6+2,9bA 8,6+1,0 2,7+0,9aB 95,3+0,6
25 13,6+3,7aA 8,212,4 0,7+0,0aA 100,0+0,0
0 14,2+2 8bA - 12,2+2,5aD -
5 14,45 8bA 0 10,6+6,2aC 23,5+5,2
10 14,3+0,3bA 0 9,2+0,0aC 42,1+£1,0

cc 15 14,3+4,8bA 0 3,5+9,0aB 89,2+6,3
20 12,8+6,1bA 19,2134 0,7+0,0aA 100,0+0,0
25 13,6+5,4bA 8,2+1,5 0,7+0,0aA 100,0+0,0

CV (%) 1,72 18,06

1-Média de 6 repeticdes; 2- Erro padrdo da amostra. *Para anélise estatistica os dados foram transformados em \/x+0,5. **|ICM — Indice de inibig&o do crescimento micelial. Médias seguidas
da mesma letra mintscula e maitscula néo diferem estatisticamente entre si na linha e coluna respectivamente, pelo teste de Scott-Knott a 5%.

Tabela 5. Efeito de metabolitos volateis de misturas de hidrolisado de peixe (HP), cama de frango (CF), torta de mamona (TM) e casca de camardo (CC),
adicionados ao substrato padrdo de cultivo de Spathiphyllum, sobre a area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) de Cylindrocladium
spathiphylli.

*
Concentragéo (%) AACCM
HP CF ™ cc
0 8,2'+2,5%aC 8,2+2,5aB 8,2+2,5aB 8,2+2,5aC
5 6,0£9,2aB 8,4+14,4bB 6,3+3,3aA 5,4+1,5aA
10 4,8+9,0aB 8,8+10,7cB 7,123,1bB 5,2+1,7aA
15 1,742,6aA 7,249,5cA 7,35,3cB 4,4+7,2bA
20 0,7+0,0aA 6,43,4bA 5,9+1,5bA 6,7+8,9bB
25 0,7+0,0aA 5,0+3,8aA 6,1+6,5bA 6,36,9bB
CV (%) 30,83 15,86 9,75 19,80

1-Média de 10 repeti¢Bes; 2- Erro padrdo da amostra. *Para analise estatistica os dados foram transformados em Vx+0,5. Médias seguidas da mesma letra mindscula e maitscula ndo diferem
estatisticamente entre si na linha e coluna respectivamente, pelo teste de Scott-Knott a 5%.
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Figura 1. Incidéncia de Cylindrocladium spatiphylli em plantas de espatifi
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Figura 2. Efeito do hidrolisado de peixe (HP) sobre a &rea abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS) de Cylindrocladium spathiphylli em 182

dias de cultivo de espatifilo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
absoluta, Ti = testemunha inoculada, HP = hidrolisado de peixe.
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Figura 4. Condutividade elétrica e pH do substrato a base de casca de pinus enriquecido com hidrolisado de peixe (HP) nas concentragdes de 0, 10, 20, 30,
40 e 50% do volume necessario para atingir a capacidade de retengdo de agua, no plantio e aos 182 dias de cultivo de espatifilo. T = testemunha absoluta,
Ti = testemunha inoculada, HP = hidrolisado de peixe.
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Figura 5. Concentragcdes de aménio (N-NH ), amdnia (N-NH ), nitrato (N-NO ) e nitrito (N-NO ) presentes no substrato a base de casca de pinus

enriquecido com hidrolisado de peixe (HP) nds concentragdes dé 0, 10, 20, 30, 40 e 50% do volumée necessario para atingir a capacidade de retencdo de
agua. T = testemunha absoluta, Ti = testemunha inoculada, HP = hidrolisado de peixe.
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Efeito do hidrolisado de peixe, adicionado ao substrato de
cultivo artificialmente infestado, no controle de C. spathiphylli.
Os sintomas da doenga foram visualizados aos 56 dias na testemunha
(T) e aos 29 dias na testemunha inoculada (Ti). Nos tratamentos com
HP a 10, 20, 30, 40 e 50% o0 aparecimento dos sintomas foi aos 30, 57,
52, 37 e 30 dias de cultivo, respectivamente. O tempo necessario para
atingir 50% de plantas doentes foi de 82, 86, 112, 103, 109 e 127 dias
de cultivo apdés o transplantio para os tratamentos HP 0, 10, 20, 30,
40 e 50%, respectivamente. A mortalidade total de plantas foi observada
na testemunha inoculada e nos tratamentos contendo HP a 10, 20, 30
e 40% ocorrendo entre 128 e 174 dias ap0s o transplantio das mudas
(Figura 1). Os tratamentos com HP apresentaram valores de severidade
semelhantes entre as concentragdes de 20 a 50%, com AACPS média
de 312,1 + 32,7, diferindo dos tratamentos Ti e HP a 109% com AACPS
de 366,8 + 23,1 e 351,9 + 22,9, respectivamente (Figura 2). Para o
tratamento testemunha ndo inoculada a &rea foi de 214,7 + 44,9.

O carbono da biomassa microbiana foi diretamente proporcional a
concentragdo do HP no substrato, variando de 853,9 pg C g solo seco
para a testemunha infestada a 4.704,5 ug C g* solo seco para a maior
concentragdo de HP (Figura 3A). Para a hidrélise de FDA os
tratamentos diferiram somente em relagéo a testemunha absoluta (T).
Entretanto, houve tendéncia de aumento com a concentragdo do HP,
com resposta quadratica sendo o ponto de inflexdo a 30% (Figura 3C),
com R?=0,88. Para a respiracdo observa-se resposta linear, mas ndo
houve diferenca significativa entre os tratamentos (Figura 3B).

O pH e a condutividade elétrica (CE) no plantio apresentaram
valores diretamente proporcionais as concentracdes de HP
incorporadas ao substrato, variando de 4,4 a 6,3 ¢ de 464 a 1484 uS
cm entre a testemunha e a maior concentracao de HP. Aos 182 dias de
cultivo os valores de pH e CE, entre os tratamentos, estabilizaram-se
em 4,6 £ 0,2 ¢ 100 + 22,10 uS cm* (Figura 4). O HP aplicado ao
substrato de cultivo elevou as concentragdes de amonio (N-NH,) de
21,1 para 1720,0 mg kg de substrato seco sendo a resposta diretamente
proporcional a concentragdo (R?= 0,97); reduziu a aménia (N-NH,)
de 350,0 mg kg™ para zero e manteve os niveis de nitrato (N-NO,) e
nitrito (N-NO,) (Figura 5).

DISCUSSAO DOS RESULTADOS

O extrato aquoso de hidrolisado de peixe (HP) apresentou, entre
as matérias organicas testadas, o maior efeito inibitorio sobre C.
spathiphylli (Tabela 2). Por outro lado, 0s extratos aquosos de torta de
mamona, lodo de esgoto e esterco bovino apresentaram efeito
conducente ao C. spathiphylli. A variabilidade do efeito dos extratos
aquosos de residuos organicos sobre o crescimento micelial de
fitopatégenos também foi observada por Koné et al. (18). Esses
autores verificaram in vitro que extratos aquosos de esterco de
frango, esterco bovino, esterco ovino, algas e casca camarédo
compostados anaerobicamente por 14 dias, adicionados ao meio
BDA na concentragdo de 15% (v/v), reduziram o crescimento
micelial Alternaria solani, Botrytis cinerea e Phytophthora infestans.
Entretanto, a maior efetividade foi para o de esterco ovino com 66,
75 e 100% de inibicdo, respectivamente. Santos & Bettiol (26)
testando diferentes concentracdes de extratos aquosos de lodo de
esgoto adicionados ao meio BDA observaram redugéo no
crescimento micelial de Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum,
Sclerotium rolfsii e Pythium aphanidermatum. Os efeitos dos
materiais organicos adicionados ao substrato padrédo de cultivo sobre
o crescimento micelial de C. spathiphylli foram mais evidentes do
que quando utilizados os extratos aquosos (Tabela 4). Os
tratamentos com HP, CF, TM e CC nas concentragdes de 15, 20 e
25% (v/v), quando incorporados ao substrato e sem autoclavagem,
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apresentaram os maiores percentuais de inibicdo do crescimento
micelial em relacdo a testemunha (Tabela 4).

Diversos trabalhos demonstram o efeito inibitério da quitina,
presente na casca de camarao, sobre o crescimento micelial de A. solani,
B. cinerea, P. infestans (18) e R. solani (27). Todos os residuos, exceto
0 HP, na forma de extratos aquosos ou incorporados ao substrato,
independentemente das concentragdes, quando autoclavados, ndo
inibiram o crescimento micelial do patégeno (Tabelas 2, 3 e 4). A perda
de supressividade pelo aquecimento foi observada para Pythium
ultimum (9) e B. cinerea (15). A perda de supressividade dos residuos,
resultante da autoclavagem ndo foi observada para o HP, nas
concentragdes superiores a 10%, mantendo a inibic&o total sobre o
patgeno (Tabela 4). Segundo Elad & Shtienberg (15), a perda da
supressividade com a autoclavagem nédo é regra, alguns substratos
esterilizados mantém o efeito. A efetividade dos tratamentos com HP
a 15, 20 e 25% na liberagdo de compostos volateis inibidores do
crescimento micelial do patdgeno esté diretamente associada a presenca
dos acidos graxos volateis (AGV). Residuos nitrogenados, liquidos ou
sélidos, liberam compostos volateis de comprovada agdo sobre
fitopatogenos, sendo que a eficacia do HP pode estar associada a
presenca AGV principalmente os &cidos acético, férmico, n-butirico e
propidnico, pois Abbasi et al. (2) e Abbasi et al. (3), entre outros,
demonstraram esses efeitos.

Em residuos de mamoneira (Ricinus communis), cama de frango e
cascas de camardo foram identificados terpenos, cetonas, aldeidos,
alcaldides, benzenos e quetonas, todos metabdlitos de comprovada
acdo anti-flngica. A acdo dos compostos volateis sobre C. spathiphylli
foi apenas fungistética. Os discos de micélio dos tratamentos com
efeito inibitério, quando transferidos para placas contendo apenas
BDA, restabeleceram o crescimento micelial. Os metabdlitos volateis
sdo capazes de inibir ou estimular e germinacdo de esporos e 0
crescimento micelial de fungos. O tipo e o nivel de resposta é
dependente das espécies, do estadio de desenvolvimento do fungo, do
seu estado nutricional, do tipo e da concentracdo do volatil presente
(21). Os tratamentos com lodo de esgoto e esterco bovino estimularam
o0 desenvolvimento do patdgeno.

A baixa efetividade dos extratos aquosos na inibicdo da germinacéo
de conidios de C. spathiphylli (Figura 4) pode estar associada a auséncia
da microbiota presente nos extratos devido a microfiltracdo. Elad &
Shtienberg (15) e Koné et al. (18) observaram a presenca de bactérias,
actinobactérias e leveduras nos extratos aquosos supressivos e a perda
da eficacia da supressividade sob microfiltracdo ou autoclavagem. A
acdo dos microrganismos presentes em extratos aquosos sobre a
germinacao de conidios de fungos pode estar associada a produgao de
sider6foros (14), metabolitos volateis (21) e ou pelo mecanismo de
antibiose (22). Todos 0s extratos aquosos € 0s materiais organicos,
independentemente da autoclavagem, na concentragdo de 5%
promoveram o crescimento micelial do patégeno (Tabelas 2, 3, 4). A
variabilidade dos resultados sugerem a participacdo de mais de um
mecanismo de acdo sobre a inibi¢do do patdgeno. A perda de
supressividade identificada nos tratamentos autoclavados (Tabelas 2
e 4) e microfiltrados (Tabela 3), evidenciam a importancia da microbiota
presente nos extratos e nas misturas, sobre a inibi¢do de fitopatdgenos
(15, 18). A inibic&o total do crescimento micelial do patégeno nos
tratamentos com HP a 10, 15, 20 e 25% autoclavados (Tabela 4)
indicam a presenca de compostos termoestaveis ou a disponibilidade
de novos compostos supressivos liberados pelo aquecimento.

Apesar da agressividade do patégeno (Figuras 1 e 2), semelhante
ao observado por Chase & Poole (8) e Termorshuizen et al. (29), a
aplicacdo do HP apresentou agdo supressiva sobre o mesmo. A
aplicacdo de 20% de HP dobrou o tempo para inicio do aparecimento
dos sintomas da doenca e, todas as concentra¢des do HP aumentaram
0 tempo para atingir a incidéncia de 50% de plantas doentes, em
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relacdo a testemunha inoculada (Figura 1). O resultados demonstram
acdo efetiva do residuo sobre o patdgeno porém, apenas com efeito
fungistatico, diferentemente dos resultados obtidos por Conn et al.
(12) onde a aplicacéo de esterco liquido suino apresentou efeito fungicida
sobre V. dahliae. A severidade foi reduzida nas concentrag@es superiores
a 20% de HP e a concentragdo de 10% ndo diferiu da testemunha
inoculada (Figura 2), igualmente aos resultados in vitro (Tabelas 1 e
3), onde as menores concentragfes promoveram ou ndo inibiram o
crescimento de Cylindrocladium. Abbasi et al. (1) apresentaram
resultados semelhantes, reduzindo a severidade de R. solani e P.
aphanidermatum em mudas de rabanete e penino aplicando-se 1-4%
(p/p) de emulsédo de peixe em substrato a base de turfa. Abbasi et al.
(2) também verificaram efeito sobre a severidade causada por S. scabies
em batata aplicando-se ao solo 1% da emulséo de peixe.

As misturas de substrato apresentaram correlacdo direta entre as
concentragOes de HP aplicadas e o carbono da biomassa microbiana no
substrato (Figura 3). Os resultados do experimento estdo de acordo
aos obtidos por Chen et al. (10) que identificaram correlacéo
inversamente proporcional da biomassa microbiana de seis substratos
a base de turfa e a incidéncia no tombamento em mudas de pepino
causado por P. ultimum.

O aumento do pH de 4,4 para 6,3 no substrato (Figura 4), foi
diretamente proporcional as concentracdes de HP. Além de melhorar a
absorgdo de nutrientes o pH distingue-se como um fator abidtico de
influéncia direta na supressividade a C. spathiphylli. Chase & Poole
(8) verificaram reduc&o na severidade da doenga causada pelo patdgeno
em cultivos de Spathiphyllum com elevacdo do pH do substrato para
6,0. Termorshuizen et al. (29) confirmaram que a supressividade ao
patdgeno esta correlacionada com o aumento do pH. A condutividade
elétrica dos substratos tratados com HP ndo aingiram o valor de 2,0 dS
m1, limite maximo recomendado para o cultivo das plantas em
substratos envasados (17). As concentragdes crescentes de amonio
(N-NH,) (Figura 5) confirmam o HP como residuo nitrogenado
fornecedor de nutrientes sollveis prontamente disponiveis as plantas
(2, 3, 19, 20) e com agdo promotora de crescimento (1), o que foi
comprovado pelo rapido desenvolvimento inicial das mudas de
espatifilo apo6s o plantio (dados ndo apresentados). Lazarovits et al.
(20) e Abbasi et al. (2) também verificaram o estimulo no crescimento
das plantas com emulsdo de peixe (EP). A aplicacdo de 0,5 a 1% de
emulsdo de peixe em solos infestados com V. dahliae, utilizado para o
controle desta doenca, sobre mudas de berinjela, foi suficiente para
incrementar em 100% a biomassa fresca e seca das plantas. As diferentes
concentragles e 0 periodo de incubacdo das misturas de substrato e
HP foram insuficientes para provocar a morte do patdgeno,
apresentando apenas efeito fungistatico. O efeito supressivo do HP
ao C. spathiphylli ocorreu no intervalo compreendido do plantio aos
60 dias de cultivo. A partir deste periodo a incidéncia do patdgeno
evoluiu culminando com a morte total das plantas nos tratamentos
entre HP 10 a 40%, bem como na testemunha inoculada (Figura 1).
Abbasi et al. (2) verificaram efeito supressivo semelhante incorporando
ao solo emulsdo de peixe a 1% (v/v), com reducdo significativa da
severidade de V. dahliae e S. scabies em berinjela e batata,
respectivamente, porém o efeito perdurou ao periodo de cultivo. No
presente trabalho foi verificado efeito consideravel até aos 130 dias do
transplante. Entretanto, é importante considerar que, no presente
estudo ocorreu uma infestacdo com alto potencial de in6culo (108
conidios mL* de substrato). Provavelmente, com menor potencial de
inéculo, o HP apresentard melhor resultado.

Apesar de relativamente curta, considerando o ciclo da cultura de
18 meses, a acdo inibitoria do HP sobre o patogeno foi efetiva enquanto
presente no substrato, elevando o carbono da biomassa microbiana
(Figura 3), o pH (Figura 4) e 0 ambnio (Figura 5), proporcionalmente
as concentracdes incorporadas ao substrato. Abbasi et al. (2) descrevem
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que a aplicacdo de emulsionados de peixe estimulam o aumento da
biomassa microbiana em solos e substratos, incluindo os agentes
biocontrole, os quais podem ser particularmente responsaveis pela
reducdo da doenga. Abbasi et al. (1) demonstraram que a incorporagao
de emulsdo de peixe ao solo ou em substratos incrementou o nimero
de coldnias de bactérias e fungos. El-Tarabily et al. (16) comprovaram
que o uso de emulsdo de peixe em substratos eleva a populacdo de
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas em substratos. O
efeito do pH, além a agéo direta sobre a inibicéo de C. spathiphylli
comprovados por Chase & Poole (8) e Termorshuizen et al. (29), tem
acdo na liberacdo de compostos de comprovada acdo fungicida e
fungistatica presentes em compostos orgénicos nitrogenados liquidos
e solidos, como a aménio e o &cido nitroso (3, 4, 11, 12, 20). O
amonio, presente em concentragdes crescentes com aumento de HP
no substrato (Figura 5), pode apresentar-se como uma poderosa
ferramenta no controle de fitopatdgenos de solo, com dependéncia
diretaao pH, com mecanismos de a¢&o distintos em ambientes alcalinos
e &cidos. Em solos ou substratos alcalinos (pH>8) 0 aménio converte-
se em amonia (N-NH,), forma toxica para fitopatogenos de solo (20).
Apesar da efetividade, este mecanismo de a¢do ndo ocorreu pois 0s
valores pH nos substratos decresceram de 6,3 no plantio para 4,4 em
média, ao final de 182 dias. Em substratos acidos, 0 aménio converte-
se em nitrito (N-NO,) e este, em &cido nitroso (HNO,) (20). Tenuta &
Lazarovits (28) comprovaram ser o HNO, 300 a 500 vezes mais
toxico a microesclerddios que N-NH..

A efetividade dos acidos graxos volateis, presentes em altas
concentragdes no hidrolisado de peixe comercializado no Brasil (3),
sobre o C. spathiphylli é comprovado nas Tabelas 2 e 4, em semelhanga
aos resultados obtidos por Abbasi et al. (2) sobre V. dahliae e S.
scabies e Abbasi et al. (3) em V. dahliae e P. ultimum.

A perda de supressividade do substrato, ap6s 60 dias, esta
provavelmente associada as variaveis como: a exaustdo do hidrolisado
no substrato consumido como nutriente ou lixiviado pela agua de
irrigacédo, a redugdo do pH (Figura 4) e ao alto potencial do indculo do
patégeno no substrato.

Os estudos in vitro e in vivo demonstraram ser o hidrolisado de
peixe um promissor agente indutor de supressividade a C. spathiphylli
(Tabelas 1, 2, 3 e Figuras 1 e 2) agindo sobre o patdgeno por meio de
diversos mecanismos de supressividade. Porém, a aplicacdo Unica de
hidrolisado de peixe ao substrato padréo de cultivo, 10 dias antes do
plantio e incubado aerobicamente, € insuficiente para a manutencao
do efeito supressivo durante todo o ciclo da cultura. Entretanto, o
ideal seria testar estas concentragdes nas condi¢des de cultivo com a
infestacdo natural do patdégeno no substrato ou com menores
concentragdes do indculo.

Os resultados experimentais in vitro e 0 comportamento supressivo
no periodo inicial de cultivo de espatifilo, em concordancia aos
resultados obtidos por Conn et al. (12), Abbasi et al. (2), Abbasi et al.
(3) e Lazarovits et al. (20) comprovam a eficiéncia do HP na inibicdo
C. spathiphylli. As variaveis abidticas e a microbiota presente
desempenham papel importante sobre a inibicao do patdgeno.

Os resultados obtidos indicam o hidrolisado de peixe como residuo
organico promissor ao controle de C. spathiphylli. H& necessidade de
novos estudos como objetivo de melhorar a sua persisténcia no
substrato de cultivo.
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