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RESUMO

CANEDO, Ellen Junia, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de 2019.
Potencial de reducao da viabilidade de Meloidogyne javanica e Stromatinia
cepivora por meio da desinfestacao anaerébica do solo. Orientador: Everaldo
Anténio Lopes. Coorientador: Bruno Sérgio Vieira.

A desinfestacdo anaerobica do solo (DAS) é uma alternativa ecolégica a fumigacao
quimica do solo. O método consiste na incorporagao ao solo de materiais organicos
facilmente decomponiveis, seguido de irrigacado até saturacao e cobertura do solo
com plastico impermeavel. A fonte de carbono estimula o rapido crescimento e a
respiracao da microbiota do solo, resultando na formacao de condi¢cdes anaerdbicas.
A combinacdo de acumulo de produtos téxicos da decomposicao anaerdbica,
antagonismo exercido por organismos anaerdbicos e falta de oxigénio resulta em
controle de fitopatdégenos habitantes do solo. No entanto, pouco se sabe sobre o
potencial da técnica no manejo de Meloidogyne javanica e Stromatinia cepivora. A
hipétese principal deste trabalho é que a DAS pode ser usada na reducdo da
viabilidade desses dois patdgenos. No Capitulo 1, foi realizada uma reviséo sobre o
potencial da DAS no manejo de fitopatdgenos. Discutiu-se o histérico, principios da
técnica, vantagens e desvantagens, tipos de fontes de carbono usadas, além de
compilar os principais resultados de pesquisa obtidos até 0 momento. No Capitulo 2,
avaliou-se o efeito da DAS com etanol 5% (v:v) e sacarose 5% (m:v) na viabilidade
de Meloidogyne javanica e Stromatinia cepivora em condicdes de microcosmo (4,5
kg de solo acondicionado em saco plastico). As fontes de carbono foram
comparadas com a autoclavagem do solo (120 °C por 1h por dois dias
consecutivos), saturacdo do solo com apenas agua e solo nao tratado. O periodo de
incubacao do solo foi de trés semanas. A DAS com etanol ou sacarose reduziu em
mais de 75% o numero de J> no solo e em mais de 90% o numero de galhas em
plantas indicadoras, com eficiéncia similar a autoclavagem do solo e superior a
saturagao apenas com agua. A viabilidade de esclerédios de S. cepivora foi reduzida
pela DAS, principalmente usando sacarose, que causou reducdo similar a
autoclavagem do solo. A saturacdo do solo com agua ndo suprimiu a germinacao
dos esclerédios. Assim, conclui-se que a DAS por trés semanas com etanol ou
sacarose, ambos a 5%, reduz a viabilidade de M. javanica e S. cepivora em
microcosmo. A eficiéncia de reducdo de viabilidade da técnica foi similar a



autoclavagem do solo. A saturacdo do solo com agua por trés semanas nao reduz a
viabilidade de esclerédios de S. cepivora e o efeito desse tratamento em solo com
M. javanica é inferior ao uso da DAS. Experimentos em campo devem ser
conduzidos para validar o uso da DAS no manejo de M. javanica e S. cepivora.

Palavras-chave: Controle de doencas de plantas. Desinfestacao bioldgica do solo.
Nematoide de galhas. Sclerotium cepivorum.



ABSTRACT

CANEDO, Ellen Junia, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, December, 2019.
Potential of reduction of Meloidogyne javanica and Stromatinia cepivora
viability by anaerobic soil disinfestation. Advisor: Everaldo Antonio Lopes. Co-
advisor: Bruno Sérgio Vieira.

Anaerobic soil disinfestation (DAS) is an ecological alternative to chemical soil
fumigation. The method consists in incorporating easily decomposable organic
materials into the soil, followed by irrigation to saturation and soil cover with
impermeable tarp. The carbon source stimulates the rapid growth and respiration of
soil microbiota, resulting in the formation of anaerobic conditions. The combination of
accumulation of toxic anaerobic decomposition products, antagonism exerted by
anaerobic organisms and lack of oxygen results in control of soil-borne
phytopathogens. However, little is known about the potential of the technique in the
management of Meloidogyne javanica and Stromatinia cepivora. The main
hypothesis of this work is that DAS can be used to reduce the viability of these two
pathogens. In Chapter 1, the potential of DAS in the management of plant pathogens
was reviewed. The history, principles of the technique, advantages and
disadvantages, types of carbon sources used and the main research results obtained
so far were discussed. In Chapter 2, we assessed the effect of ASD with ethanol 5%
(v:v) and sucrose 5% (m:v) on the viability of Meloidogyne javanica and Stromatinia
cepivora under microcosm conditions (4.5 kg of soil conditioned in plastic bag).
Carbon sources were compared with soil autoclaving (120 °C for 1h for two
consecutive days), soil saturation with water only and untreated soil. The soil was
incubated for three weeks. ASD with ethanol or sucrose reduced by more than 75%
the number of J; in the soil and by more than 90% the number of galls in the indicator
plants, with efficiency similar to soil autoclaving and superior to water saturation. The
viability of S. cepivora sclerotia was reduced by ASD, especially using sucrose, which
caused a similar reduction to soil autoclaving. Soil saturation with water did not
suppress sclerotia germination. Thus, it is concluded that ASD for three weeks with
ethanol or sucrose, both at 5%, reduces the viability of M. javanica and S. cepivora in
microcosm. The viability reduction efficiency of the technique was similar to soil
autoclaving. Soil saturation with water for three weeks does not reduce the viability of
S. cepivora sclerotia and the effect of this treatment on soil with M. javanica is lower



than ASD. Field experiments should be conducted to validate the use of ASD in the
management of M. javanica and S. cepivora.

Keywords: Control of plant diseases. Biological soil disinfestation. Root-knot
nematode. Sclerotium cepivorum.
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INTRODUCAO GERAL

A desinfestacdo anaerdbica do solo (DAS), também conhecida como
desinfestagao bioldgica do solo, € uma alternativa ecoldgica a fumigacao quimica do
solo. A técnica foi desenvolvida de forma independente no Japao (Shinmura, 2000;
Shinmura, 2004) e Holanda (Blok et al., 2000) e tem sido usada desde entao para o
manejo de varios patégenos de solo, a exemplo de Fusarium, Verticillium,
Rhizoctonia, Sclerotium, Sclerotinia, Pythium, Phytophthora, Macrophomina,
Ralstonia, Meloidogyne, Pratylenchus, além de insetos e plantas daninhas (Goud et
al., 2004; Rosskopf et al., 2014; Shennan et al., 2014; Shrestha et al., 2016; Guo et
al., 2017; Shrestha et al., 2018).

O método consiste na incorpora¢do ao solo de materiais organicos facilmente
decomponiveis (relacdo C:N de 8-20:1), seguido de irrigagcdo até saturacédo e
cobertura do solo com plastico impermeavel (Rosskopf et al., 2014; Shennan et al.,
2014). A fonte de carbono estimula o rapido crescimento e a respiracao da
microbiota do solo, reduzindo o oxigénio disponivel. Considerando que os poros do
solo estao cheios de agua e a cobertura plastica limita a entrada de oxigénio,
condicbes anaerbbicas sao criadas no ambiente, estimulando a atividade de
microrganismos anaerébicos facultativos (Rosskopf et al., 2014; Shennan et al.,
2014; Shrestha et al., 2016).

Farelos de cereais, melago, etanol, estercos de animais e residuos vegetais
sao as principais fontes de carbono usadas na DAS, com doses variando de 0,3 a
9 kg m? (Strauss & Kluepfel, 2015; Shrestha et al., 2016). O periodo em que o solo
permanece coberto varia entre trés a dez semanas. De forma geral, o periodo de
incubacgéo de trés semanas € o mais efetivo no manejo de fitopatdégenos (Shrestha
et al.,, 2016). Os principais mecanismos de acao contra fitopatbgenos, ou a
combinacao destes, incluem antagonismo exercido por organismos anaerobicos,
falta de oxigénio, acumulo de produtos tdéxicos da decomposicao anaerdbica (acidos
acético, butirico e propiénico, CO2, NH3, H»S, CHs € N2O) (Runia et al., 2014;
Shennan et al., 2014; Strauss & Kluepfel, 2015).

Uma metanalise publicada em 2016 revelou que o controle de bactérias,
oomicetos e patdgenos fungicos com uso da DAS varia entre 59 e 64%, enquanto o
efeito da técnica sobre fitonematoides é 15 a 56% (Shrestha et al., 2016). No

11



entanto, o numero de pesquisas disponiveis para analise envolvendo fitonematoides
foi aproximadamente sete vezes menor do que aquelas com outros patégenos
(Shrestha et al., 2016). Os autores do estudo reconheceram que o baixo niumero de
pesquisas com nematoides pode ter limitado a compreensao do real valor da técnica
no manejo desse patégeno, em razdo dos amplos intervalos de confianca devido ao
erro. Além disso, enquanto que o volume de informacdes sobre a acao da DAS no
manejo de espécies de Fusarium, Verticillum e Rhizoctonia é abundante na
literatura (Strauss & Kluepfel, 2015; Shrestha et al., 2016), pouco se sabe sobre o
seu potencial no controle de outros fungos habitantes de solo, a exemplo de
Stromatinia cepivora (sin. Sclerotium cepivorum). Assim, torna-se necessario avaliar
se a DAS pode ser usada no manejo de fitonematoides e S. cepivora, uma vez que
essa lacuna do conhecimento ainda nao foi preenchida desde a publicagéo do artigo
de Shrestha et al. (2016).

O fungo Stromatinia cepivora € um patdgeno de dificil controle, pois apresenta
uma capacidade de sobreviver no campo por até 20 anos por meio de esclerddios,
estruturas de resisténcia que sao produzidos em grande quantidade (Zewide et al.,
2007). Além disso, a agressividade de S. cepivora € alta, mesmo quando ha baixa
densidade do in6culo (Davis et al., 2007, Brewster, 2008; Villalta et al. 2012). Em
geral o controle € realizado com a aplicacdo de fungicidas fumigantes, que néao
resultam em um controle efetivo (Zewide et al., 2007; Villalta et al., 2012).

Apés a proibicdo do uso de brometo de metila, o controle de populagdes de
organismos que vivem no solo, em especial o género Meloidogyne, tornou-se ainda
mais complicado (Rosskopf et al., 2015). A erradicacdo de fitonematoides é
extremamente dificil jA& que apresenta uma alta capacidade reprodutiva, sao
agressivos, facilmente dispersos pelo manejo do solo, hd uma escassez de
cultivares resistentes e ocorre quebra de resisténcia em temperaturas de solo
superiores a 28° C (Dropkin, 1969), que ocorre com frequéncia em regides de clima
tropical.

A hipotese principal deste trabalho € que a desinfestagdo anaerdbica do solo
pode ser usada no manejo do nematoide de galhas (Meloidogyne spp.) e do fungo
S. cepivora.

Este trabalho foi dividido em dois capitulos. No primeiro, revisamos o
potencial da desinfestacdo anaerdbica do solo no manejo de fitopatdégenos. No
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segundo, avaliamos o efeito da técnica na reducéo da viabilidade de Meloidogyne

javanica e S. cepivora em microcosmo.
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CAPITULO |
Desinfestacao anaerdbica do solo no manejo de fitopatogenos

RESUMO

A desinfestacdo anaerébica do solo (DAS), também conhecida como desinfestacédo
bioldégica do solo, € uma alternativa ecoldgica a fumigagcdo quimica do solo. A
técnica foi desenvolvida de forma independente no Japao e Holanda no inicio do ano
2000 e tem sido usada desde entdo para o manejo de varios patégenos de solo, a
exemplo de Fusarium, Verticillium, Rhizoctonia, Sclerotium, Sclerotinia, Pythium,
Phytophthora, Macrophomina, Ralstonia, Meloidogyne, Pratylenchus, além de
insetos e plantas daninhas. O método consiste na incorporagdo ao solo de materiais
organicos facilmente decomponiveis (relacdo C:N de 8-20:1), seguido de irrigacao
até saturacao e cobertura do solo com plastico impermeavel. A fonte de carbono
estimula o rapido crescimento e a respiragdo da microbiota do solo, reduzindo o
oxigénio disponivel. Considerando que os poros do solo estdo cheios de 4dgua e a
cobertura plastica limita a entrada de oxigénio, condicbes anaerdbicas sao criadas
no ambiente, estimulando a atividade de microrganismos anaerébicos facultativos.
Farelos de cereais, melaco, etanol, estercos de animais e residuos vegetais sao as
principais fontes de carbono usadas na DAS, com doses variando de 0,3 a 9 kg m™,
O periodo em que o solo permanece coberto varia entre 3 a 10 semanas. De forma
geral, o periodo de incubagédo de trés semanas é o mais efetivo no manejo de
fitopatégenos. Além disso, o acumulo de produtos toxicos da decomposicao
anaerodbica, que compreendem acidos acético, butirico e propiénico, CO2, NH3, HsS,
CH4 e N2O, antagonismo exercido por organismos anaerdbicos, falta de oxigénio e a
combinacdo de todos esses fatores sdo 0s principais mecanismos de agcao da
técnica contra fitopatdégenos. Neste trabalho, revisamos o potencial da técnica no

manejo de fungos, bactérias e nematoides fitopatogénicos.

Palavras-chaves: Controle de doencgas de plantas. Desinfestagéo biolégica do solo.
Manejo sustentavel. Patogenos habitantes de solo.
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Anaerobic soil disinfestation on the management of plant pathogens

ABSTRACT

Anaerobic soil disinfestation (ASD), also known as biological soil disinfestation, is an
ecological alternative to chemical soil fumigation. The technique was developed
independently in Japan and the Netherlands in the early 2000s and has since been
used for the management of various soil pathogens, such as Fusarium, Verticillium,
Rhizoctonia, Sclerotium, Sclerotinia, Pythium, Phytophthora, Macrophomina,
Ralstonia, Meloidogyne, Pratylenchus, as well as insects and weeds. The method
consists in incorporating easily decomposable organic materials into the soil (C: N
ratio 8-20: 1), followed by irrigation to saturation and soil cover with impermeable
plastic. The carbon source stimulates the rapid growth and respiration of soil
microbiota, reducing available oxygen. Considering that the soil pores are full of
water and the plastic cover limits oxygen intake, anaerobic conditions are created in
the environment, stimulating the activity of facultative anaerobic microorganisms.
Cereal bran, molasses, ethanol, animal manure and vegetable waste are the main
sources of carbon used in ASD, with doses ranging from 0.3 to 9 kg / m. The period
in which the soil remains covered varies from 3 to 10 weeks. Overall, the three-week
incubation period is the most effective in the management of plant pathogens.
Accumulation of toxic anaerobic decomposition products (acetic, butyric and
propionic acids, CO,, NHs, H»S, CH4 and N2O), antagonism exerted by anaerobic
organisms, lack of oxygen and the combination of all these factors are the main
mechanisms of action of the technique. against plant pathogens. In this paper, we
review the potential of the technique in the management of plant-pathogenic fungi,
bacteria and nematodes.

Key words: Control of plant diseases. Biological soil disinfestation. Sustainable

management. Soil-borne pathogens.
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1. INTRODUCAO

Patdégenos habitantes de solo causam prejuizos em varias culturas e séo
organismos de dificil controle. Podem sobreviver no solo por muitos anos, devido a
formacao de estruturas de resisténcia especializadas, a exemplo de esclerddios,
clamidosporos, o6sporos e cistos. Diversos sao 0s microrganismos capazes de
causar doengas em plantas, os de maior relevancia para as espécies cultivadas séao
os fungos, oomicetos, nematoides, bactérias e virus (Michereff et al., 2005).

Os nematoides passam pelo menos parte de seu ciclo de vida no solo e
causam danos nas principais plantas cultivadas, as quais incluem soja (Silva et al.,
1999), cana de acucar (Dinardo-Miranda et al., 2019), café (Barbosa et al., 2004) e
algodao (Blasingame & Patel, 2013). Espécies dos géneros Meloidogyne,
Pratylenchus, Heterodera e Globodera estdo entre as mais relevantes em todo o
mundo (Ferraz & Brown, 2016). Estima-se que as perdas globais causadas por
fitonematoides sejam 12,3%, o que corresponde a 157 bilhdes de délares anuais
(Singh et al., 2015).

Varias espécies de fungos e oomicetos estdo adaptadas a sobreviver no solo
e sao responsaveis principalmente por tombamento, murchas vasculares e
podriddes de raiz e de colo de plantas. Do ponto de vista agricola, os géneros de
maior relevancia sao Athelia, Fusarium solani, Macrophomina, Rhizoctonia,
Stromatinia, Sclerotinia (podriddes de raiz e colo), Fusarium oxysporum, Verticillium
(murchas vasculares), Phytophthora e Pythium (tombamentos) (Michereff et al.,
2005). Todos esses patdgenos formam estruturas de resisténcia. Esclerédios sao
formados por Athelia, Macrophomina, Rhizoctonia, Stromatinia, Sclerotinia e
Verticillium; enquanto Fusarium forma clamidésporos e espécies de Pythium e
Phytophthora sobrevivem na forma de odsporos. A principal fitobactéria habitante de
solo causadora de danos é Ralstonia solanacearum, capaz de induzir murchas
vasculares em mais de 200 espécies de plantas (Hayward, 1991).

O manejo de patégenos habitantes de solo requer o uso integrado de varias
medidas de controle. Desde a suspensado do uso de brometo de metila, o controle
efetivo de fitopatégenos que vivem no solo por meio de fumigantes quimicos mostra-
se limitado. No mercado brasileiro, fumigantes a base de isotiocianato de metila tem
sido utilizados como substitutos do brometo de metila no controle de nematoides e
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demais patdégenos do solo (Charchar et al., 2007); entretanto, com eficiéncia
limitada. Rotag&o de culturas, controle biologico, uso de variedades resistentes e
técnicas de controle fisico, como solarizagdo podem ser usados em alguns casos,
mas sao inviaveis em outros. O manejo da podridao-branca do alho e cebola,
causada pelo fungo Stromatinia cepivora (= sin. Sclerotium cepivorum) € um
exemplo dessa complexidade.

O fungo forma esclerédios que garantem sua sobrevivéncia no solo por 20 a
30 anos e sO parasita plantas do género Allium. Apesar da limitada gama de
hospedeiros do fungo, a rotagdo de culturas envolvendo plantas suscetiveis é
impraticavel. Nenhuma cultivar no Brasil possui resisténcia ao fungo e os produtos
quimicos registrados ndo sdo tdo eficientes (Lourenco Junior et al., 2018). As
opcdes de manejo incluem medidas de exclusdo do patdégeno em areas indenes e a
integracdo entre métodos em locais infestados, incluindo solarizacao, biofumigacao,
inundacao, aracao profunda, aplicacao de indutores de germinacéo, como o DADS
(Dialil dissulfeto) de agentes de controle biolégico e fungicidas (Fuga et al., 2012;
Lourencgo Junior et al., 2018).

Na busca de medidas adicionais de manejo ecologicamente sustentavel de
fitopatdbgenos de solo, insetos-praga e plantas daninhas, foi desenvolvida a
desinfestacdo anaerdbica do solo (DAS). De forma geral, esta técnica permite
eficiéncia de controle de 15 a 56 % sobre nematoides, enquanto que para bactérias,
oomicetos e patégenos fungicos a porcentagem varia entre 59 e 64% (Shrestha et
al., 2016).

2. DESINFESTACAO ANAEROBICA DO SOLO: PRIMORDIOS E MECANISMOS
DE ACAO

A desinfestacdo anaerdébica do solo (DAS), também conhecida como
desinfestacao bioldgica do solo foi desenvolvida, de forma independente, no Japéo
(Shinmura, 2000; Shinmura, 2004) e na Holanda (Blok et al., 2000). Desde entéo,
tem sido usada no manejo de diversos patdgenos de solo (Tabela 1), incluindo
fungos, bactérias, nematoides, além de insetos e plantas daninhas (Goud et al.,
2004; Rosskopf et al., 2014; Shennan et al., 2014; Shrestha et al., 2016; Guo et al.,
2017; Shrestha et al., 2018). Os custos de implantacdo da DAS sao geralmente
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menores e a eficiéncia de controle de fitopatégenos é similar ou maior do que outros
métodos de tratamento de solo, incluindo uso de vapor, solarizacao e fumigacao
quimica (Blok et al., 2000; Momma, 2015; Shennan et al., 2018).

O método consiste na incorporacdo ao solo de materiais organicos facilmente
decomponiveis (relacdo C:N de 8-20:1), seguido de irrigacdo até saturacédo e
cobertura do solo com plastico impermedavel de cor escura (Rosskopf et al., 2014;
Shennan et al.,, 2014). A fonte de carbono estimula o rapido crescimento e a
respiracao da microbiota do solo, reduzindo o oxigénio disponivel. Considerando que
os poros do solo estdo cheios de agua e a cobertura plastica limita a entrada de
oxigénio, condi¢cdes anaerdbicas sdo criadas no ambiente, estimulando a atividade
de microrganismos anaerodbicos facultativos (Rosskopf et al., 2014; Shennan et al.,
2014; Shrestha et al., 2016).

Acredita-se que apds a incorporacdo do material no solo, seguida por
irrigacao, ocorre um estimulo para os microrganismos aerébios, que por sua vez,
esgotam o oxigénio presente no solo e induzem condi¢cbes favoraveis para os
anaerébios (Messiha et al., 2007). O tempo em que as condigbes anaerdbicas do
solo sdo mantidas varia em funcdao da umidade, temperatura, textura e estrutura do
solo (Shennan et al., 2014). Sob maiores temperaturas do solo, tanto em viveiro
quanto em condicoes de campo, € possivel até mesmo reduzir o periodo de
incubagéo (Shrestha et al., 2016).

Farelos de cereais, melago, etanol, estercos de animais e residuos vegetais
sao as principais fontes de carbono usadas na DAS (Tabela 1), com doses variando
de 0,3a9 kg/m2 de residuos sélidos e de 0,5 a 2% de etanol (Momma et al., 2013;
Strauss & Kluepfel, 2015; Shrestha et al., 2016). Em metanalise publicada por
Shrestha et al. (2016), evidenciou-se que fontes liquidas de carbono sao mais
eficientes do que as sélidas, com destaque para o etanol.

Apés o tratamento, o plastico deve ser removido ou furado, para permitir que
0 oxigénio volte ao solo e estimule a degradacao dos subprodutos que restam da
decomposicado anaerodbica (Blok et al., 2000; Momma et al., 2006; Shennan et al.,
2014). O periodo em que o solo permanece coberto varia entre 3 a 10 semanas
(Tabela 1). De forma geral, o periodo de incubacao de trés semanas € o mais efetivo
no manejo de fitopatdbgenos (Shrestha et al., 2016). Com duas semanas de
tratamento é possivel obter resultados satisfatérios (Strauss & Kluepfel, 2015; Guo
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et al.,, 2017). Geralmente, plasticos de cor escura sdao usados, por serem mais
baratos e a técnica ndo ser dependente da acao da radiacao solar, como € o caso
da solarizagdo. No entanto, Shrestha et al. (2016) sugeriram que o periodo de
incubacdo pode ser menor do que trés semanas caso o solo seja coberto com
plastico transparente ao invés de plastico de cor escura, principalmente quando as
temperaturas do solo sao superiores a 16 °C.

Acumulo de produtos toxicos da decomposicao anaerdbica (acidos aceético,
butirico e propidnico, CO,, NHs, H.S, CHs e N2O), antagonismo exercido por
organismos anaerodbicos, falta de oxigénio e a combinagcdo de todos esses fatores
sdo 0s principais mecanismos de acdo da técnica contra fitopatdbgenos (van der
Wurf, 2010; Runia et al.,, 2014; Shennan et al., 2014; Momma, 2015; Strauss &
Kluepfel, 2015; Guo et al., 2017). Acredita-se que os compostos organicos volateis
desempenham importante funcdo na supressdo natural de doencas de solo.
Entretanto, os fatores que influenciam a producdo desses compostos supressores
ainda n&o séo claros.

A composicdo das comunidades microbianas do solo é profundamente
alterada pela DAS. Com o uso de pirosequenciamento de fragmentos de genes
ribossbmicos 16S, observou-se que havia estresse anaerdbico na comunidade
bacteriana do solo aos trés meses apds a DAS, com aumento do filo Bacteroidetes e
reducédo significativa dos filos Acidobacteria, Chlorobi, Chloroflexi, Nitrospirae e
Planctomycetes (van Agtmaal et al., 2015).

Essa alteragcdo na comunidade microbiana pode ocorrer em funcédo da fonte
de carbono orgénico incorporada ao solo (Guo et al., 2017). Por exemplo, o farelo de
arroz possibilita 0 aumento da populacao de Acidobacteria e Burkholderia (Strauss &
Kluepfel, 2015), enquanto a alfafa favorece Flavisolibacter, Rhodanobacter e
Ruminococcaceae (Huang et al., 2016). Além disso, varios antagonistas sao
conhecidos por ocorrerem tipicamente sob condigdes anaerdbicas, como Bacillus
spp. e Clostridium spp. (Blok et al., 2000).

O possivel impacto da DAS na comunidade de organismos benéficos no solo
e o efeito sobre a composi¢ao e o funcionamento das comunidades microbianas do
solo apds o tratamento e a implantagdo de novas culturas ainda nao foram
completamente elucidados (Guo et al., 2017). De Boer et al. (2003) mostraram que
pode ocorrer reducdo drastica da fungistase (inibicdo temporaria da germinacao e/ou
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crescimento do fungo) apdés mudangas induzidas por estresse nos microrganismos
do solo. Desta forma, é possivel que a DAS e outros tratamentos de desinfestacao
causem efeitos semelhantes nas atividades supressoras de patdégenos das

comunidades microbianas do solo.

3. CONSIDERACOES FINAIS

A demanda por métodos ecologicamente sustentaveis de tratamento de solo
é crescente e a DAS tem surgido como opgéao adicional para fumigagao biolégica do
solo. A técnica tem demonstrado potencial para manejo de varios fitopatégenos,
incluindo organismos causadores de doengas com poucas alternativas de controle
quimico eficiente. No entanto, algumas questdes ainda necessitam ser elucidadas
ou parte dos processos devem ser otimizados para que o uso da DAS seja comum
em diferentes culturas agricolas. O efeito da técnica sobre varios patégenos de solo
ainda ndao € muito conhecido, incluindo S. cepivora e algumas espécies de
nematoides relevantes em condigdes tropicais, a exemplo de M. javanica, M. exigua,
M. paranaensis, M. enterolobii e Pratylenchus brachyurus. Inimeras fontes de
carbono também devem ser estudadas, privilegiando materiais amplamente
disponiveis em diferentes regides agricolas. A DAS é amplamente usada em areas
de producao de morango nos EUA, cultura que demanda a cobertura do solo com
plastico. No entanto, os custos com pléstico limitam o uso da DAS em areas
maiores. Por isso, os custos de implantagdo da DAS também devem ser
considerados pelos cientistas, assim como a possibilidade de estudo de diferentes
cores de plastico, tempo de incubacdo do solo e a substituicdo do plastico
convencional por filmes derivados de recursos renovaveis. A DAS tem potencial de
uso principalmente para culturas conduzidas em estufas, para o manejo de

reboleiras e na producao de hortalicas.
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Tabela 1. Desinfestacao anaerébica do solo (DAS) no controle de fitopatdégenos habitantes de solo.

Patogeno Tempo Fonte de carbono organico Cultura Referéncia
Fusarium oxysporum 14 dias  Etanol Solo Momma et al. (2010)
Fusarium oxysporum 14 dias  Farelo de trigo Solo Momma et al. (2010)
Meloidogyne incognita 24 dias  Farelo de trigo Tomate  Katase et al. (2009)
Verticillium dahliae 3 semanas Farelo de arroz Morango  Shennan et al. (2010)
Pratylenchus penetrans 2 semanas Farelo de arroz Maga Hewavitharana et al. (2014)
Agrobacterium tumefaciens 7 semanas Farelo de arroz Noz Strauss et al. (2015)
Pythium spp. 7 semanas Farelo de arroz Noz Strauss et al. (2015)
Verticillium dahliae 3 semanas Farelo de arroz + Farinha de sementes Morango  Shennan et al. (2010)
Pythium spp. 2 semanas Brassica juncea Maca Hewavitharana et al. (2014)
Pratylenchus penetrans 2 semanas Brassica juncea Maga Hewavitharana et al. (2014)
Rhizoctonia solani AG-5 2 semanas gBrr:;sa{ca Juncea, etanol, farelo de arroz, Magca Hewavitharana & Mazzola (2016)
Meloidogyne incognita 3 semanas Melago Berinjela  Butler et al. (2012a)
Meloidogyne incognita 3 semanas Melago + cama de frango Pimentdo Butler et al. (2012a)
Phytophthora capsici 3 semanas Melaco + cama de frango Solo Butler et al. (2012a)
Fusarium oxysporum 3 semanas Melaco Solo Butler et al. (2012a)
Fusarium oxysporum 3 semanas Feijao caupi Tomate Butler et al. (2012b)
Meloidogyne incognita 3 semanas Feijao caupi Tomate Butler et al. (2012b)

;Sochlcgirl)o tium rolfsii (= Athelia 3 semanas Feijao caupi Tomate Butler et al. (2012b)
Meloidogyne incognita 3 semanas Milheto Tomate Butler et al. (2012b)
Fusarium oxysporum 3 semanas Milheto Tomate  Butler et al. (2012b)
rso%g;;) tium rolfsii (= Athelia 3 semanas Milheto Tomate Butler et al. (2012b)
Meloidogyne incognita 4 semanas Sorgo Tomate Butler et al. (2012b)
Fusarium oxysporum 5 semanas Sorgo Tomate Butler et al. (2012b)

Continua...
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Tabela 1 (Continuacao). Desinfestacao anaerébica do solo (DAS) no controle de fitopatégenos habitantes de solo.

Patogeno Tempo Fonte de carbono organico Cultura Referéncia
}So(;zl‘girl)o tium rolfsii (= Athelia 6 semanas Sorgo Tomate Butler et al. (2012b)
Fusarium oxysporum 3 semanas Aveia Espinafre Mowlick et al. (2013)
Fusarium oxysporum 3 semanas Brassica juncea Espinafre Mowlick et al. (2013)
Fusarium oxysporum 3 semanas Rabanete Espinafre Mowlick et al. (2014)
Rhizoctonia solani 4 semanas Melago seco Tomate Mowlick et al. (2014)
Rhizoctonia solani 5 semanas Melaco seco Pimentao Mowlick et al. (2014)
vermelho
Rhizoctonia solani 4 semanas Melago seco Pimentao, tomate McCarty et al. (2014)
Rhizoctonia solani 4 semanas Centeio Pimentao, tomate McCarty et al. (2014)
Rhizoctonia solani 4 semanas Mostarda + Melaco seco + Rdcula Pimentao, tomate McCarty et al. (2014)
Pratylenchus penetrans 2 semanas Etanol Maca Hewavitharana et al. (2014)
Pythium spp. 2 semanas Etanol Maga Hewavitharana et al. (2014)
Meloidogyne spp. 3 semanas Cama de frango compostada e melago Tomate Di Gioia et al. (2016)
Phytophthora nicotianae 4 semanas Farelo de arroz, torta de co!zq, bagago Pimenta Serrano-Pérez et al. (2017)
de uva e residuos de cervejaria
Meloidogyne spp. 3 semanas Melaco + cama de frango Tomate Guo et al. (2017)
o ; 3-6 Farinha de sementes de mostarda e
Verticillium dahliae semanas emulsdo de peixe Morango Shennan et al. (2017)
e . Farelo de trigo, farelo de arroz, bagacgo
Verticillium dahliae 3 semanas de uva, residuos de cebola e etanol Morango Shennan et al. (2017)
Melo:dc_)gyne hapla e M. 3 semanas Melaco, Etanol e Farelo de trigo Tomate Testen & Milller (2018)
incognita
Pyrenochaeta lycopersici 3 semanas Farelo de Trigo Tomate Testen & Milller (2018)
Colletotrichum coccodes 3 semanas Etanol Tomate Testen & Milller (2018)
Verticillium spp. 3 semanas Farelo de trigo e etanol Tomate Testen & Miller (2018)

Continua...
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Tabela 1 (Continuacao). Desinfestacao anaerébica do solo (DAS) no controle de fitopatégenos habitantes de solo.

Patogeno Tempo Fonte de carbono organico Cultura Referéncia

Verticillium dahliae 4 semanas Farelo de arroz Morango Mazzola et al. (2018)

2)3;?;)0 tium rolfsii (= Athelia 3 semanas Melaco seco e farelo de trigo Solo Shrestha et al. (2018)

M. hapla 4 semanas Melago e farelo de trigo Alface Testen & Miller (2019)
Sclerotinia sclerotiorum 3 semanas Farelo de trigo e melago seco Solo Sanabria-Velazquez et al. (2019)
Meloidogyne spp. 3 semanas Torta de mostarda Quiabo Khadka et al. (2019)

. Melago, farelo de arroz + melago, torta -
Meloidogyne spp. 3 semanas de mostarda Berinjela Khadka et al. (2019)
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CAPITULO II

Potencial da reducao da viabilidade de Meloidogyne javanica e Stromatinia
cepivora por meio da desinfestacao anaerobica do solo

RESUMO

A desinfestacado anaerobica do solo (DAS) é uma alternativa ecoldgica a fumigacao
quimica do solo. No entanto, pouco se sabe sobre o potencial da técnica no manejo
de Meloidogyne javanica e Stromatinia cepivora. Para testar a hipotese de que a
DAS pode ser usada na reducao da viabilidade desses dois patdégenos, avaliou-se o
efeito da DAS com etanol 5% (v:v) e sacarose 5% (m:v) na viabilidade de M.
javanica e S. cepivora em condi¢cées de microcosmo (4,5 kg de solo acondicionado
em saco plastico transparente). As fontes de carbono foram comparadas com a
autoclavagem do solo (120 °C por 1h por dois dias consecutivos), saturacado do solo
com apenas agua e solo nao tratado. O periodo de incubacao do solo foi de trés
semanas. A DAS com etanol ou sacarose reduziu em mais de 75% o numero de Jz
no solo e em mais de 90% o numero de galhas em plantas indicadoras, com
eficiéncia similar a autoclavagem do solo e superior a saturacdo apenas com agua.
A viabilidade de esclerddios de S. cepivora foi reduzida pela DAS, principalmente
usando sacarose, que causou reducao similar a autoclavagem do solo. A saturagéao
do solo com agua nao suprimiu a germinacao dos esclerddios. Assim, conclui-se que
a DAS por trés semanas com etanol ou sacarose, ambos a 5%, reduz a viabilidade
de M. javanica e S. cepivora em microcosmo. A eficiéncia de reducéo de viabilidade
da técnica foi similar a autoclavagem do solo. A saturagdo do solo com agua por trés
semanas nao reduz a viabilidade de esclerédios de S. cepivora e o efeito desse
tratamento em solo com M. javanica € inferior ao uso da DAS. Experimentos em
campo devem ser conduzidos para validar o uso da DAS no manejo de M. javanica e
S. cepivora.

Palavras-chave: Controle de doencas de plantas. Desinfestagédo biolégica do solo.
Nematoide de galhas. Sclerotium cepivorum.
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ABSTRACT

Anaerobic soil disinfestation (DAS) is an ecological alternative to chemical soil
fumigation. However, little is known about the potential of the technique in the
management of Meloidogyne javanica and Stromatinia cepivora. To test the
hypothesis that ASD can be used to reduce the viability of these two pathogens, we
assessed the effect of ASD with ethanol 5% (v:v) and sucrose 5% (m:v) on the
viability of Meloidogyne javanica and Stromatinia cepivora under microcosm
conditions (4.5 kg of soil conditioned in plastic bag). Carbon sources were compared
with soil autoclaving (120 °C for 1h for two consecutive days), soil saturation with
water only and untreated soil. The soil was incubated for three weeks. ASD with
ethanol or sucrose reduced by more than 75% the number of J, in the soil and by
more than 90% the number of galls in the indicator plants, with efficiency similar to
soil autoclaving and superior to water saturation. The viability of S. cepivora sclerotia
was reduced by ASD, especially using sucrose, which caused a similar reduction to
soil autoclaving. Soil saturation with water did not suppress sclerotia germination.
Thus, it is concluded that ASD for three weeks with ethanol or sucrose, both at 5%,
reduces the viability of M. javanica and S. cepivora in microcosm. The viability
reduction efficiency of the technique was similar to soil autoclaving. Soil saturation
with water for three weeks does not reduce the viability of S. cepivora sclerotia and
the effect of this treatment on soil with M. javanica is lower than ASD. Field
experiments should be conducted to validate the use of ASD in the management of
M. javanica and S. cepivora.

Keywords: Control of plant diseases. Biological soil disinfestation. Root-knot

nematode. Sclerotium cepivorum.
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1. INTRODUCAO

Os fitonematoides e o fungo Stromatinia cepivora (sin. Sclerotium cepivorum)
séo patdégenos habitantes do solo, estdo dispersos em importantes regides agricolas
em todo o0 mundo e o seu manejo envolve a adocao de varias estratégias de
controle. Os fitonematoides causam grandes perdas na agricultura e os prejuizos
causados por esses patdgenos sao resultantes da reducdo da quantidade e, ou,
qualidade de produtos agricolas, pela sua agdo como vetor de viroses e por
facilitarem a infeccao das plantas por outros fitopatdégenos (Nicol et al., 2011; Lopes
& Ferraz, 2016).

Por sua vez, S. cepivora é causador da podridao-branca, uma das mais
devastadoras doengas do alho e da cebola em todo o mundo (Fuga et al., 2012;
Villalta et al., 2012; Domingos et al., 2015). Plantas atacadas apresentam sintomas
de amarelecimento foliar, podridao dos bulbos, e, com a evolugéo da colonizacéo do
patégeno, podem morrer. O fungo parasita apenas plantas do género Allium, mas
produz esclerddios de 0,3 a 0,6 mm de diametro garantem sua sobrevivéncia no solo
por até 20 anos na auséncia de hospedeiros (Coley-Smith et al., 1990). No Brasil, o
patdgeno esta disperso nas principais regides produtoras de alho e cebola de Minas
Gerais, Sao Paulo, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana (Pinto et al., 1998;
Fuga et al., 2012; Reis & Oliveira, 2013).

O controle de nematoides envolve a combinacdo de rotacdo de culturas,
pousio e revolvimento do solo, aplicacao de agentes de controle biol6gico e, em
muitos casos, o uso de nematicidas quimicos. Os nematoides formadores de galhas
(Meloidogyne spp.) sdo os economicamente mais importantes na agricultura, com
destaque para as espécies M. incognita, M. javanica e M. arenaria, prevalentes em
regides tropicais e subtropicais. O nematoide de galhas possui ampla gama de
hospedeiros, o que limita as opcdes de culturas agricolas para adog¢dao em sistema
de rotacdo. O controle quimico de fitonematoides pode envolver o uso de fumigantes
quimicos (metam sodico e dazomete) e de produtos contendo carbamatos e
organofosforados. No entanto, os nematicidas quimicos sao altamente toxicos para
0s seres humanos, e quando aplicado ao solo e, provavelmente pode contaminar as
aguas subterraneas (Oka, 2010).
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O manejo da podridao-branca é dificultado pela habilidade de sobrevivéncia
do fungo no solo, o que limita a adocdo de esquemas de rotacdo de culturas
incluindo espécies de Allium em periodo inferior a 20 anos (Fuga et al., 2012). Uma
vez que a doenga é identificada em campo, os produtores sdo forcados a cultivar
outras culturas ndo suscetiveis e migrar para areas nao infestadas. Nenhum cultivar
resistente esta disponivel para uso dos agricultores brasileiros. Solarizagao,
biofumigacgéo, aplicacdo de indutores de germinacao de esclerodios, uso de agentes
de controle bioldgico e de fungicidas quimicos devem ser adotados de forma
integrada para reduzir a populacdo do patégeno em areas infestadas (Fuga et al.,
2012). A fumigagao do solo com produtos quimicos, além de ser cara e nao resultar
em controle satisfatério em alguns casos, também causa impactos no ambiente e na
saude humana.

Visando diminuir o uso de produtos quimicos na agricultura no controle de
fitopatogenos habitantes do solo, cientistas em todo mundo tem buscado
desenvolver métodos sustentaveis e eficientes. A desinfestacdo anaerdbica do solo
(DAS), também conhecida como desinfestagdo biolégica do solo, € uma alternativa
ecolégica a fumigacao quimica do solo. A técnica foi desenvolvida no final dos anos
1990 e inicio dos anos 2000 (Blok et al., 2000; Shinmura, 2000) e tem sido usada
desde entdo para o manejo de varios patégenos habitantes de , incluindo Fusarium,
Verticillium,  Rhizoctonia,  Sclerotium,  Sclerotinia,  Pythium, Phytophthora,
Macrophomina, Ralstonia, Meloidogyne, Pratylenchus, além de insetos e plantas
daninhas (Goud et al., 2004; Rosskopf et al., 2014; Shennan et al., 2014; Shrestha et
al., 2016; Guo et al., 2017; Shrestha et al., 2018).

A técnica consiste na incorporacao de matéria organica (sélida ou liquida) ao
solo, seguido de irrigacdo até saturacdo e cobertura do solo com plastico
impermeavel por trés a quatro semanas (Rosskopf et al.,, 2014; Shennan et al.,
2014). As condi¢des anaerobicas criadas pela saturagéao do solo e cobertura com
plastico estimula a atividade de microrganismos anaerobicos facultativos (Rosskopf
et al., 2014; Shennan et al., 2014; Shrestha et al., 2016). A combinacgéo de falta de
oxigénio, acumulo de produtos téxicos da decomposi¢ao anaerdbica (acidos acético,
butirico e propiénico, CO,, NH3, H.S, CHs e N>O) e antagonismo exercido por
organismos anaerobicos é responsavel pela reducéo da viabilidade de fitopatdégenos
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em areas submetidas a desinfestagdo anaerobica do solo (Mowlick et al. 2013, 2014;
Runia et al., 2014; Shennan et al., 2014; Strauss & Kluepfel, 2015).

As principais fontes de carbono organicas utilizadas na DAS s&o liquidas ou
sdlidas. As fontes sdlidas, incluindo farelo de cereais, cama de frango compostada,
adubo verde e plantas de cobertura, sao frequentemente incorporados ao solo antes
da irrigacdo e em seguida elas sdo cobertas com plastico impermeavel. Em
contrapartida, as fontes liquidas, a exemplo de melago, glicose, sacarose, xilose ou
etanol, podem ser aplicadas juntas com a irrigacdo antes da cobertura com o
plastico impermeavel. As fontes liquidas penetram nos poros do solo e, com a maior
distribuicdo do carbono organico na area, a eficiéncia do tratamento com materiais
liquidos € maior do que com os sdélidos (Momma et al., 2013; Strauss & Kluepfel,
2015; Shrestha et al. 2016). A escolha da fonte de carbono desempenha um papel
importante na estrutura da comunidade microbiana do solo, pois afetam populacdes
microbianas diferentes no solo com a DAS (Hewavitharana et al., 2014).

O efeito da DAS no manejo de espécies de Fusarium, Verticillium e
Rhizoctonia ja é conhecido e a técnica tem se mostrado eficiente, principalmente na
cultura do morangueiro (Strauss & Kluepfel, 2015; Shrestha et al., 2016). No entanto,
pouco se sabe sobre o0 seu potencial no controle de outros patégenos habitantes de
solo, a exemplo de S. cepivora e M. javanica. Assim, torna-se necessario avaliar se
a DAS pode ser usada no manejo desses dois importantes patdégenos, uma vez que
essa lacuna do conhecimento ainda nao foi preenchida. Por isso, o objetivo deste
trabalho foi estudar o efeito da desinfestacdo anaerdbica do solo na reducédo da
viabilidade de M. javanica e S. cepivora em microcosmo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Procedimentos gerais

O trabalho foi realizado na Universidade Federal de Vigosa, Campus Rio
Paranaiba, Minas Gerais. Os experimentos foram conduzidos duas vezes em casa
de vegetagdo e as andlises foram realizadas no Laboratério de Fitopatologia e
Biologia Molecular (BIOFITOMOL).

Para realizagdo deste experimento, 540 kg de solo foram coletados em uma
area anteriormente cultivada com feijao em Rio Paranaiba e naturalmente infestada
com Meloidogyne javanica. A coleta do solo foi realizada no dia 26 de margo de
2019, concentrando-se na camada de 0-30 cm de profundidade. Metade do volume
(270 kg) do solo coletado foi armazenada em caixas d’agua protegidas da luz solar
para realizacdo da repeticdo desse experimento. A outra metade (270 kg) foi
homogeneizada em betoneira por cinco minutos e acondicionada em 30 sacos
plasticos transparentes (40 x 60 cm), cada um com 9 kg de solo. Cada parcela
experimental foi composta por um saco plastico contendo 9 kg de solo (microcosmo).

2.2. Determinacao da populacao de M. javanica

A partir dos 9 kg de solo, quatro quilogramas e meio foram retirados de cada
saco plastico para a determinacdo da populagéo inicial de nematoides antes da
aplicacédo dos tratamentos. Foram retirados 500 g para determinacdo do numero de
juvenis de segundo estadio de M. javanica.

A extracdo de J, foi realizada de 100 cm® de solo pelo método de flutuagao
centrifuga em solucdo de sacarose (Jenkins, 1964). Os juvenis extraidos foram
quantificados com auxilio de camara de Peters sob microscépio de luz. Antes da
desinfestacao anaerodbica, foram encontrados em média 7 Jo 100 cm™ de solo no
primeiro experimento antes da desinfestagdo anaerdbica e 9,7 no segundo. A média
do numero de galhas em plantas indicadoras antes da DAS (tratamento controle) foi
de 19,5 no primeiro experimento e 22,5 no segundo.

Outra parte do solo, 1000 g para cultivo de alface (primeiro experimento) e
mais 1000g para cultivo do tomateiro (segundo experimento) foi colocado em vasos
plasticos de 1 L de capacidade. Estas plantas sédo indicadoras suscetiveis, usadas
para determinagédo da populacdo de nematoides viaveis totais no solo, incluindo J, e
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ovos. No primeiro experimento, as plantulas de alface crespa variedade lIsadora
foram transplantadas para os vasos, uma em cada. As plantas foram cultivadas em
casa de vegetagao por 30 dias. No segundo experimento, plantulas de tomateiro
variedade Cienaga foram cultivadas por 60 dias. Ao final do periodo de cultivo, as
plantas foram removidas e o numero de galhas foi contado a olho nu com uso de

contador de unidades.

2.3. Viabilidade de esclerodios de S. cepivora

Os esclerédios foram coletados de areas com plantas de alho doentes no
municipio de Rio Paranaiba. Apé6s a coleta no campo, os esclerédios foram mantidos
enterrados por mais de trés meses, para quebra de dorméncia constitutiva. Para uso
nos experimentos, os esclerodios foram desinfestados por um minuto em alcool 70%
(v:iv), em seguida imersos em hipoclorito de sodio 0,5% (v:v) por trés minutos e
enxague duas vezes em agua destilada autoclavada (120°C por uma hora). Quinze
esclerodios foram colocados em bolsas de poliéster (16 cm de comprimento x 8 cm
de largura, com fibras internas de 0,04 mm?), que foram presas por ilhés de cortina
(didmetro interno de 4 cm) (Figura 1). Em cada saco plastico foi colocado um
conjunto a 10 cm de profundidade no solo.

Figura 1. Avaliag&o de viabilidade de esclerddios de Stromatinia cepivora.

1 - Sistema desenvolvido para avaliar a acdo de agentes externos sobre esclerddios
de Stromatinia cepivora. 2 - Bolsa de poliéster (“voal” de cortina) em formato
retangular (16 x 8 cm), aberta nas laterais, dobrada ao meio, contendo 15
esclerodios no centro. 3 - O conjunto foi preso por ilhds de plastico.
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Apés trés semanas da aplicagdo dos tratamentos, os conjuntos foram
removidos dos sacos plasticos e os esclerodios foram desinfestados por um minuto
em alcool 70% (v:v), seguido de imersao em hipoclorito de sédio 0,5% (v:v) por trés
minutos e enxague por duas vezes em agua destilada autoclavada (120 °C por uma
hora). Para avaliar a viabilidade, dez esclerddios foram colocados na superficie de
meio de cultura BDA (Batata dextrose agar, acidificado com 0,6 mL de acido latico
em um litro de meio de cultura para evitar o crescimento de colénias de bactérias)
em placas de Petri de 9 cm de diametro. Em seguida, as placas foram acomodadas
em B.O.D. a 16 £ 2 °C por 21 dias. Ao fim desse periodo, a germinacdao dos
esclerodios foi avaliada a cada dois por 21 dias consecutivos, identificados pelo

crescimento micelial do fungo.

2.4. Desinfestacao anaerdébica do solo

Etanol (5%, v:v) e solucédo de sacarose (5%, m:v) foram as fontes de carbono
avaliados neste experimento. Como tratamentos controles, usou-se solo n&o tratado,
solo saturado apenas com agua e autoclavagem do solo (120°C por uma hora
durante dois dias consecutivos). Na primeira vez que o experimento foi conduzido, o
conjunto com os esclerodios de S. cepivora foi colocado em solo autoclavado por
receio de que a alta temperatura danificasse a bolsa de poliéster e liberasse os
esclerédios. No entanto, na segunda vez, os conjuntos foram colocados antes da
autoclavagem e nao houve perda de esclerédios apds 0 processo.

Para estimar a quantidade de liquido necessaria para saturacdo dos poros do
solo foi calculada a capacidade de campo. Cem gramas de solo de cada parcela
foram colocados em um funil encaixado na abertura de uma proveta de 100 mL de
capacidade. Cem mililitros de agua foram adicionados lentamente ao solo no funil,
coletando a solucédo drenada na proveta. Apos repouso de 2 h para drenagem da
agua do solo, o volume coletado na proveta foi registrado. A capacidade de campo
(CC) foi calculada pela Equagéo 1.

CC = Agua retida no solo (mL) x 100 / Volume do solo (mL) (1)

onde: CC = capacidade de campo do solo, em % de solo usado; Agua retida no solo
= volume de 100 mL - volume de agua coletado na proveta (mL); Volume de solo no
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funil = 100 mL. Para saturacao de 4,5 kg de solo foi necessario aplicar 700 mL de
agua ou solugdes de etanol ou sacarose.

Apés a aplicacdo das fontes de carbono, os sacos foram vedados com fita
adesiva, alocados na vertical no interior da casa de vegetacdo e mantidos na
auséncia de luz, cobertos por uma lona preta. Apos trés semanas, os sacos foram
abertos e amostras de solo foram retiradas para determinacdo do numero de J, e
para cultivo das plantas indicadoras, conforme descrito no item 2.2. Os conjuntos
contendo esclerddios de S. cepivora também foram removidos para a avaliacdo de
viabilidade (item 2.3).

A temperatura do solo foi medida com termémetros do tipo ibutton (DS1920-
F5, HomeChip, Ltd, Reino Unido), inseridos no solo antes da aplicagdo dos
tratamentos. No primeiro experimento, a temperatura média foi de 20,6 °C, variando
entre 18,5 °C e 21,6 °C. No segundo, foi de 18,3 °C, oscilando entre 16,7 °C e 19,1
°C.

2.5. Delineamento experimental e analise estatistica

Foram realizados dois experimentos. Na primeira vez, entre os dias 20/05 a
10/06/2019 e, na segunda, entre 10/07 a 31/07/2019. O estudo foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos (etanol, sacarose,
agua, autoclavagem e solo ndo tratado) e seis repeticoes.

Os dados de numeros de galhas de M. javanica antes e depois da
desinfestacdo anaerdbica do solo foram analisados por meio do teste t para
amostras dependentes (p < 0,05). Os tratamentos que reduziram os numeros de J2
e galhas apds a DAS foram comparados entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05),
assim como a viabilidade de esclerddios de S. cepivora. Analise descritiva (média e
desvio padrao) foi usada para avaliar a reducao de J> no solo devido a auséncia de
M. javanica em varias parcelas antes da DAS. As analises estatisticas foram

realizadas com uso do software R versao 3.6.0 (R Development Core Team, 2019).
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3. RESULTADOS

A desinfestacao anaerobica de solo por trés semanas com etanol ou sacarose
reduziu entre 75 e 93,8% o numero de juvenis de segundo estadio (Jo) de M.
javanica. Apenas manter o solo saturado com agua, sem fonte de carbono adicional,
reduziu o numero de nematoides entre 33 e 39%, enquanto deixar 0 solo em
repouso por trés semanas sem nenhum tratamento (controle) reduziu entre 23 e
24% o numero de J,. Conforme esperado, autoclavar o solo infestado a 120°C por 1
h durante dois dias consecutivos matou todos os J» de M. javanica (Figura 2).
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Figura 2. Reducgdo percentual de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
javanica em solo submetido a desinfestacdo anaerdbica por trés semanas com
etanol 5%, sacarose 5% ou apenas agua, além da auséncia de tratamento (controle)
ou autoclavagem do solo a 120°C por 1 h por dois dias consecutivos. Barras sobre

as colunas representam desvio padrdo da média. A-Experimento 1. B-Experimento
2.
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O numero de galhas de M. javanica em raizes das plantas indicadoras foi
reduzido em mais de 90% em solo desinfestado anaerobicamente com etanol ou
sacarose (Figura 3). A eficiéncia de reducdo do numero de galhas ap6s DAS com
ambas as fontes de carbono foi similar a autoclavagem do solo e superior a
manutenc¢ao do solo saturado apenas com agua (Figura 3). O numero de galhas em
plantas indicadoras ap6s o cultivo em solo ndo tratado e mantido em repouso por
trés semanas (controle) foi similar ao observado antes da aplicagao dos tratamentos,
com média de 16,7 galhas por planta.
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Figura 3. Reducado percentual no nimero de galhas de Meloidogyne javanica em
raizes de plantas indicadoras. A - Alface Isadora, experimento 1. B - Tomate
Cienaga 60, experimento 2. Alface cultivada por 30 dias e o tomate por 60 dias em
solo submetido a desinfestacdo anaerdbica por trés semanas com etanol 5%,
sacarose 5%, agua e autoclavagem (controle) ou autoclavagem do solo a 120°C por
1 h por dois dias consecutivos. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (p <0,05).
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A germinacgao de esclerédios de S. cepivora foi reduzida apds desinfestacao
anaerébica com etanol ou sacarose, quando comparado ao solo nao tratado
(controle) ou saturado com apenas agua (Figura 4). De forma geral, a DAS usando
sacarose foi mais eficiente na reducéo da viabilidade de esclerddios do fungo do que
usando etanol. No primeiro experimento (Figura 4A), a DAS com sacarose inibiu
completamente a germinacdo de esclerdédios e, no segundo experimento, a
eficiéncia foi de aproximadamente de 90%, com niveis similares ao observado apés
submeter os esclerédios a autoclavagem a 120 °C por 1h por dois dias consecutivos
(Figura 4B). Quando o solo foi saturado com agua, sem adi¢do de fonte de carbono,

nao houve reducao na germinagao de esclerodios (Figura 4).
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Figura 4. Percentual de germinacdo de esclerédios de Stromatinia cepivora
mantidos em solo submetido a desinfestacdo anaerdbica por trés semanas com
etanol 5%, sacarose 5%, agua, sem tratamento (controle) ou autoclavagem do solo
a 120°C. A — Experimento 1: o conjunto contendo esclerédios em solo previamente
autoclavado (*). B - Experimento 2: esclerédios colocados em solo e submetidos a
autoclavagem (**). Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste
de Tukey (p <0,05).
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4. DISCUSSAO

A desinfestacdo anaerdbica de solo por trés semanas com etanol ou
sacarose, ambos a 5%, reduz a viabilidade do nematoide M. javanica e do fungo S.
cepivora em microcosmo. Esses patdgenos sdo muito importantes em dareas de
producao de hortalicas no Brasil, a exemplo do Alto Paranaiba. Os resultados deste
trabalho podem servir como orientagdo para estudos futuros que visem delinear
estratégias de manejo desses patdgenos, principalmente com foco na redugédo da
sua sobrevivéncia na auséncia de hospedeiros.

A saturacdo do solo, sem adicdo de fonte de carbono, ndo teve impacto
significativo na reducdo da germinacdo de S. cepivora e, apesar de reduzir a
viabilidade de M. javanica, foi inferior a DAS. A condicdo de anaerobiose imposta
pela saturagdo do solo é um fator que pode limitar a sobrevivéncia desses
patdégenos, por serem aerdbicos. No entanto, observamos neste trabalho, que
apenas a saturacdo do solo ndo é eficiente por um periodo de somente trés
semanas. Nesse caso, a adicdo de fontes de carbono é fundamental para a
proliferacdo de organismos anaerobicos e, com isso, resultar no acumulo de
produtos toxicos da decomposicdo anaerdbica (acidos acético, butirico e propidnico,
CO2, NHs, HoS, CH4 e N2O), que irdo atuar contra os fitopatdogenos (Runia et al.,
2014; Shennan et al., 2014; Strauss & Kluepfel, 2015).

A desinfestacdo anaerdbica tem sido apontada como alternativa ecolégica
para a fumigacdo quimica do solo, principalmente para o0 manejo de espécies de
Fusarium, Verticillium, Rhizoctonia, Pythium, Phytophthora, dentre outros (Goud et
al., 2004; Rosskopf et al., 2014; Shennan et al., 2014; Shrestha et al., 2016; Guo et
al., 2017; Shrestha et al., 2018). No entanto, pouco se sabe sobre a eficiéncia da
técnica no controle de M. javanica e S. cepivora, conforme observado em metanalise
publicada em 2016 (Shrestha et al., 2016). Assim, o presente trabalho contribui para
demonstrar que a DAS com etanol ou sacarose pode ser util no manejo desses
patdgenos.

A eficiéncia da DAS depende de varios fatores, incluindo material usado como
fonte de carbono, tempo de cobertura do solo (incubagéo), doses de residuo, alvo a
ser controlado e sua densidade no solo e tipo de plastico usado para cobertura do
solo em campo (Strauss & Kluepfel, 2015; Shrestha et al., 2016). Farelos de cereais,
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melaco, etanol, estercos de animais e residuos vegetais sao as principais fontes de
carbono usadas na DAS (Strauss & Kluepfel, 2015; Shrestha et al., 2016).

De forma geral, fontes liquidas sdo mais eficientes do que as solidas, por
ocuparem facilmente os poros do solo e ficarem acessiveis para uso dos
microrganismos anaerobicos (Shrestha et al., 2016). Por isso, neste trabalho
usamos etanol e saturacdo de sacarose como fontes de carbono. Elas sao
relativamente baratas e faceis de aplicar, sdo amplamente disponiveis no Brasil e
sdo comumente relatadas entre as mais eficientes no manejo de patégenos, insetos
e plantas daninhas (Uematsu et al., 2007; Butler et al., 2012a; Momma et al., 2013;
Shrestha et al., 2016).

Além disso, a composi¢cao quimica do etanol e sacarose nao € variavel, o que
€ vantajoso para uso na DAS, ao contrario de varios materiais organicos com
composicao variavel. Butler et al. (2012b), por exemplo, reportaram inconsisténcia
na eficiéncia da DAS usando culturas de cobertura como fontes de carbono. Quando
etanol foi usado, o controle foi mais eficiente e consistente entre os experimentos
(Butler et al., 2012b).

Etanol e sacarose foram similares quanto a redugédo da viabilidade de M.
javanica, enquanto sacarose foi mais eficiente contra S. cepivora. Na metanalise
publicada por Shrestha et al. (2016), o etanol foi a fonte de carbono que resultou em
maiores niveis de controle de diferentes patdégenos e plantas daninhas. Em muitas
pesquisas, a concentracdo de etanol para uso na DAS tem variado de 0,5 a 2%
(Uematsu et al., 2007; Momma et al., 2010; Kobara et al., 2011; Momma et al., 2013;
Hewavitharana et al. 2014). Uematsu et al. (2007), por exemplo, relatou que o
nematoide Meloidogyne incognita, o fungo Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum e
a bactéria Ralstonia solanacearum foram suprimidas em solo submetido a DAS com
etanol em concentracdes de 0,5 a 1%. De forma geral, esses autores recomendaram
aplicacdo de 100 L de etanol 1% por m? em experimentos preliminares em campo
(Uematsu et al., 2007).

No presente estudo, decidiu-se por usar uma concentracdo maior do que 1%,
uma vez que o etanol é facilmente encontrado no Brasil. No entanto, em estudos
futuros, concentracdes inferiores a 5% podem ser avaliadas, o0 que poderia aumentar
a viabilidade da DAS.
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Melago tem sido muito estudado como fonte de carbono para DAS,
principalmente quando combinado com farelos de cereais (Butler et al., 2014;
Strauss & Kluepfel, 2015; Shrestha et al., 2016; Sanabria-Velazquez, 2019; Testen &
Millen, 2019). O melago possui aproximadamente 29% de sacarose, 12% de glicose
e 13% de frutose (USDA, 2019). No entanto, pouco se sabe sobre o efeito da
sacarose pura na técnica. O efeito nematicida da sacarose observado neste estudo
pode também ter sido devido aos danos osmoticos do agucar sobre 0 nematoide
(Feder, 1960; Santiago et al., 2005) e, ou ao aumento de bactérias redutoras de
sulfato, responsaveis pela geracao de sulfeto de hidrogénio nematicida (Rodriguez-
Kébana et al., 1965).

A desinfestagdo anaerdbica do solo, ao contrario da solarizagéo, ndo depende
de temperaturas elevadas para reduzir a viabilidade de patégenos no solo (Strauss
& Kluepfel, 2015). No entanto, a eficiéncia da DAS diminui em condigbes de
temperaturas mais baixas, o que requer aumentar o periodo de incubacao (Butler et
al., 2014b). A temperatura ideal para a DAS varia entre 16-30 °C. Neste trabalho, a
temperatura meédia oscilou dentro da faixa ideal, embora mais proxima do limite
inferior (18,3 e 20,6 °C). No entanto, esse fator parece nao ter influenciado na
eficiéncia da DAS usando etanol e sacarose na reducdo da viabilidade de M.
javanica e S. cepivora.

A eficiéncia da DAS em reduzir a viabilidade de M. javanica e S. cepivora foi
similar a autoclavagem do solo por 120°C por 1 h por dois dias consecutivos. Esse
resultado é promissor, uma vez que a autoclavagem do solo requer equipamento
caro e o volume de solo tratado é pequeno. Em outros estudos, cientistas
observaram que a DAS pode ser tdo eficiente no manejo de fitopatdbgenos como
fumigantes quimicos, incluindo brometo de metila (Butler et al., 2012a). O volume de
solo usado no presente estudo foi reduzido, o que limita a abrangéncia dos
resultados. O propédsito foi avaliar inicialmente o potencial da técnica em condicoes
mais controladas. Além disso, a densidade populacional de M. javanica pode ser
considerada baixa (menos de 10 J, por 100 cm® de solo). Estudos futuros em campo
mais densamente infestados com M. javanica e S. cepivora sdo necessarios para

validar os resultados que foram observados neste trabalho.
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5. CONCLUSOES

A desinfestagdo anaerébica do solo (DAS) por trés semanas com etanol ou
sacarose, ambos a 5%, reduz a viabilidade de M. javanica e S. cepivora em
microcosmo. A eficiéncia da técnica foi similar a autoclavagem do solo a 121 °C por
1h por dois dias consecutivos.

A saturacdo do solo com agua por trés semanas nao reduz a viabilidade de
esclerédios de S. cepivora e o efeito desse tratamento em solo com M. javanica é
inferior ao uso da DAS.

Experimentos em campo devem ser conduzidos para validar o uso da DAS no

manejo de M. javanica e S. cepivora.
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