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Resumo

ZIBETTI, Volnei Knopp. Producédo e qualidade biolégica de humus de minhoca
para uso na supressdo de Sclerotium rolfsii Sacc. 2013. 82f. Dissertacao
(Mestrado) — Programa de POs-Graduacdo em Sistemas de Producdo Agricola
Familiar. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A minhocultura corresponde a criacdo de minhocas destinadas a diferentes fins,
como produgcdo de matrizes e casulos, e minhocas destinadas a producdo de
hamus. O humus de minhoca, amplamente utilizado como fertilizante na agricultura
familiar e sistemas agricolas de base ecoldgica, também tem relevante papel como
fitoprotetor. O estudo teve por objetivo produzir himus de minhoca da espécie
Eisenia andrei Bouché a partir de esterco bovino (EB) e combinacdes deste com
cascas de amendoim (CA), como material estruturante, e borra de café (BC), na
qualidade de fonte nutricional, e sua avaliacgdo na forma liquida e aerada na
supressividade de Sclerotium rolfsii Sacc. O trabalho foi dividido em duas etapas. Na
primeira, produziu-se hiumus em quatro tratamentos e seis repeticdes, sendo: H1 —
EB 100%; H2 — EB 75% + CA 25%; H3 — EB 75% + BC 25%; H4 — EB 50% + BC
25% + CA 25%. Avaliou-se a biomassa de minhocas, producdo de casulos,
rendimento de humus e variaveis microbiolégicas e quimicas. Os tratamentos H3 e
H4 apresentaram maiores indices de biomassa e producdo de casulos. Quando
avaliadas as densidades de col6nias bacterianas e fungicas, os tratamentos H2 e H4
registraram 0s maiores indices. Na segunda etapa, foram preparados humus
liquidos aerados a partir das diferentes combinacées de humus, com o objetivo de
testar seus efeitos sobre esclerddios de S. rolfsii. Os humus foram acondicionados
em sachés e mergulhados em agua, sendo aerados pelo periodo de 24 horas.
Foram quantificadas as coldnias bacterianas e fangicas presentes nos humus
liquidos (HL), em meios de cultura seletivos. Amostras representativas de HL obtidos
de cada um dos quatro tratamentos foram avaliadas no crescimento micelial de S.
rolfsii, a partir de micélio e esclerédio, em duas condig¢@es: filtradas e néo filtradas.
Os HL filtrados néo inibiram o crescimento micelial de S. rolfsii, em oposi¢cdo aos HL
nao filtrados. As colbnias de microrganismos oriundas dos tratamentos néo filtrados,
uma vez isoladas e purificadas, foram pareadas com discos de micélio de S. rolfsii,
objetivando avaliar o efeito antagbnico de fungos e bactérias presentes nos humus
sobre o esclerddio. O isolado F3, do HL oriundo do tratamento H2, identificado como
pertencente ao género Trichoderma, foi quem apresentou a maior inibicdo ao S.
rolfsii, dentre os demais microrganismos pareados. A producédo e o uso de humus de
minhoca na agricultura familiar devem ser estimulados, pois além dos beneficios ja
consagrados acerca da fertilizacdo em sistemas de cultivo também podem auxiliar
no controle de doencas de plantas.

Palavras-chave: Minhocultura. Himus liquido. Fitossanidade.



Abstract

ZIBETTI, Volnei Knopp. Production and biological quality of vermicompost f or
use in the suppression of  Sclerotium rolfsii Sacc. 2013. 82f. Dissertacao
(Mestrado) — Programa de POs-Graduacdo em Sistemas de Producdo Agricola
Familiar. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The earthworm breeding corresponds to the creation of earthworm for different
purposes like producing arrays and cocoons and worms for the production of
vermicompost. The vermicompost, widely used as a fertilizer in agriculture and family
farming systems ecologically based, also has important role as fitoprotetor. The study
aimed to produce vermicompost of Eisenia andrei Bouché from cattle manure (CM)
and combinations of this with peanut husk (PH), as structural materials, and spent
coffee grounds (SCG), nutritional qualities of the source, and its evaluation in liquid
and aerated form in suppressiveness Sclerotium rolfsii Sacc. The work was divided
into two stages. At first, vermicompost produced up to four treatments and six
replications: H1 — CM 100%); H2 — CM 75% + PH 25%; H3 — CM 75% + SCG 25%;
H4 — CM 50% + SCG 25% + PH 25%. We evaluated the biomass of earthworms,
cocoon production, yield and vermicompost microbiological and chemical variables.
Treatments H3 and H4 had higher biomass and cocoon production. When assessed
the density of bacterial colonies and fungal treatments H2 and H4 registered the
highest rates. In the second step, vermicompost tea aerated were prepared from
different combinations of vermicompost, in order to test their antagonistic effect
against S. rolfsii. The vermicompost were packed in sachets and immersed in water
and aerated for a period of 24 hours. Were quantified bacterial and fungal colonies
present in vermicompost tea (VT), in selective culture media. Representative
samples of VT obtained from each of the four treatments were evaluated on mycelial
growth of S. rolfsii from mycelium and sclerotic under two conditions: unfiltered and
filtered. The VT filtered did not inhibit mycelial growth of S. rolfsii, as opposed to VT
unfiltered. Colonies of microorganisms coming from the unfiltered treatments, once
isolated and purified, were paired with discs of mycelium of S. rolfsii, to evaluate the
effect of antagonistic fungi and bacteria present in vermicompost on the sclerotic.
The F3 isolated, on VT on treatment H2, identified as belonging to the genus
Trichoderma, was the one who showed the greatest inhibition to S. rolfsii, among
other microorganisms matched. The production and use of vermicompost in family
farming should be encouraged, because besides the already established benefits of
fertilization on cropping systems can also aid in the control of plant diseases.

Key words: Vermicomposting. Vermicompost tea. Crop protection.
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Introducé&o geral

Os principais elementos da minhocultura — a minhoca e o himus —, em grande
parte das citagbes sdo lembrados, respectivamente, como produtoras de humus e
meros fertilizantes. Fora da academia e do seio cientifico, muitos desconhecem os
inumeros beneficios que esses dois elementos trazem ao ambiente e ao proprio ser
humano. As minhocas ndo se limitam apenas a transformacdo de residuos
organicos, mas também atendem ao mercado de iscas vivas, servem como fonte de
proteinas para animais e humanos, atuam na descontaminacao de residuos toxicos
através de bioacumulacéo, séo utilizadas como indicadores da qualidade de solos e
em ensaios de ecotoxicologia, além de serem objeto de estudo em diversas areas
da medicina moderna e tradicional oriental por sua capacidade regenerativa e de
imunidade as doencas.

Em seu habitat natural, independente da espécie, desempenham importante
papel ecolégico nos ecossistemas e agroecossistemas, interagindo com outras
espécies em diferentes posi¢cdes na cadeia alimentar, além de sua forte relagdo com
o meio fisico, promovendo transformacdes em diversos estratos e estruturas dos
solos, através da construcdo de sulcos e galerias, faciltando a drenagem, o
transporte de nutrientes e a aeracao desses sistemas.

Quando criada em cativeiro, sua principal finalidade € a produgédo de humus. O
hamus de minhoca, além de adubo orgénico, desempenha importante papel na
recuperacdo de solos degradados, preparo de mudas de plantas (substratos),
biorremediacao (transformacdo de contaminantes quimicos em substancias inertes),
fonte alimentar de peixes e frangos e como fitoprotetor, agindo sobre fitopatégenos
causadores de inUmeras doencgas.

Por ser um composto vivo, 0 himus de minhoca apresenta propriedades fisicas
(material estruturante), quimicas (macro e micronutrientes) e bioldgicas
(biodiversidade em meso e microfauna) que o diferem de quaisquer adubos
sintéticos. E justamente essa gama de qualidades que o tornam alvo de novas
pesquisas.

N&o obstante, apesar das diversas possibilidades que a minhocultura permite,
o foco de estudo ainda permanece muito centrado no paradigma da producéo de
hamus como adubo a ser aplicado em hortas ou vasos de plantas ou flores. Mais

recentemente, sua utilizacao tem sido avaliada como fitoprotetor de diversos cultivos
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contra fitopatébgenos, como afideos, coledpteros, acaros e esclerddios. Os
esclerodios em geral provocam efeitos deletérios em espécies -cultivadas,
especialmente por serem muito resistentes as variagcbes abidticas, como
temperatura e umidade, podendo permanecer no solo por Vvarios anos como
estrutura de resisténcia.

A producdo e o emprego do hiumus de minhoca na perspectiva da fertilizacéo
do agroecossistema vém ao encontro de um dos principios basicos da Agroecologia:
uso de insumos localmente disponiveis destinados a processos de transicdo de um
modelo produtivo convencional para outro de praticas agricolas mais sustentaveis. A
utilizacado de insumos organicos sejam eles produzidos localmente ou adquiridos de
terceiros, aplicados de forma in natura ou previamente estabilizados, € comum em
propriedades agricolas familiares e de base ecoldgica, visando fertilizar solos
cultivados em substituicdo aos adubos sintéticos.

A mudanca de paradigma vem como proposta neste trabalho. O agricultor, que
historicamente vem utilizando humus de minhoca como fertilizante em culturas
agricolas, tem a possibilidade de fazer uso desse composto também no manejo
fitossanitério, a partir da veiculagdo de uma ampla biodiversidade de microrganismos
presentes no humus, com potencial acdo antagonista, substituindo aplicacbes
massivas de fungicidas, geradores de consequéncias muitas vezes irreversiveis ao
sistema edafico.

O estudo teve como objetivo geral avaliar os efeitos supressivos de humus
produzidos a partir de diferentes combinacfes de residuos organicos, em sua forma

liguida aerada, sobre o esclerddio Sclerotium rolfsii Sacc.

Reviséo de literatura
Agricultura familiar

A conceituacdo em torno do termo agricultura familiar € muito vasta, regida por
aspetos politicos, culturais, econémicos, sociais e até mesmo regionais. Em um
sentido mais amplo, Bittencourt e Bianchini (1996) caracterizam o (a) agricultor (a)
familiar como sendo aquele (a) que retira da agricultura sua principal fonte de renda
e cuja forca de trabalho desenvolvida na propriedade seja realizada pelos membros

familiares, sendo permitido o emprego de terceiros apenas em regime temporario,
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para auxilio em atividades agricolas excedentes. Nessa situacdo, a mao de obra
familiar deve ser igual ou superior a 75% do total.

Sunderhus (2008) destaca o conjunto de praticas e técnicas de natureza
econdbmica e socioambientais exercidas pelos agricultores familiares
contextualizados em seus sistemas de producdo, manejo do solo e com as suas
necessidades basicas, para diferencia-los dos agricultores convencionais.

A agricultura familiar no Brasil passou ter amparo legal a partir de 1996, com a
criacdo do Programa Nacional de Fortalecimento da Agricultura Familiar — PRONAF
(BRASIL, 1996), atravées do Decreto Federal sob n°® 1.946, consolidando-se em
2006, atraves da Lei Federal sob n° 11.326, que estabelece as diretrizes da Politica
Nacional da Agricultura Familiar e Empreendimentos Rurais (BRASIL, 2006)".

Em 2009, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE divulgou o
Censo Agropecuario (BRASIL, 2006)?, contemplando a agricultura familiar em
capitulos especificos, além de apresentar essa modalidade de agricultura praticada
nos diferentes estados federativos. O Ministério do Desenvolvimento Agrario — MDA,
através da divulgacdo do Plano Safra da Agricultura Familiar 2012/2013 (BRASIL,
2012), reitera que a agricultura familiar é responsavel pela producdo de 70% dos
alimentos consumidos pelos brasileiros, respondendo ainda por 38% da renda
agropecuaria e ocupando 75% da mé&o de obra no campo. E justamente essa
producdo de alimentos corresponde a dieta basica do brasileiro, como feijao, milho,
aipim, batata, frutas da estacao, couve, alface, tomate etc.

Guilhoto et al. (2007) compilaram informa¢cdes do Instituto Nacional de
Colonizacao e Reforma Agraria — INCRA (BRASIL, 2000) e do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica — IBGE (BRASIL, 1996; BRASIL, 2003), e apontaram a
importancia da agricultura familiar em um contexto agropecuario nacional, auxiliando
0 entendimento quanto a importancia estratégica da agricultura familiar, destacando

que, além de seu fundamental papel social na mitigacdo do éxodo rural e das

! A Lei Federal de n° 11.326 estabelece as diretrizes acerca da Agricultura Familiar no territorio
brasileiro, esta disponivel no sitio eletrdnico http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2004-
2006/2006/1ei/111326.htm.

20 Censo Agropecuario, elaborado em parceria pelo IBGE e Ministério do Desenvolvimento Agrario -
MDA, traz informacdes colhidas durante o ano por recenseadores do IBGE junto aos agricultores e
produtores agropecuarios, em complemento ao Censo Agropecuario 2006. Apesar de receber a
denominacdo Censo Agropecuario 2006, seus resultados, embora preliminares, foram divulgados
somente no ano de 2009. Disponivel no sitio eletrdnico
http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/economia/agropecuaria/censoagro/agri_familiar_2006/familia_
censoagro2006.pdf.
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desigualdades sociais do campo e das cidades, este setor deve ser encarado como
um forte elemento de geracdo de riqgueza, ndo apenas para 0 setor agropecuario,
mas para a propria economia do pais.

A histéria recente do pais ndo tem sido favoravel a essa categoria, quando se
priorizava a exportagdo de grédos visando atender o mercado externo de
commodities, beneficiando os grandes fazendeiros, sendo a produgédo de alimentos
relegada ao segundo plano (NAVARRO, 2010). Todos os incentivos e investimentos
financeiros eram destinados aos grandes produtores. Com a crise social acentuada
nas ultimas décadas, refletindo-se principalmente nos estratos sociais mais
baixos da sociedade brasileira, a modernizacdo da agricultura foi um limitante
ao desenvolvimento na agricultura familiar, sendo considerado fator de
exclusao social.

Mesmo perdendo um pouco de suas tradicbes e valores, a agricultura
familiar mantém sua capacidade tradicional em produzir alimentos saudaveis,
aléem da garantia de manutencdo de empregos, sobretudo para seus membros,
além da preservacao e manutencdo dos recursos naturais (SILVEIRA, 2007).

O crescimento das grandes cidades, favorecido pela economia estabilizada,
tem promovido um inchaco demogréafico e aumento do cinturdo de miséria nas zonas
urbanas, em decorréncia do éxodo rural. Com isso, torna-se necessario a
intervencdo do Estado por intermédio de politicas publicas visando promover o
planejamento relacionado ao desenvolvimento sustentidvel nos territorios
rurais, buscando o fortalecimento e dinamizacdo da sua economia
(FERNANDES; FIUZA, 2006).

Somente em meados da década de 1990 surgiram politicas publicas voltadas a
AF, com o apoio de instituicdes governamentais (Ministérios, Secretarias Estaduais e
até bancos) buscando melhorias quanto a producéo, a infraestrutura e a capacitacéo
do agricultor familiar, como o PRONAF. Em nivel regional, agricultores familiares
contam com o0 apoio da Associacdo Riograndense de Empreendimentos de
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (EMATER) e Embrapa Clima Temperado, em
especial a Estacdo Experimental Cascata, com o foco voltado a essa categoria.

Ainda em nivel regional, os agricultores familiares contam com associacfes
nao governamentais, como Associacdo dos Produtores Agroecologicos da Regido
Sul (ARPASUL), Cooperativa Sul Ecoldgica de Agricultores Familiares Ltda.
(SULECOLOGICA) e Centro de Apoio ao Pequeno Agricultor (CAPA). A grande
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maioria dos agricultores vinculados a estas associagdes cultivam alimentos
ecologicos e organicos, dentro de uma mudanca de paradigma, ndo somente na
perspectiva econémica, mas principalmente em relacdo a melhoria na qualidade de
vida — dos agricultores e do agroecossistema — propostos pela Agroecologia.

Silveira (2007) € categorico e, a0 mesmo tempo, otimista ao perceber o
potencial da agricultura familiar na Agroecologia, através da producdo de alimentos
baseada nos sistemas complexos de policultivo, além da manutencédo em relacéao
aos conhecimentos e valores tradicionais em forma de ajuda mutua, mutirdes,
permuta de sementes e outros costumes que ainda persistem, mesmo

com a modernizagcao na agricultura.

Agroecologia

A Agroecologia traz uma nova abordagem que integra 0s principios
agrondmicos, ecoldgicos, culturais e socioecondmicos a compreensao e avaliacéo
do efeito das tecnologias sobre os sistemas agricolas e a sociedade como um todo.
Nesse contexto, utiliza os agroecossistemas como unidade de estudo, ultrapassando
a visdo unidimensional (ALTIERI, 2004).

Caporal et al. (2006) classificam a Agroecologia como uma ciéncia basilar de
um novo paradigma de desenvolvimento rural, que tem sido construido ao longo das
Ultimas décadas, capaz de apreender e aplicar conhecimentos gerados em
diferentes disciplinas cientificas, reconhecendo e nutrindo saberes, conhecimentos e
experiéncias dos agricultores, povos indigenas, povos da floresta, pescadores,
comunidades quilombolas e tradicionais, bem como dos demais agentes sociais
envolvidos, incorporando e aproveitando o potencial endégeno.

O fato da Agroecologia apresentar dimensdes sociais, ambientais e
econbmicas, faz com que se fortaleca a agricultura familiar na busca de
agroecossistemas sustentaveis (DENARDI, 2001), incentivando com que o0s
agricultores familiares mantenham a fertilidade do solo ao longo do tempo, sendo um
dos propdsitos das agriculturas de base ecoldgica, através do estudo e dos
processos que ocorrem no solo (GLIESSMAN, 2000).

Neste contexto, o solo fértil visa, além da produtividade, a permanéncia da
biodiversidade do agroecossistema. Um ambiente relativamente estavel proporciona
uma boa producdo de alimento. E isso € perceptivel quando uma propriedade
apresenta grande diversidade de plantas — nativas e alimentares — e animais, seja
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estes edéficos ou ndo. Muitos agricultores associam a presenca de alguns
organismos a qualidade do ambiente ou do solo, como por exemplo, a presenca de
minhocas, reconhecendo a importancia destes organismos aos agroecossistemas
com solos férteis e produtivos (ORTIZ et al., 1999; SCHIEDECK et al., 2007).

Minhocas: biologia e ecologia

As minhocas séo consideradas “engenheiras dos ecossistemas” (JOUQUET et
al., 2006; LAVELLE et al., 2006), pela capacidade de transformacdo dos solos
guanto aos aspectos fisicos, quimicos e bioldgicos. Charles Darwin (1881),
observando as minhocas, reconheceu a importancia desses seres na dinamica dos
solos. As minhocas pertencem ao filo Annelida, classe Oligochaeta e ordem
Haplotaxida, destacando-se as superfamilias Glossoscolecoidea, Lumbricoidea e
Megascolecidea (SIMS; GERARD, 1999). Possuem o corpo segmentado em anéis
(metameros), separados por sulcos transversais, boca localizada no primeiro
segmento, recoberta por um pequeno Iébulo (prostémio) e anus localizado no ultimo
segmento (pigidio) com formato de fenda vertical (SOUZA, 2008). Segundo Ruppert
et al. (2005), as minhocas possuem amilases, celulases e quitinases, enzimas
secretadas pelo epitélio intestinal, responsaveis em digerir, respectivamente, amidos
de alimentos vegetais, parede celular das plantas e parede celular dos fungos.

As minhocas correspondem de 40% a 90% da biomassa de macrofauna
edafica na maioria dos ecossistemas tropicais (FRAGOSO et al.,, 1999), sendo
considerados organismos integradores quanto aos processos fisicos, quimicos e
bioldgicos do ecossistema edéafico (SHUSTER et al., 2002). A presenca de minhocas
esta relacionada a boa qualidade dos solos (MEINICKE, 1983), desempenhando
relevante papel na formacdo destes, escavando galerias que predominam nos
horizontes superficiais, de 0 a 30 cm de profundidade, podendo chegar até partes
mais profundas (RIGHI, 1997).

Quanto aos fatores quimicos, Lee (1985) destaca a importancia das minhocas
na ciclagem dos nutrientes, em especial o nitrogénio, a partir da eliminagéo diaria de
copradlitos, correspondente a 60% do peso do corpo da Lumbricus terrestris e 50%
da Pheretima posthuma. As minhocas participam da incorporagdo e decomposicéo
da matéria organica presente no solo e influenciam a fauna microbiana. Os
coprdlitos contém humato de célcio, que junto com o calcio liberado pelas glandulas
calciferas, servem de elemento agregador as particulas do solo (EDWARDS;
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BOHLEN, 1996). O muco das minhocas mistura-se ao solo, ajudando na agregacgao
de particulas enquanto os coprélitos, que contém grandes concentracdes de
nutrientes, ajudam na formacdo do humus e na fertilidade do solo (SHIPITALO;
BAYON, 2004). Conforme Ingham (2006), as minhocas também atuam no controle
de patdgenos e na degradacdo de poluentes, que podem ser inibidos por produtos
de seu metabolismo.

Com relacdo a ecologia, as interacées das minhocas com 0s microrganismos
edaficos sdo extremamente complexas, fazendo com que afetem a biodiversidade, a
biomassa e as suas respectivas distribuicdes no sistema (BROWN; DOUBE, 2004).
A partir da formacdo de galerias, modificam as propriedades fisicas do solo,
possibilitando a aeracdo, a drenagem e o poder de retencdo de agua e de
nutrientes; seus excrementos sdo convertidos ao humus, ricos em nutrientes como
N, P, K e Ca, fertilizando os solos (MOTTER et al., 1990). Esse sistema de galerias
formado pelas minhocas é de extrema importancia para a dinamica do sistema
edafico, auxiliando no transito de organismos por meio dos canais formados.

As minhocas participam ativamente na dindmica edafica, em interagdo com
outros organismos, que contribuem nos processos de decomposi¢cdo da matéria
organica (quimiorganotrofia), ou se utilizam de produtos por elas excretados. A
degradacdo do alimento consumido pelas minhocas estimula o aumento da
populacdo microbiolégica, em razdo dos residuos aumentarem a area de superficie,
facilitando a ag&o destes microrganismos (SEEBER et al., 2008). Knapp et al. (2009)
observaram um incremento expressivo de populacbes microbianas apos a
finalizacdo do processo de humificacdo, comparado com o material antes da
producao.

PiZl e Zovakova (2003) destacam a acdo das minhocas sobre os organismos e
microrganismos com 0s quais se relacionam, seja pela competicdo por alimentos ou
sobre coprolitos excretados. Muitos organismos presentes no solo se aproveitam
dos residuos gerados pelas minhocas, mas também o contrario, quando as
minhocas se alimentam de materiais organicos ja estabilizados quimica e
biologicamente por outros organismos. Bonkowski et al. (2000) destacam a
competicdo existente entre minhocas e alguns organismos edaficos pelos mesmos
recursos alimentares, caracterizados pelas matérias organicas em estagio inicial de

decomposicao.
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Ao se alimentarem de residuos organicos e materiais presentes no solo, as
minhocas acabam por digerir também microrganismos associados a estes,
assimilando assim mais nutrientes (BROWN; DOUBE, 2004). O humus produzido a
partir de matérias organicas resulta da acdo das minhocas, dos organismos
presentes no proprio residuo organico e também pela acdo de microrganismos que
vivem no interior de seus intestinos (PIZL; NOVAKOVA, 2003).

Alguns estudos tém caracterizado as comunidades microbioldgicas presentes
nos intestinos das minhocas, apontando a presenca da bactéria gram-negativa
Aeromonas hydrophila (TOYOTA; KIMURA, 2000) e bactérias gram-positivas
Clostridium subterminale (49%), C. bifermentans (13%), C. butyricum (13%), C.
glycolicum (5%), C. celerecrescens (4%) e C. lituseburense (2%) (SHIN et al., 2004),
observadas na espécie Eisenia fetida.

Apesar do conhecimento tacito dos agricultores sobre as minhocas, sua
utilizacdo na transformacdo de residuos ainda é recente, pouco explorada pelos

agricultores familiares e subutilizada quanto ao seu potencial de uso.

Minhocultura e produgédo de humus

A minhocultura, como a criacéo racional de minhocas para producédo de humus
e iscas vivas surgiu nos Estados Unidos a partir da década de 1930 (EDWARDS,
2010). A minhocultura corresponde a criacdo de minhocas destinadas a diferentes
fins, como producdo de matrizes e casulos para posterior comercializagao, producao
de iscas vivas para pesca artesanal e minhocas destinadas a producdo de hamus.
As espécies mais comumente utilizadas nesse processo séo Eisenia andrei Bouché
(1972), Eisenia fetida Savigny (1826), Eudrilus eugeniae Kingberg (1867), Lumbricus
rubellus Hoffmeister (1843) e Perionyx excavatus Perrier (1872), cada qual com suas
especificidades em relacdo a eficiéncia e caracteristicas em relacdo aos residuos
utiizados (EMMERLING; PAULSCH, 2001; TOGNETTI et al, 2005;
KHWAIRAKPAM; BHARGAVA, 2009).

A espécie Eisenia andrei (Vermelha da Califérnia) € a mais utilizada por suas
caracteristicas diferenciadas, tais como a facilidade em adaptacédo as condicdes de
cativeiro e elevada taxa de multiplicacdo (BROWN; JAMES, 2007), demonstrando
elevada eficiéncia na conversdo de residuos organicos em humus (EDWARDS;
ARANCON, 2004) e aceitacao a variadas fontes de alimentos (ATIYEH et al., 2002).
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O esterco bovino é o principal alimento ofertado as minhocas da espécie E.
andrei. Porém outros residuos podem ser adicionados visando incorporar diferentes
caracteristicas quimicas, promover uma melhor aeracdo do material ou destinar
adequadamente rejeitos industriais, agroindustriais ou urbanos. Esses residuos
podem ser provenientes de diferentes fontes, como da industria téxtil (ROSA et al.,
2007), cascas de coco (GALVAO et al., 2007), destilarias (SUTHAR; SINGH, 2008a),
bagaco de uva (DAUDT, 2004), palha de café (SANTOS et al.,, 2010) e macrofitas
aquaticas, provenientes de estacbes de tratamento de &guas (DA SILVA et al.,
2011).

Ao mesmo tempo em que podem favorecer a atividade das minhocas e
melhorar a qualidade do humus, a utilizacdo de diferentes residuos e até mesmo a
variacdo da origem dos residuos (esterco de animais em sistemas de confinamento
ou pastoreio, qualidade de alimentacdo, manejo do rebanho etc.) sdo fatores que
dificultam a comparacao entre os resultados de pesquisa.

O hdmus de minhoca € obtido a partir do processo de bio-oxidacdo e
estabilizacdo do residuo organico, através da acdo conjunta de minhocas e
microrganismos (AIRA; DOMINGUEZ, 2009), e provém de materiais originarios de
plantas e animais que passaram por processo de decomposicdo, via hidrélise,
oxidacdo, reducdo e sintese de microrganismos (LANDGRAF et al.,, 2005).
Experimentos mostram que o humus estimula a nutricdo mineral das plantas, o
desenvolvimento radicular, os processos metabdlicos, a atividade respiratéria, o
crescimento celular e a formacéo de flores em certas espécies (SOUZA; RESENDE,
2003).

Uma vez finalizado o processo de produgcdo de huamus, surgem
guestionamentos acerca da presenca de organismos patogénicos nesses materiais,
especialmente aqueles provenientes de residuos de animais, como estercos
bovinos, suinos ou equinos (DOMINGUEZ, 2004; EDWARDS; ARANCON, 2004).
Estudos de Monroy et al. (2008) e Monroy et al. (2009) verificaram a reducao de
coliformes totais em 85% e 98%, respectivamente, apdés a producdo de humus
provenientes de estercos suinos. Ja Mainoo et al. (2009) ndo perceberam reducao
significativa de Escherichia coli no composto analisado. Novos estudos sé&o
necessarios para que se consigam resultados convergentes e, para tal, torna-se
imprescindivel que varidveis diversas sejam consideradas, como origem dos

residuos, condi¢des de producdo do humus, a espécie de minhoca, dentre outras.
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A producdo de humus visa atender a demanda por fertilizacdo de baixo custo
em sistemas agricolas, principalmente na agricultura familiar e em agroecosistemas
de base ecologica, podendo também servir como fitoprotetor na supressao de

doencas em plantas.

Supressao de fitopatdogenos a partir do humus de min hoca

Nas ultimas décadas, o humus de minhoca passou a ser avaliado na supressao
de fitopatdgenos, tanto na forma sélida (SZCZECH, 1999; EDWARDS, ARACON,
2004) quanto na forma de cha de humus ou himus liquido. Nakamura (1996), em
experimento com tomateiros, observou a supressao de Plasmodiophora brassicae,
Phytophthora nicotianae e Fusarium lycopersici, em presenca de tratamentos com
himus de minhoca.

Outros tém corroborado a eficiéncia do himus de minhoca na supressao de
fitopatdgenos, tanto na parte aérea quanto no sistema radicular das plantas, como
Pythium ultimum (CHEN; NELSON, 2008), R. solani (RIVERA et al., 2004), Fusarium
sp. (SZCZECH, 1999) e Pythium irregulare (SCHEUERELL et al., 2005). Porém,
mesmo com varios resultados positivos, os resultados obtidos quanto a supressao
de doencas por humus de minhocas sao altamente variaveis, uma vez que
dependem de diferentes fatores, combinados entre si ou ndo, como matéria-prima
(SZCZECH, 1999; SZCZECH; SMOLINSKA, 2001), patossistemas (SZCZECH et al.,
1993;. SCHEUERELL et al., 2005) e temperatura (RIVERA et al., 2004).

Humus liquido também tem sido testado na supresséao de fitopatégenos, como
Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum
(NAKASONE et al., 1999) e controle do damping-off, causado por P. ultimum em
abobrinhas (SCHEUERELL; MAHAFFEE, 2004). Himus liquido é o extrato aquoso
obtido pela mistura de humus sélido e agua, com presenca de microrganismos,
nutrientes solUveis e outras substancias benéficas as plantas (SALTER; EDWARDS,
2010; ARTEGA et al., 2007).

A técnica de producdo do humus liquido permite diferentes niveis tecnoldgicos
e a aeracdo da solucdo de humus é uma das utilizadas (SCHEUERELL;
MAHAFFEE, 2004). A justificativa para a introducdo de ar no processo de producao
€ estimular a proliferacdo e sobrevivéncia de microrganismos aerdbicos presentes
na solugéo, bem como diminuir a populagéo e o desenvolvimento de microrganismos

anaerodbicos capazes de produzir metabdlicos prejudiciais as plantas.
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A disseminacdo de fitopatdgenos em agroecossistemas € um dos maiores
problemas enfrentados pelos agricultores familiares e de base ecologica. Como
medidas paliativas, vém fazendo uso de plantas de cobertura, adubacédo verde e até
a técnica de solarizacdo para conter o avanco desses patdgenos, dentre eles os
esclerédios.

Sclerotium rolfsii Sacc.

Com ampla distribuicdo geografica, a espécie S. rolfsii habita regides de clima
tropical e subtropical, favorecidos pelas condicdes de temperaturas e umidades, ideais
para o crescimento, o desenvolvimento e a sobrevivéncia do patogeno (PUNJA; RAHE,
1992). Michereff et al. (2005) destacam algumas doencgas associadas ao S. rolfsii, as
qguais podem se manifestar de diferentes maneiras a espécie e cultivar, como o
tombamento de plantulas (algoddo), murcha-de-esclerédio (amendoim, feijao,
pimentédo, soja e tomate), podriddo do caule (arroz), podriddo do colo (batata-doce,
mandioca e inhame), podridao branca (beterraba) e podridao de esclerddio.

Uma vez instalados nos agroecossistemas, a supressao dos esclerddios torna-
se tarefa dificil (PEREZ SENDIN et al., 1986), sendo necessarias medidas extremas
de controle, como o uso de agrotoxicos (ZAMBOLIM et al., 2008), ou um manejo
integrado entre métodos fisicos como a solarizagdo (GHINI; BETTIOL, 2005),
métodos culturais, como o revolvimento do solo e incorporacdo de matéria organica
(MICHEREFF et al.,, 2001), e métodos bioldgicos, representados pelo uso de
microrganismos — fungos, bactérias e actinobactérias — antagonicos a determinado
organismo fitopatbgeno (MORANDI; BETTIOL, 2009).

S. rolfsii foi observado pela primeira vez por Peter Henry Rolfs, em 1892, em
cultivos de tomates, na Florida, EUA (AYCOCK, 1966). Por apresentar duas fases
distintas — perfeita (sexuada) e imperfeita (assexuada) — sua descricdo taxonémica
ndo € bem clara. Agrios (2005) classifica o fungo como pertencente ao Filo
Ascomycotes, classe Ascomycetes Filamentosos e grupo Deuteromycetes. Quando
o fungo encontra-se na fase sexuada passa a denominacdo de Athelia rolfsii (Curzi)
Tu & Kimbrough (PUNJA, 1993).

Na formacdo micelial, o S. rolfsii possui hifas septadas, finas, brancas e
ramificadas, observadas entre 24 e 48 horas apoés a infec¢do ou inoculacdo em placas
de Petri; apds, originam estruturas de resisténcia chamadas de esclerdédios ou

esclerdcios, com coloragdes em tons de marrom a preto, com tamanhos de 0,5 a 2
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mm de diametro (PUNJA, 1985; SMITH et al., 1986). Conforme Agrios (2005), o
patégeno dissemina-se pela agua percolada, transporte de solos infestados, residuos
contaminados em ferramentas, transplante de mudas doentes, legumes e frutas
infectadas ou sementes contaminadas pelos esclerodios. S. rolfsii afeta mais de 500
espécies de plantas, entre mono e dicotileddneas, cultivos de interesse econdmico e
até mesmo plantas espontaneas (PUNJA; RAHE, 1992; FERREIRA; BOLEY, 2006).

S. rolfsii produzem enzimas com elevado potencial em alterar processos nas
plantas, seja de natureza fisiologica, metabdlica ou estrutural, através de acdes
enzimaticas, metabdlicas (acidos nucleicos), fotossintese, metabolismo proteico,
crescimento da planta, fluxo de agua, permeabilidade de membranas ou induzindo a
morte de tecidos e células da planta (PASCHOLATI, 1995).

Metodologia geral

O trabalho foi dividido em duas etapas distintas, representadas em capitulos. O
primeiro capitulo, “Parametros biologicos da criagcdo de minhocas e aspectos de
rendimento e qualidade do humus obtido a partir de esterco bovino, casca de
amendoim e borra de café”, resumido na Figura 1, € dedicado a primeira etapa,
detalhando a producdo de humus de minhoca a partir de residuos organicos
encontrados com frequéncia em propriedades de agricultores familiares, como

esterco bovino (EB), borra de café (BC) e cascas de amendoim (CA).

PRODUGAO DE
HUMUS DE MINHOCA

Y

Esterco Casca de Borra de
bovino (EB) amendoim (CA) café (BC)
(EB100) (EB75+ CA 25) (EB75 + BC 25) (EB50 + CA 25 + BC 25)

Parametros Parametros Parametros Parametros
biolégicos produtivos f'5]°95 € microbiolégicos
l l qmmfos l
Biomassa Massa Umidade UFC
Producéao &ri
ceibs Temperatura Bactérias Fungos
pH/CE

Macronutrientes

Figura 1 — Organograma da primeira etapa do trabalho. Embrapa Clima Temperado
— Estacao Experimental Cascata, Pelotas, RS, 2012.
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Para a producdo do humus foram utilizadas minhocas da espécie E. andrei,
obtidas no minhocéario da Estacdo Experimental Cascata. O EB e a BC passaram
por um periodo de estabilizacdo antes de serem ofertados as minhocas. O
experimento foi montado no delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
quatro tratamentos (H1 — EB 100%; H2 — EB 75% + CA 25%; H3 — EB 75% +
BC 25%; H4 — EB 50% + BC 25% + CA 25%) e seis repeti¢cdes. Foram avaliados
parametros como biomassa de minhocas, producdo de casulos, rendimento de
hamus, caracteristicas microbioldgicas dos residuos e dos humus produzidos e
parametros fisicos e quimicos.

Os tratamentos foram avaliados ao longo de 60 dias, sendo utilizados
amostradores de PVC inseridos nas caixas. As minhocas adultas cliteladas
presentes nos amostradores eram separadas, contadas e pesadas para o calculo da
biomassa individual. Os casulos produzidos também foram contabilizados. Apds a
avaliacdo, as minhocas e casulos eram recolocados nos amostradores e estes nas
respectivas caixas.

A cada avaliacdo, as caixas eram pesadas sendo descontados 0s pesos das
caixas e amostradores. O rendimento final de humus produzido foi obtido
comparando-se a massa seca final a massa seca do alimento inicial disponibilizado
as minhocas. Os valores de massa seca foram obtidos a partir do desconto dos
respectivos teores de umidade dos tratamentos. O hdmus produzido foi
acondicionado em sacos plasticos e armazenado sob refrigeragéo a 4°C.

De cada tratamento foram retiradas amostras aos sete dias de instalacdo do
experimento e ao seu final, para avaliar populacdes de bactérias e fungos, por meio
de unidades formadoras de colbnias (UFC). Nessa etapa, utilizou-se delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com quatro tratamentos e seis repeticbes, sendo
cada placa considerada uma unidade experimental.

Amostras dos residuos utilizados, dos tratamentos no inicio do experimento e
ao final do da etapa de producdo de humus foram enviadas para laboratorio
credenciado, para andlises fisico-quimicas. Andlises de condutividade elétrica e pH
foram determinadas na EEC, e as temperaturas dos tratamentos foram avaliadas em

intervalos regulares, com uso de termdémetros introduzidos nos tratamentos.
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O segundo capitulo, “Avaliacdo in vitro do potencial do humus liquido de
minhocas Eisenia andrei Bouché para supressdo de Sclerotium rolfsii Sacc.”,
resumido na Figura 2, descreve a segunda etapa, onde foi avaliado o potencial de
diferentes humus liquidos produzidos quanto a supressdo ao fungo S. rolfsii. As
avaliacdes foram realizadas in vitro, e procuraram caracterizar a acdo da microbiota
do humus sobre o fungo e identificar o mecanismo de acéo envolvido. Estes humus
liquidos foram preparados a partir dos tratamentos produzidos na primeira etapa do

experimento.

SUPRESSAO DE
FITOPATOGENOS

H1 H2 H3 H4
(EB100) (EB75+ CA 25) (EB75+BC 25) (EB50 + CA 25 + BC 25)

Dilui¢&o 20%
Aeracgéo 24 h

Parametros Parametros
quimicos microbiolégicos
UFC viavel
pH/CE l’

Efeito de
supressao

l_l_l

Na&o filtrado Filtrado

|

Isolamento
antagonistas

hl_l

Bactérias Fungos

Figura 2 — Organograma da segunda etapa do trabalho. Embrapa Clima Temperado
— Estacao Experimental Cascata, Pelotas, RS, 2012.

Os humus solidos foram colocados em quatro sachés de 30 cm por 40 cm na
proporcao de 20% do volume total. Os sachés foram mergulhados em recipientes
contendo agua e aerados pelo periodo de 24 horas. Apds esse periodo foi
determinado o pH e a condutividade elétrica dos diferentes tratamentos e amostras
recolhnidas em vidros ambar esterilizados para posterior caracterizacao

microbiolégica e realizacdo dos bioensaios.
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Para este trabalho procedeu-se ao isolamento de S. rolfsii de tomateiros
infectados oriundos de cultivos da EEC, devidamente desinfetados e armazenados
para posteriores avaliacoes.

Amostras dos diferentes hamus liquidos aerados foram centrifugadas e
avaliadas as densidades populacionais bacterianas e fungicas. Para avaliagdo dos
efeitos supressivos dos humus liquidos sobre o S. rolfsii foi utilizado delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com quatro tratamentos mais a testemunha, e com
seis repeticoes.

Os microrganismos oriundos do plaqueamento dos diferentes himus liquidos
foram isolados empregando-se procedimentos distintos para fungos e bactérias.
Para avaliar o antagonismo destes isolados a S. rolfsii em sua forma micelial e
esclerosada utilizou-se a técnica de cultivo pareado em placas de Petri com meio
BDA.

Discos de micélio de S. rolfsii foram dispostos em meio de cultivo BDA, contido
em placas de Petri, em posicédo diametralmente oposta a disco de micélio do isolado
fungico potencialmente antagonista. O mesmo procedimento metodolégico foi
empregado no pareamento de cepas bacterianas, diferindo pela semeadura destas
pelo método de risca em trés estrias paralelas na placa, efetuadas com o auxilio de
alca de platina.

A observacdo do efeito antagbnico no crescimento micelial de S. rolfsii foi
obtido pela medicao da distancia entre as bordas do crescimento micelial do agente
patogénico e do antagonista em potencial, obtidas com o auxilio de régua

milimetrada, em intervalos regulares de 24 horas.



Capitulo 1

Parametros bioldgicos da criacdo de minhocas e aspe  ctos de
rendimento e qualidade do humus obtido a partir de esterco bovino,

casca de amendoim e borra de café

1.1 Introducéo

A minhocultura € uma atividade econfmica voltada a criacdo de minhocas,
podendo ser utilizadas na transformacdo de residuos organicos em humus e
também a producdo e comercializagdo de matrizes, iscas vivas, casulos e farinha de
minhocas. Existem diversas formas para implantar a criacdo de minhocas e iniciar a
producdo de humus, podendo o minhocario ser construido de alvenaria
(SCHIEDECK et al.,, 2006), de bambu, conhecido como minhocéario campeiro
(SCHIEDECK et al., 2007a) ou instalado em tunel baixo (SCHIEDECK et al., 2007b),
utilizando alguns materiais disponiveis nas propriedades rurais. As espécies de
minhocas mais utilizadas em minhocarios comerciais sdo Eisenia andrei Bouché
(1972), Eisenia fetida Savigny (1826), Eudrilus eugeniae Kingberg (1867), Perionyx
excavatus Perrier (1872) e Lumbricus rubellus Hoffmeister (1843).

E. andrei € uma espécie epigéica e alimenta-se basicamente de residuos
organicos. Popularmente conhecida no Brasil como Vermelha da Califérnia, € uma
das espécies exoticas mais empregadas na minhocultura (BROWN; JAMES, 2006),
por alimentar-se de diversificadas fontes de residuos organicos, sendo responsaveis
pela aceleragdo dos processos de transformacao de residuos organicos em humus.

Por equivoco, tanto comercialmente quanto na proépria literatura, confundem a
espécie E. andrei com a espécie E. fetida. Essa confuséo se da pelo fato de ambas
serem similares em sua forma, ciclos de vida e habitos, além de serem as mais
utilizadas na minhocultura (DOMINGUEZ, 2004; DOMINGUEZ et al., 2005;
EDWARDS et al., 2004). Martinez (1998) destaca como principais diferencas entre
as duas espécies a aparéncia tigrada e o0 mau cheiro exalado pela E. fetida. Porém,
as duas espécies ndo devem ser criadas no mesmo ambiente, como recomendam
Dominguez et al. (2005), pois diminui significativamente a viabilidade de casulos
resultantes do intercruzamento (MARTINEZ, 1998). J& a interagdo de E. fetida com
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espécies diferentes de minhocas no mesmo ambiente € recomendada, segundo
Suthar e Singh (2008b), que produziram humus com minhocas das espécies P.
excavatus, Lampito mauritiae e E. fetida e observaram que ocorreu aceleracéo e
estabilizacdo dos residuos, promovendo enriquecimento de nutrientes mineralizados
€ microrganismos.

Para a producdo de humus de minhoca o alimento comumente utilizado € o
esterco bovino, pela ampla aceitacdo por parte das minhocas, podendo também ser
utilizados estercos de outros animais, como de equinos, ovinos, caprinos, equinos e
suinos (MARTINEZ, 1998), embora alguns destes devam passar por um processo
prévio de estabilizacdo. Estes residuos organicos sdo frequentemente encontrados
em propriedades agricolas familiares, podendo ser utilizados para a producao de
himus de minhoca.

Outros materiais também podem ser acrescidos aos estercos, como
recomenda Migdalski (2001), no intuito de promover um incremento estruturante ao
residuo, facilitando a aeracdo ou aporte de fontes de carbono e nitrogénio.
Dominguez et al. (2000) afirmam que o aporte de materiais estruturantes, como
papeldo e serragem, potencializam o crescimento e a reproducdo das minhocas.
Suthar (2006) empregou serragem a um residuo industrial, para elevar a relacdo C/N
do alimento servido as minhocas, obtendo resultados satisfatorios. Demais residuos
foram testados com estercos, como cana-de-acucar (SILVA et al., 2002), lodo de
esgoto (CORREA et al., 2007), papel (GARG et al., 2006; GUPTA; GARG, 2009) e
palha de carnauba (PEREIRA; AZEVEDO, 2005), cujos resultados apresentados
corroboraram os beneficios citados, tanto na qualidade do produto final quanto no
desenvolvimento das minhocas.

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é a quarta oleaginosa mais produzida no
planeta, ficando atrds apenas das culturas da soja, do algoddo e da canola
(FREITAS et al., 2005). Parte da producdo brasileira de amendoim provém da
agricultura familiar, sendo pré-beneficiado na propriedade de cultivo. Suas cascas
sao incorporadas ao solo, devido aos elevados teores de carbono, podendo também
passar por processos prévios de compostagem ou adicionadas a residuos
organicos, visando a producéo de humus de minhoca.

O Brasil € o maior produtor mundial de café. Segundo a Associacdo Brasileira
da Industria de Café (ABIC, 2012), estima-se para a safra de 2012 cerca de 50
milhdes de sacas beneficiadas de café, entre as variedades arabica e robusta; o
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consumo interno anual é de cerca de 20 milhdes de sacas, sendo consumidos per
capita 6,18 kg de café em grdo cru ou 4,94 kg de café torrado, cerca de 83 L para
cada brasileiro por ano.

A cultura de café organico vem crescendo no territorio brasileiro nos ultimos
anos, aumentando as areas plantadas em sistemas agricolas familiares (MACEDO;
BINSZTOK, 2006), sendo uma parte comercializada e outra consumida pelos
préprios agricultores. A borra de café ou pé de café esgotado®, por conter cafeina,
polifendis e taninos, é um residuo téxico quando descartado diretamente ao
ambiente, necessitando ser estabilizado antes do descarte ao ambiente (VEGRO;
CARVALHO, 2006) ou utilizado na producéo de hiumus de minhoca (CASTILHOS et
al., 2008).

A borra de café também apresenta antioxidantes em sua composicao,
substancias estas responsaveis em inibir a oxida¢do de alguns substratos. Segundo
Araujo (2004), os antioxidantes estédo classificados em primarios e sinergéticos. O
primeiro grupo compreende os compostos fendlicos poli-hidroxilados e os fendis com
impedimento estrutural, atuando no bloqueio de radicais livres. Os compostos
sinergéticos atuam por meio de varios mecanismos e tém como principal
caracteristica remover oxigénio do meio em que atua. A ac&do conjunta entre estes
dois grupos de antioxidantes intensifica o controle do processo de oxidacéao.

Castilhos et al. (2007) produziram humus a partir de diferentes fontes animais
e vegetais, concluindo que humus originados de borra de café aumentam os teores
de nitrogénio mineral quando aplicados ao solo. A borra de café acumulada em
propriedades rurais € alternativa ao descarte adequado do residuo, servindo como
aporte de fonte complementar aos estercos, qualificando a produgdo de humus e
servindo como fonte de nutrientes aos solos.

O objetivo desse trabalho foi avaliar diferentes humus produzidos a partir de
residuos organicos tradicionalmente disponiveis em propriedades rurais de
agricultores familiares quanto as respostas biolégicas de minhocas, assim como as
propriedades quimicas e rendimento dos humus e efeitos destes sobre a

comunidade microbiana inicial e final.

® Na literatura cientifica, o emprego do termo “borra de café”, que seria o residuo gerado na indistria,
confunde-se com o termo “p6 de café esgotado”, parte residual do café passado. Neste estudo foi
utilizado o “p6 de café esgotado”, porém adotou-se a nomenclatura “borra de café” como padréo a
outros estudos.
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1.2 Material e métodos

O experimento foi conduzido na Estacdo Experimental Cascata (EEC),
Embrapa Clima Temperado, em Pelotas-RS, entre outubro de 2011 e abril de 2012.
A EEC localiza-se a 31337' S, 052°31' W e a aproxima damente 180 m de altitude.

1.2.1 Minhocas e residuos organicos

Para a producdo do humus foram utilizadas minhocas da espécie E. andrei,
obtidas no minhocario da EEC. Os individuos passaram por um processo de
engorda e ao final foram separados de forma manual. Cerca de 80% da biomassa
total foi constituida de individuos adultos e clitelados, sendo o restante de juvenis.

Os residuos utilizados para a produgdo de humus sélido foram esterco bovino
(EB), borra de café (BC) e cascas de amendoim (CA) (Fig. 1.1). O EB utilizado foi
oriundo do Campus Pelotas Visconde da Graga, Instituto Federal Sul-rio-grandense
(IFSUL), proveniente de gado leiteiro e recolhido no estdbulo onde ocorre o
processo de ordenha. Durante o periodo em que o material foi separado, o rebanho

nao recebeu nenhum tratamento veterinario.

Figura 1.1 — Residuos utilizados no experimento: (A) esterco bovino, (B) borra de
café e (C) cascas de amendoim. Embrapa Clima Temperado — Estacdo Experimental
Cascata, Pelotas, RS, 2012.

O EB passou por um processo de estabilizacdo, ficando disposto ao ar e a
sombra por um periodo de 20 dias (Fig. 1.2-A), em razdo do elevado teor de
umidade. A BC foi proveniente de descarte de um ponto comercial do municipio de

Pelotas e também foi estabilizada a sombra, por um periodo de 40 dias, devido ao
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elevado teor de umidade (Fig. 1.2-B). As CA utilizadas foram obtidas na EEC,

oriundas de descarte ao final do processo de secagem e retiradas dos graos.

Figura 1.2 — Establllzagao dos reS|duos utlllzados no experimento: (A) esterco
bovino e (B) borra de café. Embrapa Clima Temperado — Estacdo Experimental
Cascata, Pelotas, RS, 2012.

1.2.2 Tratamentos e sistema de criacédo

A producdo de humus foi desenvolvida em laboratério (Fig. 1.3-A). O
experimento foi montado no delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
guatro tratamentos e seis repeticbes (Fig. 1.3-B). As unidades experimentais
constaram de caixas plasticas de 20 L (19,5 cm de altura x 28,5 cm de largura x 37
cm de comprimento), com fundo perfurado, preenchidas com o0s respectivos
tratamentos.

Figura 1.3 — (A) Laboratério destinado a producdo de humus e (B) apresentacao do
experimento instalado. Embrapa Clima Temperado — Estacdo Experimental Cascata,
Pelotas, RS, 2012.
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Os tratamentos foram constituidos de EB e combinacdes deste com CA,
como material estruturante, e BC, na qualidade de fonte nutricional, sendo:
H1 — EB 100%; H2 — EB 75% + CA 25%; H3 — EB 75% + BC 25%; H4 — EB
50% + BC 25% + CA 25%. Todas as misturas foram elaboradas na relacdo
volume/volume, com massa meédia de 10,368 kg, 8,101 kg, 11,663 kg e 9,057 kg,
respectivamente para H1, H2, H3 e H4 (Fig. 1.3-B).

Aos tratamentos foram inoculadas minhocas em quantidade proporcional ao
volume de alimento digerivel de cada mistura (EB e BC), desconsiderando o
elemento estruturante (CA). Para tanto foi projetada uma taxa de consumo de um
grama de alimento por um grama de biomassa de minhocas ao dia. A taxa de
consumo foi determinada como um valor médio entre a maior conversdo de alimento
em biomassa de minhocas e a maior conversdo de alimento em hamus, conforme
proposto por Ndegwa et al. (2000). Desta forma, nos tratamentos H1 e H3 foram
adicionados 480 g de minhocas, enquanto que os tratamentos H2 e H4 receberam
360 g de minhocas.

1.2.3 Avaliacdes
1.2.3.1 Biomassa e reproducdo de minhocas

Os tratamentos foram avaliados ao longo de 60 dias pela pesagem e contagem
de minhocas e contagem de casulos presentes em amostradores dispostos dentro
das caixas de criacdo. As minhocas adultas cliteladas presentes nos amostradores
eram separadas, contadas e pesadas para o calculo da biomassa individual. Apés a
avaliacdo, as minhocas e casulos eram recolocados nos amostradores e estes nas
respectivas caixas.

Para efeito de comparacdo de biomassa de minhocas e producédo de casulos
entre os tratamentos, adotou-se o fator de correcéo de 0,75 (360 g/480 g) para os
valores obtidos nos amostradores dos tratamentos H1 e H3, tornando-os
equivalentes.

Foram utilizados dois amostradores de PVC, sendo um menor com volume de
290,44 cm?® (4,3 cm de diametro x 20 cm de altura) e 20 furos de oito milimetros, e
outro maior, com volume de 1.508,59 cm® (9,8 cm de diametro x 20 cm de altura),

com 40 furos de oito milimetros (Fig. 1.4). Ambos tiveram o fundo vedado por um
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plastico resistente, fixados por abracadeiras. Cada tratamento recebeu dois

amostradores, sendo um de cada tamanho.

Figura 1.4 — Amostradores instalados nos tratamentos, confeccionados em tubos de
PVC: 50 mm (menor) e 100 mm (maior). Embrapa Clima Temperado — Estacéo
Experimental Cascata, Pelotas, RS, 2012.

1.2.3.2 Rendimento de humus

A cada avaliacdo as caixas eram pesadas, sendo descontados 0s pesos das
caixas e amostradores. O rendimento final de humus produzido foi obtido
comparando-se a massa seca final e a massa seca do alimento inicial
disponibilizado as minhocas. Os valores de massa seca foram obtidos a partir do
desconto dos respectivos teores de umidade dos tratamentos. JA& o rendimento

relativo foi obtido a partir da equacéo

R = MSf x 100
- MSi

onde RR representa o rendimento relativo, MSf a massa seca final (humus de
minhoca) e MSi a massa seca inicial (residuos).

Os humus produzidos foram acondicionados em sacos plasticos e
armazenados sob refrigeragcdo a 4°C para posteriores analises fisico-quimicas e

avaliacdes microbioldgicas e testes de supresséo ao fungo S rolfsii.
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1.2.3.3 Variaveis microbiolégicas

De cada tratamento foram retiradas amostras aos sete dias de instalacdo do
experimento e ao seu final, para avaliar populacdes de bactérias e fungos por meio
de unidades formadoras de colbénias (UFC). Para a contagem destes
microrganismos suspendeu-se um grama de amostra de humus de cada tratamento,
mantido sob refrigeracéo a 4° C, em 10 mL de agua destilada estéril.

O material foi agitado com bastao de vidro por dois minutos e logo centrifugado
a 1.200 rpm, durante cinco minutos. Apos, 1 mL de cada amostra foi submetida a
diluicdo seriada em 9 mL de &gua estéril, até diluicdes de 10”°. Aliquotas de 100 pL
das diluicdes foram espalhadas, com o auxilio de alca de Drigalski, na superficie de
meio de cultivo BDA acrescido de pentabidtico (penicilina G benzatina, 1.200.000 U;
penicilina G procaina, 600.000 U; penicilina G potassica cristalina, 600.000 U;
sulfato de diidroestreptomicina, 500 mg; sulfato de estreptomicina, 500 mg) a 50
mg.mL™?, e meio de cultivo 523 (KADO; HESKETT, 1970), respectivamente para
a obtencao de col6nias fungicas e bacterianas. As placas de Petri preparadas
com meio BDA foram incubadas por sete dias em camara BOD a 25°C, e placas
contendo meio 523 foram incubadas por trés dias, em camara BOD a 28°C no
escuro.

Apdés a incubacdo, procedeu-se a contagem do numero de colonias para
fungos e bactérias. Os dados foram expressos como o numero de unidades
formadoras de coldnias por grama de amostra (UFC.g™?), conforme a férmula de
Dubey e Maheshwari (2002)

n° colonias x fator de diluicéo
volume de amostra tomado

UFC.g1 =

Nessa etapa, utilizou-se delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
quatro tratamentos e seis repeticdes, sendo cada placa considerada uma unidade

experimental.

1.2.3.4 Variaveis quimicas, umidade e temperatura
Amostras dos residuos utilizados (esterco, borra de café e cascas de
amendoim) e dos tratamentos no inicio do experimento e ao final da etapa de

producdo de humus foram enviadas ao Laboratério de Residuos Organicos da
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Universidade Federal de Pelotas para analises quimicas de macronutrientes e
umidade.

A condutividade elétrica (CE) e o pH das amostras foram determinados na
EEC, utilizando condutivimetro Digimed® DM-32 e peagametro Marconi® MA-552,
conforme metodologias adaptadas de Tedesco et al. (1995). As temperaturas dos
tratamentos foram avaliadas em intervalos regulares, com uso de termémetros

analdgico de alcool introduzido nos tratamentos a 10 cm de profundidade.

1.2.3.5 Andlise estatistica
Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas

pelo teste de Tukey (p<0,05).

1.3 Resultados e discussao

1.3.1 Biomassa e reproducdo de minhocas

No segundo dia apés a instalacdo do experimento percebeu-se elevacao de
temperatura nos tratamentos H3 e H4, atingindo cerca de 35°C e 40°C,
respectivamente. Em H1 e H2 a temperatura nesse momento oscilava entre 22°C e
23°C. Ao ser adicionada BC ao EB e com a posterior pulverizagdo de agua para
aumentar a umidade do alimento, ocorreram reac¢des bioquimicas que elevaram a
temperatura do alimento.

Com a elevagéo das temperaturas nas caixas observou-se fugas de minhocas,
sendo contabilizados 124 individuos até os oito primeiros dias.

Para contornar o problema de aumento de temperatura nas caixas, foi
adicionada agua uma vez ao dia aos tratamentos (500 mL no tratamento H3 e 1.000
mL no tratamento H4), até as temperaturas nestes tratamentos estabilizarem em
30°C. O procedimento se repetiu por mais 21 dias, quando as temperaturas se
estabilizaram em 30°C. Aos 30 dias adicionou-se 500 mL de agua nas repeticdes do
tratamento H2, em razdo do ressecamento da superficie do alimento.

Mesmo com as diferengas de temperatura, a biomassa média individual das
minhocas adultas ndo diferiu entre os tratamentos até os 32 dias de condugéo do
experimento, demonstrando que os tratamentos estavam em uma mesma condicéo

de palatabilidade as minhocas.
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Apéds os 46 dias do inicio dias do experimento, os tratamentos comecaram a
diferir entre si e aos 60 dias, a biomassa das minhocas em H3 foi similar a verificada
em H4, porém superior a dos tratamentos H1 e H2 (Tab. 1.1).

Tabela 1.1 — Biomassa média individual (g) de minhocas adultas E. andrei. Embrapa
Clima Temperado — Estacdo Experimental Cascata, Pelotas, RS, 2012.

Tratamento  Inst. (Q) 7d(g) 18 d (g) 32d(g) 46 d (g) 60d (9)

H1 0,22 a 0,31a 0,27 a 0,22 a 0,18 b 0,14 bc
H2 0,21a 0,28 a 0,25 a 0,22 a 0,18 b 0,13 ¢
H3 0,26 a 0,28 a 0,31a 0,27 a 0,23 ab 0,19 a
H4 0,25 a 0,26 a 0,29 a 0,27 a 0,25 a 0,18 ab
P-valor 0,1281 0,5005 0,1388 0,1223 0,0093 0,0013
Teste F 2,13" 0,815 2,05 2,18"™ 5,03" 6,25
CV (%) 16,14 22,40 17,15 18,62 18,91 17,53

Médias seguidas de letras iguais nas colunas n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); N&o significativo (ns) e
significativo (*) pelo teste F;

H1 (EB 100 %); H2 (EB 75% + CA 25%); H3 (EB 75% + BC 25%); H4 (EB 50% + BC 25% + CA 25%); P-valor (p-valor
associado a ANOVA); Teste F (valor do F calculado); CV (coeficiente de variacao).

Embora a adi¢cdo de residuos estruturantes ao alimento promovam melhorias
quanto a aeracao e locomocao das minhocas, com reflexos em seu crescimento e
reproducdo (Dominguez et al., 2000), ndo se percebeu a contribuicdo da adicao de
CA sobre o aumento de biomassa meédia individual de minhocas adultas, nas
propor¢cdes adotadas no experimento.

Steffen et al. (2010) verificaram que a adicdo de casca de arroz bruta também
ndo melhorou a biomassa final de minhocas quando misturada ao EB em
proporcdes de 25% e 50%. Da mesma forma, a mistura de residuos néo reciclaveis
de papel ao EB em percentuais superiores a 30% provocou reducdo em todos os
parametros biolégicos quando comparado ao EB sem mistura (GUPTA; GARG,
2009).

Segundo Adi e Noor (2008), a BC, quando utilizada na producdo de humus, é
inicialmente decomposta por bactérias e fungos, promovendo sua estabilizacéo.
Mesmo com a adigcdo de BC nos tratamentos H3 e H4, o esterco disponivel foi
suficiente para nutrir as minhocas durante os primeiros 32 dias. Liu e Price (2011)
avaliaram diferentes maneiras de produzir humus de minhoca a partir de BC,
concluindo que a utilizagdo de BC sem adi¢cdo de algum outro residuo rico em
carbono pode provocar altos indices de mortalidade de minhocas por motivos como
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alta condutividade elétrica, baixa oxigenacdo do meio e elevada liberagcdo de aménia
e acidos organicos nos estagios iniciais de decomposicao.

Rodrigues et al. (2012) avaliaram a densidade de minhocas em tratamentos
contendo misturas de solo com BC e solo com EB em diferentes proporcgoes,
concluindo que o tratamento contendo 25% de BC apresentou a maior densidade
populacional. Mesmo utilizando parametro de mensuracéo diferente ao empregado
nesse trabalho, percebe-se que a adicdo de BC promoveu o aumento, tanto de
biomassa quanto da densidade de minhocas.

Huber e Morselli (2011) também utilizaram a densidade populacional como
parametro de medida, testando varias fontes de residuos de origens animal e
vegetal, em separado, dentre elas EB e BC, registrando duas vezes e meia maior
populacdo de minhocas em esterco bovino comparando com BC. A BC devidamente
estabilizada e combinada com outras fontes de residuos organicos, como estercos,
€ excelente alternativa para se produzir hUmus de minhoca, como observadas nos
tratamentos H3 e H4 deste estudo.

O efeito da BC na biomassa total final (absoluta e relativa) das minhocas
adultas também foi sensivel ao final do experimento, onde os tratamentos H3 e H4
foram superiores aos demais tratamentos, havendo diferenca estatistica entre o0s
tratamentos contendo BC em relacdo aqueles sem adicdo de BC (Tab. 1.2). A
restricdo alimentar é um fator relacionado a diminui¢cdo da biomassa de minhocas e
pode vir a provocar a morte ou fuga de individuos (Aquino et al.,1994), o que justifica
a gqueda de biomassa nos tratamentos H1 e H2.

Tabela 1.2 — Biomassas total final absoluta (g) e relativa (%) da populagdo de
minhocas adultas E. andrei. Embrapa Clima Temperado — Estacdo Experimental
Cascata, Pelotas, RS, 2012.

Tratamento . .B!omassa total Biomassa total final Biomassq total final
inicial absoluta (g) absoluta (g) relativa (%)
H1 480 106,10 29,47 b
H2 360 93,05 25,85 b
H3 480 341,68 94,91 a
H4 360 296,25 82,29 a
P-valor - - 0,00
Teste F - - 28,60
CV (%) - - 28,04

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05);
H1 (EB 100 %); H2 (EB 75% + CA 25%); H3 (EB 75% + BC 25%); H4 (EB 50% + BC 25% + CA 25%); P-valor (p-valor
associado a ANOVA); Teste F (valor do F calculado); CV (coeficiente de variagao).
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De acordo com Mussato et al. (2011), a BC contém aclUcares como manose,
galactose e arabinose, além de celulose. Alguns destes acucares estdo prontamente
disponiveis as minhocas, outros ainda necessitam passar por agdes microbiolégicas
(fungos, enzimas, bactérias, actinobactérias) para que possam servir de alimento as
minhocas. Esses compostos podem ter enriquecido o alimento proporcionando as
minhocas melhores condi¢des de desenvolvimento em biomassa.

Maiores valores de producdo de casulos quanto aos numeros totais e médios
foram registrados nos amostradores dos tratamentos H3 e H4 (Tab. 1.3). Quando
comparados os tratamentos com aporte de CA e BC (H2, H3 e H4) ao tratamento
somente com EB, percebe-se um aumento elevado no nimero médio de casulos,
ndo havendo diferenga estatistica entre estes. Esse fato esta relacionado a adicdo
de residuos com potencial estruturante, como CA, e diferentes fontes de residuos
organicos como alimento as minhocas, neste caso a BC.

Tabela 1.3 — Numero total acumulado e nimero médio de casulos* produzidos por
minhocas E. andrei. Embrapa Clima Temperado — Estacdo Experimental Cascata,
Pelotas, RS, 2012.

Tratamento N° total de casulos N° médio de casulos

H1 163 27,13 b
H2 328 54,67 ab
H3 881 146,88 a
H4 703 117,17 a

P-valor - 0,0093

Teste F - 5,03

CV (%) - 38,56

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05);

*Dados transformados para Vx+1;

H1 (EB 100 %); H2 (EB 75% + CA 25%); H3 (EB 75% + BC 25%); H4 (EB 50% + BC 25% + CA 25%); P-valor (p-valor
associado a ANOVA); Teste F (valor do F calculado); CV (coeficiente de variagao).

A adicdo de BC ao esterco foi que mais favoreceu a producdo de casulos,
sendo o tratamento H3 registrando nimero médio de casulos superior ao tratamento
H1, havendo diferenca estatistica entre eles. Minhocas da espécie E. andrei
produzem em meédia um casulo a cada dois dias, eclodindo cerca de dois a trés
filhotes em 23 dias (DOMINGUEZ, 2004).

Huber e Morselli (2011) produziram humus de minhoca a partir de EB e BC,
porém sem misturd-los, alcancando maior producgéo de casulos em EB (195 casulos)
em relagdo a BC (46 casulos). Schiavon et al. (2007) e Steffen et al. (2010) também
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utilizaram material estruturante em adicdo ao EB, obtendo melhor produgcdo de
casulos em tratamentos misturados.

Schiavon et al. (2007) testaram EB misturado a cascas de arroz in natura
(CAIN), com a producao de casulos mais significativa na mistura de EB com 25% de
CAIN (166 casulos), seguido por EB (138 casulos) e EB + CAIN 50% (122 casulos).
Steffen et al. (2010) também utilizaram EB combinados com casca de arroz em
diferentes proporc¢des, registrando maiores indices de casulos para EB + 25% de

casca de arroz.

1.3.2 Rendimento de humus

Todos os tratamentos apresentaram reducdo de massa ao longo do
experimento (Fig. 1.5). O tratamento H4 apresentou elevacdo de massa aos sete
dias em razdo da adicdo de &gua, necesséria para que houvesse reducdo da
temperatura verificada neste residuo contendo BC. Adi e Noor (2008) também
produziram himus a partir da combinacdo de EB com BC, porém realizaram uma
estabilizacdo prévia do material a ser oferecido como alimento as minhocas,

constatando que a BC enriqueceu o himus em seu estagio final.

14000

12000 A —\\\
DB
s

Instal. 7 dias 18 dias 32dias 46 dias 60dias

| —8-Hl —-H2 -—+H3 +H4|

Massa umida média (g)

6000

Figura 1.5 — Massa umida média dos materiais ao longo do experimento. Embrapa

Clima Temperado — Estacdo Experimental Cascata, Pelotas, RS, 2012.
H1 (EB 100 %): H2 (EB 75% + CA 25%); H3 (EB 75% + BC 25%); H4 (EB 50% + BC 25% + CA 25%).

Os tratamentos com CA (H2 e H4) ao final do processo apresentaram massa
seca inferior aos tratamentos sem CA (H1 e H3), mantendo um comportamento
coerente entre a avaliacdo inicial e final (Tab. 1.4). Quanto ao rendimento relativo,

tratamentos contendo BC apresentaram indices inferiores aos tratamentos com
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auséncia deste residuo, porém ndo ocorreu diferenca estatistica entre o0s
tratamentos ao final do processo (Tab. 1.4).

Tabela 1.4 — Massa seca dos residuos (MSR), massa seca do himus de minhoca
(MSHM) e rendimento relativo (RR) do processo. Embrapa Clima Temperado —
Estacdo Experimental Cascata, Pelotas, RS, 2012.

Tratamento MSR (9) MSHM (g) RR (%)
H1 4.143,66 a 3.058,73 a 74,09 a
H2 3.428,56 b 2.562,27 bc 74,87 a
H3 4.407,60 a 2.960,56 ab 67,71 a
H4 3.479,00 b 2.251,46 c 65,00 a
P-valor 0,00 0,0002 0,1348
Teste F 13,00 10,42 2,08
CV (%) 8,56 10,43 10,27

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05);
H1 (EB 100 %); H2 (EB 75% + CA 25%); H3 (EB 75% + BC 25%); H4 (EB 50% + BC 25% + CA 25%); P-valor (p-valor
associado a ANOVA); Teste F (valor do F calculado); CV (coeficiente de variacao).

1.3.3 Unidades formadoras de colénias (UFC)

As maiores contagens bacterianas no inicio do experimento foram observadas
nos tratamentos contendo BC (H4 e H3), havendo diferenca estatistica entre todos
os tratamentos (Tab. 1.5). Adi e Noor (2008) afirmam que a BC adicionada a
estercos é decomposta por bactérias e fungos. Como ocorreu uma grande oferta de
borra comparada ao volume de bactérias presentes, além da falta de competidores
de maior porte pelo alimento, é possivel que este tenha sido um fator para a alta da
populacao bacteriana.

Tabela 1.5 — Densidades populacionais médias de coldnias de bactérias no inicio e
final da produgdo de humus de minhocas E. andrei. Embrapa Clima Temperado —
Estacdo Experimental Cascata, Pelotas, RS, 2012.

Tratamento  Bactéria Inicial (x 10 ’UFC.g™)  Bactéria Final (x 10 * UFC.g™)

H1 1,62dB 252CcA
H2 13,83cA 552aB
H3 30,00 b A 3,70b B
H4 56,00 a A 512aB
P-valor 0,00 0,00
Teste F 385,78 50,91
CV (%) 11,56 11,19

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05);
O valor de CV refere-se apenas aos dados das colunas;

H1 (EB 100 %); H2 (EB 75% + CA 25%); H3 (EB 75% + BC 25%); H4 (EB 50% + BC 25% + CA 25%); P-valor (p-valor
associado a ANOVA); Teste F (valor do F calculado); CV (coeficiente de variagao).
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Comparando os tratamentos H1 com H2 e H3 com H4, percebe-se que aqueles
contendo CA apresentaram indices maiores que os tratamentos sem CA. O aporte
de CA aos tratamentos H2 e H4 promoveu uma estrutura fisica diferenciada,
conforme sugerem Dominguez et al. (2000) e Suthar (2008), possibilitando o
aumento da populacao de bactérias nos residuos.

Ao final do experimento, maiores taxas populacionais de bactérias foram
assinaladas nos tratamentos H2 e H4, ambos com CA, ndo ocorrendo diferenca
estatistica entre estes, porém se diferenciaram dos demais tratamentos (Tab. 1.5).

O tratamento H1 foi o Unico a registrar aumento da densidade populacional
bacteriana, do principio ao final do experimento. Lazcano et al. (2008) também
registraram decréscimo nas taxas populacionais de microrganismos, incluindo
bactérias, fungos, actinobactérias e protozoarios, em humus de minhoca proveniente
de EB. A presenca de minhocas pode reduzir a biomassa microbiana diretamente,
alimentando-se de bactérias e fungos (SCHONHOLZER et al, 1999) ou
indiretamente, acelerando o esgotamento dos recursos disponiveis para O0S
microrganismos (DOMINGUEZ, 2010).

A maior densidade fangica no principio do experimento foi assinalada ao
tratamento H2, havendo diferenca estatistica para os demais (Tab. 1.6). Entre os
tratamentos H1, H3 e H4 ndo houve diferenca estatistica. Quanto a presenca de CA,
0s experimentos H2 e H4 registraram densidades populacionais maiores quando
comparadas aos tratamentos sem CA (H1 e H3).

Tabela 1.6 — Densidades populacionais médias de fungos no inicio e final da
producdo de humus de minhocas E. andrei. Embrapa Clima Temperado — Estacao
Experimental Cascata, Pelotas, RS, 2012.

Tratamento Fungo Inicial (x 10 *UFC.g™")  Fungo Final (x 10 * UFC.g™)

H1 12,17b A 3,70b B
H2 75,00 a A 28,20b B
H3 6,67 b B 26,70 b A
H4 21,50b B 213,30 a A

P-valor 0,00 0,00

Teste F 31,10 209,86

CV (%) 47,80 24,27

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05);
O valor de CV refere-se apenas aos dados das colunas;

H1 (EB 100 %); H2 (EB 75% + CA 25%); H3 (EB 75% + BC 25%); H4 (EB 50% + BC 25% + CA 25%); P-valor (p-valor
associado a ANOVA); Teste F (valor do F calculado); CV (coeficiente de variacao).
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Assim como ocorreu com as bactérias, o material estruturante pode ter
beneficiado o crescimento populacional dos fungos no inicio do processo (Tab. 1.6).
Ainda nos estagios iniciais, tratamentos em presenca de BC apresentaram
populacées fungicas menores, comparadas aos tratamentos sem BC (H1 x H3 e H2
x H4). E provavel que compostos presentes na BC tenham inibido o crescimento dos
fungos e, quando esses compostos foram estabilizados ou decompostos pelas
bactérias, promoveram o crescimento fungico. Percebe-se isso no aumento da
densidade fungica no estagio final da produgdo do humus, com crescimento de H3
em relagdo a H1, e H4 comparado a H2, ou H3 e H4 do estagio final comparado ao
estagio inicial.

A maior densidade de colbnias fungicas no estagio final foi do tratamento H4,
sendo este superior estatisticamente aos demais. Houve diferenca estatistica entre
os tratamentos, do inicio ao fim do processo.

Os resultados encontrados acerca da densidade populacional de bactérias e
fungos seguiram a mesma tendéncia aos resultados de Aira et al. (2006): ao final do
processo a populagédo bacteriana diminui enquanto que a densidade de fungos
aumentou. Dominguez (2010) afirma que estercos constituem grandes densidades
microbianas, sendo as bactérias que constituem a maior fracdo, em razado da
presenca de umidade e materiais de facil decomposicdo. Assim, segundo 0 mesmo
autor, se espera que a atividade de minhocas afete a taxa de crescimento em
propor¢ao maior do que a taxa de crescimento do fungo.

1.3.4 Variaveis quimicas, umidade e temperatura

Os teores de C e N dos alimentos ofertados as minhocas apresentaram
reducdo em relacdo ao humus produzido ao final dos 60 dias (Tab. 1.7). A reducao
dos niveis de C se da pela perda de CO, pela respiracdo e oxidacdo da matéria
organica promovida por microrganismos (LIMA et al., 2009) enquanto a reducédo de
N deve-se ao processo de volatilizagdo da amonia (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002).
Outro fator que leva a reducdo de niveis de carbono em residuos organicos em
processo de producdo de humus deve-se a competicdo pelo recurso entre minhocas
e microrganismos (TIUNOV; SCHEU, 2004). Os teores elevados de carbono
presentes na BC e CA (Tab. 1.7) contribuiram para a elevacdo do carbono nos
tratamentos H2, H3 e H4, comparando com H1l, com apenas EB em sua

composicao.
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Tabela 1.7 — Variaveis quimicas e umidade dos residuos organicos utilizados e dos
tratamentos no inicio (I) e no final (F) do experimento. Embrapa Clima Temperado —
Estacdo Experimental Cascata, Pelotas, RS, 2012.

Tratamento C (%) N (%) C/N Ca (%) CE (mS cm '1) pH Umidade (%)
BC 34,29 4,19 8:1 0,38 0,675 5,60 7,89
CA 30,30 2,09 14:1 0,02 - 7,05 12,78

I 24,03 3,99 6:1 1,73 2,848 7,6 73,08
Al F 16,00 2,20 7:1 1,88 4,560 6,6 65,14
Ho I 27,74 3,71 8:1 1,20 2,961 7,6 69,02
F 17,33 2,11 8:1 1,62 4,893 6,3 62,02
H3 | 37,33 3,37 11:1 0,94 1,493 7,8 77,99
F 19,67 2,22 8:1 1,48 2,970 7,0 64,72
| 41,65 3,00 14:1 0,81 1,184 7,8 58,52
R4 F 22,33 2,55 8:1 1,30 3,057 6,5 66,73

BC (borra de café); CA (casca de amendoim); H1 (EB 100 %); H2 (EB 75% + CA 25%); H3 (EB 75% + BC 25%); H4 (EB 50% +
BC 25% + CA 25%); C (carbono); N (nitrogénio); C/N (relagcdo carbono/nitrogénio); Ca (célcio); CE (condutividade elétrica); pH
(potencial hidrogeniénico).

Quanto a relagdo C/N, do inicio ao final do processo, ndo ocorreu mudangas no
tratamento H2, e no tratamento H1 a diferenca foi minima, mas houve diminuicao
desta relacdo nos tratamentos H3 e H4 (Tab. 1.7). Todos os tratamentos atingiram
relacdo C/N entre sete e oito para um, ao final do processo, préximos aos valores de
Amorim et al. (2005), que variaram de 9 a 10 para um, e de Suszek et al. (2007), que
utilizaram EB combinados com restos vegetais, alcancando relacdes C/N que
variaram entre 7 e 11 para um.

Huber e Morselli (2011), ao empregarem EB em seu experimento, apontaram
1,16% para N, elevando a relagdo C/N para 23:1, enquanto que valores de C se
equivaleram ao deste estudo. Loureiro et al. (2007) utilizaram EB e residuos
domeésticos e observaram reducéo de teores de C ao final do processo.

Os teores de Ca apresentaram elevacéo, do inicio do processo ao produto final
(Tab. 1.7). Os coprolitos, segundo Edwards e Bohlen (1996), contém humato de
calcio, liberado pelas glandulas calciferas.

A condutividade elétrica — CE (Tab. 1.7) apresentou elevacdo em todos os
tratamentos desde a instalacdo do experimento. Os tratamentos com BC (H3 e H4)
apresentaram valores de CE inferiores aos tratamentos H1 e H2, desde o principio
da producdo de humus, em razdo dos baixos valores registrados na BC.

Gonzalez et al. (2004) consideram valores de pH entre 6,5 e 8,4 como ideais

para o desenvolvimento das minhocas, sendo os indices compreendidos entre 6,9 e
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7,9 como faixa 6tima. Os valores de pH dos tratamentos no inicio do experimento
estavam de acordo com as condi¢des ideais as minhocas, variando de 7,6 a 7,8
(Tab. 1.7). Conforme Tortora et al. (2005), grande parte das bactérias tem seu
desenvolvimento 6timo em meio alcalino, tendendo a neutralidade (6,8 a 7,5),
enquanto que fungos atingem seu 6timo em meios com pH que variam do neutro ao
levemente acido, ficando ao redor de 6,0. Rodrigues et al. (2006) enfatizam que na
faixa de pH compreendida entre 5,5 e 8,5 as enzimas estdo em plena atividade,
além do desenvolvimento pleno de microrganismos responsaveis pela degradacdo
dos residuos organicos.

Resgatando os indices de densidades populacionais bacterianas (Tab. 1.5), o
pH em todos os tratamentos foram favoraveis as bactérias no inicio do experimento,
pois encontravam-se levemente alcalinos. No estagio final, apenas o tratamento H3
encontrava-se favoravel (7,0), enquanto os tratamentos H1, H2 e H4 oscilavam para
pH tendendo a acidez.

O pH no principio do experimento, em todos os tratamentos, ndo estava
favoravel ao desenvolvimento dos fungos (Tab. 1.6), estando entre 7,6 a 7,8. Porém
ao final do processo, em todos os tratamentos as condi¢cdes foram favoraveis ao
crescimento fangico, em especial aos tratamentos H3 e H4, que aumentaram
significativamente suas colonias em relacdo ao processo inicial.

Os tratamentos H2 e H4 no inicio do experimento apresentaram teores de
umidade inferiores aos verificados em H1 e H3 (Tab. 1.7), possivelmente em razéo
da adicdo de CA e BC, mesmo com adicdo de cerca de 1.000 mL de agua por
tratamento, na instalacdo do experimento. O teor de umidade no tratamento H4, no
inicio do experimento registrou 58,52%, valor bem abaixo dos sugeridos por
Edwards (1995), que variam entre 80 e 90%, ou por Gonzalez et al. (2004), que tém
como parametros valores de umidade entre 75 e 88% para que as minhocas se
desenvolvam sem riscos de morte ou fuga.

Os tratamentos apresentaram oscilagcfes diferentes de temperaturas no estagio
inicial de producdo de humus, em razdo do aquecimento dos alimentos nos
tratamentos com BC (Fig. 1.6). Com adicdo de agua, os tratamentos contendo BC
estabilizaram abaixo de 32 °C a partir do 14° dia, e se mantiveram préximas aos
demais tratamentos a partir do 43° dia, mantendo-se no mesmo padréo até o final do

processo.
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Figura 1.6 — Temperatura dos tratamentos ao longo do experimento. Embrapa Clima

Temperado — Estacdo Experimental Cascata, Pelotas, RS, 2012.
H1 (EB 100 %): H2 (EB 75% + CA 25%); H3 (EB 75% + BC 25%); H4 (EB 50% + BC 25% + CA 25%).

Edwards (1995) alerta sobre sistemas com valores superiores a 35°C podem
ocasionar em fuga ou morte de minhocas. Gonzéles et al. (2004) apontam
temperaturas na faixa entre 15 e 27°C como 6tima para que as minhocas
apresentem bom a excelente desenvolvimento, e faixas intermediarias entre 7 e

14°C e 28 e 33°C, também favoraveis aos desenvolvimento das minhocas.

1.4 Conclusobes

Nas condi¢cGes em que o experimento foi conduzido, pode-se concluir que:

1. O uso de casca de amendoim na propor¢cdo adotada (25%) nédo afetou as
biomassas individual e total das minhocas;

2. Tratamento contendo cascas de amendoim acrescida ao esterco bovino
apresentaram elevacao em relacéo a producéo de casulos, porém quando acrescida
a borra de café, as cascas de amendoim n&o afetaram a producédo de casulos;

3. A borra de café proporcionou maior biomassa total de minhocas e indica
uma tendéncia de aumento na producéo de casulos;

4. Maiores taxas populacionais de bactérias foram percebidas nos tratamentos
contendo cascas de amendoim, enquanto que maiores indices de coldnias fungicas
foram contabilizados nos tratamentos contendo borra de café e cascas de

amendoim.



Capitulo 2

Avaliacdo in vitro do potencial do humus liquido para supresséao de

Sclerotium rolfsii Sacc.

2.1 Introducéao

O humus de minhoca, por ser considerado um adubo vivo, ndo se restringe
apenas as suas propriedades fisicas, utilizadas no condicionamento de solos ou de
substratos para producdo de mudas, ou quimicas, pelo fornecimento de macro e
micronutrientes as plantas. Os fatores bioticos envolvidos em sua composicao
também merecem destague. Embora o humus seja um importante meio de
disseminacdo de microrganismos (KALE et al.,, 1992), suas caracteristicas
microbioldgicas ainda s@o desconhecidas na plenitude (DOMINGUEZ; EDWARDS,
2010).

Afora a comprovacéo dos efeitos fertilizantes sobre solos, estudos cientificos
vém sendo realizados desde a década de 1980 acerca do potencial supressivo dos
hamus de minhocas sobre doencas ou organismos deletérios em plantas (HOITINK;
FAHY, 1986; WELTZIEN 1989; HOITINK et al., 1991; LITTERICK et al., 2004). Esse
efeito supressivo pode se dar a partir do uso de huimus soélido sobre afideos
(ARANCON et al., 2005; ARANCON et al., 2007), coledpteros (YARDIM et al., 2006)
e nematoides (SWATHI et al., 1998; SAIKIA et al., 2007; MASHEVA et al., 2009),
bem como sob forma liquida sobre afideos, cochonilhas ou acaros (EDWARDS et
al., 2009) e nematoide Meliodoggyne hapla (EDWARDS et al., 2010a).

Outros estudos confirmam o efeito do himus de minhoca obtido a partir de
diferentes fontes de residuos organicos na supressao de fungos fitopatdogenos, tanto
nas estruturas foliares quanto em sistemas radiculares das plantas. Rivera et al.
(2004) produziram humus a partir de esterco bovino e testaram em Rizoctonia
solani, alcancando resultados significativos, o mesmo ocorrendo com Chaoui et al.
(2002), que produziram humus com residuos alimentares e testaram sobre Pythium
ultimum , conseguindo inibir o crescimento do fitopatdgeno.

Stone et al. (2004) citaram alguns mecanismos de supresséao de fitopatdgenos
em plantas pela utilizacdo de humus solido ou liquido, como destruicdo dos
propagulos do patégeno, prevencdo da germinacdo dos propagulos, antibiose,
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hiperparasitismo, competicdo por nutrientes ou competicdo por locais de infeccao.
N&o obstante, é dificil determinar os mecanismos exatos de supressao, uma vez que
o humus de minhoca representa uma comunidade microbiana complexa e néo
apenas uma espécie de organismo (BOULTER et al., 2002).

Essa complexidade pode resultar em respostas distintas conforme a origem do
residuo utilizado (SZCZECH; SMOLINSKA, 2001), o tipo de substrato ao qual o
hamus € adicionado (SZCZECH, 1999), os diferentes patossistemas atuantes
(SZCZECH et al., 1993; SCHEUERELL et al., 2005), além da temperatura na qual se
desenvolve o processo de transformacao dos residuos em humus (RIVERA et al.,
2004).

O humus de minhoca é produzido em um patamar mesofilico, enquanto a
estabilizacdo dos residuos organicos na compostagem conhecida tradicionalmente
ocorre em nivel termofilico (EDWARDS, 2010b). Nesse processo de elevadas
temperaturas ocorre a eliminagcdo de um grande numero de microrganismos,
patogénicos ou ndo. Por sua vez, na producdo de humus pelas minhocas, as
temperaturas moderadas do processo permitem uma maior biodiversidade no
produto final e, consequentemente, a possibilidade de manutencdo de organismos
antagonistas aos fitopatégenos, promovendo acfes supressivas aos mesmos.

Véarios antagonistas eficazes no controle de doencas de plantas tém sido
isolados em humus de minhoca, incluindo Trichoderma hamatum, Flavobacterium
balustinum, Pseudomonas aeruginosa, P. fluorecens, P. putida, P. stutzeri,
Xanthomonas maltophilia, Janthinobacterium lividum, Enterobacter cloacae, E.
agglomerans, Bacillus cereus, B. mycoides, e B. subtilis (HOITINK; FAHY, 1986;
DOWLING et al, 1996; O'SULLIVAN; O'GARA, 1992; SHANAHAN et al, 1992),
sendo que vérios destes podem induzir resisténcia sistémica da planta a doenca
(HAN et al, 2000; KRAUSE et al, 2003).

Nos ultimos anos, o humus liquido vem sendo empregado na agricultura para o
controle e supressdo de fitopatégenos (SCHEUERELL; MAHAFFEE, 2002;
SCHEUERELL; MAHAFFEE, 2004), com resultados em viticultura, horticultura e
viveiros em larga escala, variando as propor¢des, frequéncia e modos de aplicacéo,
de acordo com o sistema de cultivo e intensidade de doencas (SALTER;
EDWARDS, 2010).

O humus liquido pode ser produzido em grande escala em sistemas
mecanizados, por periodos de tempo curtos ou longos, complementados com adi¢ao
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de ar, nutrientes ou compostos biolégicos, com potencial capacidade de aumentar
sua atividade biolégica (SCHEUERELL; MAHAFFEE, 2004; INGHAM; MILLNER,
2005; NAIDU et al., 2010). Contudo, processos simplificados também podem ser
realizados em escala menor, com baixo investimento e grande resultado, por
agricultores familiares que produzam humus de minhocas em suas propriedades.

A introducéo de ar no humus liquido atende a varios propositos, como estimular
a proliferacdo e a sobrevivéncia de microrganismos aerobicos presentes na solucéo,
diminuir o cultivo e o desenvolvimento de microrganismos anaerébicos que possam
produzir metabdlitos desfavordveis ao crescimento de plantas (SALTER;
EDWARDS, 2010), atuando também como método de agitacao e dissolucdo da fase
sélida para a liberacao de nutrientes na solucdo (EDWARDS et al., 2010c).

A utilizacdo de humus, tanto em sua forma sdlida quanto liquida, tem
demonstrado grande potencial em aumentar a atividade microbiolégica do solo pela
adicdo de bactérias, fungos, actinomicetos, protozoarios e os subprodutos de seus
metabolismos, além de acidos hamicos, falvicos e humatos (SALTER; EDWARDS,
2010). Nutrientes solaveis presentes no humus liquido nutrem as plantas
diretamente, bem como potencializam a dinamica populacional de microrganismos
presentes no solo, diferenciando-se do humus em sua forma sélida.

Dentro desse contexto de potencialidades do uso do humus liquido, este
produto pode ser importante instrumento como meio de supressdo ao fungo
Sclerotium rolfsi. Este fitopatdgeno possui ampla distribuicdo geografica, habitando
regides de clima tropical e subtropical, favorecido pelas condi¢cdes de temperatura e
umidade ideais para seu crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia (PUNJA;
RAHE, 1992), afetando mais de 500 espécies de plantas, entre mono e
dicotiledbneas, cultivos de interesse econdmico e até mesmo plantas espontaneas
(PUNJA; RAHE, 1992; FERREIRA; BOLEY, 2006).

A doenca pode se manifestar como podriddo do colo e raizes ou tombamento
de mudas, murcha e posterior morte da planta (MICHEREFF et al., 2005). Uma vez
presente no solo, o fungo tem capacidade de sobrevivéncia em condi¢cbes extremas,
como secas e altas temperaturas, por meio da producdo de esclerddios, suas
estruturas de resisténcia (PUNJA, 1993).

O estudo teve como objetivo avaliar o potencial do humus liquido aerado

produzido a partir de diferentes misturas de residuos orgénicos na supressao a S.
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rolfsii com destaque para a verificacdo do potencial antagbnico de microrganismos

presentes.

2.2 Material e métodos

O experimento foi conduzido na Estacdo Experimental Cascata (EEC),
Embrapa Clima Temperado, em Pelotas-RS, entre agosto e dezembro de 2012. A
EEC localiza-se a 3137' S, 052°31' W e a aproximadam ente 180 m de altitude.

2.2.1 Processo de produc&o do humus liquidos aerado  s*

Foram preparados humus liquidos a partir dos tratamentos produzidos na
primeira etapa do experimento: H1 — EB 100%; H2 — EB 75% + CA 25%; H3 —
EB 75% + BC 25%; H4 — EB 50% + BC 25% + CA 25%°. Seguindo a mesma
l6gica nominal do humus de minhoca na fase sdlida, os tratamentos de humus
liguido foram definidos como HL1, HL2, HL3 e HL4. Para a producdo do humus
liguido foram utilizados recipientes plasticos com capacidade de 30 L e as amostras
diluidas a 20% (v/v), de acordo com a recomendacao de Edwards et al. (2010c), em
agua oriunda da EEC. No intuito de recuperar o material solido ao final do processo,
dispensando coar os materiais liquidos, o humus solido foi colocado em sachés de

30 cm x 40 cm (Fig. 2.1), confeccionados em tecido "voile".

O Ju
Figura 2.1 — Producédo de humus liquido aerado: (A) detalhe da colocacao do bico
aerador no interior de saché com humus solido e (B) aspecto do saché preparado
para imersdo no recipiente com agua. Embrapa Clima Temperado — Estacéo

Experimental Cascata, Pelotas, RS, 2012.

* Hamus liquido aerado e htimus liquido se equivalem neste capitulo.

® EB (esterco bovino); CA (casca de amendoim); BC (borra de café).
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A aeracdo da solucao (Fig. 2.2) foi realizada com um compressor de ar marca
Resun, modelo ACO-003, com capacidade de injetar 65 L de ar por minuto. No
compressor foi adaptado um derivador de ar que distribuiu a vazdo para quatro
mangueiras, uma para cada amostra (Fig. 2.2-B). Na extremidade das mangueiras
foram acoplados registros através dos quais foi uniformizada a vazdo de ar em

aproximadamente 16,3 L por minuto para cada recipiente.
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Figura 2.2 — Producdo de humus liquido aerado: (A) bateria de producéo, (B)
compressor de ar com derivacdo para os recipientes plasticos e (C) detalhe da
imersdo do saché e aeracdo da solucdo. Embrapa Clima Temperado — Estacao
Experimental Cascata, Pelotas, RS, 2012.

A aeracao dos humus liquidos foi realizada de forma ininterrupta por 24 horas,
a sombra e sob temperatura ambiente. Apos esse periodo foi determinado o pH e a
condutividade elétrica dos diferentes tratamentos e amostras recolhidas em vidros
ambar esterilizados para posterior caracterizagdo microbiolégica e realizagcdo dos
bioensaios. Os resultados foram comparados com analises de condutividade elétrica
e pH das amostras. A condutividade elétrica e o pH das amostras foram
determinados utilizando condutivimetro Digimed® DM-32 e peagametro Marconi®

MA-552, conforme metodologias adaptadas de Tedesco et al. (1995).

2.2.2 Origem e manutencao dos isolados de  S. rolfsii

Para este trabalho procedeu-se ao isolamento de S. rolfsii de tomateiros
infectados oriundos de cultivos da EEC. Esclerédios foram submetidos a
desinfeccdo superficial por imersdo em alcool 70% (v/v) durante um minuto, e em
hipoclorito de sodio a 2% (v/v) por trés minutos, com posterior lavagem em agua
destilada esterilizada, apés secados em toalhas de papel. Estes foram coletados e

incorporados a colecdo de Microrganismos de Interesse ao Controle Bioldgico,
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mantida na Biofabrica da EEC, Embrapa Clima Temperado. Ao isolado foi atribuido
codigo de identificacdo referente ao numero de acesso Protocolo 57 na citada

colecdo. A manutencao se deu em refrigerador, sob temperatura de 4°C.

2.2.3 Avaliacédo do efeito supressor de humus liquid o aerado sobre S. rolfsii
2.2.3.1 Quantificacao da microbiota viavel presente nos humus liquidos

Amostras dos diferentes humus liquidos aerados foram centrifugadas a 1.200
rpm, durante cinco minutos. Apds, 1 mL de cada amostra foi submetida a diluicéo
seriada em 9 mL de Agua estéril, até diluicbes de 10°. Aliquotas de 100 pL das
diluicdes foram espalhadas, com o auxilio de alca de Drigalski, na superficie de meio
de cultivo BDA acrescido de 50 mg de pentabiético (penicilina G benzatina,
1.200.000 U; penicilina G procaina, 600.000 U; penicilina G potéssica cristalina,
600.000 U; sulfato de diidroestreptomicina, 500 mg; sulfato de estreptomicina, 500
mg) e meio de cultivo 523 (KADO; HESKETT, 1970), para a obtencéo de col6nias
fungicas e bacterianas, respectivamente. As placas de Petri preparadas com meio
BDA foram incubadas por sete dias em camara BOD a 25°C, e placas contendo
meio 523 foram incubadas por trés dias, em camara BOD a 28°C no escuro.

ApoOs o periodo de incubacao, procedeu-se a contagem do numero de colonias
de fungos e bactérias dos quatro tratamentos. Os dados foram expressos como o
ndmero de unidades formadoras de coldnias por mililitro de amostra (UFC.mL™),
conforme a férmula de Dubey e Maheshwari (2002)

n° col6nias x fator de diluicéo
volume de amostra tomado

UFC.mL1 =

O experimento foi conduzido conforme delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com quatro tratamentos e seis repeticdes, sendo cada placa considerada uma

unidade experimental.

2.2.3.2 Avaliacéo do efeito supressivo dos humus li  quidos sobre o inoculo do
patdgeno

A efetividade dos diferentes tratamentos sobre o crescimento micelial de S.
rolfsii foi avaliada conforme o delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo

quatro tratamentos + testemunha, duas condicbes de estado do humus liquido
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(filtrado e ndo filtrado), duas fontes de inéculo (micélios e esclerddios) e dois meios
seletivos de cultivo (BDA e 523), com seis repeti¢coes.

Para a obtenc¢é&o de inoculos de S. rolfsii, esclerédios mantidos sob refrigeracao
na colecdo da Biofabrica foram submetidos a desinfec¢éo superficial por imersdo em
alcool 70% (v/v), durante um minuto, e em hipoclorito de sédio a 2% (v/v) por trés
minutos, com posterior lavagem em agua destilada esterilizada e secagem em
toalhas de papel. Em placas de Petri contendo meio de cultivo BDA foram dispostos,
ao centro, um esclerddio por placa, e as mesmas incubadas em BOD, a 25T e
fotoperiodo de 12 horas, pelo periodo de sete dias (Fig. 2.3). Para a formacédo de
novos esclerédios, utilizou-se 0 mesmo procedimento, porém o prazo estendeu-se

por 20 dias, até que as estruturas apresentassem aparéncia levemente marrom.

Figura 2.3 — (A) Producao micelial in vitro de S. rolfsii em meio de cultivo BDA apéds
sete dias de incubagcdo a 25T e fotoperiodo diario de 12 horas; (B) producdo de
esclerddios in vitro em meio de cultivo BDA apés 20 dias de incubagédo a 25T e
fotoperiodo diario de 12 horas. Embrapa Clima Temperado — Estacdo Experimental
Cascata, Pelotas, RS, 2012.

Amostras centrifugadas dos tratamentos HL1, HL2, HL3 e HL4 foram
submetidas a filtragem em membrana Millipore de 0,22 um, para tentar isolar o fator
de antagonismo biolégico como modo de a¢do na supressédo do S. rolfsii.

Aliguotas de cada um dos tratamentos foram incorporadas a 500 ppm nos
meios seletivos de cultivo fungico e bacteriano, ambos fundentes. No centro de cada
placa foi implantado o inéculo de S. rolfsii, separando-se em grupos com disco de
micélio e com esclerdodio. Foram utilizadas quatro testemunhas, apenas com agua
utilizada nos tratamentos (filtrada e nao filtrada) e duas fontes de inéculo (micélio e
esclerédio). As placas foram incubadas em BOD, a 25°C, com fotoperiodo diario de
12 horas. A avaliagdo foi efetuada a intervalos regulares de 24 horas, procedendo a
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medicdo do crescimento micelial ortogonal de S. rolfsii, por meio de régua
milimetrada.

As leituras foram iniciadas 24 horas apés a instalacdo do experimento para
crescimento micelial a partir de discos de micélio de S. rolfsii e 48 horas para
crescimento micelial a partir de esclerodios. A avaliacdo foi finalizada,
respectivamente, aos trés e quatro dias, quando os crescimentos miceliais nas
testemunhas atingiram o limite da placa, em razdo dos estagios de crescimento
diferenciado entre os dois indculos. As medi¢Bes foram realizadas com o auxilio de
régua milimetrada, medindo a distancia entre as extremidades do disco de micélio e
do esclerddio e a parte mais externa do crescimento micelial.

Aos dez dias da instalacdo do experimento, esclerédios produzidos sob as
condi¢cdes de humus liquidos filtrados e néo filtrados e a partir dos dois in6culos
foram contabilizados com o objetivo de avaliar os efeitos de fungos e bactérias sobre
a producéo de S. rolfsii.

2.2.4 Microrganismos antagonistas a  S. rolfsii presentes em huimus liquidos
aerados
2.2.4.1 Isolamento de microrganismos

Os microrganismos oriundos do plaqueamento dos diferentes himus liquidos
foram isolados empregando-se procedimentos distintos para fungos e bactérias.

Amostras de cada coldnia bacteriana foram retiradas pelo toque de alga de
platina esterilizada nas col6nias e transferidas de forma individual para placas de
Petri contendo meio de cultivo 523. Procedeu-se semeio na placa de isolamento
pelo método de estrias. As placas foram invertidas e incubadas em BOD, a 28°C no
escuro.

ApoOs dois dias, as colbnias visualmente distintas entre si quanto a forma,
tamanho, cor, brilho, elevacdo, bordos e opacidade e individualizadas foram
submetidas a purificacdo pelo semeio sucessivo em riscas para confirmacdo da
pureza. As coldnias isoladas foram interpretadas como originarias de uma unica
célula bacteriana e, portanto, mais homogéneas quanto a caracteristicas genotipicas
e fenotipicas da populacdo. Aos dois dias de incubacédo, as cepas obtidas foram
submetidas ao processo de pareamento.

Discos de micélio fungico de colbnias visualmente distintas entre si quanto a

forma, esporulacéo e cor, obtidos por meio de um calador estéril (5 mm de diametro)
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foram dispostos em placas de Petri contendo BDA com pentabiotico. As placas
foram mantidas por sete dias em BOD, a 25°C com fotoperiodo diario de 12 horas e,
posteriormente, procedeu-se a repicagem dos fungos para tubos com BDA inclinado

e armazenamento a 4T até o momento de utiliza¢ao.

2.2.4.2 Avaliacado do antagonismo in vitro

Para avaliar o antagonismo dos isolados bacterianos e fungicos a S. rolfsii
utilizou-se a técnica de cultivo pareado em placas de Petri com meio BDA. InGculo
de S. rolfsii foi obtido utilizando o procedimento descrito no item 2.2.3.2.

Quando avaliados os efeitos antagonistas dos isolados fungicos, disco de
micélio de S. rolfsii (5 mm de diametro) foi disposto em meio de cultivo BDA, contido
em placas de Petri de 9 cm de didmetro, em posi¢do diametralmente oposta a disco
de micélio (5 mm de didmetro) do isolado fungico potencialmente antagonista (Fig.
2.4). A colocacao de ambos os discos de micélio se deu a 20 mm da borda periférica
da placa.

Figura 2.4 — Pareamento de isolados flungicos de humus liquido aerado com S.
rolfsii para avaliagdo de antagonismo: (A) gabarito de posicionamento nas placas de
Petri e (B) uso do gabarito na disposicdo dos discos miceliais. Embrapa Clima
Temperado — Estacéo Experimental Cascata, Pelotas, RS, 2012.

Quanto a avaliacdo do antagonismo das cepas bacterianas ao S. rolfsii, em
uma das extremidades da placa de Petri em meio de cultivo BDA efetuou-se
semeadura destas pelo método de risca em trés estrias paralelas na placa, obtidas
de coldnias previamente purificadas (item 2.2.4.1), efetuadas com o auxilio de alca
de platina (Fig. 2.5). Na extremidade oposta diametralmente foi disposto disco de
micélio de S. rolfsii (5 mm de diametro). A colocacdo de ambos os discos de micélio

se deu a 20 mm da borda periférica da placa.
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Figura 2.5 — Pareamento de cepas bacterianas com S. rolfsii para avaliagdo do
antagonismo: (A) gabarito de posicionamento nas placas de Petri e (B) semeio da
cepa com potencial antagbnico (esquerda) a S. rolfsii (direita). Embrapa Clima
Temperado — Estacéo Experimental Cascata, Pelotas, RS, 2012.

As testemunhas foram constituidas pela deposicao de disco com micélio de S.
rolfsii (5 mm de didmetro) com disco de BDA (5 mm de didmetro), representando as
placas com presenca de coldnias fangicas, e estrias sem 0S microrganismos
potencialmente antagbnicos, posicionados a 20 mm da borda periférica da placa,
representando as colbnias bacterianas. Todas as placas foram incubadas em BOD,
a 25°C, com fotoperiodo diario de 12 horas.

A observacdo do efeito antagbnico no crescimento micelial de S. rolfsii foi
obtido pela medicdo da distancia entre as bordas do crescimento micelial do agente
patogénico e do antagonista em potencial, obtidas com o auxilio de régua
milimetrada, em intervalos regulares de 24 horas.

Para avaliacdo do efeito antagonista de coldnias bacterianas e fangicas sobre
S. rolfsii foi considerada a medi¢cdo durante quatro dias (96 h) de incubacao, do
crescimento micelial de S. rolfsii, periodo no qual o crescimento micelial da
testemunha cobriu toda a superficie do meio seletivo na placa. Ao término do
periodo de avaliagdo foram determinados o crescimento micelial e o percentual de
inibicdo de crescimento micelial (I). Este foi calculado utilizando a férmula descrita
por Datta et al. (2004)

(C—T)x100

C

onde | refere-se ao percentual de inibicdo do crescimento micelial do patégeno por

1(%) =

antagonistas, C ao crescimento radial do controle (testemunha) e T ao crescimento
radial do tratamento.
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Os dados acumulados durante as 96 horas de avaliagao dos tratamentos foram
comparados quanto as taxas diarias de crescimento micelial. Os valores obtidos por
meio dessa taxa possibilita obervar o crescimento médio do micélio ao longo de
determinado tempo. A observacdo da taxa de crescimento sugeriu um
comportamento linear e, consequentemente, um modelo de regressao linear para

cada tratamento, que pode ser estimada através da equacgao

Yijk = Bo + B1t+ e

onde Yk equivale ao valor da taxa diaria de crescimento micelial, Bo ao intersepto do
valor da reta que cruza o eixo y, 1 ao coeficiente angular (crescimento em mm para
cada unidade de tempo), t ao periodo de avaliagdo e ey, ao erro associado ao i-
ésimo nivel do fator himus, j-ésimo nivel do fator periodo e k-ésima observacao.
Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com seis
tratamentos para teste em bactérias (testemunha + cinco cepas de bactérias) e 14
para teste em fungos (testemunha + 13 colénias fangicas), todos com seis
repeticdes. Considerou-se cada isolado de fungo ou bactéria como um tratamento.

2.2.5 Andlise estatistica
Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Densidades populacionais microbianas em humus liquido aerado

O tratamento HL4 (Fig. 2.6) foi o que apresentou a maior densidade
populacional de bactérias, diferenciando-se estatisticamente dos demais
tratamentos. Dominguez et al. (2000) enfatizaram sobre a importancia de aporte de
outras fontes de matéria organica ao EB, como serragem e papelédo, no intuito de
estruturar o material e assim promover a aeragdo no residuo. Essa prética vai ao
encontro dos resultados obtidos, nos quais a populacdo de bactérias foi maior nos
tratamentos com a CA quando comparados com equivalentes sem a casca (HL1 x
HL2 e HL3 x HL4).
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Figura 2.6 — Densidades populacionais médias de bactérias em humus liquidos.

Embrapa Clima Temperado — Estacdo Experimental Cascata, Pelotas, RS, 2012.
Médias seguidas de letras iguais sobre as colunas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05);

HL1 (hdmus liquido a partir do hiumus H1 — EB 100%); HL2 (humus liquido a partir do himus H2 — EB 75% + CA 25%); HL3
(hdmus liquido a partir do himus H3 — EB 75% + BC 25%); HL4 (himus liquido a partir do himus H4 — EB 50% + BC 25% +
CA 25%); P-valor (p-valor associado & ANOVA); Teste F (valor do F calculado); CV (coeficiente de varia¢éo).

Os beneficios relacionados a combinacdo de diferentes fontes de residuos
organicos visando o incremento da dindmica populacional microbiana tornam-se
mais evidente quando comparados os tratamentos HL1 (EB) e HL4 (EB + CA + BC).

Tiago et al. (2008) também utilizaram materiais misturados e ndo misturados,
porém entre estercos de diferentes origens (bovinos, equino e ovinos), verificando
maior valor de UFC totais no tratamento em que ocorreu a mistura de todos os
estercos.

Quanto as colbnias de fungos (Fig. 2.7), maiores valores foram observados nos
tratamentos contendo BC, com potencializacdo da resposta na presenca da CA, com
diferenga estatistica entre todos os tratamentos. A BC apresenta elevados teores de
carbono, sendo prontamente disponivel apenas para fungos e bactérias (ADI,
NOOR, 2008). A auséncia de outros competidores pelo recurso carbono nos
estagios iniciais de decomposicdo do alimento contendo BC pode explicar o
favorecimento do crescimento de tais microrganismos, ocasionando diversidade e

abundancia superiores.
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Figura 2.7 — Densidades populacionais médias de fungos em humus liquidos.

Embrapa Clima Temperado — Estacédo Experimental Cascata, Pelotas, RS, 2012.
Médias seguidas de letras iguais nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05);

HL1 (hdmus liquido a partir do himus H1 — EB 100%); HL2 (himus liquido a partir do himus H2 — EB 75% + CA 25%); HL3
(htmus liquido a partir do himus H3 — EB 75% + BC 25%); HL4 (himus liquido a partir do hiumus H4 — EB 50% + BC 25% +
CA 25%); P-valor (p-valor associado & ANOVA); Teste F (valor do F calculado); CV (coeficiente de varia¢&o).

O pH em todos os tratamentos mostrou-se levemente alcalino, tendendo a
neutralidade (Fig. 2.8). Edwards et al. (2010c) arejaram humus liquido por 24 horas
e 0s tratamentos apresentaram valores de pH relativamente alcalinos, oscilando
entre 7,5e 7,8.
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Figura 2.8 — Potencial hidrogeniénico (pH) em hdamus liquidos. Embrapa Clima

Temperado — Estagcéo Experimental Cascata, Pelotas, RS, 2012.

HL1 (hdmus liquido a partir do himus H1 — himus de EB 100%); HL2 (himus liquido a partir do himus H2 — himus de EB
75% + CA 25%); HL3 (humus liquido a partir do hiumus H3 — himus de EB 75% + BC 25%); HL4 (humus liquido a partir do
himus H4 — himus de EB 50% + BC 25% + CA 25%).
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Segundo Tortora et al. (2005), bactérias se desenvolvem melhor meio alcalino,
tendendo a neutralidade (6,8 a 7,5), ao passo que fungos preferem meios que
variem do neutro ao levemente acido (ao redor de 6,0). Isto poderia explicar a maior
densidade populacional de bactérias em relacdo a fungica. Por outro lado, Rodrigues
et al. (2006) constataram que pH entre 5,5 e 8,5 favoreceram microrganismos
degradadores da matéria organica, um indicativo de que os pHs encontrados para
0s humus liquidos aerados avaliados seriam adequados ao desenvolvimento de
ambos 0s microrganismos.

Quanto a condutividade elétrica — CE (Fig. 2.9), os tratamentos contendo BC
(HL3 e HL4) registraram valores inferiores aqueles sem adi¢do da BC (H1 e H2). E
possivel que o baixo valor de CE atribuido a BC antes de ser adicionada aos
estercos (0,675 mS cm™), conforme apontam os resultados obtidos no Capitulo 1,
item 1.3.4, tenha contribuido para a reducéo da variavel CE aos alimentos contendo
esse material.

Percebe-se também uma tendéncia de reducao nos valores da CE de HL1 até
o tratamento HL4. Esse resultado, quando comparado com o0s obtidos para
densidades bacterianas e fungicas (Fig. 2.6 e Fig. 2.7), aponta para uma relacdo
linear inversamente proporcional, e que precisa ser melhor investigada para ser
confirmada.
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Figura 2.9 — Condutividade elétrica em humus liquidos. Embrapa Clima Temperado

— Estacao Experimental Cascata, Pelotas, RS, 2012.

HL1 (hdmus liquido a partir do himus H1 — EB 100%); HL2 (himus liquido a partir do himus H2 — EB 75% + CA 25%); HL3
(htimus liquido a partir do himus H3 — EB 75% + BC 25%); HL4 (himus liquido a partir do hiumus H4 — EB 50% + BC 25% +
CA 25%)).
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2.3.2 Influéncia da microbiota de humus liquido sob  re S. rolfsii

Os tratamentos com hamus liquidos filtrados n&o inibiram a agéo do S. rolfsii e
o crescimento micelial do patégeno atingiu toda a superficie da placa de Petri (9,00
cm de diametro). Uma vez retidos na membrana filtrante, cuja malha tem capacidade
de retencdo tanto de esporos fungicos quanto células bacterianas, os agentes
presentes nos humus liquidos tornaram-se indisponiveis para interferir no
crescimento micelial do patégeno.

Tabela 2.1 — Crescimento micelial de S. rolfsii sob efeito de bactérias e fungos
presentes nos humus liquidos néo filtrados e testemunha, a partir de discos de
micélio (72 h) e esclerodios (96 h). Embrapa Clima Temperado - Estacao
Experimental Cascata, Pelotas, RS, 2012.

Tratamento Micélio (72 h) Esclerddio (96 h)
Bactérias (cm) Fungos (cm) Bactérias (cm) Fungos (cm)

TEST NF 78la 9,00 a 4,86 a 587 a
HL1 NF 4,07 b 3,44 bc 1,03 b 241c
HL2 NF 3,90b 3,26 ¢c 0,77b 3,14 b
HL3 NF 2,67c 3,50b 0,70 b 2,49 c
HL4 NF 2,14 d 3,32 bc 0,75b 0,73d
P-valor 0,00 0,00 0,00 0,00
Teste F 369,79 2.618,49 69,88 176,96
CV (%) 6,86 2,67 32,82 11,75

Médias seguidas de letras iguais nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05);

TEST NF (testemunha); HL1 NF (humus liquido n&o filtrado, a partir do hiumus H1 — EB 100%); HL2 NF (hiumus liquido n&o
filtrado, a partir do himus H2 — EB 75% + CA 25%); HL3 NF (humus liquido n&o filtrado, a partir do himus H3 — EB 75% + BC
25%); HL4 NF (himus liquido néo filtrado, a partir do himus H4 — EB 50% + BC 25% + CA 25%); P-valor (p-valor associado a
ANOVA); Teste F (valor do F calculado); CV (coeficiente de variagdo).

Todos os tratamentos com o0 uso de humus liquido nao filtrado apresentaram
potencial de inibicho do crescimento micelial de S. rolfsii (Tab. 2.1). Este
comportamento, detectado para ambas as origens de in6culos e meios seletivos,
denota a atuacdo de agentes bibticos antagbnicos, fungicos ou bacterianos, na
interferéncia do crescimento micelial de S. rolfsii.

As colbnias de bactérias formadas a partir dos diferentes himus liquidos
inibiram o crescimento do micélio de S. rolfsii do in6culo micelial, quando
comparados com a testemunha, sendo o tratamento HL4 estatisticamente superior
aos demais. Também se percebe uma tendéncia de microrganismos advindos de
tratamentos contendo BC (HL4 e HL3) produzirem interferéncias mais intensas do
gue aqueles presentes em humus produzidos sem esse residuo. Aventa-se a

possibilidade de que a elevada densidade de bactérias nesses tratamentos possa ter



62

atuado por meio de mecanismos de competicdo por espago ou nutrientes com o
fitopatdgeno.

Duffy et al. (2003) afirmaram que a populacéo de bactérias cresce em razao da
disponibilidade de nutrientes no meio; organismos com essas caracteristicas
apresentam taxas de crescimento populacional mais elevadas, sendo capazes de
utilizar uma quantidade maior de nutrientes disponiveis, aumentando suas chances
de sobrevivéncia, levando assim vantagem sobre seus eventuais competidores.
Conforme Romeiro (2007), a competicdo por nutrientes é uma das formas mais
bésicas do antagonismo.

Colbnias fungicas apresentaram comportamento semelhante de inibicdo ao
crescimento micelial (Tab. 2.1), ndo havendo diferenca estatistica entre o0s
tratamentos HL1, HL2 e HL4, porém foram estatisticamente superiores a
testemunha. Dentre a grande biodiversidade de bactérias e fungos presentes em
hamus de minhoca, varios podem suprimir patdgenos (EDWARDS et al. 2010b).
Alguns mecanismos de acdo produzidos por estes microrganismos incluem a
secrecdo de enzimas liticas que atacam as membranas do patdgeno (e.g. protease,
quitinase, B-1,3, glucanase), além da producdo de sideréforos, eficientes quelantes
que limitam a disponibilidade de ferro para o crescimento de patdogenos (MAZZOLA,
2002).

Quanto ao desenvolvimento micelial de S. rolfsii a partir de esclerédios em
meio contendo colbnias bacterianas (Fig. 2.1), todos os tratamentos foram altamente
eficazes na inibicdo do crescimento, sem diferenca estatistica entre si, diferindo-se
apenas da testemunha. Tal resposta sobre os esclerédios foi mais efetiva que a
verificada pelas col6nias bacterianas frente ao inéculo micelial.

Ao considerar esclerodios como fonte de indculo de S. rolfsii, verificou-se que
os humus liquidos avaliados néo interferiram na sua germinacdo, mas sSim no
crescimento micelial avaliado, tanto para fungos quanto para bactérias, como inferior
aquele originario a partir de micélio. Em hipotese, o processo de germinacdo dos
esclerddios consome um tempo extra, possibilitando aos microrganismos maior
chance de crescerem e colonizarem os espacos disponiveis. O elevado crescimento
populacional de células bacterianas no periodo de 48 horas seguramente garantiu a
rapida colonizacdo do meio de cultivo e, conforme verificado (Tab. 2.1), a maior
interferéncia no crescimento do fitopatégeno em relacdo aquela proporcionada pelos
fungos.
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Estudos de Nakasone et al. (1999) verificaram que o uso de humus liquido
também suprimiu crescimentos miceliais de Sclerotinium cinerea, Sclerotinia
sclerotiorum, S. rolfsii, R. solani e Fusarium oxysporum. Respostas semelhantes
foram obtidas por Scheuerell e Mahaffee (2004), que conseguiram controlar P.
ultimum, e por Edwards et al. (2010b) com S. rolfsii, ambos no cultivo de pepino.

A supresséao de fitopatégenos foi verificada por Scheuerell et al. (2005), porém
em sua forma solida, que produziram humus a partir de estercos combinados com
diferentes fontes de residuos organicos, como restos de alimentos, papéis, palha e
cascas de ovos, supressivos contra Pythium irregulare, P. ultimum e Rhizoctonia
solani. Igualmente, Sahni et al. (2008), conseguiram suprimir os efeitos de S. rolfsii
pela combinacdo de humus produzido com restos vegetais e serrapilheira.

ApoOs a ultima avaliacdo de crescimento micelial de S. rolfsii a partir de in6culo
micelial (72 h) e esclerédio (96 h), as placas retornaram as camaras BOD. Aos 10
dias da instalacdo, observou-se producédo de esclerddios em todos os tratamentos
contendo humus liquido filtrado (Tab. 2.2). Esse estimulo de producédo esta
associado a auséncia dos agentes fungicos e bacterianos, retidos no processo de
filtragem. Essa auséncia de microrganismos demonstra que os efeitos de supressao
do humus de minhoca ao S. rolfsii estejam relacionados a biota oriunda do humus.

Tabela 2.2 — Produgdo média de esclerddios apds 10 dias, em meios seletivos as
bactérias (523) e aos fungos (BDA), presentes nos humus liquidos filtrados, a partir
dos in6culos micélio e esclerddio de S. rolfsii. Embrapa Clima Temperado — Estacéo
Experimental Cascata, Pelotas, RS, 2012.

Tratamento Micélio Esclerodio
523 BDA 523 BDA
TEST F 187,5a 90,0 a 66,5d 54,3d
HL1 F 161,7b 86,8 a 111.3c 1445 ¢c
HL2 F 155,2 b 81,8a 142,8 b 160,3 b
HL3 F 183,1a 155b 131,2 bc 148,2 bc
HL4 F 114,0c 13,67 b 177,2 a 180,1a
P-valor 0,00 0,00 0,00 0,00
Teste F 76,88 249,63 29,96 169,52
CV (%) 5,10 10,60 14,54 6,64

Médias seguidas de letras iguais nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05);

TEST F (testemunha); HL1 F (himus liquido néo filtrado, a partir do himus H1 — EB 100%); HL2 F (himus liquido néo filtrado,
a partir do himus H2 — EB 75% + CA 25%); HL3 F (humus liquido n&o filtrado, a partir do himus H3 — EB 75% + BC 25%);
HL4 F (hdmus liquido néo filtrado, a partir do himus H4 — EB 50% + BC 25% + CA 25%); P-valor (p-valor associado a
ANOVA); Teste F (valor do F calculado); CV (coeficiente de variacao).
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Diferentemente ao resultado encontrado quanto ao crescimento micelial de S.
rolfsii, quando todos os tratamentos foram tomados pelo micélio do patdgeno em sua
totalidade, obedecendo assim um mesmo padréo, a producdo de esclerédios nao
apresentou padrao de crescimento, dificultando a compreenséo de qual tratamento,
mesmo com auséncia de microrganismos, pudesse ter tido algum efeito ou estimulo
sobre a producao de esclerédios.

Em relacdo a producédo de esclerodios em meios seletivos contendo humus
liguidos néo filtrados (Tab. 2.3), independente da fonte de inoculo, verificou-se
auséncia de esclerddios do patégeno em presenca de células bacterianas. A maior
interferéncia das bactérias no crescimento micelial do patégeno pode ter contribuido
para esse desempenho negativo na producao de esclerddios. A producao deste tipo
de in6culo do patégeno se da a custa do enovelamento de hifas, o que se refletiu na
auséncia (em presenca de bactérias) ou menor niumero (em presenca de fungos)
produzido nos tratamentos com presenca de microrganismos, devido ao menor
crescimento micelial. Em presenca de fungos, ocorreu formacéao de esclerddios em
alguns dos tratamentos sob diferentes condicdes de indculos, porém nos
tratamentos HL4 (micélio) e HL3 e HL4 (esclerédio) ndo houve producdo de
esclerodios, diferindo-se dos demais tratamentos.

Tabela 2.3 — Producdo média de esclerddios* S. rolfsii apos 10 dias, a partir dos
in6culos micélio e esclerddio, em presenca de colbnias de bactérias e fungos,
oriundas de huamus liquidos néo filtrados. Embrapa Clima Temperado — Estacdo
Experimental Cascata, Pelotas, RS, 2012.

Tratamento Micélio Esclerodio
Bactérias Fungos Bactérias Fungos
TEST NF 61,0 a 50,7 a 40,5 a 37,67 a
HL1 NF 0,0b 39,8b 0,0b 14,7 c
HL2 NF 0,0b 53,8 a 0,0b 24,3 b
HL3 NF 0,0b 17,7c 0,0b 0,0d
HL4 NF 0,0b 0,0d 0,0b 0,0d
P-valor 0,00 0,00 0,00 0,00
Teste F 2.093,24 294,13 1.396,53 313,39
CV (%) 6,93 7,26 7,63 9,52

Médias seguidas de letras iguais nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05);

*Dados transformados para Vx+1;

TEST NF (testemunha); HL1 NF (humus liquido n&o filtrado, a partir do himus H1 — EB 100%); HL2 NF (hiumus liquido n&o
filtrado, a partir do himus H2 — EB 75% + CA 25%); HL3 NF (humus liquido n&o filtrado, a partir do himus H3 — EB 75% + BC
25%); HL4 NF (himus liquido néo filtrado, a partir do himus H4 — EB 50% + BC 25% + CA 25%); P-valor (p-valor associado a
ANOVA); Teste F (valor do F calculado); CV (coeficiente de variagdo).
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Ha de se considerar que a auséncia ou diminuicdo da producéo de esclerédios
tem grande importancia no manejo do patdgeno, por se tratar de estruturas de
resisténcia, que desempenham papel relevante na sobrevivéncia do patdgeno a
campo, especialmente em condi¢bes desfavoraveis ou de estresse, como longos
periodos de estiagem, ocasionando em solos com déficit hidrico, altas temperaturas
da atmosfera e posterior elevacdo das temperaturas nos solos, das camadas

superficiais até onde encontram-se instalados os esclerddios, dentre outros fatores.

2.3.3 Avaliacdo in vitro de microbiota especifica isolada de hdamus liquido
sobre o crescimento micelial de  S. rolfsii

Efeitos antagdnicos diferenciados foram observados com 13 isolados fungicos
avaliados (Tab. 2.4), 96 horas apdés cultivo pareado com o patégeno. O isolado
Fungo 3 do tratamento HL2 foi que apresentou o maior potencial de supressao a S.
rolfsii, sendo estatisticamente superior aos demais isolados, inibindo em até 75,33%
o crescimento micelial do patdgeno.

Tabela 2.4 — Crescimento micelial (CM) de S. rolfsii apds 96 horas, percentual de
inibicdo de crescimento apds 96 horas (l) e taxa de crescimento micelial (TCM) de S.
rolfsii em meio contendo isolados de fungos de hiumus liquido. Embrapa Clima
Temperado — Estacdo Experimental Cascata, Pelotas, RS, 2012.

Tratamentos CM - 96 h (cm) [ - 96 h (%) TCM (cm/dia )
TEST 6,00 a - 1,4439 +0,0040 a
Fungo 3 - HL3 6,00 a 0,00 1,4311+0,0185 a
Fungo 3 - HL4 5,68 ab 5,33 1,3406 + 0,0244 ab
Fungo 1 - HL2 5,65 ab 5,83 1,4039 £ 0,0210 ab
Fungo 2 - HL4 5,52 ab 8,00 1,3189 £+ 0,0244 ab
Fungo 2 - HL3 5,45 ab 9,17 1,2983 £ 0,0810 ab
Fungo 1 - HL1 518b 13,67 1,2506 +0,0118 b
Fungo 2 - HL1 517 b 13,83 1,2506 +0,0118 b
Fungo 2 - HL2 4,37 c 27,17 1,0272 +0,0737 b
Fungo 4 - HL4 3,77 cd 37,17 0,9806 + 0,0174 bc
Fungo 1 - HL4 3,68 cd 38,67 0,9443 +0,0339 bc
Fungo 5 - HL4 3,60d 40,00 0,9400 +0,0325 ¢
Fungo 1 - HL3 248e 58,67 0,7922 +0,0462 d
Fungo 3 - HL2 1,48 f 75,33 0,4711 +0,0161 e
P-valor 0,00 - 0,00
Teste F 97,94 - 58,35
CV (%) 7,55 - 25,10

Médias seguidas de letras iguais nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05);

| (inibic&o de crescimento); TCM (Taxa de crescimento micelial);

TEST (testemunha); HL1 (himus liquido a partir do himus H1 — EB 100%); HL2 (himus liquido a partir do himus H2 — EB
75% + CA 25%); HL3 (himus liquido a partir do himus H3 — EB 75% + BC 25%); HL4 (himus liquido a partir do hiumus H4 —
EB 50% + BC 25% + CA 25%); P-valor (p-valor associado a ANOVA); Teste F (valor do F calculado); CV (coeficiente de
variacgao).
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A andlise da morfologia de conidios e conidiéforos, ao microscopio o6tico,
possibilitou sua identificacdo taxon6mica como Trichoderma sp. Este isolado
apresentou a maior taxa diaria de crescimento dentre todos os demais fungos
pareados com S. rolfsii, conforme analise de TCM (Tab. 2.4), que mensura o
crescimento micelial ao longo do periodo de avaliacao.

Apesar dos poucos estudos acerca da presenca de fungos do género
Trichoderma em hamus liquidos, o efeito supressor deste fungo sobre fitopatdégenos
€ bastante conhecido. Sabe-se que Trichoderma sp. restringe o crescimento de
Vvarios microrganismos por meio da competicAo por espaco, dgua e nutrientes
(MELLO, 1996), podendo também agir diretamente sobre fungos fitopatogénicos por
micoparasitismo (LIMA et al., 1998). Da mesma forma, grande maioria de fungos do
género Trichoderma produzem metabdlitos secundarios que inibem o crescimento e
desenvolvimento de fitopatdgenos (GHISALBERTI; ROWLAND, 1993), processo
esse conhecido como antibiose.

Véarios estudos comprovam o efeito antagonico de fungos do género
Trichoderma sobre o patdgeno S. rolfsii. Mishra et al. (2011) testaram a eficiéncia de
isolados de Trichoderma viride em feijao infectado por R. solani, S. rolfsii, Alternaria
alternata e Fusarium solani. Jegathambigai et al. (2010) realizaram testes in vitro de
T. viride e T. harzianum como antagonistas a S. rolfsii. Mesmo sob diferentes
condicbes, todos os isolados de Trichoderma spp. promoveram efeitos antagdnicos
ao fungo S. rolfsii, comprovando sua eficiéncia ao controle de doencas ocasionadas
pelo fitopatdgeno.

Foram observadas cinco diferentes cepas bacterianas nos quatro tratamentos
avaliados, sem atividades antagonicas destas ao S. rolfsii. O crescimento micelial do
patégeno atingiu seis centimetros (6,00 cm) em todas as placas, alcan¢cando a outra

extremidade, igualando-se a testemunha.

2.4 Conclusoes

Nas condicbes em que o experimento foi desenvolvido, pode-se concluir que:

1. A presenca de cascas de amendoim e borra de café elevou as densidades
populacionais de fungos e bactérias;

2. O hamus liquido filtrado foi in6cuo ao fungo S. rolfsii, evidenciando a atuacéo

de componentes bidticos na supressao de humus liquido néo filtrado;
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3. Todos os tratamentos com o uso de humus liquido néo filtrado foram
eficientes na reducgdo do crescimento micelial de S. rolfsii a partir das duas fontes de
in6culo — micélio e esclerddio —, tanto pela exposicdo as colonias de bactérias
guanto de fungos;

4. Diversos dos isolados fungicos obtidos dos tratamentos testados
apresentaram efeito antagdnico sobre S. rolfsii em diferentes niveis, sendo o mais
eficiente quanto a supressdo do crescimento micelial o isolado pertencente ao

género Trichoderma.

Consideracoes finais

O aporte de borra de café ao esterco bovino promoveu aumento na biomassa
de minhocas repercutindo positivamente nas taxas reprodutivas. A adicdo de
diferentes residuos organicos aos estercos, como apontam varios estudos, € uma
alternativa aos agricultores que mantém minhocarios em suas propriedades, porém
com dificuldades em obter estercos de qualidade adequada a ser ofertada como
alimento as minhocas.

A adicdo de materiais estruturantes, como cascas de amendoim utilizadas
neste estudo, promove aumento de populacdes microbianas, em especial as
bacterianas e fungicas, em hdmus de minhoca. Essa elevagdo de taxas
populacionais pode repercutir de maneira positiva em sistemas de cultivo, quando o
hamus for incorporado aos canteiros.

Recomenda-se o preparo e uso de humus liquido em propriedades agricolas
familiares, pela facilidade de preparo bem como os efeitos positivos que promovem
em sistemas de cultivo, ndo apenas visando fertilizar solos, mas também na
possibilidade de suprimir doencas veiculadas por fitopatogenos, como alguns
esclerédios (e.g. Sclerotium rolfsii), responsaveis em promover inumeras doencas.
Um dos agentes com potencial antagdnico aos fitopatdgenos presentes em humus
de minhoca é o Trichoderma sp., mas a presenca deste fungo depende da qualidade
e origem dos estercos, dentre outros fatores.

A presenca de microrganismos presentes nos compostos avaliados foi
determinante para que houvesse efeito de inibicdo do humus liquido sobre o
esclerédio. Os resultados dos ensaios também revelam que os microrganismos tém

efeitos diferenciados em relacdo aos dois estagios do fitopatdogeno, podendo o
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agricultor mitigar o avanco dos esclerddios, buscando estratégias diferenciadas de
manejo ao controle.

O Trichoderma sp., oriundo do esterco bovino, mesmo passando pelo processo
de humificacdo, sob acdo de microrganismos e minhocas, e também pelo processo
de adicdo de &gua e aeracdo pelo periodo de 24 horas, conseguiu se manter e
permanecer em condi¢cdes de provocar efeito antagbnico ao S. Rolfsii. Esse fato
surge como possibilidade a ser explorada pelos agricultores familiares e de base
ecoldgica, que ja tem por habito adicionar humus de minhoca aos solos, visando a
melhoria de fertilidade dos sistemas.

O hamus de minhoca, na qualidade de veiculo propagador de Trichoderma sp.,
tem reais condicbes de se firmar como elemento fitoprotetor, em substituicdo aos
fungicidas disponiveis no mercado. Cabe ressaltar que, além do Trichoderma sp.,
outros microrganismos com potenciais efeitos supressivos aos diferentes
fitopatdgenos que acometem o0s cultivos agricolas podem estar presentes nos
humus de minhoca, dependendo de fatores diversos, entre eles a origem e
caracteristicas dos residuos organicos utilizados. Se estes residuos forem
provenientes de sistemas que ja adotem praticas agroecoldgicas, ja € um facilitador,
por apresentar grande biodiversidade em seus sistemas.

E imprescindivel a realizac&o de novos estudos, buscando justificar as lacunas
relacionadas aos diferentes padrdes acerca da producdo de esclerodios em humus
liquidos filtrados.
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