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AVALIACAO DA QUALIDADE DO SOLO EM AREAS DE CACAU CABRUCA,
MATA E POLICULTIVO NO SUL DA BAHIA

Cinira A. F. Fernandes', Quintino R. Araujo®’, George A. Sodré >°, Luciano S. Souza®,
Eduardo Gross®, Sérgio Oliveira’, Virupax Baligar®

nstituto Federal de Educag@o Ciéncia e Tecnologia Baiano. cinirafarias@ gmail.com; > Centro de Pesquisa do Cacau
(CEPEC/CEPLAC), Ilhéus, Bahia, Brasil; *Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), Ilhéus, Bahia, Brasil;
‘Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas, Bahia, Brasil; SUSDA / ARS Maryland, EUA.

O indice de qualidade do solo (IQS) constitui uma ferramenta para agregacdo e simplificacdo de informacdes
de natureza diversa para “quantificar” a qualidade edéfica. O presente estudo teve como objetivo avaliar os
indices de qualidade do solo, utilizando a metodologia proposta por Karlen e Stott (1994), em sistemas de cacau
cabruca, mata e policultivo, comparando a qualidade do solo com o sistema de uso do solo e correlacionando-a
com os atributos da cobertura arbdrea nas cabrucas, em dois iméveis rurais dos municipios de Ilhéus e Arataca,
na regido sul da Bahia. As amostras de solo foram coletadas nas profundidades de 0-10, 10-30 e 30-50 cm, para
realizacdo de andlises fisicas e quimicas. Os indices de qualidade encontrados mostraram que houve uma varia¢do
decrescente de Cabruca 1 > Cabruca 2 = Policultivo > Mata; que de maneira geral, os solos avaliados apresentam
baixos niveis de fertilidade e cardter distréfico, e que a metodologia aplicada mostrou-se adequada para o estudo
da qualidade do solo como base para decisdes relacionadas as melhorias edaficas.

Palavras-chave: Mata Atlantica, propriedades do solo, indicadores de qualidade, cobertura arbérea.

Evaluation of soil quality in areas of cocoa cabruca, forest and multicropping
in Southern Bahia, Brazil. The soil, in general, seems to be one of the beneficiary components from this
agricultural system. The soil quality index (SQI) is a tool for aggregation and simplification of various kinds of
information for quantifying the edaphological quality. This study aimed to evaluate the indices of soil quality,
using the methodology proposed by Karlen and Stott (1994), in systems of cacao-cabruca, forest and multicropping,
comparing the soil quality with the land use and correlating it with tree attributes in cabrucas, in two rural
properties in the cities of Ilheus and Arataca, southern Bahia, Brazil. Soil samples were collected at 0-10, 10-30
and 30-50 cm, to perform physical and chemical analysis. The soil quality indexes showed a variation descending
of Cabruca 1> Cabruca 2 = Intercropping > Forest; in general, the soils had low levels of fertility and dystrophic
character; and that the methodology proved to be adequate for the study of soil quality as a basis for decisions
related to improvements in the soil.

Key words: Atlantic rain forest, soil properties, indicators of quality, stand of tree cover.

Recebido para publicagdo em 17 de junho de 2012. Aceito em 11 de novembro de 2013. 137
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Introducao

A Mata Atlantica € considerada um dos mais ricos
conjuntos de ecossistemas em termos de diversidade
bioldgica do Planeta. A Mata Atlantica do Sul da Bahia
constitui-se em um dos mais importantes centros de
biodiversidade e endemismo de todo o bioma. A regido
sul da Bahia possui um modelo agrossilvicultural
sustentdvel chamado cacau cabruca que tem permitido
a conservagdo de remanescentes florestais da Mata
Atlantica, conservando individuos arbdreos de elevada
significancia econdmica, social e ecoldgica (Lobao et
al., 1997). Neste sistema, um dos principais produtos
econdmicos da regido, o cacau, pode ser identificado
como uma atividade econdmica de grande potencial
para a manutencdo dos fragmentos e ampliacdo da
conectividade, uma vez que € cultivado em sistema
agroflorestal denominado cabruca.

O cendrio “pds-revolucdo verde” passou a exigir,
em ambito mundial, a busca de pardmetros capazes de
demonstrar se um agroecossistema estd sendo
perturbado ou que nio ¢ sustentdavel do ponto de vista
ambiental e econdmico (Derpsch, 2000). Dessa forma,
a qualidade do solo influencia o potencial de uso, a
produtividade e a sustentabilidade global do
agroecossistema, sendo seu estudo necessdrio para
fornecer informagdes sobre o manejo do solo e
assegurar a tomada de decisdes para uma melhor
utilizacao desse recurso (Sposito e Zabel, 2003).

O conceito de qualidade do solo surgiu no final da
década de 70 e durante os 10 anos seguintes esteve
muito associado ao conceito de fertilidade (Karlen e
Stott, 1994). Entretanto, a percep¢do evoluiu
principalmente nos dltimos 10 anos, e, num entendimento
mais amplo, percebe-se que nio basta apenas o solo
apresentar alta fertilidade quimica, mas, também,
possuir boa caracteristicas fisicas e abrigar uma alta
diversidade de organismos (Sposito e Zabel, 2003).

Segundo Karlen e Stott (1994) a defini¢do mais aceita
atualmente de qualidade do solo € uma avaliacdo sistémica
desse recurso, que permite compreender a capacidade de
um determinado solo desenvolver multiplas fun¢des no
ambiente, mantendo a sustentabilidade do ecossistema.
O processo de avaliacdo necessariamente envolve a sele¢ao
de indicadores, os quais sdo atributos e ou propriedades
pedogenéticas naturais que podem ser utilizados para
avaliar o comportamento de um solo especifico.

Agrotrépica 25(3) 2013

Os indicadores formam um conjunto de dados
minimos que sdo utilizados para avaliar o
comportamento das funcdes principais do solo,
associadas com cada objetivo de utilizagdo. O mesmo
indicador pode ser incluido em diferentes funcgdes e até
mesmo ponderado com valores diferentes, quando
utilizado em mais de uma funcao, dependendo da sua
relacdo ou importancia (Karlen e Stott, 1994).

Alguns autores tém proposto que a partir da
definicdo das funcdes e atributos relacionados a
qualidade do solo, possa-se realizar a avaliacdo global
de um conjunto de indicadores de qualidade (Chaer,
2001; Doran e Parkin,1994). Estes indicadores estdo
relacionados a atributos do solo, sendo que a soma do
efeito dos atributos selecionados, que sdo determinantes
da qualidade do solo naquele ambiente, € expressa em
um indice de qualidade (Burger e Kelting, 1999), onde
a cada atributo € associado um peso, ou pontuacio
(Karlen e Stott, 1994; Glover et al., 2000).

O modelo de avaliacio do indice de qualidade do
solo proposto por Karlen e Stott (1994) ¢ aditivo e
utiliza uma série de funcdes principais do solo, as quais
s@o atribuidos pesos numéricos para cada fungdo na
composi¢do do indice geral de qualidade.

No Brasil, dois trabalhos iniciais, Chaer (2001) e
Souza et al. (2003), aplicaram o método de Karlen e
Stott (1994). Chaer (2001) modificou o IQS para
avaliar o efeito de diferentes manejos na cultura do
eucalipto sobre a qualidade do solo e verificaram
mudancas no solo decorrentes dos sistemas de manejo
e seus efeitos na qualidade do mesmo para produgao
de floresta cultivada, podendo-se afirmar que os indices
mais elevados realmente correspondem aos solos com
melhor qualidade. Souza et al. (2003) avaliaram em
trés diferentes classes de solos, representativas dos
Tabuleiros Costeiros, cultivados com citros e
concluiram que a metodologia utilizada mostrou-se
adequada para avaliar a qualidade do solo e ajudar na
escolha de sistemas de manejo do solo para as culturas.

Uma moderna concepcao de qualidade de solo deve
ser coerente com as particularidades inerentes a cada
ecossistema. Deve considerar, por exemplo, que o
principal problema nos solos tropicais € a degradacao
do solo e a caréncia de nutrientes, enquanto, nos solos
temperados, a contamina¢do quimica costuma ser a
maior preocupagdo. Essa abordagem diferenciada é
essencial para que se encontrem solugdes que
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efetivamente contribuam para o desenvolvimento de
manejos sustentaveis do solo. Além disso, a difusao do
conceito, tanto entre pesquisadores como entre
agricultores, € um fator importante para o
desenvolvimento de aspectos culturais voltados a
agricultura (Zilli et al., 2003).

Até que estes estudos estivessem mais consolidados,
grande parte das avaliagdes analisava as propriedades
do solo de forma segmentada. Incluem-se neste
contexto, os estudos de solo no sul da Bahia onde,
especialmente, o cacau cabruca se desenvolveu e se
revelou como um sistema agricola conservacionista que
pode causar menores impactos ambientais.

No presente trabalho, objetivou-se avaliar os indices
de qualidade do solo, utilizando a metodologia proposta
por Karlen e Stott (1994), em dois sistemas de cacau
cabruca, mata e policultivo, comparando-a com o
sistema de uso do solo e correlacionando com os
atributos da cobertura arbdrea nas cabrucas.

Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido com solos coletados
em duas propriedades agricolas localizadas nos
municipios de Ilhéus e Arataca, na Regido Cacaueira
do estado da Bahia, que estd inserida no corredor central
da Mata Atlantica, um dos principais centros de
endemismo do bioma, cuja formagao vegetal priméaria
dominante era de floresta tropical umida costeira,
classificada por Veloso et al. (1991) como floresta
ombrdfila densa, pertencente a zona neotropical.

O clima na regido, de acordo com a classificagdo
de Koppen, € do tipo Af, floresta tropical quente e imida
sem estacdo seca, com precipitacio superior a 1.300
mm por ano, temperatura média de 23°C e umidade
relativa de 80%.

No Municipio de Ilhéus foi selecionada uma éarea
do Projeto de Assentamento (P. A.) Frei Vantui. O P.
A. tem uma area de 476 ha, situada nas coordenadas
14°48°09" S e 39°07°54 W, a margem da Rodovia BR-
415, a 10 km de Ilhéus, Bahia. O assentamento possui
39 familias, que vém trabalhando no sistema agro-
ecoldgico, desde o inicio do assentamento, em dreas
individuais e coletivas. E cultivado com 200 ha de cacau
em sistema cabruca, em sua maioria, € uma area menor
com sombreamento de eritrina e seringueira, além de

cultivos anuais e pastagens. O solo predominante na
area corresponde ao Argissolo Vermelho-Amarelo
Distréfico tipico (Typic Hapludult), A moderado
epieutrdfico, textura média argilosa, fase floresta
tropical perenif6lia, relevo ondulado e forte ondulado,
conforme classificacdo feita neste estudo (Embrapa,
2006). Nesta propriedade foram escolhidas trés dreas
para estudo do solo, representadas por mata (M),
policultivo (Po) e cabruca (C1), localizadas em uma
mesma faixa de relevo e solo.

As informagdes sobre o histérico de manejo da drea
foram obtidas por meio de entrevistas com o proprietario
da drea no assentamento. A drea de mata estd em um
processo de regeneracdo avancada, estando atualmente
classificada como uma mata secundaria, embora tenha
sofrido acdes antrdpicas, nos ultimos 30 anos, como a
retirada de algumas arvores para utilizacdo da madeira.

A drea de policultivo anual caracteriza-se por estar,
nos ultimos10 anos, sendo cultivada com culturas de
ciclo curto como feijao, mandioca, quiabo, batata-doce,
milho e banana, em alguns locais. O sistema de plantio
¢ de corte e queima e utilizacdo da enxada no manejo
do mato. A dltima queima da drea foi ha 5 anos.

Na area de cacau cabruca foi realizada correg¢io
do solo com aplicagdo de calcario hd dois anos, dois
meses depois aplicacdo de fosfato (Fosbahia) e da
farinha de rocha MB-4 no cacaueiro. O produtor nao
tem controle preciso das formulagdes e quantidades
aplicadas. Dos tratos culturais recomendados pelos
orgaos de extensdao da regido, faz-se apenas uma
rocagem anual e as colheitas.

A segunda area de cacau cabruca(C2) localiza-se
no municipio de Arataca, Bahia, na Fazenda Hiawatha,
situada na coordenada 15°17°38.9" S e 38°28°14.1"
W. A Fazenda possui uma drea cultivada com cacau
em sua grande maioria no sistema cabruca, seringueira
e pastagem com criacdo de bovinos. O solo
predominante na drea € Cambissolo Haplico Distréfico
tipico (Typic dystropept).

As informagdes sobre o histérico de manejo da drea
foram obtidas em entrevistas com o gerente da
propriedade. O manejo utilizado nesta drea tem sido a
limpeza de copa e rogagem duas vezes no ano. A
correcdo e a fertilizacdo do solo na drea ndo sdo
realizadas ha mais de 10 anos.

O delineamento experimental utilizado foi de blocos
ao acaso, dispostos perpendicularmente ao declive do
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terreno, com trés repeticdes, de forma que, em cada
uma das dreas de estudo, foram marcadas trés parcelas
de 50x25 m, para coleta dos solos. Em cada parcela
foram abertas oito micro-trincheiras de forma aleatoria,
com a dimensdo de 50x50x50 cm, e realizadas as
coletas em trés profundidades do solo: 0-10 cm (P1),
10-30 cm (P2) e 30-50 cm (P3).

Na avaliacdo da qualidade de solo foi utilizado o
modelo de indice de qualidade de solo proposto por
Karlen e Stott (1994), com modificacdes e indicadores
escolhidos de acordo com os objetivos da avaliacao,
para refletir mais apropriadamente a quantificacio do
IQS nas dreas da C1 e C2, nas trés profundidades de
P1, P2 e P3.

Para andlises quimicas e fisicas foram utilizadas
amostras deformadas em forma de terra fina seca ao
ar (TFSA), exceto para determinag@o da densidade do
solo, para a qual se utilizou amostra indeformada,
coletada com anel de Kopeck. Em cada parcela foram
abertas oito micro-trincheiras de forma aleatdria, com a
dimensdo de 50x50x50 cm, e realizadas as coletas em
trés profundidades do solo: 0-10 cm (P1), 10-30 cm (P2)
e 30-50 cm (P3). Para as amostras de solo deformado,
cada parcela foi representada pela mistura em campo
destas oito amostras simples, e retirada apenas uma
amostra composta de cada profundidade. Para
determinacao da densidade de solo foram coletadas trés
amostras compostas de seis simples de cada profundidade
por parcela, para obtencdo e adocdo do valor médio.

As andlises quimicas e fisicas foram realizadas no
Laboratério de Solos do Centro de Pesquisas do Cacau
(CEPEC), onde foram analisadas na analise fisica
densidade do solo (Ds), densidade de particulas (Dp),
porosidade total estimada (Pt), areia grossa, areia fina,
argila total, silte e equivalente de umidade (Eq.Um.).

Todas as analises foram realizadas de acordo com
métodos analiticos descritos em EMBRAPA (1997). A
granulometria foi determinada a partir da dispersao de
10 g de TFSA com 50 ml de NaOH 0,1 mol L' e
agitag@o a 10.000 rpm, durante 15 minutos. As fragdes
areia grossa e fina foram separadas em peneiras com
malhas de 0,2 mm e 0,053 mm de abertura,
respectivamente. A fraco argila foi determinada pelo
método da pipeta, e a fragdo silte calculada por
diferenca; densidade do solo (Ds) determinada pelo
método do anel volumétrico; densidade de particulas
(Dp) foi determinada em 20 g de TFSA em baldes de
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50 ml, utilizando-se dlcool etilico como liquido
penetrante. A porosidade total foi estimada pela férmula
(100 (Dp - Ds) / Dp).

As andlises quimicas, os elementos determinados
foram: carbono, nitrogénio, pH em 4gua, hidrogénio
mais aluminio, aluminio, potéssio, cdlcio, magnésio,
fésforo.

Os elementos foram determinados de acordo com
métodos analiticos descritos em EMBRAPA (1997):
pH em &gua; cdlcio e magnésio trocdveis - extracio
com KCI1 I mol L', na propor¢ao 1:20 e determinacao
por espectrofotometria de absor¢@o atdmica; acidez
trocavel - extragcdo com KCI 1 mol L', na propor¢io
1:20 e determinacdo por titulagdo com NaOH 0,025
mol L'; acidez potencial (H + Al) - extra¢do com
acetato de cdlcio 0,5 mol L' tamponado a pH 7,0, na
proporcao 1:15 e determinacdo por titulagdo com
NaOH 0,0606 mol L*'; potassio trocavel - extragdo
com solu¢do de HC1 0,05 mol L' e H,SO, 0,025 mol
L' (Mehlich) e determinagao por fotometria de emissao
de chama; fésforo disponivel - extragdo com solugao
de HC10,05 mol L' e H,SO, 0,025 mol L' (Mehlich™")
e determinagdo por colorimetria, utilizando-se dcido
ascorbico como agente redutor.

O carbono orgénico total (COT) foi determinado
pelo método de Yeomans e Bremner (1988), baseado
em técnicas de oxida¢do com dicromato de potdssio
com aquecimento externo da amostra.

A qualidade do solo foi avaliada considerando
quatro funcdes do solo e atribuidas ponderacdes de
0,25. Os indicadores de cada fungao e o peso especifico
atribuido a eles foram ajustados para o limite critico do
indicador e estdo descritos na Tabela 1, selecionados
em fungdo da sua importancia para o funcionamento e
sustentabilidade edédfica, com base nas condicdes
naturais dos solos de mata, que suportam a vegetacio
nativa e evoluem para um estado de equilibrio do
ambiente.

Os valores determinados para cada indicador sdo
transformados em escores que variam de O a 1, por
meio das func¢des de pontuacio padronizada que foram
definidas ou personalizadas para cada indicador,
conforme apresentado a seguir: (1) mais € melhor,
indicada para padronizar escores para propriedades do
solo em que a qualidade do solo estd associada a maiores
valores das mesmas; (2) menos € melhor, utilizada para
propriedades do solo em que a qualidade do solo estd
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associada a menores valores das mesmas; e (3) valor
6timo, utilizada para propriedades do solo que tem um
efeito positivo crescente na qualidade do solo até um
valor 6timo, a partir do qual sua influéncia é negativa.

A forma das curvas (Figura 1) é gerada da equagdo
de pontuacio e determinada pelos valores criticos que
incluem os valores limites. Os valores da linha-base
sdo as propriedades do solo onde a fun¢do de pontuacio
€ igual a 0,5 e equivale aos pontos médios entre os
valores-limites da propriedade do solo considerada. A
inclinag@o da curva de pontuacdo na linha-base pode
ser determinada usando fungdes otimizadas mediante
planilhas eletronicas (Glover et al., 2000).

Os valores dos parametros usados para a constru¢ao
das fungdes de pontuagado para cada indicador analisado
(Tabela 2), com o tipo de curva, os limites criticos
superiores e inferiores, o valor 6timo e a declividade
das curvas que foram ajustadas para as caracteristicas
do solo de mata tropical, utilizadas como indicadores
na definicao do IQS das profundidades P1, P2 e P3,
considerando para a P1 condi¢des do horizonte A e
para P2 e P3 condi¢des do horizonte B, com base nas
literaturas da Comissao Estadual de Fertilidade do Solo
para recomendacgdo de correcdo e adubagdo para o
estado da Bahia (1980), da Comissao de Fertilizantes
do Solo para o Estado de Minas Gerais para

Tabela 1. Funcgdes principais e indicadores fisicos, quimicos e bioldgicos para avaliar a qualidade do solo

Fungdes Peso (A) Indicador 1° Peso (B1) Indicador 2° Peso (B2)
Densidade do solo 0,2
Receber, armazenar e Matéria organica 0,3
suprir 4gua (RASA) 0,25 Argila 0,3
Equivalente de umidade 0,1
Porosidade Total 0,1
Densidade do solo 0,25
Matéria organica 0,25
Promover crescimento das 0.25 Acidez /Toxidez de Al 0,25 oH 0.33
raizes (PCR) H+Al 033
AP+ 0,33
P 0,4
Nutrientes minerais 0,25 K* 0.1
Ca* 0,4
Mg** 0,1
Matéria organica 0,25
CTC pH 7,0 0,25
Armazenar suprir e ciclar 0.25 ) ) ) P 0,3
. ’ Nutrientes minerais 0,4 K 0.2
nutrientes (ASCN) ’
Ca* 0,3
Mg** 0,2
Saturagdo por AI** 0,1
pH 0,25
Promover atividade Nutrientes minerais P 0.3
S 0,25 0,25 K+ 02
bioldgica (PAB) ; >
Ca** 0,3
Mg** 0,2
Matéria organica 0,5

Agrotrépica 25(3) 2013



142

1.00
074
050
025

Escore padronizado

Mais é Melhor

ooo 4 T

0 1

2 z

Matéria organica (%)

Escore padronizado

1,00
075
0,50
025
0,00

__Menos é Melhor

Fernandes et al.

1,00
075
030
0.5

Escore padronizado

19 20 45

0,00
g0 75

Saturacao Al (%)

Valor Otimo

5

10

15

Figura 1. Tipos de funcdes de padronizacdo de escores utilizadas para cdlculo de indice de qualidade do solo (Karlen e Stott,

1994).

Tabela 2. Parametros das fun¢des de pontuagdo dos indicadores de qualidade do solo da drea de Mata, Cabruca e Policultivo

Limites criticos

Indicador Tipo de curva Valores Horizontes Valores Inclinagao da
iniciais Inferior Superior otimos tangente da curva
Ds (g cm?) Menos é melhor 0 A/B 1,1 -1,6683
Argila (g kg!) Valor Otimo 0 A/B 300 600 500 0,1251
Sat. por AI** (%) Menos é melhor 0 A/B 30 -0,0626
Al*(cmol_kg™') Menos é melhor 0 A/B 0,5 -5,0050
Eq. Umid. (m3? m3) Mais é melhor 0 A/B 0,20 0,0834
Pt (%) Mais é melhor 0 A/B 60 1,1375
pH Valor Otimo 0 A 5 9 7 0,5005
0 B 4 9 6,5 0,5561
P (mg dm3) Mais é melhor 0 A 10 0,1251
0 B 2,5 0,1726
CTC (cmol, kgt) Mais € melhor 0 A/B 4,5 0,5005
K (cmolC kgt Mais é melhor 0 A 0,40 0,0278
0 B 0,25 0,0391
Ca (cmol_kg") Mais é melhor 0 A 2 0,5005
0 B 1 0,5005
Mg (cmolC kg™ Mais é melhor 0 A 0,5 0,5005
0 B 0,1 0,5005
H+Al (cmol_kg™") Menos é melhor 0 A 4 -0,6256
0 B 2 -0,5005
MO (%) Mais ¢ melhor 0,1 A/B 2 1,7875
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recomendagdes para uso de corretivos e fertilizantes
em Minas Gerais (1989) e da CEPLAC em Normas
para a utilizacdo de fertilizantes e corretivos na regiao
cacaueira (1978).

Faz-se necessdria a padronizagido dos valores
observados para os indicadores selecionados, para
escores variando de 0 a 1, em razdo das diferentes
unidades de medic¢@o utilizadas para cada um deles.
As curvas de definicdo de escores sdo geradas com
base na equagdo matematica desenvolvido por Wymore
(1993) citado por Glover (2000).

Para aplicar a equacdo de Wymore, utilizada para
padronizagdo dos escores, ¢ necessdrio calcular a
inclinacdo da tangente da curva de pontuacao no valor
critico do indicador, expressado:

log &)~ 1

IDE(HJ.EI:B-FX—EL]

&)= (Eq.1)

E logo depois aplicar o modelo de equagdo de
Wymore para calcular os valores observados dos
indicadores em escores padronizados:

1
14 (B -D/&x-1)

(Eq.2)

2a(B+x—2L)

onde € o escore padronizado, B € o valor critico do
indicador, cujo escore padronizado € 0,5, L € o valor
inicial, S € a declividade da tangente da curva no valor
critico do indicador e x € o valor do indicador observado
ou medido.

Ap6s padronizacdo dos indicadores em escores,
utilizando o modelo de Karlen e Stott (1994), Souza
etal. (2003) propdem que a qualidade do solo (Q) seja
calculada em duas etapas, como segue:

gFPn=1 xW +.+1 xW (I“etapa) (Eq.3)

Q=qFPlx (w) +qFP2x(w)+...+qFPn(w)
(2%etapa) (Eq.4)
onde, g (FPn) sdo as funcdes principais

estabelecidas, I sdo os escores padronizados para os
indicadores de qualidade associados a cada fungio

principal, W s@o os ponderadores associados a cada
indicador ou a cada fung@o principal e Q € o indice de
qualidade de solo.

Os escores encontrados de cada indicador foram
multiplicados por um peso relativo a importancia
atribuida. O somatdrio do produto dos indicadores desta
fungdo constituiu no escore da funcdo. Da mesma
forma, para cada fun¢do, o peso atribuido foi
multiplicado pelo escore encontrado da funcdo que
constituiu o sub-indice de performance da funcdo do
solo. A soma desses sub-indices originou o 1QS. A
soma dos ponderadores das fungdes principais e de
todos os indicadores associados a uma tnica fungao,
na metodologia proposta por Karlen e Stott (1994),
exige que seja sempre igual a 1. Desse modo, o 1QS
apresentard valores compreendidos entre O e 1.

Portanto, quando um solo preencher todas as
funcgdes consideradas importantes o resultado do 1QS
serd 1 ao contrario, quando o IQS é zero ou um valor
préximo, indica limitagdes ou baixa qualidade do
solo. Utilizamos uma graduacao para o IQS baseado
em Souza (2003) que propde para um IQS menor ou
igual a 0,5 ruim, 0,51 a 0,7 regular e acima de 0,71
6tima.

No estudo fitossocioldgico das dreas caracterizadas
como C1 e C2 foram avaliadas as 3 parcelas de 1.250 m?
(25x50 m), totalizando uma drea de 3.750 m? em cada
cabruca. Sendo as mesmas parcelas onde houve a
coleta do solo. Os atributos da cobertura vegetal do
dossel superior a serem avaliados e correlacionados
com o indice de qualidade do solo nas cabrucas, foram
representados pelos dados da vegetacdo arbérea com
diametro a altura do peito (DAP)<15,0 cm, a 1,30 m
do solo. Estas foram mensuradas e identificadas, e
realizada a classificag¢do das espécies.

Foram utilizadas planilhas eletronicas totalmente
associadas do software Excel (versao 2007) para a
realizacdo do cdlculo dos IQS e respectivas andlises
estatisticas.

Os IQS foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA). Para identificar variagdes nos indices de
qualidade do solo, em fun¢@o do sistema de uso, as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia, comparando-se as parcelas Cabrucal x
Mata x Policultivo, Cabrucal x Cabruca2, Cabrucal
x Mata x Cabruca2 x Policultivo, nas profundidades
P1, P2 e P3 e na média das trés profundidades.
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Resultados e Discussao

Avaliacido da qualidade do solo no Argissolo
Vermelho -Amarelo Distrofico nas trés areas do PA
Frei Vantui: Cabruca X Mata X Policultivo

Os resultados obtidos para as trés parcelas do PA
Frei Vantui, a Cabruca 1, a Mata e o Policultivo,
instalado em um Argissolo Vermelho-Amarelo,
apresentaram na profundidade 1 (0-10 cm) valores de
IQS que diferiram, na seguinte ordem decrescente:
Cabruca 1(C1) = Policultivo (Po) > Mata (M).

Os solos de mata tem pouca intervengdo, boa
cobertura vegetal, bem como a presenca de
serrapilheira, que favorecga fauna do solo, que passam
toda ou parte de suas vidas no solo, e em muitas
situagdes tem efeito significativo na estrutura e nas
propriedades funcionais do solo (Hendrix, 1999). No
entanto verificou-se que a parcela de Mata apresentou
o menor valor de 1QS, em todas as fungdes e todas as
profundidades em rela¢do a Cabruca e ao Policultivo.

As funcdes Armazenar, Suprir e Ciclar Nutriente
(ASCN) e Promover Atividade Biol6gica (PAB)
apresentaram na profundidade 1 um valor de IQS da
Cabruca e do policultivo acima de 0,7 e isto sugere um
bom IQS e difere da Mata que apresentou um 1QS
considerado regular (entre 0,50 e 0,70), podendo-se
pressupor que os solos na drea de Cabruca e Policultivo
sofreram influéncia do manejo recebido pela cultura
implantada.

Os solos da Mata na profundidade 1 apresentaram
na funcdo ASCN e PAB um indice de 50% acima dos
indices da profundidade 2 e 3, o que indica uma maior
concentragdo de MOS na P1, jd que o peso maios das
funcdes ASCN e PAB é a MOS com 0,5 de peso. E
pode ser explicada pelo actimulo de residuos vegetais
na superficie, da matéria organica biodegraddvel e de
carbono organico do solo, pois ao longo do tempo os
métodos de manejo ou uso do solo interferem tanto na
quantidade como na distribui¢do da MO no perfil do
solo. Isso coincide com resultados encontrados por
Geraldes et al. (1995), em solos tropicais da Amazdnia,
como também estd de acordo com Houghton et al.
(1991), para os quais ocorre o declinio no estoque de
MOS apds conversao de florestas nativas em sistemas
agricolas.
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Avaliacao da qualidade do solo entre a Cabruca
1 (Argissolo Vermelho-Amarelo Distréfico) no PA
Frei Vantui e a Cabruca 2 (Cambissolo Haplico
Distrofico) na Fazenda Hiawatha

Os resultados obtidos para as duas dreas de Cabruca
(Tabela 3 e Tabela 4) mostraram que todos os indices
de qualidade encontrados na profundidade 1 foram
acima de 0,50 e na profundidade 2 e 3 foram menores
do que 0,5, na seguinte ordem decrescente:
Profundidade 1: C1 (0,6859) > C2 (0,5847);
Profundidade 2: C1 (0,3562) > C2 (0,3560) e
profundidade 3 C1 (0,3676) > C2 (0,3285). Portanto,
a Cl1 foi a que apresentou maior IQS, o que ndo era a
expectativa inicial em fungdo das avaliacdes visuais
prévias, como cobertura arborea, estado vegetativo e
nutricional dos cacaueiros e ervas indicadoras de
aspectos fisicos e quimicos do solo como o cansan¢ao
(Cnidoscolus urens) caracteristico de solo bom para
cultivo de cacau ou samambaia (Pteridium aquilinum),
Rabo-de-raposa (Conyza bonariensis), vassourinha
(Sida acuta) caracteristicos de solos 4cidos,
compactados e pobres em matéria orginica.

Na Tabela 3 verifica-se nas fungdes PCR, ASCN e
PAB que a C2 apresentou valores de IQS menores do
que a C1. E que as fun¢des que mais se destacaram na
C1 nas trés profundidades foram a ASCN e PAB.
Considerando que os Nutrientes Minerais e a MOS
tem um peso maior nestas fungdes (Tabela 1) as
quantidades encontradas disponiveis no sistema foi
fator preponderante para as diferengas verificadas nas
cabrucas.

Avaliacao da qualidade do solo na Cabruca 1 x
Cabruca 2 x Mata x Policultivo

Os valores encontrados do IQS apresentaram
diferengas na profundidade P1 (0-10 cm) comparados
com os IQS das profundidades de P2 (10-30 cm) e P3
(30-50 cm) (Tabela 4). Comparando-se os 1QS por
profundidade observa-se que houve uma mudanga
muito abrupta entre a P1 e as demais profundidades
(P2 e P3). Fato que se repetiu na Cabruca 1 e na
Cabruca 2 com uma diferenga menor.

Houve diferenca significativa no valor do IQS, entre
as dreas avaliadas em cada profundidade. A Mata teve
o menor valor de I1QS, abaixo do limite critico de 0,5,
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Tabela 3. Valor do IQS das fung¢des principais nas dreas de Cabruca 1, Cabruca 2, Mata e Policultivo nas profundidades P1, P2 e P3

Profundidade 1 - 0-10 cm

Fungdes Cl1 M Po Cc2
RASA 0,5179 19 0,4186 22 0,4622 17 0,7408 32
PCR 0,6365 23 0,4114 22 0,6461 24 0,4050 17
ASCN 0,8091 30 0,5441 28 0,7562 29 0,5904 25
PAB 0,7799 28 0,5343 28 0,7863 30 0,6026 26
1QS 0,6859 a 0,4771 c 0,6627 ab 0,5847 B

Profundidade 2 - 10-30 cm

Funcdes Cl M Po C2
RASA 0,2888 20 0,1214 16 0,2755 24 0,5599 40
PCR 0,2661 19 0,1559 21 0,2241 19 0,2292 16
ASCN 0,5201 36 0,2322 32 0,3894 33 0,3461 24
PAB 0,3498 25 0,2253 31 0,2799 24 0,2888 20
1QS 0,3562 a 0,1837 b 0,2922 a 0,3560 A

Profundidade 2 - 10-30 cm

Fungdes Cl1 M Po C2
RASA 0,3986 27 0,2982 33 0,3668 32 0,5440 41
PCR 0,2773 19 0,1353 15 0,1690 15 0,2181 17
ASCN 0,4547 31 0,2513 28 0,3351 30 0,3060 23
PAB 0,3397 23 0,2205 24 0,2630 23 0,2461 19
1QS 0,3676 a 0,2639 b 0,2834 ab 0,3285 ab

RASA = Receber, armazenar e suprir 4gua, PCR=Promover o Crescimento das Raizes, ASCN=Armazenar suprir e ciclar
nutrientes, PAB= Promover atividade biolégica
Letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tabela 4. Indice de Qualidade do Solo das areas de Cabruca 1, Cabruca 2, Mata e Policultivo, nas trés profundidades (P) P1, P2 e P3

Areas
Profundidade
Cl M Po C2
P1 (0 - 10 cm) 0,6859 a 0,4771 0,6627 ab 0,5847 b
P2 (0-10 cm) 0,3562 a 0,1837 0,2922 a 0,356 a
P3 (0 - 10 cm) 0,3676 a 0,2639 0,2834 ab 0,3285 ab

Letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

sendo considerado baixo IQS em todas as
profundidades e diferindo estatisticamente P1 e P2, mas
diferindo apenas de C1 na P3.

Os solos de C2, C1, Po, apresentaram na P1 valores
de IQS entre 0,58 e 0,69, o que ¢ considerado um
valor regular. Quando se compara os IQS de cada drea
analisada (Cabruca 1, Cabruca 2, Mata e Policultivo)
nas profundidades P2 e P3, visualiza que os valores de
IQS estido todos abaixo de 0,5, sendo considerados

baixo. Em nenhuma profundidade obteve-se um valor
de 1QS acima de 0,8, o que seria considerado bom.

A partir daf € importante a andlise das funcdes e
dos indicadores da funcdo que provocaram estas
alteragdes no perfil do solo (Tabela 3).

Na C1 e no Po a funcio armazenar, suprir e ciclar
nutrientes (ASCN) o valor do IQS foi o mais elevado
em relagdo as outras funcdes e em relacdo as outras
dreas em estudo nas trés profundidades.
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Na Tabela 3 observa-se que o menor valor de 1QS
foi 0 da Mata na P2, resultado dos baixos indices das
fungdes RASA e PCR. De forma geral, este baixo valor
de IQS encontrado nas dreas, indica a precaria fertilidade
quimica do solo em todas as dreas amostradas.

Os solos avaliados, mostraram-se relativamente
homogéneos quanto ao indice de qualidade de solo
(IQS). Em todos os sistemas de uso do solo o IQS foi
abaixo de 0,5, refletindo baixa fertilidade e limitagdes
fisicas, conferindo para estes solos baixa condi¢io
natural para produgdo vegetal. Estes resultados estio
de acordo com Primavesi (1980) e Alvim (2002) em
relacdo aos solos tropicais de regido umida, sob
condi¢des predominantemente dcidos e pobres em
reserva de minerais.

Fernandes et al.

Avaliacio da influéncia da cobertura arbérea da
cabruca na qualidade do solo

Na cabruca 1 (PA Frei Vantui), na area das trés
parcelas (3750 m?), foram encontrados 33 individuos,
pertencentes a 12 espécies e 10 familias (Tabela 5). A
espécie que apresentou maior DAP (365 cm) foi o Ficus
gomelleira. A maior freqiiéncia (21%) foi da espécie
Artorcarpus heterophyllus e Spondias liitea. A familia
Moraceae apresentou o maior nimero de individuos
(12), e 0 maior nimero de espécies (2). Foram incluidos
na contagem cinco individuos na forma de hemiepifita,
pertencentes a espécie Ficus gomelleira.

Nas trés parcelas (3750 m?) da cabruca 2 (Fazenda
Hiawatha), encontrou-se um total de 33 individuos,

Tabela 5. Cobertura vegetal arbérea na Cabruca 1 (PA Frei Vantui) e na Cabruca 2 (Fazenda Hiawatha)

Area Familia Nome Popular Nome Cientifico %o Quant. Média dap/cm
Annonaceae Jangada-Preta Rollinia laurifolia 12 4 94
Anacardiaceae Caja Spondias lutea 21 7 97
Araliaceae Matatauba Schefflera morototoni 6 2 72
Bignoniaceae Pau D’arco Tabebuia sp. 3 1 117
Lecythidaceae Sapucaia Lecythis pisonis 3 1 264

Cabruca 1 Leg.Caesalpinoideae Cobi Senna multijuga 3 1 54
Leg.Caesalpinoideae Pinho Schizolobium parahyba 3 1 192
Meliaceae Cedro Cedrela fissilis 3 1 90
Moraceae Gameleira Ficus gomelleira 15 5 365
Moraceae Jaqueira Artorcarpus heterophyllus 21 7 115
Rubiaceae Jenipapo Genipa americana 3 1 117
Simaroubaceae Pau Paraiba de espinho  Simarouba versicolor 2 28
10 familias 12 espécies 33 134
Anacardiaceae Aderno Myracrodruon urundeuva 3 1 389
Caricaeae Mamao-de-Veado Jacaratia heptaphylla 3 1 175
Elaeocarpaceae Gindiba Sloanea obtusifolia 3 1 435
Euphorbiaceae Seringa Hevea brasiliensis 3 1 80
Lauraceae Abacate Persea americana 3 1 42
Lecythidaceae Sapucaia Lecythis pisonis 6 2 292

Cabruca 2 Leg.Caesapinoideae P/‘au Brasil Caesalpinia echinata 18 6 164
Leg.Caesapinoideae Oleo Comumba Macrolobium latifolium 3 1 222
Leg. Mimosoideae Vinhdtico plathymenia faliosa 12 4 202
Leg. Mimosoideae Ingd Inga sp. 3 1 40
Leguminosae-Papilionoideae Pau Sangue Pterocarpus rhorii 12 4 218
Leguminosae-Papilionoideae Jacarandd-da-Bahia Dalbergia nigra 9 3 29
Leguminosae-Papilionoideae Putumuju Centrolobium robustum 3 1 91
Meliaceae Cedro Cedrela fissilis 3 1 108
Meliaceae Jaqueira Arthorcarpus heterophyllus 15 5 93
10 familias 15 espécies 33 172
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pertencentes a 15 espécies e 10 familias. A espécie que
apresentou maior DAP (435 cm) foi o Sloanea
obtusifolia. A maior freqiiéncia (18%) foi da espécie
Caesalpinia echinata. A familia Leguminosae
apresentou o maior nimero de individuos (20), e o
maior nimero de espécies (7).

Observa-se que as dreas de cabruca apresentaram
um menor nimero de espécies comparadas com dreas
de floresta nativa. E ocorre invasdo de espécies
pioneiras, secunddrias e exdticas. Entre as 27 espécies
encontradas, 20 sdo naturais das florestas primdrias
da regido. Algumas espécies, porém, apresentam
individuos jovens, mostrando que conseguem se
reproduzir na cabruca.

Do total das espécies observadas, apenas trés, o
cedro (Cedrella fissilis), a sapucaia (Lecythis pisonis)
e a jaqueira (Artocarpus heterophillus) apresentaram
ocorréncia comum as duas areas.

Dentre todas as espécies observadas, evidenciam-
se Caesalpinia echinata (pau-brasil), Ficus gomelleira
(gameleira) e Artocarpus heterophyllus (jaqueira). Pau-
brasil € a espécie mais importante, ndo s6 pelo valor
cultural-econdmico, mas também por estar listada pelo
IBAMA (1992), como uma espécie em extincao.

A F. gomelleira apresentou boa distribuicao e,
normalmente, os levantamentos feitos na regido
detectam suas ocorréncias, tais como os de Alvim (1966),
Vinhas e Silva (1982), entre outros. Sambuichi (2002)
observou que as espécies acima citadas encontravam-se
entre as quatro mais abundantes em uma drea de
cacau-cabruca no Municipio de Ilhéus, BA.

Os resultados obtidos para a diversidade sdo
compativeis aos obtidos em outras dreas e chegam a
ser compardveis as dreas consideradas ricas em
diversidade de espécies. Entre elas, podem ser citados
os resultados obtidos por Sambuichi (2002) da
diversidade de espécies em uma drea de cacau-cabruca
em I1héus, BA.

Relacionando estes estudos com os dados
encontrados entre C1 e C2 observa-se que a C2
apresentou uma maior quantidade de espécies, maior
média do DAP (172 cm), maior quantidade de espécies
de valor econdmico, sua aparéncia € de uma area que
mais se assemelha a uma floresta natural, entretanto
ela tem um IQS menor em relagdo a C2 na profundidade
1, que € a que mais ¢é influenciada pelo folhedo das
arvores (Tabela 6).
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Tabela 6. Resumo dos valores de IQS, N° de drvores, espécies,
familias ¢ média dos DAP da Cabruca 1 e Cabruca 2

Cabrucas N°de  N°de N°de Média 1QS
arvores espécies familias DAP profundidade 1
Cl1 33 13 10 1,23 0,6859
C2 33 15 10 1,72 0,5847
Conclusodes

A avaliacdo realizada nas quatro dreas com
diferentes coberturas mostrou que:

- Os indices de qualidade do solo encontrados
apresentaram uma variacdo na ordem decrescente
Cabruca 1 > Policultivo = Cabruca 2 > Mata;

- De maneira geral, os solos avaliados apresentam
baixos niveis de fertilidade e carater distrofico;

- O modelo de IQS se mostrou eficiente, para avaliar
o solo sob diferentes condigdes e coberturas.
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CHARACTERIZATION OF A MANGROVE SOIL IN THE GRACIOSA RIVER
ESTUARY, IN BAHIA, BRAZIL: HIGHLIGHTING HEAVY METALS AND MICROBIAL
POPULATIONS
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Guimardes Araujo’, José Resende Mendonga', Aldo Vilar Trindade’, Kimberly Yvonne Epps*
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Mangrove soils have unique properties, able to transform and sequester chemical compounds of biogeochemical
and ecological importance, including heavy metals. The degeneration of mangrove soils shows the risk of releasing
these metals to the environment. We search for improve the knowledge about how disturbance affects the metal
fixation and microbial of mangrove soils. This study characterized a mangrove soil along the Graciosa River
estuary (Bahia, Brazil), according to selected physical, chemical and microbiological properties. In 2002, soil
was collected from an anthropic and from an adjacent natural site. Both sites were re-sampled in 2007, after a
vegetal regeneration on the anthropic site. Significant differences between the natural and anthropic surface
layers were observed for chemical and physical soil properties. In particular, heavy metals (Co, Cr, Cu, Zn, Ni,
Mn and Fe) showed significant differences with depth and lower concentrations were found in the anthropic site,
exception to Cd (moderately high). Between 2002 and 2007, the disturbed site showed a decrease for all observed
metals, except for Ni. The data also suggest that microbial populations may be favored in the layers of the soil
profile most influenced by high and low tides, C1 (0-20 cm) and C5 (99-125 cm).

Key words: Gleysol, physical and chemical characteristics, trace elements, microorganisms.

Caracterizacao de um solo de mangue no rio graciosa, na Bahia, Brasil:

destacando metais pesados e populacdes microbianas. Os solos de mangue tém
propriedades particulares, sendo capazes de transformar e remobilizar compostos quimicos de importancia
biogeoquimicos e ecoldgicos, incluindo metais pesados. A degeneracao de solos de mangue tem o risco de liberar
estes metais para o ambiente. Procura-se melhorar o conhecimento sobre como as perturbagdes afetam a fixacao
de metais e a microbiota de solos de manguezal. Este estudo caracterizou um solo de manguezal no estudrio do
rio Graciosa (Bahia, Brasil), de acordo com algumas propriedades fisicas, quimicas e microbioldgicas. Em 2002,
o solo foi coletado a partir de um drea antropizada e de outra natural adjacente. Ambas as 4reas foram re-
amostradas em 2007, ap0s regeneracdo vegetal naquela antropizada. Diferencas significativas entre as camadas
superficiais antropizada e natural foram observadas para as propriedades quimicas e fisicas do solo. Em particular,
os metais pesados (Co, Cr, Cu, Zn, Ni, Mn e Fe) mostraram diferencas significativas com a profundidade e
concentracdes mais baixas foram encontradas na drea antropizada, com exce¢do do Cd (moderadamente alto).
Entre 2002 e 2007, a drea antropizada mostrou diminui¢@o para todos os metais observadas, exceto para Ni. Os
dados também sugerem que as populacdes microbianas podem ser favorecidos nas camadas do perfil do solo
mais incluenciadas pelas marés altas e baixas, C1 (0-20 cm) e C5 (99-125 cm).

Palavras-chave: Gleissolo, caracteristicas fisicas e quimicas, elementos tracos, microorganismos.
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Introduction

The world’s mangroves encompass approximately
172,000 km? distributed along the coast of tropical and
subtropical regions, and in Bahia, Brazil, their extent
is estimated at 800 km?, distributed over nearly 1,000
km of coastline (Ramos, 2002), where the largest
mangrove forests are located in the cities of Caravelas,
Canavieiras and between Valenca and Marad. A
majority of works related to mangroves has been limited
to the interaction between the distribution of vegetation
and soil nutrition in this ecosystem. Few studies focus
on the pedology and physical, chemical and
microbiological properties of mangroves. The study and
characterization of mangrove soils allow evaluations of
the edaphic and ecological interaction of this ecosystem,
as well as the definition of better strategies for the
sustainable management of this environment. It also
enables the understanding of self-regulation and
evolution processes of a system under disturbance.

Urban development in coastal regions impose dual
stresses on mangrove ecosystems: the clearing of
mangrove forests for construction or agriculture
activities, and the enrichment of mangroves with wastes,
including heavy elements. The total concentration of
metals in the soil, which are usually present as trace
elements, can be attributed to the soil parent material
as well as the impact of human activities (Paul et al.,
1994). The main anthropogenic sources of heavy
metals, in addition to the natural ones, have been related
to urban effluents (mainly for Cr, Cu, Pb, Zn, Mn and
Ni), burning of fossil fuels (Cu, Ni, Pb), beneficiation
industries of iron and steel (Cr and Zn), fertilizers (Cu,
Fe, Mn, Ni and Zn) and tailings deposits (Zn, Mn and
Pb) (Forstner; Wittman, 1993).

Because the behavior of heavy metals in mangroves
is highly dependent on physicochemical characteristics
of their sediments and as the vegetation cover also
influences these aspects, the type of vegetation can alter
the characteristics of the sediments and hence their
ability to retain heavy metals, also taking into account
that sediments express the various processes that occur
in the drainage basin of a water system.

The large accumulation of sediment and debris
brought by the rivers and sea contributes to a constant
expansion of mangroves, and the dynamic and unstable
nature of their soil, due to the constant deposition of
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sea sand and riverine soil rejuvenation, with alluvial and
lacustrine deposition (Rossi and Mattos, 2002). The
mechanisms governing the dynamics of sediment in
estuarine areas are directly related to hydrodynamic
aspects. The effect of oceanic tides is variable along
the mangrove, because some areas are inundated daily
while others are only affected by large tidal variations
(Herz, 1991). This variation in mangrove inundation
frequency by the ocean tides can lead to differences in
concentrations of salt, sediment, nutrients, heavy
metals, and others. The highest salinities occur in
mangroves near to the sea where there is dominance of
sodium and chloride, while the mangrove forests near
to rivers present a lower salt concentration (Soares et
al., 2000).

In the state of Bahia, Brazil, notably in its Southern
region, the lack of studies on estuarine areas is
considerable. In this context, this study aimed to
characterize a mangrove soil of the Graciosa River
estuary in the region of Valenca/Tapero4, Bahia, Brazil
according to their physical, chemical (including heavy
metals) and microbiological properties (quantification
of fungi, bacteria and mycorrhizae). Furthermore, we
compared, over an interval of five years, edaphical
changes in the mangrove soil related to the regeneration
of vegetation cover.

Materials and Methods
Study Site

The studied area is located at the mouth of Graciosa
River, bordered by the municipal districts of Valencga
and Taperod, in the South Recdncavo region of the state
of Bahia (13°29°56 “S and 39° 05’49" W), at an altitude
of 2 m with flat, gently undulating topography. The
climate according to Thornthwaite is tropical humid,
with a hydrologic index greater than 80%. Rain occurs
from January to December with a maximum annual
precipitation of 2,600 mm and minimum of 2,000 mm
(SEI, 2003). The maximum temperature is 31.4° C,
and minimum of 21.8° C with a mean temperature of
25.3° C. Abundant and regular rainfall ensure the
wealth of water resources in the region.

The watershed in which the study site is located
had not been well described and mapped until now.
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Thereby, the following information is primary data.
The drainage area of the Graciosa River watershed is
of 384.9 km? and forms a dendritic pattern. This basin
originates at the headwaters of the Jucara River, at an
altitude of ca. 397 meters and reaches its lowest level
on the coastal plain of Taperoa city at an elevation of
8.23 meters (SEI, 2003). It encompasses the rivers
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Vermelho and Sarapui-Mirim in the west, Graciosa or
Engenho in the south, and Sarapui, Cachoeirinha,
Ajofre and Pau da Légua in the north (Figure 1). The
watershed is bounded to the east by the Atlantic Ocean,
by the Una River on the north, by the Batateira/Piau
River (tributaries of Una River) on the west and the
Ermitdo do Refugo/Camurugi River to the south.
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- Figure 1. Watershed of the Graciosa River, including rivers and districts.
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Topography of the Valenca district is characterized
by marine and fluvial-marine plains, interior and coastal
terraces and foothills, giving rise to flat relief (with
elevations ranging from 0-100 m); undulating relief
(with altitudes ranging from 100 to 200 m); and strongly
undulating relief (hills and mountains, with relative
altitudes ranging from 300 to 400 m). Soils described
in the region are composed of silicate, crystalline and
amorphous minerals as well as oxides and hydroxides
of aluminum, iron and titanium (Santana et al., 2005).

Economical characterization of the Graciosa
River Watershed

According to data from field surveys, obtained on
visits and interviews with resident farmers, rural
communities, and local technicians, it was found that
the Graciosa River watershed has great economic
importance for the region, mainly for the cities of
Taperod and Valencga. These two districts are supplied
by rivers that form this basin and use its waters for
various purposes: water supply, agriculture/livestock,
fisheries, navigation, and tourism/leisure activities. The
predominant economical activity is diverse agriculture.
Agroforestry systems are commonly practiced with
emphasis on the cultivation of oil palm, cocoa, coconut,
rubber tree, cassava, cloves, guarana, black pepper,
annatto, peach palm, mangosteen and macadamia nuts,
with little use of agricultural inputs (fertilizers/pesticides).
Fishing and livestock activities were also recorded, the
latter being of little importance, since most of the grazing
areas are degraded. Livestock, mainly cattle, is practiced
in mixed pastures, in many cases, with oil palm.

Sampling

The study site was situated in a previously
deforested area that had been amended with externally
derived soil for the development of farming activities.
The area of the study plot, of approximately 20 m x 20
m, also received the addition an unknown quantity and
composition of chemical fertilizers.

The first samples were collected in November 2002,
during low tide, in a trench 2 m from and parallel to
the river, in a region of riparian forest. The study site
was approximately 2.5 km from the mouth of the river.
Simple samples were collected in triplicate in the
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following identified soil horizons: C1_(0-20 cm, “p
meaning disturbed layer), C2 (20-41 cm), C3 (41-65
cm), C4 (65-99 cm), C5 (99-125 cm). Soil samples
were similarly collected in the top 0-20 cm (C1 ) of an
adjacent and undisturbed, still forested area 30 m away.
The surface horizons (0-20 cm) of both sites were
sampled again in May 2007, over which time the
disturbed site, since abandoned, showed advanced
regeneration of specie Rhizophora mangle L.

Soil Classification, Physical and Chemical
Properties

Pedology — The pedological description and
characterization of the soil in the field was performed
according to Lemos and Santos (1996) and color
identification was based on the Munsell Color scheme
(2000).

Physical and Chemical Properties — The physical
(particle-size, equivalent humidity, particle density and
bulk density) and chemical properties (pH, C, N, P, K,
Ca, Mg, Na, Al concentrations) were determined using
methods described in Embrapa (1997), Yeomans and
Bremner (1988), Klute (1986) and Page et al. (1982).
Basically the performed determinations were the
following: particle-size by the pipette method;
equivalent humidity by submitting a wet soil sample to
a centrifugation of 1000 times the gravity; particle
density by the method of alcohol and volumetric
balloon; bulk density by using a cylindrical ring of 50
cm’; pH was measured on the suspension soil:water,
1:2.5; C by oxidation through the wet way with K,Cr,O,
in sulfur solution; N following the Kjeldahl semi-micro
method of digestion/oxidation; P, K and Na by
extracting in Mehlichl and then analyzing P by
spectrophotometer and K and Na by direct method of
flame photometry; Al, Ca e Mg were extracted by KCl
1M, and then Al was titrated with NaOH (volumetric
method) and Ca and Mg were titrated with EDTA
(complexometric method).

Heavy Metals — Heavy metal concentrations (Cd,
Co, Cr, Cu, Zn, Ni, Mn and Fe) were determined by
aqua regia digest of soil subsamples, which had been
previously sieved to < 2 mm and then crushed to a fine
powder (McGrath and Cunliffe, 1985). Metal
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concentrations in the digests were determined by ICP
spectrometry.

Bacterial and Fungal Populations — Bacterial and
fungal populations were determined by the dilution plate

technique described by Wollum II (1982). The number
of colony-forming units (CFU) capable of growth in
the particular medium was calculated by: CFU/g soil
= (number of colonies x final dilution)/g dry soil.

Mycorrhizae — Spores of mycorrhizal fungi were
separated from soil subsamples by decanting and wet
sieving followed by sucrose centrifugation according
to the method described by Sylvia (1994), as following:
25 g of soil were placed in a beaker with 2 L of water
and 2-3 drops of liquid soap. The mixture was vigorously
stirred for 30 seconds, and then the sand was decanted
for 10-15 seconds. The supernatant was passed through
sieve < 1.00 mm and < 45 um. Spores retained on the
filter were transferred to centrifuge tubes 50 ml, filled
up to 2-3 cm from the top with distilled water and then
centrifuged at 1500 rpm for 4 min, carefully decanting
the supernatant. The supernatant organic matter adhered
to the upper wall of the tubes was discarded. The tubes
were filled to 2-3 cm from the top with a solution of cold
sucrose 40% and centrifuged at 1500 rpm for 2 min.
The centrifuge was stopped to minimize the residence
time of spores in sucrose solution due to the damage by
osmotic potential. The supernatant was filtered to collect
the spores, which were then rinsed gently with water,
and arranged in a Petri dish for subsequent observation
and measurement in a composite microscope.

Statistical Analysis

The means of the microbiological parameters and
heavy metals from the five layers of the disturbed site
and the top layer of the undisturbed site from soils
sampled in 2002 were compared using the Scott Knott
test (p <0.10). Average values of physical and chemical
parameters and heavy metal concentrations of the
disturbed soil were compared between the 2002 and
2007 sampling dates. The average values of chemical
and physical parameters were also correlated with
microbiological data by simple linear correlation test.
Data were analyzed by the statistical software SAEG
(Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas) version
9.1 (SAEQG, 2010).

Results and Discussion
Soil Characterization

The studied soil was classified as a Tropaquept
(Gleissolo Salico Sédico argissélico according the
Brazilian soil classification) with the following
characteristics: silty clay texture; high organic matter
content; high C/N ratio; high cation exchange capacity
and high base saturation; strongly acidic pH; and high
expandability (data presented in the Tables 1 and 2).
The sodic designation is given to soils that present, at
some horizon or layer within 100 cm of the soil surface,
sodium saturation e” 15% of the total cation exchange
capacity (Embrapa, 2013). In this case, the undisturbed
soil has in the layer C2 (20-41 cm), a sodium saturation
of 16% and water-soluble salts within 100 cm of the
soil surface, which defines it as salic.

Physical Parameters

From the physical analysis data obtained in 2002
(Table 1), the studied soil were dominated by the finer
fractions (clay, silt). The highest concentrations of clay
occurred in the most superficial layers (Cln, Clp, C2)
and for silt in the deepest layers (C3, C4, C5). This
textural distribution was also observed by (Clark, 1998)
and may indicate a change in the sedimentation regime
of the mangrove, with less transport energy and
deposition of sediments in more recently deposited layers.

Observing the data for the 0-20 cm layer shown in
Table 3, after a five-year interval, significant differences
were found between the layers for all the physical
attributes, with exception of silt and particle density,
which did not differ, suggesting that the studied
mangrove has a predominant deposition of finer
fractions of sediments. The decrease in moisture
observed in May 2007 reflects a decrease of the rainfall
in the region, which corresponds, according to local
farmers, to the less rainy period. While the disturbance
of clearing and cultivation initiated the loss of clay, the
five-year abandonment of the area permitted the
accumulation of this particle size fraction.

The high silt/clay ratio observed (Table 1) suggests
that the silty material deposited in the alluvial plain is
in the initial stage of weathering, since the lower the
silt/clay ratio is, the more weathered is soil (Embrapa,
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2006). This is probably due to the recent age of the
source material (sediments of the Holocene).
Frequently the mangrove soils have a gley aspect,
without clear differentiation of horizons, having low
concentrations of calcium, alkalis and trace elements,
and high content of salts from seawater or from sulfur
compounds (Marius and Lucas, 1991). Geologically,
these soils exhibit composition of kaolinite, mica, illite,
smectite in clay fraction and feldspar and quartz in the
silt fraction. The variations in tone (pedological
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characterization), according to Embrapa (2006), can
be explained by the higher concentration of organic
matter in the surface layers and also due to changes of
the redox conditions in the sediment (Fe, Mn), from
oxidizing to reducing, a typical situation of wetlands
and anaerobic environments. Hydromorphic conditions
do not favor intensive weathering of parent material,
explaining the presence of primary minerals such as
potassium feldspar and muscovite, with silt from
detrital allochthonous or autochthonous sources.

Table 1. Physicochemical properties of the studied mangrove soil (Tropaquept) along the Graciosa River

Particle size WEC pDE | BD | PD TP Silt: EH
Horiz. cm CS FS SI C | (kg | ) (dm*dm~) | Clay (g kg")
r (g dm?)
(g.kg™)
C, 0-20 76 136 336 452 113 75 12 24 0.5 0.7 106.8
C, 0-20 157 198 311 334 80 76 - 2.4 - 0.9 -
C, 20-41 114 169 328 389 75 81 1.0 24 0.6 0.8 156.8
C, 41-65 74 229 359 339 41 88 1.1 25 0.6 1.1 124.3
C, 65-99 58 243 365 334 42 87 13 26 0.5 1.2 105.5
C, 99-125 80 293 395 223 38 83 - 2.6 - 1.8 -
OM OC N | CN pH Sorpiive Complex SB | CEC | V | m
Horiz. Ca Mg K Na Al H
(g-kg" HO KCL (cmol_kg™) (%)
c, 17 679 41 17 50 47 7.6 162 12 41 07 77 291 375 78 2
C, 9 558 4.1 14 47 42 92 175 12 1.1 10 87 290 387 75 3
C, 109 629 33 19 39 36 100 150 09 82 16 162 341 519 66 4
C, 83 479 2.1 23 42 38 102 135 09 37 10 124 283 417 68 3
C, 76 443 16 28 48 44 120 129 12 22 08 85 283 376 75 3
C, 69 397 14 28 49 45 130 164 12 1.1 08 7.0 316 394 80 3
‘ H,SO, digest d=1.47 (%) . - ALO, P
Horiz. (mg. kg
SiO, ALO, Fe,O, Ti O, P,0, Fe,0,
C, 138 100 42 5.9 - 2.14 1.70 3.85 10
C, 164 130 53 6.8 - 232 1.87 4.20 11
C, 124 91 34 7.0 - 2.12 1.76 4.89 22
C, 101 81 26 7.4 - 2.48 1.93 3.49 40
C, 130 89 40 7.8 - 2.46 1.90 3.41 14
C 126 87 40 7.6 - 2.35 1.85 3.74 11

5

Horiz. = Pedological horizon; C,, = natural layer; C, = disturbed layer; CS = coarse sand (1 to 0.2 mm); FS = fine sand (0.2 to
0.05 mm); SI = silt (0.05 to 0.002 mm); C = clay (<0.002 mm); WEC = water dispersible clay; DF = degree of flocculation; BD =
bulk density; PD = particle density; TP = estimated total porosity; EH = equivalent moisture; OM = organic matter; OC = organic
carbon; N = nitrogen; C/N = carbon/nitrogen ratio; SB = sum of bases; CEC (cation exchange capacity): Ca+ Mg+ K+ Na + H +
Al; V = base saturation; M = aluminum saturation; Ki = molecular ratio Silica/Alumina; Kr = molecular ratio Silica/Alumina +
Ferric oxide; P = available phosphorus. (Table reproduced from Santana et al., 2004).
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Table 2 - General description (a) and morphological characteristics (b) of the studied mangrove soil (Tropaquept) along the

Graciosa River

(a) General description

Unit: Mangrove Soils

Current classification: Argisolic Sodic Salic Gleysol (Tropaquept)

Previous classification: Tropofluvent — Indiscriminat mangrove soil

Location: Mouth of the Graciosa River, Valenca/ Taperoa boundary along Highway BA-001

Altitude: 2 m

Situation: Lowlands

Relief: Flat

Drainage: Poorly drained

Geologic material: organic materials and mineral sediments of Proterozoic, Tertiary and Quaternary periods

Vegetation: Mangroves (Rhizophora mangle L.)

(b) Morphological characteristics

Clp: 0-20 cm; very dark greenish grayish (3/10 GY — moist); dark grayish greenish (2.5/N — wet); dark yellowish brown (10YR
4/6 — wet); clay loam; soft, consistent massive; slightly plastic and slightly sticky, clear and wavy transition;

C1 : 0-20 cm; black (n) and black (2.5 N); clay; soft, consistent massive; plastic and very sticky;

C2: 20-41 cm; very dark greenish grayish (3/3 GY); dark greenish grayish (2.5/N —wet); clay loam; soft, massive coherent;
plastic and sticky, clear, wavy transition;

C3: 41-65 cm, very dark greenish grayish (3/5 GY); clay loam; soft, consistent massive; slightly plastic and sticky; clear and
wavy transition;

C4: 65-99 cm; dark greenish grayish (2.5/5 G); Clay loam; free, soft, consistent massive that breaks to moderate fine to coarse
sub-angular blocky; slightly plastic and sticky; clear wavy transition;

C5: 99-125 cm; greenish grayish (4/5 G); clay loam; consistent massive that breaks to moderate, coarse blocky; plastic and

very sticky.

Table 3. Physical parameters obtained from the Gleysol (Tropoaquept) at a mangrove of the Graciosa River - Bahia, from 0-20 cm

(natural: C1 , disturbed: Clp), over a five-year interval

Horizon/ Coarse Fine Silt Total Natura Silt: Deg. Equiv. Part.
Orzon Sand Sand Clay 1 Clay Clay Floc. Hum. | Density
year (%) (ghkg") | (gem?)

(gkg™)

C,, 2002 76.0° 136.0° 336.0° 452.0 113.0% 0.7° 75.0° 106.8* 2.42

C,, 2002 157.0° 198.0* 311.0° 334.0¢ 80.0° 0.9¢ 76.0° (*) 2.4¢

C]p 2007 87.0° 192.0* 307.0° 413.0° 74.0¢ 0.7° 82.0* 68.9° 2.7*

Averages with the same letter, in the column, were not significantly different by the Scott-Knott test (p < 0.10).
* Not determined.
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Chemical Parameters

In general the organic matter (OM) presented high
content in all layers, in special in the C1_and C2.

The pH values observed (3.9 to 5.0) were also found
by Lamberti (1969) in mangrove soils of French
Guiana. These results characterize this soil as strongly
acid and the high levels of H and Al and the possible
presence of fulvic acids (related to the OM) are the
probable inducers of this acidity.

Regarding the sorptive complex, the soil has
similarities between the layers as high CEC due to the
large amount of OM and dominance of the cations Mg
and Ca followed by Na and K, fact that gives the soil a
eutrophic character.

The studied soil presented high fertility, evidenced
by the usually high levels of sum of bases (SB),
emphasizing Ca and Mg, high cation exchange capacity
(CEC), high bases saturation (V), probably due to the
low exchangeable acidity. The high ratio Ki of the soil is
related to the high activity to the clay fraction, as
suggested by Embrapa (2006). The high concentrations
of phosphorus, mainly in the deepest horizons (C3, C4),
are possibly due to higher concentration of this element
at the period of sedimentation (from the parent rock or
other soils), or also due to migration of this nutrient
through the horizons.

In the comparison of the averages for 0-20 cm layer
(Table 4), after a period of five years of advanced but
partial vegetation regeneration, it was noted a decrease
or a tendency to decrease in pH, Ca, Mg, K, H, C and
N. The cation Na obtained significant increase in the
disturbed layer in 2007 probably due to the largest
influence of the saline wedge. Only Al and P remained
unchanged, since the input is possibly assigned to the
source material.

Araujo et al.

The high contents of OM (Table 1) observed in all
layers, especially in the superficial ones (C1 , C2)
indicate that the studied mangrove area has well
conserved vegetation, but the human intervention
caused a loss of OM in the disturbed layer (Clp). The
conditions of mangrove soils, generally related to pH,
submersion and sulfur compounds, tend to show an
accumulation of OM as discussed by Cintrén-Molero
and Schaeffer-Novelli (1992). The high C/N ratio
(higher than average 10:1) shows a soil with less
humified OM. This result probably occurs due to high
soil acidity and also to the fact that mangrove areas
subject to tides have higher intakes of OM compared
to areas without this influence.

The geology of the watershed emphasizes the
presence of lithology with predominance of enderbitics
gneisses and pyroclastic associations, charnockite
gneisses and quartzofeldspathic gneisses, and a
lithologic association called “intermediate to basic
granulitic rocks” (RADAMBRASIL, 1981). The key
elements from these rocks are: TiO,, FeO, MgO, K,
Ca, Al, Na, Si and Mn.

The high contents of exchangeable bases, especially
Mg, are a reflection of the seawater influence, and this
concentration depends on the location in the estuary
(Gamero et al., 2004; Rossi and Mattos, 2002). There
is also the influence of riverine tides, carrying bases in
suspension from soil and water bodies upstream to the
mangrove. It can also be observed a decrease in salinity
with the depth along the sediment profile, reflecting
the greater influence of the salt wedge during high tide
in the surface layers, as occurs for the layer C2.

This period of five years was not enough for the
organic C recovery, and this decrease can also be
associated with the hydrodynamic conditions at the
study site, in spite of the frequent deposition of OM in

Table 4. Chemical parameters obtained for the Gleysol (Tropoaquept) at a mangrove of the Graciosa River - Bahia, from 0-20 cm

(natural C1_and disturbed Clp), over a five-year interval

Horizon/ pH Ca Mg K Na Al H P C N
year (H,0) cmol  dm? mg dm™ gdm?

C,, (2002) 5.0° 7.6° 16.2% 1.2¢ 4.1° 0.7¢ 7.7° 10.0* 67.9* 4.1°

Clp (2002) 4.7 9.2¢ 17.5% 1.2¢ 1.1¢ 1.0 8.7% 11.02 55.8° 4.1°

Clp (2007) 4.0° 3.3¢ 4.9° 0.5° 10.5° 0.7¢ 5.1° 8.0° 20.5¢ 0.9°

Averages with the same letter, in the column, were not significantly different by the Scott-Knott test (p < 0.10)
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the mangrove, as discussed by Reitermajer et al. (2011)
and Alongi et al. (2000).

Heavy Metals

The levels of heavy metals showed more significant
concentrations in the disturbed layer (C1)) probably
due to the deforestation of the studied area, as well as
the inputs for the establishment of crops. In general,
the heavy metals presented low levels (Table 5 and 6)
compared to the typically found levels in
uncontaminated soil, described by Raij (1991) as: Fe
<38 mg kg, Cu< 60 mg kg, Mn < 600 mg kg, Zn
<50 mgkg!, Cr< 100 mg kg, Cd < 0.06 mg kg™!, Ni
<13 mg kg, Pb <20 mg kg'!; except for Cd that was
moderately high. Between the layers there were
significant differences for all metals (Table 5 and 6).
Fe, Mn, Zn, Co and Cd followed a trend of increase
with depth, probably attributed to the source material of
the soil, what is indicated by the higher concentrations
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found in the deepest layers (next to the matrix rock).
Copper (Cu) concentrations follow a trend of reduction
with depth (Table 5). Cr was the exception, with
variable behavior along the depth and presented the
highest concentration in the disturbed layer, what can
be attributed to inputs from the deposited material
and to the use of fertilizers, as indicated in the
characterization of the agricultural sites.

The concentrations of Ni and Pb were below the
detection limit and these metals were only detected in
the disturbed layer Clp for Ni and in Clp and C2 for
Pb. This result can be attributed to the use of phosphate
fertilizers that contain large quantities of these metals
(Raij, 1991). Since Pb is a metal of little mobility, it
naturally accumulates in the surface layers, as found in
this soil (Table 5).

The comparison between results obtained for the
disturbed layer in 2002 and 2007 (Table 6) shows that
there were significant decreases in concentrations of
Fe, Mn, Zn, Cr, Co, Cd and Pb after five years of the

Table 5. Heavy metal contents obtained for the Gleysol (Tropoaquept) at a mangrove of the estuary of Graciosa River - Bahia, in

2002
Layer Depth Fe Cu Mn Zn Cr Co Ni Cd Pb
(cm) mg kg'!
C, 0-20 18.5° 6.1° 85.1¢ 25.9¢ 35.9¢ 4.5¢ * b 1.5¢ ke
C]p 0-20 24.8¢ 1.7* 71.5¢ 9.4¢ 60.2° 6.9* 7.0 1.9¢ 11.6°
C, 20-41 28.1¢ 5.2° 99.7¢ 34.8° 46.4¢ 6.2° * b 2.2¢ 7.5°
C, 41-65 29.6¢ 3.4¢ 176.7° 44.3° 44.0¢ 6.4° * b 2.5° *e
C, 65-99 34.4° 1.4¢ 199.0 45.0° 51.8° 7.0 * b 2.8 * e
C 99-125 32,6° 1.1¢ 198.0° 44.9 48.6¢ 6.7* * b 2.8 *e

5

Averages with the same letter, in the column, were not significantly different by the Scott-Knott test (p < 0.10).

* Concentration below the detection limit for the method used.

Table 6. Heavy metal content obtained for the Gleysol Salic Sodic argisolic at a mangrove of the Graciosa River - Bahia, in the 0-
20 cm layer (natural C1_ and disturbed CL), over an interval of five years

Horizon Fe Cu Mn Z n Cr Co Ni Cd Pb
year mg kg

C,,(2002) 18.5¢ 6.12 85.12 25.92 35.9° 4.5 *e 1.5° *b

C]p (2002) 24.82 7.7% 71.5° 9.4° 60.22 6.92 7.0° 1.92 11.6°

C]p (2007) 22.0° 5.52 52.4¢ 7.4¢ 15.0¢ 3.3¢ 11.82 *e *b

Averages with the same letter, in the column, were not significantly different by the Scott-Knott test (p < 0.10).

* Concentration below the detection limit for the method used.
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first sampling. During this period the soil showed an
increase in clay and in the flocculation degree (Table
3). However, this last factor normally does not affect
the mobilization of metals in the soil as discussed by
Forstner and Wittmann (1993), suggesting the
association of metals preferentially to fine fractions of
silt and clay size (< 2 mm), which make up the
sediments of mangroves. This metals/fine sediment
fractions association is favored by the adsorption
reactions, due to the high specific surface area of fine
particles; and heavy metals in sediments of mangroves
occur more often in soils with higher sand fraction due
to the strong association of the minerals present in this
fraction of the Barreiras Group sediments with metals,
(Forstner and Wittmann, 1993).

The abandonment of the mangrove area and the
rapid regeneration of R. mangle vegetation may also
have contributed to the observed changes in metals
concentrations, since this plant has the capacity to
mobilize metals. Only for Ni there was significant
increase in the second sampling, probably because this
metal is strongly adsorbed by the finest fractions
remaining of the soil, as observed by Malavolta and
Reichardt (1976).

The concentration of heavy metals depends, among
other factors, on the source material and on the process
of soil formation. The reactions that control the
availability of heavy metals in mangrove soils include
adsorption and desorption, precipitation, dissolution
and complexation which are influenced by different
chemical attributes such as activity of the clay fraction
and organic carbon content. Yet the pH and the redox
potential are the most relevant ones because they control
the chemical speciation of metals in soil solution
(Levent Tuna et al., 2007).

Another explanation would be the deposit and
accumulation of these metals due to stagnation of river
water during maximum ebb tide (Figure 2) in the
deepest layers, contributing to the provision of small
concentrations of these metals, from lithologic soil/
material and upstream water bodies, to the upper
horizons of the profile.

Additionally, residual fuel oils from the daily
navigation of vessels in the Graciosa River estuary may
also be contributing to the occurrence of metals (as
suggested by Paul et al., 1994; Forstner and Wittman,
1993), as these oils have in their composition
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hydrocarbons and trace metals such as Ni and Cu. The
concentrations of Fe are relatively low following the
same trend observed by Lima (2001), that observed
the pre-weathered source material and the pedoclimatic
conditions of the Amazon region were driving factors
for the low levels of Fe. In this study the source material
is possibly poor in Fe and/or the transport of this metal
in suspension from upstream water bodies is not very
efficient, contributing to low concentrations of Fe
in the soil. The hydromorphism may be the cause
for fluctuations in Fe concentrations that occur in
the intertidal zone, since it causes the leaching of Fe
oxides to the deepest layers, as observed for this soil
(Table 5). The low level of development of this soil
and its salic sodic character may also influence loss of
Fe and clays by ferrolysis as described by Schaefer
and Dalrymple (1996).

Layer with greater
influence of oceanic

tides ({ flood tide)

Layer with greater
influence of riverine
tides ( ebb tide )

Figure 2. Location of riverine and oceanic influences on the
studied mangrove soil.
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Lima (2001) also observed a tendency of decrease
with depth for the Copper concentration in Gleysols of
the Western Amazon. Zinc concentrations showed a
well-defined behavior, increasing with soil depth and
stabilizing in the deepest layer. The presence of this
metal in soil may be related to the source material,
being presented in high concentrations in magmatic
rocks, as well as in fertilizers and fossil fuels as
suggested by Malavolta and Reichardt (1976).

The high concentrations of Cd (> 0.06 mg kg™') are
probably attributed to the material of sedimentary
origin, where this metal content can reach 10 mg kg,
as suggested by Malavolta and Reichardt (1976), a
result reinforced by the higher concentrations of this
metal in the deepest layers, close to the matrix rock. In
soils close to urban areas, as additional sources, the
residue of tires, diesel and lubricating oils, may
contribute to the increase of this metal in soil.

Microbial Data

Mangrove vegetation, with a predominance of R.
mangle, as well as temperature, OM input and water
and nutrients availability, are some of the factors among
others, that help to control the microbial composition
and activities, determining their survival and growth
conditions as suggested by Ovreas and Torsvik (1998).
These aspects may vary depending on the tidal cycle,
the climate changes and the flora and fauna activity.

In soils of mangroves constantly flooded, there is
a greater connectivity between microbial sites, since
the water has a binding role between the soil
aggregates, then resulting in a greater uniformity of

the structure of microbial communities as suggested
by (Borneman and Triplett, 1997). Biogeochemical
processes, pH, type of mineral fraction, vegetation
type, heavy metal contamination, sampling depth, all
these factors may influence the quantification of soil
microorganisms. Table 7 presents obtained data on
bacteria, fungi and mycorhiza. The correlations
between soil physical and chemical properties and
microbial data are set in Table 8.

Bacteria - The quantification of bacteria in soil
showed significant differences among the layers, with
higher concentrations of these microorganisms in the
layer C1n. Conversely, there was a sharp decline in the
bacterial populations in layer C2, with counts near to
zero. In layer C4 a marked growth of bacterial
population was observed.

The greater biological activity in the superficial
horizons occur due to the large amount of OM, the
presence of light and oxygen and various other factors,
as suggested by Borneman and Triplett (1997). The
sharp decline in the bacterial populations in layer C2
may be related to the fact that these microorganisms do
not support acid pH, high salinity and high concentrations
of Al, parameters met in this layer (Table 1). Soil
moisture and porosity (aeration) in this layer are factors
that should favor the development of bacterial
populations, but in this case, this wasnt observed.

Several factors may have contributed to the marked
growth of bacterial population in the layer C4: the high
C/N ratio, higher pH, and lower Al and high P
concentrations. Heavy metals levels in the soil did not
influence the dynamics of bacteria as also observed by

Table 7. Quantification of microorganisms (bacteria, fungi and mycorrhizae) in six layers of the Gleysol at a mangrove of the

Graciosa River - Bahia

Horizon Depth Bacteria Fungi Mycorrhiza
(cm) CFU g soil'x 10 ° CFU g soil!'x 10? spores/100 g soil !
C, 0-20 7.3* 653.3* 113.0°
C, 0-20 6.2¢ 93.3¢ 19.0¢
C, 20-41 * 27.0¢ 42.0¢
C, 41-65 5.5¢ 7.0° 12.0°
C, 65-99 6.8 46.7¢ 12.0°
C 99-125 6.5¢ 419.7° 54.0°

5

Averages with the same letter, in the column, were not significantly different by the Scott-Knott test (p < 0.10).

* Concentration below the detection limit for the method used.
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Table 8. Correlation between the chemical and physical soil data and the microbial data

(a) Chemical properties

(b) Physical properties

Bacteria Fungi Mycorrhiza Bacteria Fungi Mycorrhiza
oM -0.3501 0.2817 0.5872 CS -0.1438 0.6897 0.9099
ocC -0.3371 0.2816 0.5846 FS 0.3688 0.2548 0.0263
N -0.1497 0.2307 0.4318 ST 0.2575 -0.1616 -0.4504
C/N 0.1949 -0.0856 -0.2738 C -0.3161 -0.4763 -0.2865
pH 0.8247 0.4081 0.0888 BD -0.2987 -0.9325 -0.8532
Ca 0.1035 0.0742 -0.0841 TP -0.5254 -0.9570 -0.7985
Mg 0.1733 0.8035 0.7938 EH -0.6608 -0.9335 -0.7272
K 0.7540 0.5544 0.2997 ) -
Ne oo oy osgs | O = ommiemater o - o cubon ON - catun
P -0.0453 -0.5986 -0.7668 = fine sand; SI=silt; C = clay; BD = bulk density; TP = estimated
Al -0.9056 -0.1945 0.1666 total porosity; EH = equivalent moisture.

Yim and Tam (2003). In this study, the pH was possibly
the most important factor that adversely affected the
bacterial populations.

Fungi - Significant differences were observed
between the layers for fungal abundance. The high
populations observed in the layers C1_and C5 related
mainly with the acidic character of these layers, fact
that was partially confirmed in this study since the fungi
had a better development in the layers where bacterial
populations were reduced, except in the surface layer
(0-20 cm). Fungal populations were positively
influenced by slight increasing in pH as well as by
anaerobic conditions, even that the latter factor could
be an inhibiting factor in some fungi populations.

The high populations observed in the layers C1_
and C5 can be explained mainly by the acidic character
of these layers, since soil fungi grow better in acidic
conditions because they suffer less competition with
bacteria (Jordan et al., 1995).

Mycorrhizae - The number of mycorrhizal spores
varied between the layers of the studied soil profile,
with the largest populations occurring in the
undisturbed surface layer, C1 . The high concentration
of OM, C, N, higher luminosity, better aeration, a
favorable pH and low concentrations of Na and Al are
aspects that likely favored the development of these
fungi in this layer, as discussed by Silveira (1992).
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Flooding, often seen as inhibiting mycorrhizal
growth (Silveira, 1992), did not significantly influence
the population, which showed good development in the
CS layer, which remained flooded for long periods.
Overall, the data suggest that the deposition of nutrients
and compounds in the regions of the soil profile
corresponding to the maximum and minimum tide
(Figure 2), favored the growth of microorganisms
adapted to the unique chemical conditions.

Conclusion

The physical and chemical properties of the studied
mangrove soil were influenced by the regime of oceanic
and riverine tides due to the estuarine location. Human
intervention has led to a decline in the concentrations
of clay and organic carbon in the soil.

The proximity of urban agglomerations and the
upstream of the site — including the release of urban
sewage, and use of fossil fuels and fertilizers — did not
result in contamination by heavy metals (Cu, Zn, Mn,
Cr, Ni, Pb, Co) in soil. Cadmium, due to its moderately
high concentrations in the surface, is indicated to further
studies to better understand its source and fate in this
ecosystem.

The abundance of microorganisms (bacteria, fungi,
mycorrhizae) was higher in the undisturbed surface
layer and in the lower and intermediate layers of the
disturbed site.
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SELECAO DE CLONES DE CACAUEIROS RESISTENTES A MURCHA-DE-
CERATOCYSTIS EM CONDICOES DE CAMPO

Stela Dalva Vieira Midlej Silva’, Uilson Vanderlei Lopes’, Virginia Oliveira Damaceno’, Anténio
Walter de Oliveira Rocha Jiinior’
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Rodovia Ilhéus-Itabuna, 45662-000, I1héus, Bahia, Brasil.

Visando selecionar clones de cacaueiro resistentes a Ceratocystis cacaofunesta em condi¢cdes de campo foram
instalados dois ensaios: 65 clones (Ensaio 1) e 15 clones (Ensaio 2). Em cada planta foram selecionados cinco
ramos, quatro receberam o inéculo com 30uL do isolado Cc 20 na concentragao de 3,0 x 10* UFC/mL e a
testemunha somente dgar-dgua. No local sem ou com inéculo foi colocado um algoddao umedecido envolto com
uma fita plastica para formar uma cdmara timida. O delineamento foi inteiramente casualisado com duas plantas
por gendtipo no Ensaio 1 e trés plantas no Ensaio 2. Sessenta dias apds a inocula¢do os ramos foram retirados
das plantas e levados para o laboratério para medir a altura e largura da les@o. Apds a tomada de dados, todo o
material foi incinerado. Nos dois ensaios pela andlise da média das lesdes, o clone TSH 1188 mostrou-se ser o
mais resistente, enquanto o gendtipo VB 316, o mais suscetivel.

Palavras-chave: Theobroma cacao, Ceratocystis cacaofunesta, resisténcia

Selection of cacao genotypes resistant to Ceratocystis wilt under field

conditions. In order to select cacao clones resistant to Ceratocystis cacaofunesta under field conditions two
trials were installed: 65 clones (Trial 1) and 15 clones (Trial 2). In each plant we selected five branches, four
received the inoculum with 30 uL of the isolate Cc 20 in a concentration of 3,0 x 10* CFU / mL and the control
received only water-agar. At the site, with or without inoculums, it was placed a moistened cotton wrapped with
a plastic tape to form a moist chamber. The design was a completely randomized, with two plants per genotype
in Trial 1 and three plants in Trial 2 in. Sixty days after the inoculation, branches of the plants were removed and
taken to the laboratory to measure the height and width of the lesion. After collecting the data, all material was
incinerated. In both trials, based on the lesion averages, clone TSH 1188 proved to be the most resistant while
genotype VB 316, the most susceptible.

Key words: Theobroma cacao, Ceratocystis cacaofunesta, resistance
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Introducao

Em 1989 Pereira et al. (1989) constataram pela
primeira vez a doenga vassoura-de-bruxa do cacaueiro
(Theobroma cacao L.), causada pelo basidiomiceto
Moniliophthora perniciosa, na regido sul da Bahia,
e, desde entdo, esta doenga provocou sérios danos
econdmico-sdcio-ambientais. A producao de cacau
nesta regido sofreu redugdes drasticas, passando o
Brasil de pafs exportador para importador. Diante
disso, criou-se a necessidade do estabelecimento de
programas de melhoramento genético para retomada
do agronegdcio cacau na obtencdo de variedades
resistentes e de alta produtividade. Porém, em 1997
foi constatada a ocorréncia da murcha-de-
ceratocystis ou mal-do-facao em enxertos no viveiro,
e em 1998, em cacaueiros adultos (Bezerra, 1997;
Bezerra et al., 1998).

A murcha-de-Ceratocystis é causada pelo fungo
Ceratocystis cacaofunesta. Esta doenga foi constatada
pela primeira vez em 1918, no Equador, e nas décadas
de 50 e 60 a doenca adquiriu importancia epidémica,
provocando a morte de milhdes de arvores. No Brasil,
foi encontrada pela primeira vez em Rond6nia e mais
recentemente, na regido sul da Bahia. E possivel que a
doenca estivesse presente de forma esporadica, na
regido, ja por alguns anos, s6 comecando realmente a
apresentar alguma importdncia econdmica com o
plantio de determinados materiais genéticos, a partir
de 1995, que a despeito de apresentarem resisténcia a
vassoura-de-bruxa, mostraram-se bastante suscetiveis
a murcha-de-ceratocystis, como foi o caso da variedade
Theobahia.

A disseminagdo da murcha-de-ceratocystis entre
as plantas se da pelos tratos culturais normais da
lavoura, que resultam em ferimentos principalmente
na desbrota que permite a passagem de propagulos
de uma planta doente para outra sadia através da
ferramenta.

Estudos metodoldgicos para a avaliacdo da
resisténcia de clones do cacaueiro a murcha-de-
ceratocystis foram desenvolvidos por Alarcon (1994),
Delgado; Echandi (1965), Domingues; Velasquez
(1972), Guerrero (1975), Silva et al. (2007), Silva
(2005), Silva e Luz (2000), Sanches (2007) e Sanches
et al. (2007). Nesta ultima citagdo, os autores
estudando aspectos metodoldgicos e comparando a
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resisténcia entre 10 clones de cacaueiro, em fase de
plantulas, a murcha-de-ceratocystis indicaram os
clones TSH 1188 e o CEPEC 2008 como os de maiores
resisténcia; o CEPEC 2002, CEPEC 2007, CEPEC
2009 e 0 CCN 10 com resisténcia moderada; e, como
mais suscetiveis os clones CCN 51, SJ 02, PH 16, HW
25 e a concentragdo de in6culo 10° UFC.mL! como
adequada para este estudo.

Existem também algumas evidéncias, ainda
sujeitas a confirmacao, que indicam que o clone IMC
67 é resistente a murcha-de-ceratocystis e expressa
estabilidade regional (Dias, 2001 ).

Silva et al. (2004), relatam que os clones SIC
644 e SIC 812 apresentaram-se como moderadamente
resistentes e a variedade ‘Jaca’ foi a inica com maior
resisténcia, acompanhada pelos clones SIAL 577,
CB 205 e CBI 205, quando empregou a metodologia
preconizada por Delgado e Echandi (1965).

Considerando-se o fato da murcha-de-ceratocystis
ocorrer em toda regido cacaueira da Bahia e com o
registro em 2001, no norte do Espirito Santo (Almeida
etal., 2005), a busca de fontes de resisténcia a doenca é
imprescindivel para que ndo se torne um problema ainda
mais grave na cultura. O uso de material genético
resistente € o controle mais eficiente e econdomico. Com
esse objetivo, na busca de material resistente 8 murcha-
de-ceratocystis foram realizados dois ensaios, sendo o
Ensaio 1 com 65 clones e o Ensaio 2 com 15 clones. Os
clones do Ensaio 1 foram instalados em ensaios de rede
em seis agrossistemas da regido cacaueira da Bahia, para
avaliacdo de sua resisténcia a vassoura-de-bruxa,
produtividade e outras caracteristicas agrondmicas
desejaveis. No Ensaio 2 foram usados clones resistentes,
intermedidrios e suscetiveis selecionados no Ensaio 1
acrescido dos clones ICS 1, Jaca e IMC 67.

Material e Métodos

Ensaio 1

Material genético

Sessenta e cinco clones de cacaueiro com
aproximadamente trés anos instalados na Quadra H
da drea experimental do Centro de Pesquisas do Cacau
(CEPEC) em Ilhéus, Bahia, foram testados quanto sua
reacdo ao C. cacaofunesta (Tabela 1).
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Tabela 1 - Relagdo dos 65 clones testados no Ensaio 1

AM 01 FF 38 FSU 07 NV 02 RT 09 SM 04 TSH 1188 VB 902
AM 02 FL 16 FSU 127 NV 22 RT 106 SM 06 VB 309 VB 903

BB 133 FL 29 FSU 13 NV 77 RV ID 12 T 10 VB 311

BB 6020 FL 60 FSU 151 PAT 118 SCS 18 T11 VB 316

BB 6021 FL 77 FSU 77 PAT 84 SCS 20 TR 12 VB 515

CSF 22 FLN 30 GM 33 PB 617 SIAL 169 TR 15 VB 547

DF 01 FLN 46 HR 20 PH 16 SIC 23 TR 22 VB 679

FADA 100 FSR 01 HR 29 PS57 1 SJ 02 TR 35 VB 892

FADA 18 FSU 01 M 05 PS57 111 SM 02 TR 36 VB 900

Inoculacao fragmentos de hifas foi ajustada para 3,0 x 10* UFC/

Em cada duas plantas escolhidas do genétipo foram
marcados cinco ramos lenhosos com aproximadamente
1,5 cm de didmetro, sendo que quatro ramos receberam
o ind6culo e um ramo foi a testemunha. Como inéculo,
utilizou-se o isolado do fungo C. cacaofunesta
identificado como Cc 20 da Micoteca da Secdo de
Fitopatologia do CEPEC.

O isolado foi reativado, pincelando uma suspensao
de suas estruturas em fragmentos de 4 cm de ramos de
cacaueiros cortados ao meio longitudinalmente,
conforme metodologia preconizada por Delgado e
Echandi (1965). Apds quatro dias de incubac¢do em
camara umida, os ascésporos foram transferidos para
tubo de ensaio contendo meio BDA. Aos oito dias de
crescimento do fungo foi colocado no tubo de ensaio
dgua destilada esterilizada e, com auxilio de um pincel,
foram retiradas as estruturas do fungo. A suspensio
obtida foi filtrada em gaze para eliminar os peritécios. A
suspensdo final composta de ascésporos, conidios e

mL em 0,3% de AA (4gua-dgar). Nos ramos dos
cacaueiros foi feito um corte com bisturi, no sentido
horizontal de maneira que a casca se desprendesse e
o lenho ficasse exposto. Neste local foram depositados
30 uL de uma solugdo de 0,3% AA (dgua-4gar), no
ramo testemunha, e, nos inoculados, o mesmo volume
de uma suspensao de 3,0 x 10* UFC/mL. No local da
incisao foi feita uma cAmara imida, colocando algodao
umedecido com dgua destilada estéril recoberto com
uma fita plastica (veda-rosca).

Avaliacao

Sessenta dias apds a inoculacdo, os ramos foram
cortados a 20 cm abaixo do ponto de incisao e colocados
em sacos plasticos devidamente identificados com o
numero da parcela do genétipo e da planta. Em
laboratério, a casca dos ramos foi retirada para
possibilitar a medida de altura e largura da lesao
(Figura 1).

Figura 1. Inocula¢do em cacaueiro com Ceratocystis cacaofunesta em campo. A - ramos retirados do campo para
avaliacdo; B - vis@o das lesdes em ramos inoculados e a testemunha sem lesdo.
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Ensaio 2

O Ensaio 2 foi realizado apds a andlise do Ensaio 1
no qual foram selecionados clones de cada um dos trés
grupos formados: resistente (TSH 1188, SCS 20, BB
133, VB 515 ¢ FSU 77) , intermediario (VB 900 e
VB 547) e suscetivel (PH 16, CSF 22, FSU 127, VB
892 e VB 316), perfazendo um total de 15 clones com
a inclusdo dos clones ICS 1, IMC 67 e JACA. Os
procedimentos foram os mesmos realizados no Ensaio
1, com excecdo do nimero de repeti¢des, que foram
trés plantas por genétipo.

Analise dos dados

Nos Ensaios 1 e 2 foram realizadas as medidas de
altura e largura da lesdo, para obtencdo da drea
lesionada pelo patégeno nos ramos. A andlise de
variancia e estimag¢ao do coeficiente de correlacdo de
Pearson e componentes de variincia foram realizadas
usando o programa SAS (SAS Institute, 1989), ja o
agrupamento das médias pelo método de Scott-Knott
foi realizado usando o programa Genes (Cruz, 2001).
A herdabilidade clonal (h ) foi estimada como: h’ =
6% /[6° + &, + 6], onde &°, 6%, e 6° sdo estimativas
dos componentes de variincia associados a clones,
blocos e residuo.

Resultados e Discussao

Nos dois ensaios, os ramos testemunhas ndo
apresentaram lesao. Dos 65 clones testados, no Ensaio
1, a média de area lesionada foi realizada somente em
64 clones (Tabela 2), pois o CSF 22 se apresentou como
0 mais suscetivel, causando murcha e seca nos ramos
inoculados (Figura 2).

Figura 2 - Visdo do ramo seco do clone CFS 22 aos 60 dias
apds a inoculagdo em campo com Ceratocystis cacaofunesta; local
da inoculagdo (seta).

Tabela 2 - Média da lesdo (cm?) de Ceratocystis cacaofunesta em 64 clones de cacaueiro inoculados artificialmente no campo

Clone Area Clone Area Clone Area Clone Area
TSH 1188 2,19 NV 22 10,68 SIAL 169 19,31 NV 02 27,56
BB 133 2,60 NV 77 12,60 HR 29 19,47 SJ 02 27,85
SCS 20 3,49 VB 309 12,90 PS57 1 20,11 TR 35 28,58
PAT 118 4,45 T 11 13,89 TR-15 20,27 FL 29 29,17
FL 60 5,08 FLN 30 14,10 PS57 111 22,58 FL 16 29,23
HR 20 5,11 FL 77 14,15 T 10 22,60 VB 679 30,31
SCS 18 5,46 TR 36 14,15 BB 6020 22,76 SM 06 32,19
SIC 23 6,56 FSU 151 14,25 VB 547 23,17 FADA 18 33,05
VB 902 6,87 FSU 77 14,48 FSU 01 23,51 FADA 100 35,36
FSR 01 7,56 BB 6021 14,51 RT 106 24,76 AM 02 36,14
FSU 13 7,92 M 05 16,33 VB 900 25,33 PAT 84 36,65
GM 33 8,07 TR 12 16,53 SM 02 26,10 PH 16 41,19
FLN 46 8,09 RV ID 12 16,68 DF 01 26,34 VB 892 42,84
TR 22 8,42 FF 38 17,57 VB 311 26,36 FSU 127 43,28
PB 617 8,46 VB 515 17,68 FSU 07 27,09 AM 01 47,40
VB 903 9,36 RT 09 18,46 SM 04 27,49 VB 316 55,98
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De acordo como o teste F foram encontradas
evidéncias de diferencas significativas, ao nivel de 1%
de probabilidade, entre os clones com rela¢do a infecgao
a C. cacaofunesta (Tabela 3).

Tabela 3. Andlise de variancia da area lesionada ocasionada
por Ceratocystis cacaofunesta em 64 clones de cacaueiro
inoculados no campo

Fonte GL Quadrado Médio  Valor F Probab.
Clone 63 247,14 291 <0,0001
Bloco 1 305,93 3,60 0,0632
Erro 52 84,91

As duas varidveis estimadas altura e largura da lesdo
apresentaram uma forte correlacao positiva (r = 0,72)
(Figura 3), assim como a uma alta herdabilidade clonal
(0,59 e 0,73, respectivamente) (Tabela 4).

Tabela 4. Estimativas dos coeficientes de correlagdo de
Pearson entre as médias de 64 clones de cacaueiro e herdabilidade
clonal para as varidveis altura, largura e drea da lesdo ocasionada
por C. cacaofunesta

O método de Scott-Knott aplicado aos 64 clones
testados possibilitou classificd-los em trés grupos:
resistente (R), intermediario (I) e suscetivel (S)
conforme suas reagdes ao C. cacaofunesta (Tabela 5).

O clone TSH 1188 apresentou a menor média de
area lesionada (2,19 cm?), comprovando a sua
resisténcia ao C. cacaofunesta, como foi demonstrado
por trabalhos anteriores feitos com plantulas em casa
de vegetacdo por Oliveira et al. (2009) e Silva et al.
(2007, 2010, 2012). Entre os clones resistentes houve
uma variacdo da drea lesionada de 2,19 a 20,27 cm?
correspondendo a 56,25% do total de clones testados.
Os clones BB 1 33, SCS 20, PAT 118 e FL 60
apresentaram drea média lesionada menor que 5,8 cm?.
O clone VB 902 agrupado entre os resistentes apresentou
0 mesmo comportamento quando inoculado em progénies
de polinizacdo aberta por Silva et al. (2012).

O grupo intermediario foi formado por 31,25% dos
clones testados com uma variacao de 22,58 a 33,05
cm? de drea média de lesdo. Dentre estes clones, Oliveira
et al. (2009) e Silva et al. (2012), também agruparam
os clones PH 15 e MO 5 como intermedidrios, quando
foram inoculados em progénies de polinizagdo livre em
casa de vegetacdo. Porém, discordaram quanto ao clone

Varidvell  Altura Largura Area ho SJ 02, que em seus trabalhos se apresentou como
suscetivel.
ksk kek . s 1 2
Altura 1,00 0,72 0,93 . 0,59 O clone VB 316 apresentou a maior média de drea
Zzgaum 1,00 ?’gg 8’22 lesionada (55,98 cm?) dos clones testados. O grupo
. ’ dos clones suscetiveis correspondeu a 12,5% dos clones
3,0
o Larg = 0.056(Alt) + 0.784
° R?=0.513 .
e
o 2,0
'@
[}
4
o 1.5
©
®©
5 1,0
>
S o5
0,0 ‘
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Figura 3. Largura x altura da lesdo ocasionada por Ceratocystis cacaofunesta em 64 clones de cacaueiro inoculados no campo.
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Tabela 5. Area da lesdo ocasionada por Ceratocystis
cacaofunesta em 64 clones de cacaueiro inoculados no campo
no Ensaio 1

Clone Area (cm?) Clone Area (cm?)
TSH 1188 2,19 c¢* SIAL 169 19,31 ¢
BB 133 2,60 ¢ HR 29 19,47 ¢
SCS 20 3,49 ¢ PS 571 20,11 ¢
PAT 118 445 ¢ TR 15 20,27 ¢
FL 60 5,08 ¢ PS 57 111 22,58 b
HR 20 511 ¢ T 10 22,60 b
SCS 18 5,46 ¢ BB 6020 22,76 b
SIC 23 6,56 ¢ VB 547 23,17 b
VB 902 6,87 ¢ FSU 01 23,51 b
FSR 01 7,56 ¢ RT 106 24,76 b
FSU 13 792 ¢ VB 900 2533 b
GM 33 8,07 ¢ SM 02 26,10 b
FLN 46 8,09 ¢ DF 01 26,34 b
TR 22 8,42 ¢ VB 311 26,36 b
PB 617 8,46 ¢ FSU 07 27,09 b
VB 903 9,36 ¢ SM 04 27,49 b
NV 22 10,68 ¢ NV 02 27,56 b
NV 77 12,60 ¢ SJ 02 27,85 b
VB 309 12,90 ¢ TR 35 28,58 b
T11 13,89 ¢ FL 29 29,17 b
FLN 30 14,10 ¢ FL 16 29,23 b
FL 77 14,15 ¢ VB 679 30,31 b
TR 36 14,15 ¢ SM 06 32,19 b
FSU 151 14,25 ¢ FADA 18 33,05 b
FSU 77 14,48 ¢ FADA 100 35.36 a
BB 6021 14,51 ¢ AM 02 36,14 a
M 05 16,33 ¢ PAT 84 36,65 a
TR 12 16,53 ¢ PH 16 41,19 a
RV ID 12 16,68 ¢ VB 892 42 84 a
FF 38 17,57 ¢ FSU 127 43 28 a
VB 515 17,68 ¢ AM 01 47 40 a
RT 09 18,46 ¢ VB 316 55 .98 a

*Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo
grupo pelo método de Scott-Knott (4 = 5%).

testados, apresentando uma variacdo na média de area
lesionada de 35,36 a 55,98 cm?. Destes, o PH 16 teve
sua comprovacdo em campo como suscetivel,
corroborando com os trabalhos em casa de vegetacao
de Sanches (2007), que encontrou 93% de plantulas
mortas e Silva et al. (2007, 2012) com 60 e 85% de
mortalidade das plantulas, respectivamente, embora
estes dois autores nao tenham usado o mesmo isolado
do patégeno.
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No Ensaio 2, os 15 clones foram analisados pelos
mesmos procedimentos do Ensaio 1. As estimativas da
herdabilidade clonal para as trés varidveis analisadas
foram elevadas (Tabela 6), sugerindo que a selecdo de
clones com base nestas varidveis € efetiva.

Tabela 6. Herdabilidade clonal para a drea da lesdo ocasionada
por Ceratocystis cacaofunesta em 15 clones de cacaueiro
inoculados no campo

Variavel h2
Area 0,81
Altura 0,78
Largura 0,93

Na Figura 4, os 11 clones testados em ambos os
ensaios (BB 1 33; FSU 77 e 127; PH 16; SCS 20;
TSH 1188; VB 316, 547, 515, 892 e 900) mostraram
uma correlagdo positiva entre as médias das dreas das
leses estimadas nos dois ensaios (r = 0.76**, Tabela 6)
quando inoculados com C. cacaofunesta, demonstrando
a confiabilidade da metodologia utilizada para
inoculacdo e avaliacdo na sele¢do de clones resistentes
a murcha-de-ceratocystis.

60

AL2=0.49(AL1) + 7.61
R?=0.58
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Figura 4. Area da lesdo ocasionada por Ceratocystis
cacaofunesta em 11 clones de cacaueiro inoculados no campo em
ambos os ensaios (Ensaio 1 e 2).
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Pelo método de Scott-Knott a 5%, no Ensaio 2
formaram-se oito grupos com os 15 clones testados
(Tabela 7). No caso, os clones TSH 1188, IMC 67 e
JACA foram os mais resistentes apresentando uma
variacdo na média lesionada de 2,47 a 4,44 cm?. Nos
dois ensaios, o clone TSH 1188 foi o que apresentou a
menor média de lesdo confirmando, também, a sua
resisténcia, quando inoculado em condi¢des de campo.
Este clone foi e estd sendo usado como padrdo de
resisténcia em ensaios de progénies em casa de
vegetacdo e a sua reacdo tem permanecido ao longo
dos anos. Os clones BB 1 33 e SCS 20 embora tenham
apresentado drea média de lesdo de 7,64 e 12,14 cm?,
respectivamente, nao foram incluidos ao grupo dos
resistentes como foram no Ensaio 1, quando a drea
média de lesdo foi inferior a 4,0 cm?.

O clone VB 316 com lesdo média de 55,98 cm? foi
o de maior suscetibilidade neste ensaio, repetindo a
mesma classificacdo que obteve no Ensaio 1, seguido
pelos clones VB 892, FSU 77 e 127, CSF22 e ICS 1
que apresentaram valores da média da area lesionada
acima de 20cm?. O clone CSF 22 confirmou a sua
suscetibilidade, que no Ensaio 1 causou a morte de
todos os ramos inoculados. Os clones VB 892 e FSU
127 apresentaram-se como suscetiveis com drea média

Tabela 7. Area da lesdo ocasionada por Ceratocystis
cacaofunesta em 15 clones de cacaueiro inoculados no campo

(Ensaio 2)

Clone Area (cm?)
TSH-1188 2,47 i*
IMC-67 2,89 1
JACA 4,44 1
SCS-20 7,64 H
BB-1-33 12,14 G
VB-900 1497 F
VB-547 15,26 F
PH-16 18,03 E
VB-515 18,43 E
FSU-77 20,44 E
ICS-1 23,87 d
CSF-22 25,03 d
FSU-127 32,66 ¢
VB-892 35,38 b
VB-316 42,57 a

*Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo
grupo pelo método de Scott-Knott (4 = 5%).

de lesdao acima de 40 cm?, mantendo a mesma
classificagdo em ambos os ensaios. O clone ICS 1 foi
selecionado para este ensaio, pela sua suscetibilidade
a murcha-de-ceratocystis em cacaueiro relatada desde
os anos 50 e 60, quando houve a morte de cerca de
35.000 plantas (Delgado, 1964). Este também foi citado
como suscetivel em observagdes feitas em campo por
Soria (1973), e, por Silva et al. (2004, 2007) e Sanches
(2007) em testes com progénies em casa de vegetagao.
Porém, com o ndamero de clones testados, o ICS 1,
usado como padrao de suscetibilidade, deixou de ser
por terem sido encontrados clones mais suscetiveis,
como cita Silva et al. (2007).

No grupo dos intermedidrios, com uma variagao de
média lesionada de 15 a 21 cm?, os clones VB 547 e
900 apresentaram o mesmo comportamento em ambos
os ensaios, enquanto o VB 515 foi agrupado como
resistente e o PH 16 como suscetivel, no Ensaio 1.

A metodologia de inoculagdo preconizada para
cacaueiros adultos no campo e a andlise dos dados
mostraram-se eficientes e permitiram a definicao de
grupos de clones em relagdo a sua reagao ao patégeno,
sugerindo sua aplicabilidade em trabalhos posteriores.
Porém, no campo, o trabalho € maior pelo tempo gasto
e a dificuldade de selecionar plantas e ramos, que
atendam as exigéncias para efetuar a inoculacio. Outro
fator € o risco de trabalhar com o patdgeno na drea, e,
para evitar a sua disseminagao, todo material inoculado
deve ser retirado e apds a avalia¢do, incinerado. Diante
do exposto sugere-se que 0s experimentos com progénies
dos clones e com maior repetividade sejam utilizados
como uma rotina na selecdo de clones resistentes a
murcha-de-ceratocystis, devido a maior homogeneidade
das amostras e dos resultados serem aplicados com
precocidade no Programa de Melhoramento Genético
do Cacaueiro (PMGC) do Cepec.
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URINA DE VACA E FOSFITO DE COBRE NO CRESCIMENTO E
DESENVOLVIMENTO DE MUDAS DE TOMATEIRO
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Analisou-se o efeito da aplicacdo de urina de vaca e fosfito de cobre sobre o crescimento e o desenvolvimento
de mudas de tomateiro cv. “Santa Adélia”. Houve influéncia negativa do fosfito sobre o crescimento das plantas
aos 14 dias ap6s a aplicacdo (DAAp), reduzindo a efeito da urina de vaca sobre o crescimento das mudas. A
associacdo entre os tratamentos (urina de vaca e fosfito de cobre) ndo apresentou efeito significativo sobre a
massa seca das mudas, variando em funcao da concentraco e ao longo do tempo. Relata-se menor desenvolvimento
em altura e menor acimulo de massa seca quando as plantas foram tratadas com urina de vaca em concentragdes
acima de 8,23%. A razdo raiz/parte aérea (R/PA) foi reduzida com aumento da concentra¢do de urina tanto nos
tratamentos sem e com fosfito de cobre, independentemente da época de avaliacdo. Aos 7 DAAp, a taxa de
crescimento relativo da massa seca total (TCRmst) aumentou com o aumento nas concentra¢des de urina de vaca
com fosfito de cobre. Contudo, independente da presenca ou auséncia de fosfito de cobre, a TCRmst diminuiu
comparando-se as avaliacdes feitas aos 7 e 14 DAAp. Em ambos os tratamentos, as maiores taxas de crescimento
das plantas (altura e massa seca total) ocorreram nos primeiros 7 DAAp.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum L., anélise de crescimento, biofertilizante.

Cow urine and phosphite copper in the growth and development of tomato
seedlings. The growth and development of seedlings of tomato cv. “Santa Adélia” were treated with cow
urine and phosphite copper solution, and analyzed. There was a negative impact of phosphite on the growth of
plants to 14 DAAp, reducing the effect of cow urine on growth of the seedlings. The association between treatments
(cow urine and phosphite copper) had no significant effect on the dry weight of seedlings, varying in function of
the concentration and in over time for the variables analyzed (MST, ALT, TCRalt, TCRmst, R/PA). It is reported
that there was less development in height and lower dry matter accumulation when the seedlings treated with
cow urine at concentrations above 8.23%. The ratio R/PA decreased with increasing concentration of urine in
both treatments with and without phosphite copper, regardless of the time of the evaluation. At 7 DAAp, TCRmst
presented an increasing trend with increasing concentrations of cow urine with phosphite copper. However,
regardless of the presence or absence of phosphite copper, the TCRmst decreased compared to the assessments
made at 7 and 14 DAAp. In both treatments, the highest plant growth rates (TCRmst and TCRalt) occurred in the
first 7 DAAp.

Key words: Solanum lycopersicum L., growth analysis, biofertilizer.
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Introducao

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) € uma das
mais importantes hortalicas cultivadas no mundo. O
Brasil € o oitavo produtor mundial com uma produgao
anual de 3,8 milhdes de toneladas (FAO, 2008) em
uma drea plantada de 50 mil hectares (FNP, 2008). A
espécie € também uma das mais consumidas por todas
as classes sociais da populagdo, cultivada em todos os
estados e em sistemas de produgdo convencional e
organico (Duarte et al., 2007).

Uma das mais importantes etapas do sistema de
produgdo do tomateiro é a formagdo das mudas,
influenciando diretamente o desempenho final das plantas
nos campos de producdo (Minami e Puchala, 2000).
Mudas mal formadas debilitam e comprometem todo o
desenvolvimento do cultivo, prolongando seu ciclo e
levando a perdas na produgdo (Guimardes et al., 2002).
Considerando o custo das instalagdes e dos insumos, é
recomenddvel acelerar o desenvolvimento dessas mudas
para garantir maior lucratividade (Pereira et al., 2007).

A suplementacao de substratos com adubos minerais
soluveis € estratégia comumente adotada para assegurar
crescimento rapido das mudas, melhorando sua
qualidade e antecipando o transplantio para o campo
(Barbosa, 1999). Porém, no que diz respeito a
agricultura orgénica, essa pratica nao € admitida pelas
normas técnicas de produgao vigentes (Brasil, 2001),
justificando estudos sobre o emprego de insumos
alternativos as formula¢des NPK, com destaque para
a urina de vaca e fosfitos (Ormond et al., 2002).

A urina de vaca é um residuo orgénico que possui
em sua constituicdo nutrientes, como nitrogénio,
fésforo, potdssio, cdlcio, magnésio, enxofre, ferro,
manganés, boro, cobre, zinco, sddio, cloro, cobalto,
molibdénio e aluminio, compostos fendlicos e acido
indolacético (AIA), que é um hormodnio natural de
crescimento de plantas (Fernandes, 2000, Boemeke,
2002); além de microrganismos atuantes na
decomposi¢ao da matéria organica (Bettiol et al., 1998).
No Brasil, pesquisas t€ém sido conduzidas visando
avaliar o efeito da aplicag¢do de urina de vaca sobre o
desenvolvimento e produgdo de diversas culturas como:
abacaxi (Gadelha et al., 2002), alface (Gadelha et al.,
2003), pimentao (Oliveira et al., 2004), feijao-vagem
(Ramalho et al., 2003), inhame (Soares et al., 2003),
tomate (Moraes et al., 2011), dentre outras.
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O fosfito, forma reduzida de fosfato, esta sendo
amplamente comercializado em diversos paises como
fertilizante e fungicida (Smillie et al., 1989, Schroetter
et al., 2006). A recomendacao de sais de fosfito como
fertilizante esta relacionada ao fato desse dnion
encontrar-se ligado com algum nutriente, sendo um
excelente complexante que favorece a absorcido de
cdlcio, boro, zinco, manganés, molibdénio e potéssio e
outros elementos (Nojosa et al., 2005, Vitti et al., 2005,
Schroetter et al., 2006). Embora os fosfitos sejam
reconhecidos como potencializadores da resisténcia de
plantas a patégenos, o seu potencial como fertilizante
precisa ser estudado. Informagdes sobre como os
fosfitos afetam o crescimento e a qualidade das plantas
ainda ndo foram estabelecidas (Thao et al., 2009).

O acumulo de massa seca e o incremento em altura
pelas plantas, quantificados em func¢do do tempo, sdo
utilizados na estimativa de varios indices fisioldgicos
relacionados as diferencas de desempenho sobre
diferentes tratamentos (Nieuwhof et al., 1991; Fayad
etal., 2001; Santos et al., 2004; Conceicdo et al., 2005;
Duarte et al., 2007; Nery et al., 2007). Normalmente,
estes indices sdo a taxa de crescimento absoluto, taxa
de crescimento relativo, razdo raiz/parte aérea, taxa
assimilatdria liquida, razdo de area foliar e a razdo de
peso foliar, dentre outros (Pereira e Machado, 1987,
Benincasa, 2003).

Nesse contexto, o presente estudo teve por objetivo
avaliar o efeito da aplicacdo de urina de vaca e fosfito
de cobre sobre o crescimento € desenvolvimento de
mudas de tomateiro cv. “Santa Adélia”.

Material e Métodos

O estudo foi desenvolvido em casa de vegeta¢do no
Campus do Centro de Ciéncias Agrdrias da
Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre-ES,
sendo realizado em dois ensaios consecutivos. O
primeiro foi realizado no periodo de 03 de Setembro a
01 de Outubro de 2010 e o segundo no periodo de 22
de Outubro a 19 de Novembro de 2010.

Primeiro Ensaio

Foram avaliadas mudas de tomateiro da cultivar
“Santa Adélia” produzidas em bandejas de poliestireno
expandido (isopor) com 128 células preenchidas com
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substrato comercial (Vivato Slim®), composto por
moinha de carvao vegetal, casca de pinus e turfa. O
ensaio foi instalado em esquema fatorial 5x2x2, sendo
o fator urina de vaca em cinco niveis (0, 5, 10, 20 e
50% v/v) (Aldrighi et al., 2002; Boemeke et al., 2002),
o fator fosfito de cobre (Fulland®) em dois niveis
(presenca-0,2% v/v (1 L p.c. 500 L' de dgua) ou
auséncia), e o fator época de avaliacdo em dois niveis
(sete e quatorze dias apds a primeira aplicacdo dos
tratamentos - DAAp), em delineamento inteiramente
casualizado (DIC). Cada bandeja com 128 mudas sendo
todas uteis foi considerada uma parcela experimental
(tratamento) num total de 10 bandejas (cinco
concentracdes de urina de vaca, com ou sem adi¢do de
fosfito de cobre). Foram consideradas cinco repeti¢des
por tratamento, sendo cada repeti¢do constituida pela
média de trés mudas selecionadas ao acaso em cada
parcela experimental.

A primeira aplicagdo dos tratamentos foi realizada
via irrigacdo, quando as plantulas apresentavam a
primeira folha definitiva; e a segunda, respectivamente,
aos sete dias ap0s a primeira aplica¢do. Padronizou-se
um volume de solugdo de 0,5 litros/bandeja aplicadas
com auxilio de um regador, em periodos do dia com
temperatura amena (£ 25 °C). Todas as demais
irrigagdes foram realizadas por aspersao de 4gua
deionizada.

Foram realizadas duas avalia¢des do efeito dos
tratamentos, sendo uma aos sete e outra aos quatorze
dias apds a primeira aplicagd@o (respectivamente, 7 e
14 DAAp). As varidveis analisadas foram: altura da
planta (ALT) e massa seca total (MST). As mudas
foram retiradas ao acaso de cada bandeja, e o sistema
radicular lavado em 4dgua corrente. A altura foi
quantificada com auxilio de um escalimetro
milimetrado e a massa seca total determinada através
de pesagem em balanga de precisdo ap6s permanéncia
do material em estufa de circulagdo forcada de ar, a
temperatura de 70 °C, até peso constante.

A urina de vaca utilizada foi coletada durante a
ordenha de rebanho bovino mestico, na fazenda
experimental do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Espirito Santo onde os
animais sdo submetidos ao manejo convencional. Esse
material foi acondicionado em embalagens fechadas
e armazenadas por 15 dias a temperatura ambiente
(x 25 °C).

Segundo Ensaio

O ensaio foi instalado em esquema fatorial 4x2x2,
sendo o fator urina de vaca em quatro niveis (0, 2, 4, e
7% vIv) (definidas com base nos resultados do primeiro
ensaio), o fator fosfito de cobre (Fulland®) em dois
niveis (presen¢a-0,2% v/v (1 L p.c. 500 L' de agua),
ou auséncia); e o fator época de avaliagdo em dois niveis
(sete e quatorze DAAp), em DIC, com cinco repeticdes,
sendo cada repeticdo constituida por trés mudas.

Foram quantificadas a altura e a massa seca total
conforme descri¢do anterior. As varidveis analisadas
foram: Razdo raiz/parte aérea (R/PA) da massa seca;
taxa de crescimento relativo da altura (TCRalt) (mm
mm' dia') e taxa de crescimento relativo da massa
seca total (TCRmst) (g g' dia') (Eq. 1) (Vale et al.,
2004).

TCR = (InA2 - InA1)/(T2-T1) (Eq. 1)

Em que:

Al e A2: Sdo as massas seca, ou alturas, de duas
amostragens sucessivas.

T1 e T2: Epocas de amostragem.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a anélise de variancia.
As médias do fator quantitativo (concentra¢des de urina
de vaca) foram comparadas através da andlise de
regressao, sendo os modelos escolhidos com base no
coeficiente de determinacdo, quadrado médio do
residuo, significincia dos coeficiente de regressao (50
e B1), andlise do residuo e adequacdo do modelo para
descricao dos dados, adotando-se os niveisde 1 e 5%
de probabilidade pelo teste F. Modelos nao
significativos ndo foram apresentados.

Resultados e Discussao

Primeiro Ensaio

O tratamento com 50% de urina de vaca na solucao
proporcionou fitotoxidez nas mudas de tomateiro,
limitando o desenvolvimento das mesmas. No referido
tratamento, decorridas 24 horas apds a primeira
aplicagdo da solugdo ja se observava sintomas de
injurias nas plantas, como escaldadura e necrose, o
que levou a morte das mesmas. Devido ao fato, o
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tratamento com a dose 50% foi excluido das analises
estatisticas.

Semelhante a este estudo, Oliveira et al. (2008)
estudaram a resposta de plantas de mamoneira (Ricinus
communis L.) cultivar “BRS Energia”, a aplicacdo de
niveis crescentes de urina de vaca. Segundo esses autores,
a aplica¢do com urina de vaca pura (100%) provocou
injdria em 47,17% das folhas. Nesse estudo, mudas de
tomateiro cv. “Santa Adélia” sofreram injdrias
provocadas pela dose 50%, ou seja, metade da dose
utilizada por Oliveira et al. (2008), o que foi suficiente
para levar as mudas de tomateiro a morte. De modo
semelhante, Cesar et al. (2007) em um experimento com
mudas de pepino, relataram que em bandejas tratadas
com solugdes contendo mais de 40% de urina de vaca, a
massa seca das plantulas de pepino foi inferior a do
tratamento controle (sem urina de vaca).

Na Tabela 1 estd representado o resumo da analise
de variincia, onde observa-se pelo teste F, a
significancia das interagdes entre os fatores para as
variaveis ALT, MST, razao R/PA, TCRmst e TCRalt.

Quanto a variavel altura das plantas, houve influéncia
do fator fosfito de cobre (p <0,05) no desenvolvimento
das mudas de tomateiro. A altura mdxima das plantas
nos tratamentos sem fosfito, aos 7 e aos 14 DAAp e as
respectivas concentragdes de urina de vaca foram: 53,6
mm (8,59 % de urina de vaca) € 126,8 mm (10,16% de
urina de vaca) (p <0,05, Figura 1).

Nos tratamentos com adi¢do de fosfito de cobre,
houve influéncia negativa do fosfito sobre o crescimento
das plantas aos 14 DAAp. A concentracgao de urina de
vaca (10,16%) que proporciona altura maxima (126,83
mm) as plantas na auséncia de fosfito, tem seu efeito
reduzido quando aplicada juntamente com o mesmo.
Para essas condicdes, ¢ com base no modelo de
regressdo (Figura 1), a altura maxima das plantas
tratadas com solucao contendo 10,16% de urina de vaca
+ fosfito de cobre, seria 119,17 mm, ou seja, inferior
ao ocorrido para a condi¢do de auséncia de fosfito
(126,83 mm). Aos 7 DAAp nao houve efeito das doses
de urina de vaca sobre a altura das plantas (§ = 0=47,82
mm) (Figura 1).

Alguns estudos tém mostrado que o fosfito nao é
utilizado pelas plantas como fonte de f6sforo, podendo
inclusive causar efeitos negativos sobre o crescimento
das mesmas (Schroetter et al., 2006, Aratjo, 2008). O
fosfito pode reduzir a atividade da fosfatase acida,
enzima que sob condi¢des de baixa disponibilidade de
fésforo tem sua atividade aumentada com a finalidade
de converter fésforo organico em fésforo inorganico
(Aradjo, 2008). Segundo Aradjo (2008), nessas
situacdes a planta ndo converte os fotoassimilados
sintetizados em aumento de producdo de tecido
radicular, o que resultaria em menor volume de solo
explorado e possivelmente em menor absorg¢do de
nutrientes e seu consequente desenvolvimento. A baixa

Tabela 1. Resumo da andlise da variancia, demonstrando a significancia do teste F para altura (ALT), massa seca total (MST),
razdo raiz/parte aérea (R/PA), taxa de crescimento relativo da massa seca total (TCRmst) e da altura (TCRalt), de tomateiro cultivar
"Santa Adélia" tratadas com solugdes contendo concentracdes crescentes de urina de vaca, com e sem adicdo de fosfito de cobre,

avaliadas aos 7 e 14 dias apds a aplicacdo dos tratamentos

p valor
Fonte de Grau de . .
Variacgdo Liberdade Ensaio 1 Ensaio 2
ALT MST R/PA TCRmst TCRalt

Tempo (T) 1 2,20e16 3 2,20e16 #* 1,56¢16 3 2,20e10 #* 2,20e10 #*
Urina (U) 3 2,20e16 3 3,84¢08 6,49¢08 3 3,51e%3* 9,75e05 #:*
Fosfito (F) 1 0,17 0,52 0,67 0,89 7,926 3
T:U 3 4,773 #* 9,44 05 #* 0,36 7,30e 04 1,11e% *
T:F 1 5,263 ** 0,89 7,114 3 0,24 0,53
U:F 3 8,64¢07 0,05% 4,036 0,11 0,35
T:U:F 3 5,63 04 ®* 0,70 0,32 3,060+ 3 3,22e04 3k
Residuo 64 - - - - -
CV (%) - 7,2 12,7 8,7 8,9 11,2

** % significativos a 0,01 e 0,05 de probabilidade, respectivamente; CV (%): coeficiente de variagdo em porcentagem.
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Figura 1. Altura das mudas de tomateiro cultivar "Santa Adélia" tratadas com solugdes contendo concentra¢des crescentes de urina
de vaca, com e sem adigdo de fosfito de cobre, avaliadas aos 7 (0 — ) e 14 dias (A ---) apds a aplicagdo dos tratamentos (p <0,05).

disponibilidade de nutrientes minerais nos substratos
organominerais comumente utilizado para producao de
mudas (Barbosa, 1999), como nesse estudo, pode-se
justificar o menor desenvolvimento das plantas que
receberam os tratamentos contendo fosfito de cobre,
independente da concentracio de urina de vaca.

Para evitar o plantio de mudas estioladas em campo,
produtores tém realizado o condicionamento do
crescimento das mudas, ou seja, aplicando algum
estimulo quimico ou fisico, ou estresse aplicado as
mudas, visando regular o crescimento e a qualidade
das mesmas (Latimer, 1991; Bovi e Minami, 1999).
Nesse sentido, Pereira et al. (2007) descrevem que
mudas de tomateiro pulverizadas com produtos a base
de cobre podem ter o crescimento reduzido. Com base
nessas afirmativas, os resultados deste estudo indicam
que o fosfito de cobre pode ser utilizado como
condicionante de crescimento, visando minimizar o
estiolamento das mudas de tomateiro.

A aplicagao de fosfito de cobre em associagdo com
as doses de urina de vaca ndo apresentou efeito
significativo sobre a massa seca das mudas de tomateiro
(Tabela 1). Verifica-se que apesar do menor crescimento
em altura das mudas de tomateiro nos tratamentos com
adicao de fosfito, essa diferenca ndo foi significativa
para a varidvel massa seca total (Figuras 1 e 2).

Assim como nesse estudo, outras pesquisas
comprovaram efeito da urina de vaca sobre o crescimento

e desenvolvimento de varias culturas. Gadelha et al.
(2003) verificaram acréscimo de 10,3% na massa fresca
das plantas de alface, em relagdo a testemunha, com a
aplicagdo no solo de solugdo de urina de vaca na
concentracao de 5,0%. Ramalho et al. (2003) relataram
que a produgdo de vagens em feijdo-vagem foi
influenciada positivamente pela urina de vaca na
concentracdo de 4,6%. Para a cultura do tomateiro,

0.30
§ L —=y=0,2041 + 0,006 1x - 0,0003x2
R*=0,17
0,25 | * A 4
A .F_l-cl-___'1___~-‘-ﬁ“h‘ 4
0,20 a
A 4 4
A A
0151 a
o —y =0,0614 +0,0023x —0,0001)(2
2
010 | o R =033
o g
&Y o)
0,05 - 5 g 6 w
O’OO E T T T T
0 5 10 20

Concentragao de urina de vaca na solugao (%)

Figura 2. Massa seca total de mudas de tomateiro cultivar
"Santa Adélia" tratadas com solugdes contendo concentracdes
crescentes de urina de vaca, avaliadas aos 7 ( O — ) e 14 dias
(A ---) ap6s a aplicagdo dos tratamentos (p <0,05).
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Moraes et al. (2011) concluiram que a suspensdo
aquosa de urina de vaca a 30% promoveu um maior
crescimento das mudas.

Thao et al. (2009) investigaram o efeito do fosfito
em relagdo ao fosfato (Pi) sobre o crescimento e
parametros de qualidade da alface (Lactuca sativa L.).
Em contraposicdo as afirmacdes dadas por Schroetter
et al. (2006) e Aradjo (2008) em que o fosfito ndo é
utilizado pelas plantas como fonte de fésforo, Thao et
al. (2009) afirmam que a adicdo de fosfito a solucao
nutritiva aumentou significativamente o teor de fésforo
total em brotos e raizes de plantas de alface. No entanto
esses autores nao verificaram maior crescimento da
planta, indicando que o fosfito foi absorvido pelas raizes
e mével no interior das plantas, mas ndo influenciou
no desenvolvimento das mesmas.

Neste estudo, a semelhanca entre os tratamentos com
e sem adi¢do de fosfito quanto a varidvel massa seca
total pode ter sido ocasionado pela absor¢ao e acimulo
pelas plantas dos nutrientes contido no produto comercial
(Fulland®) (cobre, enxofre, etc), compensando o acimulo
de massa seca devido ao maior desenvolvimento em
altura ocorridos nos demais tratamentos.

A concentracdo de urina de vaca que proporcionou
maximo acamulo de MST, aos 7 e 14 dias foram,
respectivamente, 7,6 % € 9,9 % (Figura 2). A urina de
vaca aplicadas sobre as plantas tem efeito fertilizante,
fortificante (estimulante de crescimento) e também
repelente a insetos devido ao cheiro forte (Fernandes,
2000). Da mesma forma que neste estudo, Cesar et al.
(2007) observaram que a aplicagdo da solucao de urina
de vaca estimulou significativamente o desenvolvimento
de mudas de pepino, e que a resposta maxima ocorreu
com a concentragdo de 20%.

Dentro do intervalo de concentragdes de urina de
vaca analisado neste estudo, observa-se um menor
desenvolvimento em altura das plantas, assim como
menor actimulo de massa seca quando da aplicacdo de
urina de vaca em concentracdes acima de 8,23%, em
média (p<0,05, Figuras 1 e 2). Consequentemente,
concentracdes acima desse limite sdo prejudiciais ao
desenvolvimento das plantas e qualidade das mudas.
Neste caso, solugcdes de urina de vaca nas
concentragdes <8,23% sao promissoras de bons resultados
e requerem estudos mais detalhados sobre sua
influéncia no crescimento e desenvolvimento das
mudas de tomateiro.
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Como nos tratamentos com adi¢ao de fosfito de cobre,
nao houve influéncia da urina de vaca aos 7 DAAp,
onde o efeito foi se manifestar aos 14 DAAp (p <0,05,
Figura 1), ou seja, os efeitos combinados desses
tratamentos - urina de vaca e fosfito de cobre - no
crescimento e desenvolvimento das mudas variam em
funcdo da concentragdo e também ao longo do tempo.

Segundo Ensaio

A andlise de crescimento do primeiro ensaio revelou
que a aplicacdo de solugdes de urina de vaca em
concentragdes abaixo de 8,23% (v/v) resulta em maior
desenvolvimento e, consequentemente, menor efeito
nocivo as plantas, justificando a realizacdo de um
segundo ensaio com doses de urina variando na
concentracdo de 0 a 7%.

A significancia da interacdo dos fatores - tempo,
urina e fosfito - foi observada nas TCR analisadas
(TCRmst e TCRalt). Na razao R/PA houve interacao
dupla significativa entre os fatores urina e fosfito
(Tabela 1). Estas significancias embasaram a andlise
de regressdo do fator quantitativo urina relacionado
aos demais fatores (tempo e fosfito).

Arazio R/PA é uma correlagao de desenvolvimento,
expressando o fato de que o crescimento radicular pode
afetar o da parte aérea e vice-versa (Goss, 1973). Essa
variavel foi reduzida com aumento da concentracao
de urina tanto nos tratamentos sem e com fosfito de
cobre, comportamento este relacionado a uma maior
incorporagdo de biomassa na parte aérea das mudas
em relagdo ao sistema radicular. Esse comportamento
foi verificado independentemente da época de
avaliacdo.

Os elementos minerais (N, K, S, etc) presentes na
urina de vaca podem ter sido absorvidos diretamente
pelos tecidos da parte aérea das plantas e atendido as
necessidades das mesmas, ndo sendo estimulado o
crescimento radicular das mudas que receberam
aplicacdo de urina de vaca. Tal fato € justificavel pois
verificou-se maior desenvolvimento da parte aérea das
mudas, em relagdo ao desenvolvimento radicular, a
medida que se aumenta a concentragdo de urina de
vaca na solucdo (Figura 3). Segundo Moroni et al.
(2003) e Oliveira Neto (1996), é de se esperar que
plantas apresentem sistema radicular mais
desenvolvido quando submetidas a deficiéncia hidrica,
e menor desenvolvimento quando em disponibilidade
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hidrica e fertilidade adequada do solo. Nesse estudo,
parte das exigéncias nutricionais das plantas pode ter
sido atendida pela aplica¢do da urina de vaca via foliar.
De acordo com Duarte et al. (2007), a urina de vaca
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Figura 3. Razdo raiz/parte aérea (R/PA) da massa seca de
tomateiro cultivar "Santa Adélia" tratadas com solug¢des contendo
concentracdes crescentes de urina de vaca, com (O—) e sem
( A ) adigdo de fosfito de cobre (p<<0,05).

contém sais minerais em faixa de pH acima da
considerada ideal pela FAO (1990), que deve estar
situada entre 5,8 e 6,2, favorecendo a nutri¢do das
plantas tratadas com esse produto. Aldrighi et al. (2002)
também obtiveram melhor crescimento de mudas de
tomateiro com a aplicacdo de solucao de urina.

A TCRmst expressa o incremento de massa seca
em relacdo a uma biomassa pré-existente (Conceicao
etal., 2005). Esta varidvel apresentou comportamento
crescente aos 7 DAAp, diante do aumento nas
concentragdes de urina com adi¢ao de fosfito de cobre.
No entanto, ndo demonstrou ser influenciada pelas
diferentes concentracdes de urina com adicdo de
fosfito aos 14 DAAp (Figura 4). Nesse sentido,
independente da presenca ou auséncia de fosfito de
cobre, a TCRmst diminuiu comparando-se as
avaliacdes feitas aos 7 e 14 DAAp. Resultados
semelhantes sdo descritos por Fayad et al. (2001),
indicando decréscimo dessa varidvel ao longo do ciclo
cultural do tomateiro. Segundo Nieuwhof et al.
(1991), decréscimos nos valores de TCRmist, ao longo
do ciclo, s@o comuns para a maioria das espécies,
inclusive no tomateiro, estando relacionados aos
decréscimos na taxa assimilatéria liquida e na razao
de drea foliar. Além disso, esses autores relatam que
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Figura 4. Taxa de crescimento relativo da massa seca total (TCRmst) de tomateiro cultivar "Santa Adélia" tratadas com solucdes
contendo concentragdes crescentes de urina de vaca, com e sem adic@o de fosfito de cobre, avaliadas aos 7 ©— ) e 14 dias (A ---) ap6s

a aplicagéo dos tratamentos (p < 0,05).
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a intensidade desses efeitos sobre a TCRmst pode
variar entre gendtipos de tomateiros.

A TCRalt pode ser considerada um indice de
eficiéncia, uma vez que representa a capacidade da planta
em produzir material novo, que é visualizado pelo
incremento em altura por altura jd existente, em um
determinado intervalo de tempo (Santos et al., 2004).
Verifica-se que em ambos 0s tratamentos, as maiores
taxas de crescimento das plantas, ocorreram nos
primeiros 7 DAAp. Ainda assim, nos dois perfodos
avaliados houve uma varia¢ao neste indice em ambas
as condi¢des com ou sem fosfito de cobre (Figura 5).
Tal fato sugere que as mudas de tomateiro da cultivar
em estudo apresentaram crescimento em ritmos varidveis
durante seu desenvolvimento, o que pode ter sido
influenciado por variagdes climdticas (temperatura,
umidade relativa, intensidade de luz solar, etc) durante
o periodo de conducdo do experimento,
consequentemente influenciando nas atividades
fisiol6gicas das plantas. Santos et al. (2004) também
observaram variagcdes nas taxas de crescimento durante
o ciclo da cultura do tomateiro. Assim como observado
para TCRmst, a TCRalt apresentou maior incorporagao
aos 7 DAAp do que aos 14 DAAp.

Conclusoes

O tratamento com 50% de urina de vaca na solugao
foi prejudicial ao desenvolvimento das mudas de
tomateiro, ocasionando a morte das mesmas,
independente da presenca ou auséncia de fosfito de cobre.

Houve influéncia do fosfito de cobre no crescimento
das mudas de tomateiro, reduzindo a altura das plantas
aos 14 DAAp, no entanto ndo apresentou efeito
significativo sobre a massa seca. Logo, fosfito de cobre
pode ser utilizado como condicionante de crescimento,
visando minimizar o estiolamento das mudas de tomateiro.

Os efeitos combinados da urina de vaca e fosfito
de cobre no crescimento e desenvolvimento das mudas
variam em fun¢do da concentragdo e ao longo do
tempo. Solugdes com concentragdes acima de 8,23%
de urina de vaca sdo prejudiciais ao crescimento e
desenvolvimento das mudas de tomateiro.

Arazio R/PA das mudas de tomateiro foi reduzida
a medida que se aumentou a concentragdo de urina
tanto nos tratamentos com e sem fosfito de cobre.

Independente da presenga ou auséncia de fosfito de
cobre, as TCRmst e TCRalt sdao menores aos 14 DAAp
do que aos 7 DAAp.
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Figura 5. Taxa de crescimento relativo da altura (TCRalt) de tomateiro cultivar "Santa Adélia" tratadas com solugdes contendo
concentragdes crescentes de urina de vaca, com e sem adigdo de fosfito de cobre, avaliadas aos 7 (O — ) e 14 dias (A ---) ap6s a

aplicacgdo dos tratamentos (p< 0,05).
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Este trabalho objetivou avaliar a influéncia do biochar no desenvolvimento de mudas de beterraba quando
adicionado em substratos comerciais, testando a hipdtese de que o produto promove o condicionamento destes
substratos devido a sua capacidade de reten¢@o de dgua e nutrientes, o que melhora o desempenho das plantas. O
experimento foi conduzido na Universidade do Estado de Mato Grosso, Nova Xavantina, de novembro a dezembro
de 2010 com o uso do delineamento experimental de blocos casualizados, com seis tratamentos e quatro repeti¢des.
Foram utilizados substratos comerciais com diferentes doses de biochar avaliando-se o desenvolvimento das
mudas em altura, didmetro, massa fresca e seca da parte aérea e radicular e o Indice de Qualidade de Dickson
(IQD). A maioria dos pardmetros avaliados foi significativamente maior no substrato Germinar® + 7,5% de
biochar, incluindo IQD. Para a massa seca da parte aérea, o tratamento Germinar® apresentou o melhor
desempenho. Estes resultados corroboraram a hipdtese do presente estudo, confirmando a capacidade de
condicionamento de substrato do biochar, mesmo em se tratando de substratos comercias.

Palavras-chave: Beta vulgaris, carvao vegetal, hortalicas, producido de mudas

Development of sugar beet seedlings in commercial substrates treated with

biochar. In this study we evaluated the influence of biochar on the development of beet seedlings in commercial
substrates. The objective was to test the hypothesis that biochar promotes the conditioning substrate, improving
the performance of plants due to the high water and nutrient retention capacity. The experiment was conducted
in November-December 2010 at the State University of Mato Grosso, Nova Xavantina, Brazil. The experimental
design was randomized block with six treatments and four replications. We used commercial substrates with
different doses of biochar in order to evaluate seedling height, diameter, fresh and dry weight of root and shoot
and Dickson Quality Index (IQD). Most of these parameters was significantly higher in the substrate Germinar
® +7.5% biochar, including IQD. For the dry mass of shoots, the treatment Germinar® showed the best performance.
These results corroborate the hypothesis of this study, confirming the ability of biochar in conditioning substrate,
even in the case of commercial substrates.

Key words: Beta vulgaris, black carbon, vegetables, seedling production
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Introducao

O perfil atual de consumo se volta cada vez mais
para uma alimentacdo saudavel, visando praticas
produtivas menos dependentes de insumos quimicos.
Nesse contexto, o consumo de hortalicas é crescente,
exigindo um sistema de cultivo adequado para atender
a essas exigéncias de qualidade do consumidor e ao
mesmo tempo garantir quantidade e regularidade do
produto (Furlani e Purquerio, 2010). Entre as espécies
olericolas, a beterraba (Beta vulgaris L.) apresenta
grande importancia comercial (Grangeiro et al., 2007),
sendo utilizada para consumo in natura ou para
fabricacao de produtos industrializados.

Uma das alternativas para auxiliar o processo
produtivo, melhorando a regularidade de fornecimento
do produto, € a produ¢do de mudas em bandejas, uma
vez que otimiza o uso da mesma area e reduz o ciclo
da cultura no campo (Bezerra, 2003). Este sistema
apresenta também outras caracteristicas positivas,
como producdo de mudas mais uniformes, maior
numero de plantas por drea e melhor controle
fitossanitario (Gomes et al., 2008). As bandejas também
ajudam a diminuir as perdas em campo, uma vez que a
producdo de mudas, por ser uma das etapas mais
importantes, influencia diretamente na qualidade do
produto final (Echer et al., 2007).

A utilizacdo de substratos comerciais € comum na
producao de mudas em bandejas (Gomes et al., 2008),
sendo um dos principais fatores que determinam a sua
qualidade (Bezerra, 2003). Substratos inadequados
podem resultar em problemas de germinacdo, ma
formacdo de plantulas e sintomas de deficiéncia ou
excessos nutricionais (Medeiros et al., 2008),
comprometendo o desenvolvimento das plantas e
consequentemente a produtividade do cultivo. Este fator
¢ limitante principalmente em espécies que apresentam
grande exigéncia nutricional, como é o caso da
beterraba (Marques et al., 2010).

Os substratos comerciais sao eficientes na formacao
de mudas de qualidade, mas seu custo é elevado. Uma
op¢do para minimizar essas despesas € o uso de
substratos alternativos (Oliveira et al., 2008), como
o biochar, que consiste de carvao vegetal moido. Este
material apresenta altas concentragdes de carbono
pirogénico (Lehmann e Joseph, 2009) e baixo teor de
nitrogénio, o que lhe confere uma elevada relagao C/
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N e baixa taxa de mineraliza¢do, aumentando seu
periodo de permanéncia no sistema solo (Benites et
al., 2009).

Os primeiros estudos sobre o uso biochar na
agricultura se concentraram sobre a origem da alta
fertilidade de solos antropogénicos na Amazdnia,
popularmente chamados de Terra Preta de Indio (Glaser
etal.,2001). As pesquisas recentes mostraram que esses
solos, apesar de sua origem distréfica, sdo férteis e
produtivos sem fertilizacdo devido as grandes
quantidades de fragmentos finos de carvao resultante
de adicao casual ou proposital de indios pré-histéricos
(Lehmann et al., 2003). Estes solos sdo bastante
atipicos (Morales, 2010), apresentando elevadas
concentracdes de C, N, P, K, Ca e matéria orgdnica
(Cunha et al., 2009).

Os primeiros estudos testando biochar em campo
apresentaram aumentos significativos de produtividade
em arroz de terras altas em Nova Xavantina, no leste
de Mato Grosso (Petter et al., 2012). Outros estudos
em Mato Grosso testando biochar em producio de
mudas florestais (Souchie et al., 2011) e mudas de
olericolas (Lima et al., 2013; Marimon-Junior et al.,
2012) apresentaram resultados variados.

Quando adicionado ao solo, o biochar aumenta
significativamente a sua fertilidade (Glaser et al., 2002;
Lehmann e Joseph, 2009), por melhorar a
disponibilidade de nutrientes (Gaskin et al., 2010;
Glaser et al., 2002) e aumentar a capacidade de troca
cationica (Glaser et al., 2002; Liang et al., 2006),
aumentando ainda o pH e a reteng¢do de dgua e
nutrientes no solo, consequentemente diminuindo as
perdas por lixiviacdo (Glaser et al., 2002; Lehmann,
2007; Lehmann e Joseph, 2009). Tais atributos tornam
o biochar um potencial condicionante de solo ou
substrato de mudas, podendo contribuir para a redugao
de adubos quimicos e melhoria da qualidade das mudas.

O objetivo do presente trabalho foi testar a hipdtese
de que o biochar apresenta capacidade de
condicionamento de substrato, suficiente at€ mesmo
para melhorar as condi¢des nutricionais de substratos
comerciais, promovendo, consequentemente, melhor
desenvolvimento de mudas de beterraba. Normalmente,
substratos comerciais ja sdo suficientes para prover as
necessidades nutricionais basicas das plantas, contudo,
¢ necessdrio testar alternativas para melhorar esta
eficiéncia com baixo custo.
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Material e Métodos

O experimento foi realizado no viveiro da
Universidade do Estado de Mato Grosso, municipio
de Nova Xavantina (14° 41° 25 S; 52° 20’ 55 W)
entre novembro e dezembro de 2010. As mudas foram
produzidas em bandejas de poliestireno expandido de
200 células, utilizando a cultivar Tall Top Early
Wonder. O desbaste foi realizando aos 10 dias ap6s a
semeadura (DAS), quando as plantas apresentaram o
primeiro par de folhas definitivas, mantendo-se a planta
mais vigorosa em cada célula. As bandejas foram
dispostas sobre suportes de ferro a uma altura de 1,20m
com telado sombreado a 50%, modelo capela. A
irrigacdo foi realizada pelo sistema de microaspersao,
com turno de rega e taxa de aplicacdo de acordo com
as condi¢des climaticas.

O delineamento experimental foi de blocos
casualizados com seis tratamentos e quatro repeti¢des.
Foram utilizados substratos comerciais puros e com
diferentes doses de biochar, resultando nos seguintes
tratamentos: GR (Germinar®), GR+B7,5 (Germinar®
+ biochar 7,5%), GR+B15 (Germinar® + biochar 15%),
QB (Qualifibra®), QB+B7,5 (Qualifibra® + biochar
7,5%) e QB+B15 (Qualifibra® + biochar 15%). Os
substratos comerciais utilizados foram analisados
quanto as caracteristicas quimicas. Para o Germinar®
foram obtidos os seguintes resultados: pH 5,7 em
CaCl,; Ca 18,8 cmol dm™; Mg 5,0 cmol dm™; H+Al
6,6 cmol dm™; CTC 32,3 cmol_dm™; P592,7 mg dm;
K 740,0 mg dm?; V% 79,7; MO 152,9 g dm?. O
substrato Qualifibra® apresentou: pH 5,7 em CaCl;
Ca 7,8 cmol dm™; Mg 3,2 cmol dm™; H+Al 4,7 cmol_
dm?; CTC 17,1 cmol _dm™; P 616,3 mg dm™; K 570,0
mg dm; V% 72,9; MO 258,8 g dm™.

O carvao vegetal foi produzido com madeira de
diferentes espécies arbéreas em forno de alvenaria do
tipo convencional, mantendo-se temperatura a ~200°C
na fase inicial e ~500°C na fase final da carbonizagao,
técnica conhecida como “rabo quente”. O material foi
moido em triturador de facas rotativas e peneirado em
peneira de malha 1,0mm para separar a parte mais
grosseira remanescente da moagem. O carvao moido
foi testado quanto a granulometria em peneiras de solo
padrao, apresentando mais de 62% do material com
granulometria inferior a 0,5mm e aproximadamente
48% inferior a 0,1mm. A mistura do substrato com o

biochar foi realizada através de betoneira elétrica para
perfeita homogeneizagao.

As avaliagdes foram realizadas aos 30 DAS,
utilizando-se uma amostra de 12 plantas centrais por
repeti¢cdo e mantendo-se uma bordadura simples para
evitar o efeito de borda. O nimero de folhas foi obtido
por contagem manual, partindo-se das folhas basais
até a ultima aberta. A altura das plantas foi determinada
utilizando-se uma régua milimetrada posicionada do
colo até o dpice da folha mais nova. O didmetro das
mudas foi tomado com paquimetro digital de precisao
(0,01mm) Tesa Shop-Cal Digital Cal.

Para a avaliacdo da fitomassa, as mudas foram
lavadas em 4gua e seccionadas na base do colo para
separacao da parte aérea e do sistema radicular. As partes
foram pesadas em balancga analitica (precisdo 0,0001g)
para obtencdo da massa fresca. Em seguida, foram
acondicionadas em estufa de circulacao for¢ada a 65°C
até obten¢ao de peso constante. O material foi repesado
em balanga analitica para a determinac¢ao da massa seca
da parte aérea e do sistema radicular. Para determinacao
da qualidade das mudas em cada tratamento foi utilizado
o Indice de Qualidade de Dickson: IQD = massa seca
total/(relacdo altura/didmetro + relagdo biomassa seca
aérea/radicular) (Dickson et al., 1960).

Para observar as diferencas entre os tratamentos
efetuou-se a analise de variancia (ANOVA) unifatorial,
considerando os seus pressupostos, € posteriormente
verificando-se a significancia das variagdes pelo teste
de Tukey a 5%.

Resultados e Discussao

Conforme a Tabela 1 observa-se que houve
diferencas entre os substratos para os parametros altura
e didmetro das mudas de beterraba aos 30 dias apds a
semeadura (DAS), onde o substrato Germinar®acrescido
de7,5% de biochar apresentou melhor desempenho, com
altura semelhante ao substrato Germinar® e superior 0,81
cm que o substrato Qualifibra®. Quanto ao didmetro,
apresentou 0,07 mm e 0,11 a mais que Germinar® e
Qualifibra®, respectivamente.

Corroborando com os resultados encontrados,
alguns estudos também demonstram ganho em altura
(Mendonga et al., 2003; Souchie et al., 2011; Zanetti
etal., 2003) e didmetro (Souchie et al., 2011) de plantas
com a adicdo de biochar em substratos, o que pode
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Tabela 1. Nimero de folhas (NF), Altura média (AM) e
Diametro (DM) de mudas de beterraba cv. Tall Top Early Wonder,
aos 30 DAS, em fung¢do de diferentes substratos

Tratamentos ~ NF (n° planta™) AM (cm) DM (mm)
GR 1,92 a 4,01 ac 0,08 b
GR+B7,5 2,02 a 4,35 a 0,15 a
GR+B15 1,90 a 4,08 ac 0,06 b
QB 1,92 a 3,54 b 0,04 b
QB+B7,5 1,96 a 3,80 be 0,05b
QB+B15 1,94 a 3,48 b 0,07 b
CV (%) 5,14 10,92 50,89

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, nio diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia.

estar relacionado a maior capacidade deste em reter
dgua e nutrientes, promovendo melhor desempenho
nutricional das plantas. Contudo, Alves (2006) e Zanetti
etal. (2003) ndo verificaram melhor desenvolvimento
de plantas de milho e limoeiro ‘Cravo’ com o uso de
biochar, devendo-se atentar para as diferencas nas
caracteristicas do produto provocadas pelo material de
origem e o tempo em que o mesmo ¢ analisado, uma
vez que a longa persisténcia e lenta reatividade do
biochar no sistema solo faz com que seus beneficios
sejam observados em longo tempo (e.g. Arruda e
Teixeira, 2009; Major et al., 2010; Steiner et al., 2007).

Os resultados do presente estudo demonstram
também que existe uma reduc¢ao no desenvolvimento das
mudas quando os substratos comerciais sao acrescidos
com a maior dose de biochar (15%), o que é observado
em outros trabalhos que discutem que o excesso de
biochar prejudica o desenvolvimento das culturas (Glaser

Tabela 2. Massa fresca e seca da parte aérea (MFPA e MSPA), massa fresca
e seca da raiz (MFR e MSR) de mudas de beterraba cv. Tall Top Early Wonder,

aos 30 DAS, em fung¢do de diferentes substratos

Lima et al.

et al., 2002; Zanetti et al., 2003). Em substratos esse
efeito pode ser resultado da redug@o do volume de solo
ou substrato alternativo conforme aumenta o volume de
biochar, o que diminui a quantidade de nutrientes
disponiveis, uma vez que o biochar atua na retengdo e
nao na disponibilizagdo de nutrientes.

Contrariando esses resultados, Souchie et al. (2011)
discutem que a maior dose de biochar utilizada em
mudas da arvore nativa carvoeiro (Tachigali vulgaris)
foi eficiente para o desenvolvimento das mudas. Os
autores observaram incrementos significativamente
maiores em altura, didmetro e biomassa aérea e
radicular nos tratamentos com as maiores doses de
biochar ao longo de oito meses, confirmando a eficacia
do produto em médio prazo na produ¢do de mudas.

Com isso, verifica-se a necessidade de obter
informacdes de doses ideais para cada tipo de cultura
e producido (Glaser et al., 2002; Zanetti et al., 2003),
além de informagdes sobre os diferentes materiais dos
quais o produto pode ser obtido, uma vez que causam
variagdes nas suas funcgdes fisico-quimicas no solo,
afetando sobremaneira as caracteristicas do produto
final (Gaskin et al., 2010; Lehmann, 2007) e os
resultados no desenvolvimento das culturas.

Para a biomassa, foram observadas diferencas apenas
na parte aérea, onde os substratos Germinar® com 7,5%
e Germinar®, mostraram-se mais eficientes para a massa
fresca e seca, respectivamente (Tabela 2). Outros
trabalhos também discutem o beneficio do biochar no
incremento da biomassa em diferentes culturas (e.g.
Lehmann et al., 2003; Rondon et al., 2007; Souchie et
al., 2011). Como uma boa formacao da parte aérea é
de extrema importancia em situacdes de limitagdo de
espaco ao crescimento de raizes de mudas,
como em tubetes ou bandejas, devido ao
pequeno volume de substrato nestes

recipientes (Oliveira et al., 2008), o

Tratamentos  MFPA (g) MSPA (2) MFR (®) MSR (g) acréscimo do biochar nos substratos
GR 0,10980 a 0,00983 a 0,11275 a 0,01113 a comerciais pode ser uma alternativa
GR+B7,5 0,10985 a 0,00888 ab 0,07030 a 0,00883 a eficiente para o desenvolvimento Vegetal
GR+B15 0,08668 ab 0,00813 ab 0,06315 a 0,00658 a em tais condigf)es.

QB 0,06763 ab 0,00715 ab 0,06425a  0,00800 a Foram verificadas diferengas entre os
QB+B7,5 0,06703 ab 0,00603 b 0,06185 a 0,00785 a tratamentos para o Indice de Qualidade
QB+B15 0,05365 b 0,00613 b 0,04795 a 0,00648 a de Dickson (IQD) (p=0,001), com O
CV (%) 28,01 19,92 54,08 34,66 substrato Germinar® com 7,5% de biochar

Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas, nao diferem estatisticamente

entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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apresentando desempenho superior ao
substrato Qualifibra® (Figura 1),
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0.0008 r F(5,18) = 6,5996, P=0,001
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Figura 1. Resultados de Indice de Qualidade de Dickson de mudas de beterraba, cv. Tall Top Early Wonder, aos 30 DAS, em
funcdo de diferentes substratos. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

comprovando a eficdcia do produto na qualidade final
das mudas.

Em trabalho com mudas de berinjela, Lima et al.
(2013) observaram que substratos com doses de biochar
adicionadas em Latossolo mostraram resultados de IQD
semelhantes aos do presente estudo para o substrato
comercial Germinar®. Como este pardmetro de
desempenho vegetativo é o mais importante para a
avaliagdo da qualidade das mudas (Costa et al., 2011),
a hipétese de que o biochar contribui para o
desenvolvimento vegetal quando adicionado a
substratos comerciais pode ser confirmada.

Verificou-se também, no presente trabalho,
diferencas em relacdo aos dois tipos de substratos
comerciais utilizados, independentemente da adicao de
biochar, fato que pode estar relacionado as diferentes
composi¢des de material nesses produtos, conforme foi
discutido por Ferraz et al. (2005).

Conclusoes

A adicao de 7,5% de biochar ao substrato Germinar®
mostrou-se eficiente para a producdo de mudas de

beterraba. A hip6tese de que biochar pode condicionar
até mesmo substratos comerciais balanceados se
confirmou para mudas de beterraba em bandejas
plésticas, comprovando a eficdcia do produto.
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USO DE EXTRATOS VEGETAIS NA PROTECAO DE PLANTAS DE INHAME
CONTRA Curvularia eragrostidis E Phyllosticta sp.
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Objetivou-se avaliar a atividade fungitdxica, in vitro, em casa de vegetacdo e no campo, de manipueira e de
extratos vegetais de folhas de jud (Ziziphus joazeiro), folhas de velame (Croton triqueter) e sementes de nim
(Azadirachta indica) contra C. eragrostidis e Phyllosticta sp. em plantas de inhame. Nos experimentos in vitro
e em casa de vegetacdo foram avaliadas as concentragdes de 5, 15, 25, 35 e 45% dos extratos aquosos. A campo,
avaliou-se a melhor concentracio dos extratos em duas dreas experimentais. Nas andlises in vitro, a manipueira
e o extrato de folhas de jud mesmo em baixas concentragdes inibiram o crescimento micelial, esporulacdo e
germinacgdo de conidios de C. eragrostidis e Phyllosticta sp. A incidéncia da doenca variou de 20 a 100% para C.
eragrostidis e 30 a 100% para Phyllosticta sp. em casa de vegetagdo. A campo, as menores médias de drea abaixo
da curva de progresso da doenca (AACPD) e as maiores médias de drea foliar foram obtidas nos tratamentos com
manipueira e extrato de folhas de jud. Todos os extratos promoveram aumento do comprimento, didmetro e peso
dos riz6foros de inhame, destacando-se entre eles, a manipueira e o extrato de folhas de jud.

Palavras-chave: Promocdo de crescimento, produto natural, controle alternativo e Dioscorea spp

The use of plant extracts to protect yam against Curvularia eragrostidis and

Phyllosticta sp. This study aimed at evaluating the fungitoxic activity of plant extracts in vitro, in the
greenhouse and in the field against Curvularia eragrostidis and Phyllosticta sp. in yam plants. Cassava wastewater
and leaf extracts of jua (Ziziphus joazeiro), croton (Croton triqueter) and neem seed extract (Azadirachta indica)
were tested in vitro and in the greenhouse at 5, 15, 25, 35 and 45%. The concentration with the best activity
against the fungi was tested in two experimental areas. In vitro assays showed that cassava wastewater and jua
extract inhibited mycelial growth, sporulation and conidial germination of C.eragrostidis and Phyllosticta sp.,
even at low concentrations. Disease incidence ranged from 20 to100% for C.eragrostidis and from 30 to100%for
Phyllosticta sp. in the greenhouse. The lowest average of area under the disease progress curve (AACPD) and the
highest average leaf area were in treatments with cassava wastewater and jua extract. All extracts caused an
increase in the length, diameter and weight of yam rhizophores, fore most among them, cassava wastewater and
jua extract.

Key words: Growth promotion, natural product, alternative control and Dioscorea spp.
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Introducao

O inhame (Dioscorea rotundata) é uma tuberosa
de alto valor energético e nutricional, que desempenha
importante papel s6cio-econdmico na regido Nordeste
(Santos et al., 2007a). E nesta regido que se concentram
aproximadamente 90% de toda a producao brasileira,
com destaque para os Estados de Alagoas, Bahia,
Maranhao, Paraiba e Pernambuco (Garrido, 2005).
Contudo, a falta de tecnologia e informacdes técnicas,
o uso de sementes de baixa qualidade, a baixa fertilidade
natural dos solos e a ocorréncia de doencas foliares
sdo os principais problemas enfrentados pelos
produtores (Mesquita, 2002; Santos, 2002; Garrido et
al., 2003; Garrido, 2005).

Dentre as doengas fingicas que afetam a cultura
do inhame, merece destaque a queima das folhas
causada pelo fungo Curvularia eragrostidis. O
patégeno, em condicdes favordveis de temperatura e
umidade, provoca manchas circulares e necréticas nas
folhas e nas hastes da planta (Santos, 1998). A doenca
é responsavel por grandes prejuizos na produgdo, em
decorréncia da sua alta capacidade de disseminagdo e
reducgdo da drea fotossintética das plantas, ocasionando
perdas de aproximadamente 40% no peso dos rizéforos
comerciais (Garrido et al., 2003; Garrido, 2005).
Phyllosticta sp., foi constatado em cultivos de inhame
no Recdncavo da Bahia, ndo tendo sido relatado em
outras regides produtoras do Brasil (Perez et al, 2004).
Observou-se uma baixa severidade da mancha foliar
causada por esse patégeno, sugerindo que o mesmo
possa ter importancia secunddria para a cultura do
inhame. Phyllosticta sp. € bastante sensivel a variacdes
climaticas (Van Der Aa, 1973) e pouco se sabe sobre o
seu comportamento nos plantios de inhame no Brasil.

Nao existem defensivos registrados para a cultura
do inhame no Ministério da Agricultura. O controle da
queima das folhas no campo vem sendo realizado com
a utilizagdo de fungicidas registrados para o controle
de doencas foliares em outras olericolas, como os
pertencentes aos grupos dos ditiocarbamatos, triazdis
e benzimidazdis (Santos et al., 2007b). Por ser uma
cultura explorada principalmente por pequenos
produtores, a necessidade de controlar a queima foliar
sem depender da aplicagdo de fungicidas ou com
quantidades minimas destes compostos € evidente. A
utilizacdo de métodos alternativos de controle de
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doengas de plantas representa um grande desafio para
a agricultura moderna.

Existem poucas informagdes sobre o controle da
queima das folhas do inhame em condicao de campo.
Trabalhos vém sendo realizados no controle in vitro
de C. eragrostidis, com resultados promissores
(Carvalho et al., 2002; Soares et al., 2006; Soares et
al., 2008), porém, relatos do uso de extratos vegetais
em campo sdo raros, o que justifica a realizagdo desta
pesquisa.

Com base no exposto, o objetivo do trabalho foi
avaliar a atividade fungitdxica in vitro, em casa de
vegetacao e no campo, de manipueira, extratos vegetais
de folhas de jua (Ziziphus joazeiro), folhas de velame
(Croton trigueter) e sementes de nim (Azadirachta
indica) contra C. eragrostidis e Phyllosticta sp. na
cultura do inhame.

Material e Métodos

Isolados de fungos utilizados

Os isolados de C. eragrostidis e Phyllosticta sp.
utilizados neste estudo foram obtidos a partir de folhas
de inhame com sintomas tipicos de queima coletadas
de areas de producdo do Recdncavo Baiano. Foram
utilizados um isolado de C. eragrostidis e um de
Phyllosticta sp., de uma area de producao conhecida
como Batatan, localizada no municipio de Maragogipe,
Bahia.

Extratos vegetais

Foram utilizados no preparo dos extratos aquosos
100 g de cada material vegetal: folhas de jud, folhas de
velame e sementes de nim. Os materiais vegetais foram
triturados em liquidificador contendo 250 mL de dgua
destilada esterilizada (ADE), formando a solucao
considerada 100%. A manipueira é um subproduto da
producao de farinha de mandioca (Manihot esculenta)
e foi usada com até 24 horas de colhida. Os outros
extratos foram preparados no momento da aplicacao.
Para fins de comparacio, o fungicida chlorothalonil
foi aplicado na dosagem de 100g/100L. Nas plantas
testemunhas pulverizou-se apenas dgua.

Ensaios in vitro
A fungitoxicidade dos extratos vegetais foi avaliada
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determinando-se a percentagem de inibicdo do
crescimento micelial de C. eragrostidis e Phyllosticta
sp. em placas de Petri contendo o meio BDA 20%
(Batata- 40g; Dextrose- 4g; Agar - 17g). Discos
esterilizados de papel 5 mm foram imersos em
manipueira e em extratos de folhas de jud, extratos de
folhas de velame e de sementes de nim, nas
concentracoes de 5, 15, 25, 35 e 45%.

Um disco de micélio de cada fungo (Smm), obtidos
de cultura pura de C. eragrostidis e Phyllosticta sp.
eqiiidistantes 2 cm do disco de papel esterilizado
contendo cada concentracdo de extrato. Para a
testemunha foram utilizadas apenas placas de Petri
contendo BDA 20%. As placas contendo os tratamentos
foram mantidas a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas
por 10 dias. As avaliagdes foram realizadas a cada
24h, através da medi¢ao do didmetro das coldnias.

Avaliou-se a produgao de conidios ap6s 10 dias de
incubagdo. Para o preparo da suspensio de conidios,
foram adicionados 20mL de ADE nas placas contendo
cada tratamento individualmente, para facilitar a
remocao do micélio com uma escova de cerdas macias.
O material foi filtrado em duas camadas de gaze
esterilizada, e a concentragdo de conidios determinada
em hemacitometro, com microscépio 6ptico, obtendo-
se uma média de cinco leituras para cada um dos
tratamentos.

Para avaliacdo do efeito dos extratos vegetais sobre
a germinacao de conidios foram adicionados as placas
de Petri, contendo meio de cultura BDA 20%, 0,1mL
de uma suspensao de C. eragrostidis e Phyllosticta
sp. (10° conidios/mL), acrescidas de 0,1mL de
manipueira, extratos de jud, velame e nim nas
concentragdes de 5, 15, 25, 35, 45%. A suspensao foi
espalhada sobre o meio de cultura com alca de
Drigalski. As placas foram incubadas em distribui¢ao
casualizada dos tratamentos em escuro continuo a
temperatura ambiente. Para avaliag@o ao microscépio
as placas foram divididas em quatro quadrantes por
marcas na sua parte externa, onde foram realizadas
leituras apds 48h de incubagdo. O mesmo procedimento
foi realizado para a testemunha. Cada repeti¢ao foi
representada por um quadrante.

A avalia¢do do efeito dos extratos sobre a
germinacdo dos conidios dos dois fungos foi realizada
através da contagem de conidios germinados por
quadrante e comparados com os conidios germinados

na testemunha. Foram considerados germinados os
conidios que apresentavam tubo germinativo pelo
menos 2x maior que o diametro do esporo. Para a
andlise do crescimento micelial, esporulacdo e
germinagdo de conidios das duas espécies de fungos,
determinaram-se a percentagem de inibicdo do
crescimento micelial (PIC), a percentagem de inibi¢ao
da esporulagdo (PIE) e a percentagem de germinagao
de conidios (PIG), para cada extrato em relagdo ao
tratamento testemunha, por meio das férmulas
apresentadas a seguir:

PIC = (Diametro da testemunha — didmetro do tratamento) x 100

Diametro da testemunha

PIE = (Esporulacdo da testem.— esporulacdo do tratam.) x 100

Esporulacio da testemunha

PIG = (Germinagdo da testem.— germinacdo do tratam.) x 100

Germinagdo da testemunha

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial (4 x 5 + 1) quatro extratos vegetais,
testados em cinco concentracdes + testemunha (ADE),
totalizando 20 tratamentos, com cinco repeti¢des para
o PIC e PIE e para o PIG quatro repeti¢des. Os dados
foram submetidos a andlise de regressdo e de varidncia
pelo teste F, comparando-se as médias pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Para as andlises
estatisticas foi utilizado o programa Sisvar.

Ensaio em casa de vegetaciao

Foram utilizados rizéforos-sementes de uma area
de producdo do Batatan, municipio de Maragogipe,
Bahia. Plantas sadias de inhame (Dioscorea rotundata)
de aproximadamente 120 dias de idade, cultivadas em
vasos em casa de vegetacdo, foram pulverizadas com
10 mL de manipueira, extratos de folhas de jud, extratos
de folhas de velame e sementes de nim, nas
concentragdes de 5, 15, 25, 35 e 45%. Plantas
pulverizadas com dgua foram usadas como testemunha.
A pulverizagdo foi efetuada com auxilio de borrifador
manual e as plantas de inhame foram mantidas em
camara dmida por 48h, em casa de vegetacdo a
temperatura ambiente. Apds este periodo, suspensdes
de conidios dos dois fungos foram inoculados na
concentragao de 10° conidios/mL. Adicionou-se 0,1%
de Tween 20 a suspensdo. As plantas de inhame foram
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novamente mantidas em camara imida por 48 h. Apds
este periodo, a percentagem de incidéncia da queima
foliar foi avaliada aos vinte dias ap6s a inoculacao.
Folhas pulverizadas com solugao de dgua e Tween 20
a 0,1 % foram mantidas como testemunha. O
experimento foi instalado em delineamento inteiramente
casualizado com dez repeti¢des, onde cada par de
foliolos pulverizado e inoculado constituiu uma
repeti¢do. Utilizou-se um total de 50 plantas, sendo
duas plantas de inhame para cada concentracdo de
extrato vegetal. Para avaliacdo da incidéncia da doenca,
para cada tratamento, foram contados os pares de
foliolos sintomdticos, observando-se a presenga de
queima. Os dados foram transformados para
percentagem de foliolos com sintomas.

Ensaios no campo

O solo foi preparado por meio de aragdo, duas
gradagens e confec¢do de leirdes de aproximadamente
50 cm de altura com trator e enxada. As parcelas foram
compostas por trés leirdes, medindo 2,4 m de
comprimento cada um, distanciados 1,2 mentre sie 1 m
entre parcelas perfazendo uma édrea de 8,64 m?, com 27
plantas uteis. No plantio, empregou-se rizéforos-
sementes com massa média de 150 g. Foram realizados
dois experimentos utilizando rizéforos-sementes de duas
areas de producdo do Recdncavo Baiano: Batatan e Sdo
Felipe, respectivamente. Utilizou-se esterco curtido de
gado e adubagdo conforme andlise do solo (Tabela 1).
No plantio foram utilizadas a parte apical e mediana
dos rizéforos, descartando a parte distal devido a menor
percentagem de germinacgao que estas apresentam.

A melhor concentragdo dos produtos in vitro e casa
de vegetagdo foi utilizada no campo. O ensaio foi
realizado com aplicagdo de manipueira, extratos de
folhas de jud, folhas de velame, sementes de nim, na
propor¢do de 25%, acrescidos de dleo mineral na
proporcao 5SmL/100L de dgua e para a testemunha

Tabela 1. Caracteristicas quimicas do solo da drea
Experimental I e II, coletado na profundidade de 0-20 cm

Medida Unidade Valores obtidos
pH em dgua XXX 4,9
Fosforo P- mg/dm? 20,0
micronutrientes K+ mg/dm? 0,18
Matéria orginica g/kg 8,49
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apenas dgua e o fungicida chlorothalonil, sem adi¢ao
de 6leo mineral.

As aplicacdes foram realizadas aos 105 dias apds
o plantio quando foram observados os primeiros
sintomas da doenga. Foram realizadas trés
pulverizagdes das plantas em intervalo de 20 dias com
o uso de pulverizador costal com capacidade de cinco
litros. Para a andlise da doenca utilizou-se escala
diagramadtica estabelecida para C. eragrostidis
(Michereff et al., 2000), com severidade variando de O
a 32%. A severidade de manchas foliares do inhame
foi estimada em todos os tratamentos a intervalos de
15 dias ap6s as aplicacdes. A partir dos dados de
severidade, calculou-se a area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD), baseado na férmula:
AACPD = O(yi +yi+1)/2 x (ti+1 —ti), onde: n = nimero
de avalia¢des; y = severidade (%); t = tempo (dias). Os
valores de AACPD foram submetidos a andlise de
variancia. As médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

A porcentagem de drea foliar lesionada por C.
eragrostidis e Phyllosticta sp. foi estimada aos 180
dias apds o plantio, em cinco plantas por parcela
experimental. Em cada planta foi avaliado um total de
nove folhas sendo trés de cada um dos ter¢os inferior,
mediano e superior. As folhas foram escaneadas
individualmente respeitando-se a posicdo e os
tratamentos. Para esta andlise utilizou-se o programa
Quant (Vale et al., 2001). Os resultados foram
submetidos a andlise de varincia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Foi realizada a colheita aos nove meses apds o
plantio, quando os rizéforos atingiram sua completa
maturagio fisioldgica. Essa fase foi indicada pela
presenca de folhas e ramos senescentes. Determinou-
se o peso médio de rizéforos de inhame de cada
tratamento bem como o didmetro e o comprimento. Para
andlise de producao, o delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com trés repeticdes por
tratamento. Os resultados foram submetidos a andlise
de varidncia e as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados

Atividade fungitéxica in vitro
As percentagens de inibi¢ao do crescimento micelial
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(PIC), inibicao da esporulacgdo (PIE) e germinagao de
conidios (PIG) de C. eragrostidis e Phyllosticta sp.
utilizando-se extratos vegetais indicam que dentre os
quatro extratos vegetais utilizados, a manipueira e o
jud destacaram-se ja na concentragdo de 5% (Figura 1).
As inibi¢des aumentaram para valores préximos a
100% em concentracdes acima de 25% para todos os
extratos, com exce¢do do extrato de sementes de nim,
que nio inibiu o crescimento micelial.

Controle da queima das folhas em casa de
vegetacio

Houve reducdo da incidéncia dos dois patdégenos
para as diferentes concentragdes dos extratos testados,
quando comparados com a testemunha, pulverizada
com dgua. A incidéncia da doencga variou de 20 a 100%
para C. eragrostidis e 30 a 100% para Phyllosticta
sp. (Figura 2). Apés 24 horas da pulverizagdo, as
concentracdes de 35% e 45% de manipueira causaram
a murcha de todas as folhas das plantas de inhame
cultivadas em casa de vegetagao.

Controle da queima das folhas no campo

Foram observados os primeiros sintomas de
manchas foliares ocasionadas por C. eragrostidis e
Phyllosticta sp. aos 105 dias apds o plantio (DAP),
quando se iniciaram as aplica¢des dos extratos a 25%.
Ficou evidenciado que houve influéncia dos extratos
das plantas sobre a drea abaixo da curva de progresso
da doenga para queima das folhas do inhame causada
por C. eragrostidis e Phyllosticta sp. nas duas areas
experimentais (Tabela 2). Na drea experimental I, o
extrato de nim foi o dnico que nao diferiu da
testemunha, enquanto na drea II, todos os tratamentos
diferiram do controle. A parte inferior das plantas foi a
mais afetada, em todos os tratamentos.

As menores médias da drea abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) foram obtidas para os
tratamentos com manipueira 25% e folhas de jud 25%.
Resultados semelhantes foram obtidos para queima das
folhas causada por Phyllosticta sp. O estrato inferior
das plantas foi o mais afetado, em todos os tratamentos.
Os extratos vegetais na concentragio de 25% reduziram
aAACPD em niveis semelhantes aos observados para
o fungicida chlorothalonil.

Houve influéncia dos tratamentos sobre a drea foliar
de inhame naturalmente infectado por C. eragrostidis

e Phyllosticta sp. aos 180 dias ap6s o plantio nas duas
areas experimentais. A aplicagdo dos extratos vegetais
para o controle de C. eragrostidis e Phyllosticta sp.
proporcionou as maiores médias de drea foliar nos
tratamentos com manipueira e extrato de folhas de jud
(p>0,05), seguidos de extrato de velame, que ndo foi
significativamente diferente do fungicida chlorothalonil
e finalmente o tratamento com extrato de sementes de
nim, que foi igual a testemunha ndo tratada (Tabela 3).
Resultados semelhantes foram observados para a drea
experimental II.

Houve influéncia dos extratos vegetais utilizados
apenas sobre o comprimento e o peso dos rizéforos
colhidos, mas ndo para o didmetro. Para a varidvel
comprimento de riz6foros, os tratamentos com
manipueira, extrato de jud, extrato de velame e o
fungicida chlorothalonil ndo diferiram significamente
entre si, mas foram maiores que a testemunha e
tratamentos com extrato de sementes de nim (Tabela 4).
Tratamentos com manipueira e extrato de jua
proporcionaram os maiores valores de peso de
rizé6foros, seguidos dos outros tratamentos (Tabela 4).

Discussao

A queima das folhas ¢ uma doenga limitante para a
cultura do inhame e o controle com métodos alternativos
¢ desejavel. Nesse trabalho, estudamos a possibilidade
de se controlar a queima das folhas causada por C.
eragrostidis e Phyllosticta sp. com extratos vegetais.
A manipueira e o extrato de folhas de juad
proporcionaram os melhores resultados.

Os efeitos promovidos pelos extratos sobre a
doenga podem estar relacionados a sua atividade
antimicrobiana direta sobre o patdgeno. Esta acdo dos
extratos também j4 foi observada em outros trabalhos
utilizando plantas medicinais (Balbi-Pefia, 2005;
Bonaldo et al., 2004; Franzner et al., 2003). Estes
efeitos promovidos pelos extratos vegetais sobre o
controle de fungos de interesse agrondomico, também
tem sido reportado em outros trabalhos em condi¢des
in vitro ou em casa de vegetacdo (Nascimento et al.,
2008; Nery, 2006; Passos, 2006;). Poucos trabalhos
na literatura observaram as atividades dos principios
ativos de plantas em condi¢des de campo (Rodrigues
et al., 2007; Rodrigues, 2004; Kuhn et al., 2006).
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Figura 1. Percentagem de inibi¢do do crescimento micelial, da esporulacdo e da germinacdo de conidios de C. eragrostidis e
Phyllosticta sp. com o uso de extratos vegetais apés dez dias de incubagdo. PIC = inibi¢do do crescimento micelial, PIE = inibi¢do

da esporulagdo e PIG = inibicdo da germinacdo de conidios.
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Figura 2. Incidéncia de Curvularia eragrostidis (A) e Phyllosticta sp. (B) em mudas de inhame (D. rotundata) tratadas com
diferentes concentragdes de extratos vegetais. As concentragdes 35% e 45% de manipueira causaram murcha das plantas, impedindo
sua avaliacdo.
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Tabela 2. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) em
plantas pulverizadas com extratos vegetais contra C. eragrostidis e

Phyllosticta sp.

A.rea Tratamentos C. eragrostidis | Phyllosticta sp.
experimental
Testemunha 238,77 a 228,77 a
Folhas de velame 25% 196,00 b 186,00 b
I Folhas de jud 25% 180,37 ¢ 170,37 ¢
Manipueira 25% 157,70 d 147,70 d
Sementes de nim 25% 236,73 a 223,73 a
Chlorothalonil 194,07 b 184,07 b
Testemunha 269,40 a 259,40 a
Folhas de velame 25% 232,10 ¢ 222,10 ¢
II Folhas de jud 25% 189,33 d 179,33 d
Manipueira 25% 175,67 ¢ 165,67 ¢
Sementes de nim 25% 253,73 b 243,73 b
Chlorothalonil 236,27 ¢ 226,27 ¢

*Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Médias das AACPD foram calculadas
com dados registrados nos trés estratos das plantas de inhame em campo:
superior, mediano e inferior. A testemunha foi pulverizada com somente
dgua. As avaliacdes de severidade das manchas foliares causadas pelos dois
patégenos foram feitas a cada 15 dias apds a aplicac@o dos tratamentos (105

dias) até 180 dias apds o plantio.

Tabela 3. Area foliar da cultura do inhame aos 180 dias ap6s pulverizacio
com extratos vegetais contra C. eragrostidis e Phyllosticta sp.

Area Area foliar (cm?)
experimental Tratamentos C. eragrostidis | Phyllosticta sp.
Testemunha 46,61 ¢ 53,27 ¢
Folhas de velame 25% 109,17 b 108,5 b
I Folhas de jud 25% 121,17 a 121,51 a
Manipueira 25% 134,17 a 133,52 a
Sementes de nim 25% 62,14 ¢ 60,14 ¢
Chlorothalonil 103,81 b 108,50 b
Testemunha 64,27 ¢ 63,27 ¢
Folhas de velame 25% 114,81 b 113,81 b
Il Folhas de jud 25% 132,17 a 131,52 a
Manipueira 25% 144,17 a 143,50 a
Sementes de nim 25% 71,81 ¢ 70,14 ¢
Chlorothalonil 103,17 b 104,71 b

*Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Médias das dreas foliares em trés
estratos das plantas de inhame: superior, mediano e inferior. A testemunha
foi pulverizada com somente dgua. As avaliacdes de drea foliar das plantas
foram feitas aos 180 dias apds o plantio.
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Uma outra possivel forma de atuagdo
dos extratos € a inducdo de resisténcia
(Franzner et al., 2003). No entanto, nesse
trabalho esse efeito ndo foi avaliado.

O chlorothalonil (Bravonil Ultrex) é um
fungicida protetor recomendado para controle
de doengas fungicas, como por exemplo,
antracnose causada por Elsinoe ampelina,
pinta preta causada por Alternaria solani em
tomate e oidio, causado por Uncinula necator.
Apresenta baixa eficiéncia em mangueira e
videira contra Lasiodiplodia theobromae
(Rodrigues, 2004; Tavares et al, 1994) e
mildio (Pseuperonospora cubensis) do
meloeiro (Cardoso et al., 2001). No entanto,
ndo existe recomenda¢ido do fungicida
chlorothalonil para a cultura do inhame.

O potencial do nim (Azadirachta indica)
em controlar doencas no campo, mesmo
quando aplicado em baixas concentragdes foi
evidenciada em diversos trabalhos. Observou-
se efeitos significativos de extratos de nim
sobre F. oxysporum (Candido e Silva et al.,
2007), Colletotrichum spp., (Miguel et al.,
2006), no controle do oidio (Oidium
lycopersici) (Carneiro, 2003), mancha de
Alternaria, tombamento (Ralstonia solani),
Fusarium, §. rolfsii (Penteado, 2001; Abreu
Junior, 1998) e antracnose (Amadioha e Obi,
1998). No presente trabalho, o crescimento
micelial de C. eragrostidis e Phyllosticta sp.
nao foi inibido pelo tratamento com extrato
de sementes de nim. Contudo, houve uma
diferenca na coloragdo das colonias tratadas
com extrato de sementes de nim. Essas
apresentaram uma colorag¢do mais clara que
as testemunhas. A exposicao de 6leo de nim a
altas temperaturas e a radiacao solar promove
a degradacio dos compostos ativos (Martinez
etal., 2002), indicando que essa pode ter sido
uma das razdes para esse tratamento nao ter
mostrado efeito no campo.

A manipueira vem sendo testada no
controle de fitopatégenos e apresenta
comprovada ac¢do nematicida (Franco, 1986:
Franco et al., 1990), inseticida e fungicida
(Ponte, 2000). Segundo Lorenzi e Dias
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Tabela 4. Producdo de inhame tratado com diferentes extratos vegetais contra queima das folhas em duas dreas experimentais

Area Rizéforos
. Tratamentos
experimental Comprimento (cm) Diametro (mm) Peso (Kg)

Testemunha 12,07 b 6,2 a 0,95b
Folhas de velame 25% 14,51 a 63a 1,36 b

| Folhas de jud 25% 15,74 a 6.4a 2,03 a
Manipueira 25% 17,70 a 6,6 a 227 a
Sementes de nim 25% 12,67 b 63a 1,32b
Chlorothalonil 16,73 a 63a 1,37b
Testemunha 11,06 b 5,1a 0,85b
Folhas de velame 25% 13,52 a 52a 1,26 b

I Folhas de jud 25% 14,64 a S54a 2,13 a
Manipueira 25% 16,50 a 56a 237 a
Sementes de nim 25% 11,57 b 52a 1,42b
Chlorothalonil 15,63 a 52a 1,47b

*Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

(1993), a manipueira apresenta dcido cianidrico (HCN)
em sua composicdo. Acredita-se que a atividade
fungicida seja causada pela presenga de dois glicosideos
cianogénicos, como a linamarina, que participa em
maior propor¢ao (92-98%), a lotaustralina metil,
derivada da linamarina (2-8%), e pela presenga da
enzima linamarase, que promove a hidrélise dos
glicosideos (Carvalho & Carvalho, 1979). O enxofre,
presente em larga quantidade neste material, atrelado
a presenca de outras substancias, tais como cetonas,
aldeidos, cianalaninas, lectinas e outras proteinas
toxicas, inibidoras de amilases e proteinases,
apresentam grande eficiéncia como agentes fungicidas.
Um estudo realizado por Wong et al. (2011) demonstrou
que a incorporagado de folhas de mandioca seguida da
solariza¢do do solo inativou Fusarium oxysporum.
Segundo Soriano (2011) as concentracdes 20, 40 e 60%
de manipueira foram capazes de inibir em 100% o
crescimento micelial in vitro de Phytophthora sp.
Observou-se neste estudo um efeito significativo no
controle C. eragrostidis e Phyllosticta sp. in vitro, casa
de vegetacdo e campo com a utilizacdo de manipueira
na concentragdo de 25%.

Os extratos das folhas de jud (Z. joazeiro)
mostraram potencial inibitério frente as bactérias
Mycobacterium smegmatis € Micrococcus luteus (Silva
etal., 2011), Lasiodiplodia theobromae (Feitosa et al.,
2000). Nas andlises in vitro com C. eragrostidis e
Phyllosticta sp., o extrato de folhas de jud mesmo em

baixas concentracdes inibiu o crescimento micelial,
esporulacdo e germinagdo de conidios desses patdgenos.
Em casa de vegetagdo e campo esse extrato a partir da
concentracdo de 25% apresentou potencial fungitéxico
contra os fungos causadores da queima das folhas em
inhame.

O extrato de folha de velame mostrou potencial
inibitério no controle de C. eragrostidis e Phyllosticta
sp. in vitro, casa de vegetacdo e em campo para a
cultura do inhame. Nao foi encontrado na literatura
registro desse extrato no controle de doengas fingicas
em inhame e em outras culturas.

As manchas foliares causadas por Phyllosticta sp.
desapareceram das plantas nas duas dreas avaliadas
aproximadamente 180 dias apds plantio. Foi observada
uma baixa severidade causada por este patdgeno,
confirmando que o mesmo tem importancia secunddria
para a cultura do inhame. A elevada sensibilidade do
patégeno as condigdes climdticas (Van Der Aa, 1973)
pode estar relacionado a baixa incidéncia do fungo apds
180 dias.

A aplicacdo dos extratos vegetais de manipueira e
jud foi efetiva no controle da queima das folhas do
inhame, aumentando o peso médio dos rizéforos de
inhame. Estes extratos vegetais apresentaram grande
potencial a ser explorado no cultivo do inhame em
condi¢des de campo, interferindo positivamente na
produgdo e no estado vegetativo das plantas. Os
compostos ativos dos extratos pouco estudados, como
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jua e velame deverido ser identificados para que seu
real potencial de aplicacdo no campo em maior escala
sejam avaliados.

Conclusao

Os extratos vegetais usados neste estudo indicaram
grande potencial para o controle de doengas fingicas,
principalmente a manipueira e o extrato de folhas de
jud. Esses extratos t€ém potencial para serem aplicados
no cultivo do inhame em condigdes de campo, pois
melhoraram as caracteristicas fisioldgicas de plantas
de inhame.
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INDUTORES DE RESISTENCIA A Moniliophthora perniciosa EM PLANTULAS
DE CACAUEIRO ATRAVES DA POTENCIALIZACAO DAS SEMENTES
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Os produtores de cacau do sul da Bahia enfrentam dificuldades na produgdo de plantulas sadias de cacaueiro
(Theobroma cacao), devido a incidéncia da doenga vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo Moniliophthora
perniciosa. Com o objetivo de controlar a incidéncia da vassoura-de-bruxa em plantulas de cacaueiro, sete indutores
de resisténcia foram aplicados nas sementes de cacau da variedade Maranhao suscetivel a vassoura de bruxa, em
diferentes concentra¢des e mistura destes por 24 horas. Apds, as mesmas foram plantadas em tubetes contendo
solo e aos 30 dias, as plantulas foram inoculadas na gema apical com 30 pL de uma suspensdo de 2x10°
basididsporos mL™!. O delineamento experimental foi de blocos ao acaso com 5 repeti¢es de 16 plantulas por
parcela, 80 plantulas por tratamento, perfazendo um total de 2.400 plantulas. Decorridos 60 dias da inoculacio
procedeu-se avaliacdo da doenga e os dados foram submetidos a andlise de varidncia e ao teste de Scott-Knott.
Dos tratamentos, 12 diferiram estatisticamente das testemunhas, sendo o T2, T6, T7, T9, T10, T11 dos ensaios 1,
2,3eT22,T24,T25,T26, T27 e T29, dos ensaios 4, 5 e 6. O uso destes tratamentos sdo promissores no controle
da vassoura-de-bruxa em plantulas de cacaueiro.

Palavras-chave: Resisténcia sistémica adquirida, sacarose, PAMPs.

Evaluation of inductors for resistance to Moniliophthora perniciosa of cocoa

seedlings seeds through potentiation. Farmers in southern Bahia have difficulties in producing
healthy seedlings of cacao (Theobroma cacao), due to the incidence of witches’broom disease, caused by the
fungus Moniliophthora perniciosa. Aiming to control the incidence of wicthes’ broom in cocoa seedlings seven
resistance inducers were applied in the cocoa seeds variety of Maranhdo suscetible to witche’s broom in different
concentrations and mixtures for 24 hours. After, they were planted in plastic pots containing soil and after 30
days, the seedlings were inoculated at the apical with 30 pL of a suspension of 2x10° basidiospores mL'. The
experimental design was randomized blocks with five replicates of 16 seedlings per plot, 80 seedlings per treatment,
for a total of 2,400 seedlings. After 60 days of inoculation proceeded disease evaluation and data were subjected
to analysis of variance and the Scott-Knott test. Of all the treatments, 12 were statistically different from the
control, sense T2, T6, T7, T9, T10, T11 the assays, 2, 3 and T22, T24, T25, T26, T27, T29, assays 4, 5 and 6. The
use these treatments are promising in control witches’ broom of cocoa seedlings.

Key words: Systemic acquired resistance, saccharose, PAMPs.
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Introducao

Atualmente a sociedade estd preocupada com a
qualidade dos alimentos que consome, devido ao alto
nivel de contaminac¢do com a variedade de agroquimicos
utilizados na agricultura moderna, potencialmente
prejudicial a saude. A busca e a aplicacio de inovagdes
tecnoldgicas sustentdveis no cultivo do cacaueiro e no
processamento da améndoa até o produto final, o
chocolate, sao prioridades da Ceplac (Comissao
Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira) (Ceplac et
al., 2012) Essas tecnologias visam garantir alta
produtividade na cultura e qualidade de vida para as
geracdes atuais e futuras. Seguindo essas diretrizes, a
utilizacao de elicitores abidticos que induzam resisténcia
sistémica no cacaueiro contra patégenos é uma alternativa
economicamente vidvel, eficiente e ecologicamente
aceitavel. A inducdo de resisténcia sistémica leva em
consideragdo a ativagdo de mecanismos de defesa que
se encontram latentes nas células das plantas (Conrath
et al., 2006; Pastor et al., 2012).

Apesar da auséncia de células de memoria especifica
do sistema de defesa, a resposta de resisténcia sistémica
adquirida (RSA) nas plantas, confere também uma
memoria de longa duracdo, originada do ataque
patogénico primdrio, porém muito menos especifica do
que a memoria imunoldgica adaptativa em animais.
Consequentemente, a RSA proporciona um estado
permanente e elevado de resisténcia contra o ataque
secundario de uma gama de agentes fitopatogénicos.
Além disso, alguns estudos parecem indicar que esta
memoria imunitdria pode, ndo apenas proporcionar
protecdo ao longo da vida da planta, mas esse tipo de
resisténcia também € transmitido para as futuras
geragdes, através de mudancgas epigenéticas que
envolvem a metilacdo de DNA, remodelacdo de
cromatina e aumento da recombinag@o de homdélogos
(Spoel & Dong, 2012, Luna et al., 2012, Slaughter et
al., 2012, Walters e Paterson, 2012, Boyko et al., 2010,
Molinier et al., 2006,).

As plantas podem ser sensibilizadas para uma
rdpida e potente ativacao de resposta de defesa contra
estresses bidticos e abidticos, pois estdo equipadas com
um sistema de prote¢do inato (Pastor et al., 2012). Essa
resposta é desencadeada por “padrdes moleculares
associados a patégenos” (PAMPs), os quais protegem
a planta contra a maioria dos microrganismos
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potencialmente fitopatogénicos (Pastor et al., 2012).
Dentre as varias maneiras de ativar esses mecanismos,
a utilizacdo de compostos naturais e/ou sintéticos,
conhecidos como eliciadores, elicitores ou indutores
de resisténcia tem se mostrado eficiente (Pastor et al.,
2012; Conrath, 2011; Conrath et al., 20006).

Os produtores de cacau do sul da Bahia enfrentam
dificuldades na producdo de plantulas sadias de
cacaueiro (Theobroma cacao) devido a incidéncia da
doencga vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo
Moniliophthora perniciosa. A sacarose e outros
indutores especificos tém sido utilizados para a indugao
de resisténcia em cacaueiros adultos, devido a
metabolizagdo pela planta, por serem também
substancias de baixo custo, de facil aquisicdo, e por
apresentar baixo impacto ambiental, além de mostrar
eficiéncia no controle da doenca (Vieira e Valle, 2012).

Com o objetivo de controlar a incidéncia da
vassoura-de-bruxa em plantulas de cacaueiro, avaliou-
se a eficiéncia de sete substiancias em diferentes
concentracdes e misturas como indutores de resisténcia
quando aplicados em sementes.

Material e Métodos

O experimento foi instalado em casa de vegetagao
na Estacdo Experimental S6sthenes de Miranda
(Esomi/Ceplac), localizada no km 62 da BR 324, no
municipio de Sao Sebastido do Passé, Bahia.

Sementes de cacaueiro da variedade Maranhao,
suscetivel a vassoura-de-bruxa, apds a retirada da
mucilagem foram imersas por 24h em solugdes de
diferentes concentracdes e mistura de indutores de
resisténcia e as testemunhas em dgua destilada
(Tabela 1), antes de efetuar o plantio em tubetes.

Aos 30 dias do plantio, as plantulas foram
inoculadas aplicando 30 pLL de uma suspensao de 2x10°
basidiésporos de M. perniciosa na gema apical. As
plantulas inoculadas permaneceram por 48 h em
camara umida, com umidade relativa acima de 90% e
temperatura de 25 °C. Em seguida, foram removidas
para casa de vegetacdo sob condi¢des de ambiente
natural. O delineamento experimental foi em blocos
ao acaso, com 30 tratamentos 16 plantulas por parcela
e cinco repeti¢des, totalizando 80 plantulas por
tratamento, perfazendo um total de 2.400 plantulas.
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Tabela 1 — Relacdo dos indutores de resisténcia em Theobroma cacao a Moniliophthora perniciosa utilizados em seis ensaios

Ensaios Tratamentos

AAs*
(mM)

AS
(mM)

S
(mM)

KCl
(mM)

CaCl,a
(mM)

Misturas

1 T1
T2
T3
T4

2,2
5,5
11,0
22,0

T5 (testemunha)

2 T6
T7
T8
T9

T10

0,75
2,5
5,0
7,5

10,0

3 T11
T12
T13
T14
T15

75
150
300
450
900

4 T16
T17
T18
T19
T20

500
375
250
125

Q 200 mg/L

5 T21
T22
T23
T24

10
20

AS 15mM + G 0,6 M + CaCl,a 10 mM

6 T25
T26
T27
T28
T29

AS 15 mM+Q 200 mg/L+ CaCl,a 10mM
AS 7,5mM+Q 200 mg/L+ CaCl,a 10mM
AS 2,5mM+Q 200 mg/L+ CaCl,a 10mM
Extrato de 6leo de Neem 1%
Extrato de 6leo de Neem 2%

T30 (testemunha)

* AAs = acido ascérbico; AS = dcido salicilico; S = sacarose; KCI = cloreto de potdssio; CaCl2 a = cloreto de cdlcio anidro;

Q = quitosona; G = glicose

Ap6s 60 dias da inoculagdo, efetuou-se a avaliacao
nas plantulas, através da presenca ou ndo de sintomas
da vassoura-de-bruxa. Para os ensaios 1,2 e 3, 0 TS
foi a testemunha comum a todos, enquanto T30 foi

para os ensaios 4, 5 e 6.

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia
e a separacdo de grupos de médias foi realizada
utilizando o teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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Resultados e Discussao

Neste trabalho, os indutores de resisténcia testados,
aplicados nas sementes, evidenciaram a ocorréncia do
fendmeno da potencializagdo ou priming apos a
inoculacdo das plantulas com M. perniciosa.

Nos Ensaios 1, 2 e 3, os tratamentos T2 (acido
ascorbico 5,5 mM), T6, T7, T9 e T10 (acido salicilico
0,75, 2,5, 7,5 e 10 mM, respectivamente) e T11
(sacarose 75 mM) a incidéncia da doenga foi
estatisticamente diferente da testemunha T5 (Figura 1).
Os resultados mostraram a ag¢do do acido ascérbico
(AAs), acido salicilico (AS) e a sacarose (S) como
indutores de priming em plantulas de cacaueiro a M.
perniciosa, com incidéncia de 60% (T2), 48,7% (T6),
60% (T7), 52,5% (T9), 46,2% (T10), 55% (T11) e a
testemunha (T5) com 83,7% (Figural).

Acido ascérbico (AAs) (vitamina C) é um importante
antioxidante que regula o sistema redox (reducdo/
oxidagdo) em plantas, e desempenha um papel de
destaque no metabolismo dos vegetais relacionados com
a fotossintese, fotoprote¢@o, crescimento da parede
celular e a expansao das células, resisténcia ao estresse
ambiental, sintese de etileno, giberelinas, antocianinas,
e hidroxiprolina, dentre outras fun¢des (Smirnoff e
Wheeler, 2000). Sementes de Vicia faba foram tratadas
com solucdo de AAs na concentracdo de 10 mM por
24 horas e inoculadas com Botrytis fabae Sard em casa

100

80

60 -

40

% de infeccao

20 -

TS T12 T3 T15T1 T13 T4 T8 Ti14 T2

de vegetacdo. A incidéncia da doencga avaliada as 24,
48 e 72 horas apds a inoculagdo em casa de vegetacao
e, em condicdes naturais de campo aos 30, 45, e 60
dias ap6s a indugdo, por um periodo de dois anos, foi
reduzida, destacando este indutor como o mais eficiente
dentre os utilizados (El-Hendawy et al., 2010).
Resultados semelhantes foram verificados quando
plantulas de Solanum tuberosum induzidas com
solugdo de AAs 5,5 mM (1,0g L") apresentaram
resisténcia as doencas causadas por Alternaria solani
e Phytophthora infestans, quando comparadas a
testemunha, tanto em casa de vegetacdo como em
condic¢des de campo (Nadia et al., 2007).

O AS € um fitormdnio que participa de uma rede
complexa de sinalizagdo em plantas, principalmente
com 0s mecanismos que regulam a resisténcia contra
patégenos. Também participa nos eventos que ocorrem
no sitio de infec¢ao, como na morte de células da planta
e em regides remotas do sitio de infec¢do, quando a
resisténcia sistémica se estabelece (Vlot et al., 2009;
Ryals, 1996). O AS se mostrou eficiente como indutor
de resisténcia no controle da vassoura de bruxa em
plantas de cacaueiro do clone ICS 1 (Vieira & Valle,
2012). E possivel que nesse mecanismo de pré-estresse
induzido pelo AS, a resisténcia a M. perniciosa tenha
ocorrido pela acumulagdo de mRNA e as proteinas
kinases ativadoras de mitégenos (MPKs)
comprovadamente envolvidas no acionamento do

=
| =
=
=

UuUu

T7 T11 T9 Te T10

Tratamentos

Figura 1. Incidéncia de Moniliophthora perniciosa em plantulas de Theobroma cacao
potencializadas com indutores de resisténcia aplicados diretamente nas sementes. Ensaios 1, 2 e 3.
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priming, como a MPK3 e MPK6, conforme constatado
em plantas de Arabidopsis thaliana submetidas a AS
na concentracdo de 300 uM (Beckers et al., 2009).
Em salsa (Petroselinum hortense), suspensdes de
células tratadas com AS a 500 uM, nao alteraram
significativamente a inducdo do gene que expressa
fenilalanina amonia liase (PAL), enzima relacionada
com defesa e estado de priming. Todavia, quando as
células foram pré-tratadas com AS, em concentragdes
de 50 até 500 uM e depois submetidas a doses baixas
de um elicitor de Phytophthora sojae, altas
concentracdes de mRNA de PAL foram encontradas,
indicando que o AS tinha pré condiconado as células
de salsa para a expressdo potencializada de genes
induziveis por elicitores, tais como o que expressa
para a PAL (Conrath et al., 2006). Plantas de
Medicago sativa (alfafa) submetidas a inducado de
resisténcia via sementes com AS a 10 mM, durante
um periodo de 6 horas desenvolveram resisténcia em
condicdes naturais de campo as doengas causadas por
Uromyces striatus e Peronospora trifoliorum,
Rhizoctonia solani, Verticillium spp., Fusarium solani,
Fusarium oxysporum e Pythium spp., além de
aumentar a produ¢do com relagc@o ao controle (Morsy
etal., 2011). Sementes de Vicia faba foram tratadas
com solugdo de AS 10 mM por 24 h e em seguida
plantadas em tubetes contendo solo. Aos 21 dias, as
plantulas foram inoculadas com Botrytis fabae e a
incidéncia da doenca avaliada 24, 48 e 72 horas apds
ainoculacdo em casa de vegetagdo, condi¢des naturais
e também no campo aos 30, 45 e 60 dias apds a
indugdo, por um periodo de 2 anos. O resultado em
casa de vegetacdo mostrou que AS reduziu a incidéncia
da doenca de 75,2 a 83,3 %, enquanto no campo, 0s
resultados de dois anos, apresentaram menor
eficiéncia atingindo até 22 %.

Resende et al. (2002) aplicaram Benzothiadiazole
(BTH), um andlogo de AS, nas concentragdes de 20,
80 e 150gL" nos intervalos de 3, 15 e 30 dias antes
da inoculagdo em plantulas de cacaueiro Catongo.
Eles obtiveram uma redu¢do na percentagem de
plantulas infectadas de 34 a 85 % , enquanto que na
testemunha, a percentagem de plantas infectadas foi
de 69,1%. Este indutor mostrou-se como potente
ativador de resisténcia sistémica em condi¢des de
campo, contra uma série de patégenos e insetos em
varias culturas (Gorlach et al., 1996)

Sacarose (S) na concentragao de 300 mM aplicada
via sistema radicular em plantas de arroz induziu priming
e desenvolveu resisténcia contra brusone, doenga
provocada por Magnaporthe oryzae (Gomez-Ariza et
al., 2007). Eixos de embrido de Lupinus luteus cv. Polo
(tremogo) cultivados em solucdo de S a 60 mM e
inoculados com Fusarium oxysporum f. sp. lupini
estimularam a atividade das enzimas PAL (EC 4.3.1.24),
calcona sintase (EC 2.3.1.74), calcona isomerase (EC
5.5.1.6) e daisoflavona sintase (EC 1.14.13.86), das 12
as 48 horas apés a inoculacdo, superando a atividade
nos controles com e sem inoculacdo e sem S. Esse
resultado sugere que a S estd envolvida nos mecanismos
de resisténcia contra fitopatdgenos, através da rota dos
fenilpropanoides (Morkunas et al., 2011). Resultados
semelhantes foram encontrados por Serrano et al. (2012)
quando induziram a produ¢@o da enzima calcona sintase
em plantas de Arabidopsis thaliana, através da adi¢ao
de S 100 mM no meio nutritivo. Os carboidratos estao
envolvidos em muitas rotas metabdlicas e de sinaliza¢ao
em plantas, podendo contribuir nas respostas do sistema
imune contra patégenos, como moléculas de
sensibilizag¢do ou priming, desencadeando os padroes
moleculares associados a patégenos (PAMPS)
(Moghaddam & Van den Ende, 2012). Em Nicotiana
tabacum cv SNN resistente a Phytophthora nicotianae,
até 12 horas apds a inoculagdo houve um aumento de
250% nos niveis de sacarose no apoplasto e uma super
expressdo das enzimas invertase dcida e glucose-6-
fosfato deidrogenase (G-6-PDH), sintese de calose,
reacdo de hipersensibilidade, producdo de espécies
reativas de oxigé€nio, aumento significativo de hexoses
(Scharte et al., 2005). A sacarose ¢ um poderoso indutor
de antocianinas (Solfanelli et al., 2006), e de proteinas
de defesa em plantas, denominadas proteinas
relacionadas com patogénese (proteinas RP ou PR
proteins) como a PR 2 e PR 5 em plantas de Arabidopsis
thaliana submetidas a solucdo de sacarose a 2%
(Thibaud et al., 2004).

Nos ensaios 4, 5 e 6 os tratamentos T22, T24, T25,
T26, T27 e T29 apresentaram incidéncia de vassoura
de bruxa nas plantulas de 53,8; 42,6, 63,8, 58,8, 48,8
e 62,5%, respectivamente, diferindo estatisticamente
da testemunha inoculada T30 com 88,8% (Figura 2).
O T22 (CCA 20 mM) mostrou o efeito do Ca* como
molécula sinalizadora de mecanismos de defesa contra
estresses bidticos.
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Plantas de tomateiro (Solanum licopersicum)
submetidas ao tratamento com solugdo de célcio a 8
mM adicionada ao meio nutritivo e submetidas a
inoculacdo com o fungo Botrytis cinerea, controlou a
doenca por induzir a expressdo de varios genes
envolvidos em mecanismos de resisténcia como o NPR1,
PRI, EDSI, PAD4, BA2H, ICS 1, como também produziu
AS livre e conjugado, apds 12 horas da inoculagdo, em
niveis superiores ao controle (Li et al., 2012). No trabalho
de El-Hendawy et al. (2010) sementes de Vicia faba
(fava) foram tratadas com solucao de cloreto de célcio
(CaCl)) na concentragdo de 10 mM e receberam os
mesmos procedimentos utilizados para AS. Os
resultados mostraram que o CaCl, reduziu a incidéncia
de doenca causada por Botrytis fabae Sard de 71,8 %
e 61%, em casa de vegetacdo e campo, respectivamente,
em relagdo a testemunha.

O tratamento 24 (misturade AS 15 mM + G 0,6 M
+ CaCl, 10 mM) nas proporgdes de 72, 18 ¢ 10 %
respectivamente, mostrou que os trés indutores
interagiram, pois além de suas fungdes essenciais como
substratos de carbono, energia e biossintese de
polimeros dos vegetais, a G tém caracteristicas
hormonais, na fun¢do de mensageiro primdrio na
transducao de sinais (Rolland et al., 2002), modulagao
e coordenagdo dos mecanismos internos da planta de
acordo com as condi¢des ambientais, promovendo o
crescimento e desenvolvimento (Koch, 1996; Sheen,
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1999; Rolland et al., 2002). Hexoquinases funcionam
como sensores de G na modulacdo da expressdo de
genes e multiplas rotas na sinalizacdo de hormonios
(Rolland et al., 2002). Em culturas de células de
Chenopodium rubrum, sob o efeito de G de 20 a 100
mM foi produzida altas concentracdes das enzimas
envolvidas em mecanismos de defesa vegetal, como a
fenilalanina amonia-liase (PAL) e invertase da parede
celular (CWI-Invertase da Parede Celular), como
também reprimiu a Rubisco, afetando negativamente
a atividade fotossintética (Ehness, 1997). Resultados
semelhantes foram encontrados por Roitsch et al.
(2003) trabalhando com cultura de células de tomate,
quando verificaram que a G induziu o aumento da
atividade das enzimas invertase (EC 3.2.1.26) e PAL.
Trabalho desenvolvido por Essmann et al. (2008)
mostrou que um RNA interferente em plantas de fumo
resistente a Phytophthora nicotianae impediu a a¢ao
da invertase acida apoplastica, obstruindo a quebra da
molécula de S, provocando uma queda acentuada nos
niveis de G e aumento na suscetibilidade a doenca pelos
baixos niveis de deposicdo de calose, sintese de
proteinas RPs, da PAL, reagdo de hipersensibilidade e
produgdo de H,0,, da G6PDH.

A utilizacdo da G na mistura dos tratamentos
provavelmente imobilizou o excesso de AS na forma
glicosidica, tanto no momento da indugdo e apés a
inoculacdo no local infectado por M. perniciosa. A
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Figura 2. Incidéncia de Moniliophthora perniciosa em plantulas de Theobroma cacao potencializadas
com indutores de resisténcia aplicados diretamente nas sementes. Ensaios 4, 5 e 6
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forma glicosidica tem a funcdo de regular a presenca
do AS nos sitios de infecgdo, evitando o seu efeito
fitotéxico quando em excesso, além de manter uma
reserva da substincia para futuras necessidades (Vlot
et al.,2009; Kawano et al., 2004). Folhas de fumo
inoculadas com o virus TMV, apresentou altos niveis
de AS na forma glicosidica no sitio de infec¢do (Seo et
al., 1995; Lee et al., 1995). Muitos trabalhos publicados
identificam a molécula de Ca** como fator essencial
para a acao do AS durante a inducao dos mecanismos
de defesa de plantas, uma vez que o Ca* desempenha
um papel chave como mensageiro secunddrio para
muitos processos relacionados aos mecanismo de defesa
de plantas contra patégenos (Knight et al., 1991;
Sanders et al., 1999).

O tratamento 25 (mistura de AS 15 mM (64%),
Q200 mgL" (16%), CCA 10 mM), o0 T26 (mistura de
AS 7,5 mM+ Q 200 mg L'+ CCA 10 mM) e o T27
(mistura AS 2,5 mM + Q 200 mg L'+ CCA 10 mM)
também mostraram eficiéncia no controle da vassoura-
de-bruxa. Nestes trés tratamentos, a Q derivada de
um polissacarideo catidnico produzido através da
deacetilagdo da quitina, aparece como um dos
componentes exdgeno, proveniente de parede celular
de patégenos e que faz parte de um Padrdo Molecular
Associado a Patogeno (PAMPS) (Iriti & Faoro, 2009).
A Qinduz a resisténcia sistémica, através de estimulos
a produgdo de Ca*, ativagdo de MAP quinases,
aposicdo de calose, explosdo oxidativa, reagdo de
hipersensibilidade dentre outras atividades (Iriti &
Faoro, 2009). Quando pulverizada em plantas de
tomate na concentra¢ao de 250 mg L' foi eficiente
no controle de Fusarium oxysporum f. sp lycopersici
quando comparada a testemunha somente com agua
destilada (Paz-Lago et al., 2000). Sementes de milheto
tratadas com Q 2,5 g L' controlou o mildio causado
pelo fungo Sclerospora graminicola em casa de
vegetacio e campo, em 79 e 76%, respectivamente,
pela acdo das enzimas quitosanase (EC 3.2.1.132) e
peroxidase, quando comparada a testemunha
(Manjunatha et al., 2008). Resultados semelhantes
foram encontrados por Nandeeshkumar et al. (2008)
em sementes de Helianthus annuus (girassol) quando
induzidas por Q 2g L*!, obtiveram o controle do mildio
causado pelo fungo Plasmopara halstedii, tanto em
casa de vegetagdo como a campo, com reducdo da
severidade da doenca de 46 e 52 %, respectivamente.

Também indicou que o mecanismo de indugdo de
resisténcia na cultivar suscetivel Morden, envolveu a
super expressao de proteinas como a catalase, a PAL
e proteinas relacionadas com patogénese como a Pr-
la, a-1,3-glucanase, quitinase, peroxidase e calcona
sintase, em niveis semelhantes a cultivar resistente .

O tratamento 29 (extrato do 6leo de neem
(Azadirachta indica) a 2%) também reduziu a
incidéncia da vassoura de bruxa. Sementes de alfafa
(Medicago sativa) tratadas com extrato de neem a
1%, durante 6 horas, desenvolveram resisténcia em
plantas adultas, em condi¢des de campo, contra as
doencas da ferrugem, mofo (parte aérea) e murcha e
podridao da raiz, durante dois anos, quando
comparadas com o controle (Morsy et al., 2011).
Plantas de grao de bico (Cicer arietinum) pulverizadas
com neem a 2% e inoculadas com o fungo Ascochyta
rabiei reduziram a incidéncia da ferrugem em 48%,
enquanto as plantas testemunhas somente 18%
(Sarwar et al., 2011). Plantulas de Cucumbis sativus
L. (pepino) com pulverizacdes do extrato de dleo de
neem nas concentragdes de 0,5, 1,0, 1,5, e 2% e
inoculadas apds 24 h com o fungo Podosphaera
xanthii ao serem avaliadas apds uma semana, o
tratamento a 2% foi o mais eficiente, com um controle
da doenca de 94,7%, enquanto que as plantas
testemunhas apresentaram uma incidéncia de 80%. A
acdo indutora foi relacionada com uma super expressao
de PAL, TAL (Tirosina Amonia Liase) e fitoalexinas
(Aboellil, 2007).

Conclusao

O uso de indutores de resisténcia em plantulas de
cacaueiros via sementes foi promissor na redugdo de
infeccao de Moniliophthora perniciosa (vassoura-de-
bruxa).
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CRESCIMENTO DE MUDAS DE Caesalpinia echinata EM FUNCAO DE
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Um componente basico na produ¢do de mudas é o meio de cultivo, portanto, é necessdrio avaliar e selecionar
substratos que atendam as exigéncias da espécie e sejam de ficil aquisicdo. Este estudo avaliou efeitos de substratos
sobre o crescimento de mudas de Caesalpinia echinata (pau-brasil). Os tratamentos foram: T : solo; T,: composto
da casca de cacau (CCC); T,: solo + composto da casca de cacau 1:1 (v/v); T,: solo + composto da casca de cacau
1/3 + 2/3 (v/v). O arranjo experimental foi em blocos ao acaso, com nove repeticdes e dez plantas por unidade
experimental. Foram avaliadas: altura e didmetro a altura do coleto aos quatro, seis e oito meses apds o plantio.
O material vegetal foi coletado e pesado obtendo-se a drea foliar e a massa seca. Os resultados foram submetidos
a andlise de variancia e as médias classificadas pelo teste de Tukey a p < 5%. Houve maior variagdo de
macronutrientes nas folhas apicais do que nas basais em fun¢do do substrato, com excecdo do P e do K,
disponibilizados em maiores propor¢des no CCC. O crescimento de mudas foi maior em solo e nas misturas
s0lo:CCC. O substrato CCC nao deve ser usado, de forma isolada, na producido de mudas de C. echinata.

Palavras-chave: pau-brasil, composto de casca de cacau, espécie arbérea nativa.

Growth of Caesalpinia echinata seedlings as a function of different substrates.
One basic component in seedling production is the cropping media; therefore, it is necessary to evaluated and
select substrates that meet the species requirements and are easy to obtain. This study evaluated the effect of
substrates on growth of Caesalpinia echinata (Brazilian wood) seedlings. The treatments were: T : soil, T,:
cacao husks compost (CCC), T;: soil + cacao husks compost 1:1 (v/v), T,: soil + cacao husks compost 1/3 + 2/3
(v/v). The experimental layout was a randomized block design with nine replications and 10 plants per experimental
unit. The evaluated variables were: height and stem diameter at four, six and eight months after planting; plant
material was harvested and dry mass weights and leaf area obtained. Data were subjected to analysis of variance,
mean were ranked by Tukey’s test at p < 5%. There was higher variation of macronutrients in the apical than in
the baseline leaves a function of substrate, with the exception of P and K, available in large proportion in CCC.
Seedling growth was higher in soil and soil:CHC mixtures. CHC should not be used alone in the production of
C. echinata seedlings.

Key words: Brazilian wood, cacao husks compost, native tree species.
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Introducao

A baixa qualidade das mudas de espécies florestais
disponibilizadas no mercado consumidor, na maioria
das vezes, é devido aos baixos investimentos na sua
producgdo. Pesquisas sobre a qualidade do substrato
para producdo de espécies ameagadas de extingdo,
principalmente em dreas que representem riscos
ecologicos, caso da floresta atlantica, sdo essenciais
para definir alternativas que pressupdem alta
produtividade sem comprometer a qualidade das
mudas.

A Caesalpinia echinata (pau-brasil) € considerada
uma das espécies arboreas da Mata Atlantica sob
maior pressdo antrdpica, consequéncia de uma
exploragdo irracional ao longo de 500 anos que gerou
drastica diminuicdo populacional, fragmentacado e
redugdo excessiva de seu habitat natural. Espécie
mundialmente conhecida pela qualidade e elevado
valor comercial de sua madeira, encontra-se
atualmente restrita a pequenas populacdes naturais,
0 que a torna uma espécie em risco de extin¢do
(Lobao, 2007). Por ter sido o primeiro e mais
importante produto de exportacdo nos primdrdios
da histéria do Brasil foi oficialmente declarada
Arvore Nacional em 1978 (Lei 6.607 de 07/12/1978).
Apesar do desconhecimento quanto a precisdo do
grau de pressdo antropica exercida sobre a espécie,
sabe-se que em muitas dreas de ocorréncia natural
foi erradicada, evidenciando a necessidade em
garantir sua sobrevivéncia em bases sustentiveis
(CEPLAC, 2004).

De acordo com Gongalves e Poggiani (1996), a boa
formacdo de mudas destinadas a implantacdo de
povoamentos florestais, para a producido de madeira
e/ou povoamentos mistos para fins de conservacao e
recuperagdo de areas degradadas, estd relacionada com
o nivel de eficiéncia dos substratos utilizados.

Diversos materiais de origem vegetal e animal tém
sido utilizados no preparo de compostos organicos
para producao de mudas. A escolha do substrato, no
que se refere a sua formulacdo, deve ser feita em
funcdo da disponibilidade de materiais, das
caracteristicas fisicas e quimicas, do peso e do custo
(Toledo, 1992). E necessdrio, portanto, testar
substratos de facil aquisic@o, alternativos a outros
compostos comerciais que, geralmente, elevam o custo
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de producao (Gomes et al., 1991).

O sucesso dos programas de implantagao,
revitalizacdo e formacao de florestas de alta produgao
ocorre quando os métodos e sistemas empregados
pelos viveiristas priorizarem a qualidade das mudas
a serem plantadas. Portanto, além da resisténcia as
condic¢des adversas encontradas no campo e no pos-
plantio, as mudas deverdo sobreviver e, por fim,
produzir drvores com crescimento volumétrico
economicamente desejdvel (Oliveira et al., 2008).

A C. echinata em condi¢des naturais, por ser uma
espécie climdssica, deposita suas sementes na
serapilheira, germinando em meio com matéria
organica, o que fornece condigdes para o
desenvolvimento satisfatério da plantula. Portanto, isto
sugere a necessidade de colocar no substrato matéria
orgdnica (Curvelo et al., 2008). Adicionalmente,
pesquisas devem ser realizadas para definir o tipo e a
proporcao a serem utilizadas.

Nesse contexto, a analise das influéncias exercidas
no desenvolvimento das mudas em viveiro pelos
residuos empregados é de grande importancia na
producdo de mudas, visto que, seus resultados podem
subsidiar o manejo adequado para o sucesso da
atividade. Este trabalho avaliou o crescimento de mudas
de Caesalpinia echinata (pau-brasil) em funcdo da
composi¢do do substrato utilizado.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Centro de
Pesquisa do Cacau (Cepec/Ceplac) localizado em
I1héus, Bahia, Brasil, a uma altitude média de 30
metros acima do nivel do mar, inserida na bacia
hidrogréfica do rio Cachoeira. Mudas seminais de
C. echinata Lam. foram cultivadas em casa de
vegetacdo, em sacos pldsticos de 2,2 dm?, com os
seguintes tratamentos: T, = solo; T, = composto da
casca de cacau (CCC); T, = solo + composto da
casca de cacau 1:1 (v/v); T, = solo + composto da
casca de cacau 1/3 +2/3 (v/v). No tempo zero, foram
coletadas amostras do solo utilizado (Nitossolo
Héplico Eutréfico) e do composto da casca de cacau
para andlise (Tabela 1).
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Tabela 1. Andlise quimica do solo e do composto da casca de cacau utilizados para a produ¢do das mudas de Caesalpinia echinata

pH K Ca Mg P Fe Zn Cu Mn
Substrato cmol_dm? mg dm?
Solo! 5,3 0,12 8,5 42 8,0 100 4,4 6,7 211
cce? 5,2 1620 128 276 204 0,04 0,15 - 0,73

!Ca e Mg = Extrator KCI 1M; K, P, Fe, Zn, Cu e Mn = Extrator Mehlich 1. > Extrato de Satura¢do — 1:1,5 (v:v) — (mg L")

Foi realizada adubacio em solo e no substrato, com
adigdo de 100g de P,0./m’ e, ap6s as plantas terem
atingido 10 cm, fez-se aplicacdo quinzenal, via dgua
de irrigacdo, de adubacgdo a base de NPK (2,5g/L de
20-0-20) nos dois primeiros meses e mensal a partir
daf por diante, equivalente a 50% da recomendacdo de
Barros e Stringheta (1999) para plantas ornamentais
arboreas e arbustivas. O delineamento experimental
adotado foi de blocos ao acaso, com nove repeticoes,
sendo a unidade experimental composta por dez sacos
plasticos de 2,2 dm* contendo uma muda de C. echinata
cada um. Foram avaliadas as varidveis: altura da planta
(AP) e diametro a altura do coleto (DC), aos dois,
quatro, seis e oito meses.

Ap6s o periodo experimental, o material vegetal foi
coletado, separado em folhas (apical e basal), caule e
raizes, sendo entdo mensurada a drea foliar (AF). O
material coletado foi lavado em dgua deionizada e seco
em estufa com circulacdo forcada de ar a 70°C, até
atingir peso constante. Em seguida, o material foi
pesado determinando a massa seca de folhas (MSF),
caule (MSC), e raizes (MSR). A massa seca total
(MST) foi determinada pela soma dos componentes
da planta. O material foi moido em moinho Willey
até passar em peneira com 20 mesh de abertura de
malha e mineralizado para determinacdo de N via
digestao sulfurica.

Para a determinacdo dos demais elementos as
amostras foram digeridas em mistura nitro-perclérica.
As determinacdes de N foram feitas pelo método de
Kjeldahl (Jackson, 1958), o P foi dosado
colorimetricamente pelo método de reducdo do
fosfomolibdato pela vitamina C, descrito por Braga e
Defelipo (1974), e o K, por fotometria de emissdo de
chama; Ca, Mg, Cu, Zn, Mn e Fe por espectrofotometria
de absorcdo atomica. Foram utilizados testes de hipdtese
para comparagdo das inclinagdes, dos interceptos e da
identidade dos modelos até 10% de significancia, com
uso do procedimento PROC REC do pacote estatistico

SAS® (Freire e Santos Filho, 1989). Os demais dados
obtidos foram submetidos a andlise de variancia e teste
de Tukey a 5% de significincia, também com uso do
pacote estatistico SAS®.

Resultados e Discussao

Para a varidvel AP, a comparacio das inclinacdes
das retas revelou menor incremento das mudas de C.
echinata no tratamento T,. Nao houve diferenga entre
0s interceptos, enquanto que, em relacdo a identidade
dos modelos, a andlise revelou, também, diferencas
entre o tratamento T, e os demais (Figura 1; Tabela 2).
Para o DC, a andlise da inclinacio das retas revelou
diferengas significativas entre os tratamentos T, e T,
e, ndo houve diferenca significativa entre os interceptos.
O teste de identidade dos modelos revelou diferencas
significativas entre o tratamento T, e os demais, de
forma que se pode representar os tratamentos T, T, e
T, com um tnico modelo (Figura 2; Tabela 2).

Para as variaveis AF, MSF, MSC, MSR e MST, o
teste de médias revelou que o tratamento T, teve menor
drea foliar e menor acimulo de massa seca que os
demais tratamentos (Tabela 3). Os resultados da anélise
foliar de macronutrientes (Tabela 4) mostraram que
houve maior variacao em funcio do substrato nas folhas
apicais do que nas basais, com excec¢do do P e do K,
disponibilizados em maiores propor¢des no CCC.
Diferengas significativas, nos teores de micronutrientes,
foram observadas entre folhas apicais e basais de C.
echinata crescendo em solo (Tabela 5).

Apesar de C. echinata se estabelecer, em condi¢des
naturais, em solos com alto teor de matéria organica, o
tratamento T, (apenas matéria orgénica), apresentou o
menor crescimento das mudas. Pode-se perceber,
também, que embora as misturas de substratos ndo
tenham sido estatisticamente diferentes do solo, ha
tendéncia de maior crescimento das mudas de C.
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0,0 T T T
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Figura 1. Altura da planta (AP), de mudas de Caesalpinia
echinata, em funcgdo dos diferentes substratos ao longo de oito
meses. Tl = solo, T2 = composto da casca de cacau, T3 = solo +
composto da casca de cacau 1:1 (v/v), T, = solo + composto da
casca de cacau 1/3 +2/3 (v/v).

6,0
T T2
50 4 T3 x T4

4,01

3,0 1

DC (mm)

2,0 1

0,0 T T T
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Figura 2. Evolu¢do do didmetro a altura do coleto (DC), de
mudas de Caesalpinia echinata, em fungdo dos diferentes
substratos ao longo de oito meses. T, = solo, T, = composto da
casca de cacau, T, = solo + composto da casca de cacau 1:1 (v/
v), T, = solo + composto da casca de cacau 1/3 +2/3 (v/v).

Tabela 2. P-Valor dos testes de Inclinagdo das Retas (IR), do Intercepto (I) e da Identidade dos Modelos (IM) para a varidvel altura
da planta (AP) e diametro a altura do coleto (DC), de mudas de Caesalpinia echinata, em fungio dos diferentes substratos, ao longo

de oito meses

Altura da planta Diametro a altura do coleto
Tratamentos'
IR I ™M IR I M
1 -2 0,0401 0,4934 0,0069 0,1790 0,8707 0,0352
1-3 0,3545 0,9622 0,0970 0,3842 0,8707 0,2294
1 -4 0,6183 0,5837 0,8523 0,7223 0,6277 0,8610
2 -3 0,0089 0,5225 0,0004 0,0436 0,7454 0,0030
2 -4 0,0897 0,8869 0,0073 0,3014 0,7454 0,0253
3-4 0,1718 0,6158 0,8323 0,2335 0,5203 0,8610

'T, = solo; T, = composto da casca de cacau; T, = solo + composto da casca de cacau 1:1 (v/v); T, = solo + composto da casca de

cacau 1/3 +2/3 (v/v).

Tabela 3. Area foliar (AF), matéria seca de folha (MSF), matéria seca de caule (MSC), matéria seca de raiz (MSR) e matéria seca
de total (MST), encontradas em mudas de Caesalpinia echinata crescendo em diferentes substratos

AF MSF MSC MSR MST
Tratamentos'

cm? g
T1 500,19 A 2,64 A 1,32 A 0,39 A 4,34 A
T2 247,04 B 1,28 B 0,63 B 0,20 B 2,10 B
T3 631,35 A 3,39 A 1,67 A 0,51 A 5,57 A
T4 491,05 A 2,67 A 1,28 A 0,40 A 4,35 A
CV (%) 27,41 27,14 28,06 34,09 27,06

T1 = solo; T2 = composto da casca de cacau; T3 = solo + composto da casca de cacau 1:1 (v/v); T4 solo + composto da casca de

cacau 1/3 +2/3 (v/v).

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Tabela 4. Teores de macronutrientes encontrados em folhas de mudas de Caesalpinia echinata crescendo em solo e em composto

da casca de cacau (CCC)

Macronutrientes
N P K Ca Mg
Folha Solo CCC Solo CCC Solo CCC Solo CCC Solo CCC
gke! gke! gke! gke! gke!
Apical 30,8Ba 36,2Aa | 2,3Ba 6,1Ab | 18,8Aa 20,4Aa 11,0Ab 14,8Ab 1,8Bb 2,4Ab
Basal 22,7Ab 239Ab | 1,4Ba 9,9Aa | 10,1Bb 13,7Ab 26,8Aa 29,2Aa 2,7Aa 3,0Aa

Médias seguidas pela mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

significancia.

Tabela 5 Teores de micronutrientes encontrados em folhas de mudas de Caesalpinia echinata, crescendo em solo e em composto

da casca de cacau (CCC)

Micronutrientes
Fe Zn Cu Mn
Folha Solo CCC Solo CCC Solo CCC Solo CCC
mg kg mg kg mg kg! mg kg
Apical 216,5Ab 254,8Aa 45,9Bb 66,6Aa 23,3Aa 21,8Aa 50,0Ab 59,8Aa
Basal 371,4Aa 302,5Aa 61,3Aa 74,5Aa 24,1Aa 22,1Aa 80,9Aa 75,0Aa

Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na linha e minudscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

significancia.

echinata com reducdo da pcroporcdo de CCC e isso
sugere que, nas misturas, devem ser utilizadas menores
propor¢des de CCC (Figuras 1 e 2; Tabela 3). Percebe-
se claramente a dindmica do processo de retranslocacio
de nutrientes em funcio da sua mobilidade no floema
(Tabela 4), com excecdo do P, disponibilizado em
grande propor¢do no CCC, sendo observados teores
foliares mais elevados de P em C. echinata quando
comparados com os resultados disponibilizados, a
maioria das plantas (Taiz e Zeiger, 2004). Merece
destaque o fato da relacdo Ca:Mg na folha permanecer
praticamente inalterada nos diferentes substratos,
aproximadamente de seis e 10 vezes, nas folhas apicais
e basais, respectivamente (Tabela 4), isso se deve,
provavelmente, a forte regulac@o das concentracdes de
Cano tecido vegetal por Taiz e Zeiger (2004).
Detecta-se que o substrato solo + composto de casca
de cacau (tratamento T,), apesar de ndo apresentar
diferencga significativa, mostrou uma tendéncia de
melhor comportamento das varidveis analisadas. Por
outro lado, outros fatores podem estar influenciando o
comportamento da mudas de C. echinata nos diferentes
substratos. Roweder et al. (2012) estudando o uso de

diferentes substratos e ambiéncias na germinacio e
desenvolvimento inicial de plantulas de Cedrela
odorata (cedro rosa), concluiram que o himus de
minhoca favoreceu o desenvolvimento das plantulas
independentemente do ambiente, ja o substrato casca
de coco nio favorece o desenvolvimento das plantulas
em ambientes com 50% e 0% de sombra. Desse modo,
pesquisas podem ser desenvolvidas com o objetivo de
testar o substrato solo + composto da casca de cacau
utilizando varia¢des na incidéncia de luz.

Conclusoes

O crescimento de mudas de pau-brasil foi maior
em solo com boa fertilidade e na mistura solo +
composto da casca de cacau. A mistura solo + composto
da casca de cacau mostrou uma tendéncia de melhor
comportamento.

O substrato composto da casca de cacau nio deve
ser usado, de forma isolada, na producao de mudas de
Caesalpinia echinata.

Agrotrépica 25(3) 2013
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DETECTION OF Salmonella IN CAPTIVE SNAKES BY TRADITIONAL ISOLATION
AND SPECIFIC PCR
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The snakes constitute a group of reptiles used in different purposes, as pets, adornment, in the human feeding,
skin exploitation and researches. The salmonelosis is an enteric illness of variable severity in humans and
animals, with high morbidity and economic impact. The aim of this study were to estimate the prevalence of
Salmonella spp. in captive snakes using the standard microbiological method and variations of Polymerase
Chain Reaction (PCR). Thirty one fecal samples from snakes maintained in captivity in the Laboratory of Vertebrate
Zoology of State University of Santa Cruz and in Serpentarium of the Executive Commission of Cocoa Crop Plan
(CEPLAC) in I1héus/BA were collected. The samples were analyzed with traditional procedures for the prevalence
of Salmonella spp. and molecular method using specific primers ST11 and ST15. Through PCR, using three
types of samplings, (i) direct bacterial pool, (ii) enriched pool in peptone water buffered and (iii) amplification of
the pure culture, were considered positive 55% in the direct bacterial pool, 65% in the enriched pool in peptone
water buffered and 100% in the bacterial pure culture DNA. Using the standard method of isolating 58% were
positive, being 39 Salmonella strains isolated.

Key words: Salmonellosis, reptile, microbial diagnosis, PCR.

Deteccao de Salmonella em serpentes de cativeiro por isolamento tradicional

e PCR especifico. As serpentes constituem um grupo de répteis usado para diferentes finalidades, como
animais de estimag¢do, na alimenta¢do humana, na exploracéo da pele e em pesquisas diversas. A salmonelose é
uma doenca entérica de gravidade varidvel nos seres humanos e animais, com alta morbidade e impacto econémico.
O objetivo deste estudo foi estimar a prevaléncia de Salmonella spp. em serpentes cativas utilizando o diagnéstico
microbiolégico tradicional e variagdes da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Foram coletadas trinta e uma
amostras fecais de serpentes mantidas em cativeiro no Laboratério de Zoologia da Universidade Estadual de
Santa Cruz e Serpentdrio da Comissdo Executiva do Plano de Lavoura Cacaueira (CEPLAC), em Ilhéus/BA. As
amostras foram analisadas com procedimentos tradicionais para a prevaléncia de Salmonella spp. e foram
confirmados por métodos moleculares utilizando-se os primers especificos ST11 e ST15. Para a realizacdo da
PCR foram utilizadas trés tipos de amostragem: (i) amostra direta, (ii) amostra enriquecida em dgua peptonada
tamponada e (iii) amostra da cultura pura. Foram considerados positivos para Salmonella spp. 55% na amostra
direta, 65% no pool enriquecido em dgua peptonada tamponada e 100% nas amostras de cultura pura. A partir do
isolamento tradicional 58% das amostras analisadas foram positivas, sendo isoladas 39 cepas de Salmonella spp.

Palavras-chave: Salmonelose, répteis, diagnéstico microbiolégico, PCR.
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Introduction

Cold-blooded animals harbor a wide variety of
Salmonella serotypes in their gastrointestinal tracts,
even simultaneously (Woodward et al., 1997; Burnham
etal., 1998; Willis et al., 2002), being well-known as
non-symptomatic carriers of Salmonella spp.
(Chiodini, 1982; Ramsay et al., 2002). Over 90% of
free-living as well as domesticated reptiles have been
shown to be reservoirs of Salmonella and shed it in
their feces (Chiodini & Sundberg, 1981; Woodward
etal., 1997; Willis et al., 2002; Burnham et al., 1998),
with different serotypes can be isolated from a single
reptile (Ward, 2000). Researches indicate that
Salmonella in reptiles is more virulent and invasive
to humans than strains carried by others host (Scott
& Foster, 1997; Mermin et al., 1997). However, it is
still unclear whether the snakes become colonized by
contaminated food or whether transmission occurs
during pregnancy, birth and/or contact. Schréter et
al. (2006), reported vertical transmission between
captive newborn snakes fed with mice Salmonella-
free, showing that just food is not the only factor for
transmission of Salmonella in reptiles.

It is known there is a high proportion of reptiles
carrying Salmonella spp. in the enteric tract without
clinical manifestation and that elimination can be either
continuous or intermittent (Chiodini & Sundberg,
1981; CDC, 1995; Scott & Foster, 1997; Geue &
Loschner, 2002; Corrente et al., 2004). In some cases,
the infection results in an invasive disease, septicemia
and meningitis (CDC, 1995), but there are relatively
few reports of these bacteria causing disease in reptiles
(Ramsay et al. 2002; Chiodini, 1982). For this reason,
it becomes a risk to the people who use the these
animals as protein source in their diet or exotic pets
(Ackman et al., 1995; Mermin et al., 1997; CDC,
1999; Vasconcellos, 2001).

The current standard laboratory procedure to
Salmonella culture and identification is laborious and
can last up to 7 days (Flowers et al., 1992). The
Polymerase Chain Reaction (PCR) represents a major
advance in terms of the speed, sensitivity and specificity,
and has been increasingly used to identify several
bacterial species from clinical and environmental
samples (Aabo, et al. 1993; Lantz et al., 1994). The
main obstacle to using PCR for the detection and
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identification of pathogenic organisms from clinical
samples is the presence of substances that are
inhibitory to PCR (Lantz et al., 1994; Stone et al.,
1994). In addition, a number of molecular typing
methods have also been used to try improve the
identification of Salmonella and also to differentiate
strains to the level of serotypes (Nair et al., 2002).

In this context, the aim of this study was to estimate
the prevalence of Salmonella spp. in captive snakes
through traditional isolation and molecular methods
(specific PCR).

Materials and Methods

The species of snakes tested are listed in Table 1.
Twenty-seven samples were collected from animals kept
in Serpentarium of Executive Commission of Cocoa
Crop Plan - CEPLAC (Ilhéus-BA-Brazil) and four
samples for animals of Vertebrates Zoology Laboratory
of State University of Santa Cruz (Ilhéus-BA-Brazil).
All the snakes were healthy and they were tested by
using sterile cloacal swabs. The samples were sent
immediately to the laboratory and kept at 6°C.

The samples were examined for the presence of
Salmonella according to APHA (Flowers et al., 1992)
with some modifications. Each swab was inoculated
into 2 mL of buffered peptone water (BPW; Merck)
and incubated at 37°C for 24 h. One milliliter of this
culture was transferred to 9 mL of Tetrathionate broth
(TTB; Merck) and into 9 mL of Selenite-Cistine broth
(SCB; Merck), and incubated at 43°C for 24 h. Two
differential media were used, Xylose-Tergitol-4 agar
(XLT4; Merck) and Salmonella-Shigella agar (SS,
Merck), with incubation 43°C for 24 h. Five colonies
with typical properties of Salmonella, as indicated by
supplier’s instructions, were selected from each plate
and tested using a biochemical methods (TSI, LIA,
MR, Urease and SIM) according APHA (Flowers et
al., 1992). Positive samples grown in Trypticate Soy
agar (TSA; Merck) and were sent to the Enterobacteria
Laboratory of Fundagao Oswaldo Cruz, Rio Janeiro-
RJ-Brazil for specific identification using serogroup-
specific antisera.

For molecular analysis, the cloacal swabs, after
incubation in BPW, were streaked way in Petri dishes
containing TSA and incubated at 37°C for 24 h. Then,
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Table 1. Snakes used in the experiments and Salmonella serotypes found by standard microbiological method

Snake specie Salmonella serotype

Bothrops jararacussu -
Bothrops jararacussu -
Bothrops jararaca
Bothrops leucurus -
Bothrops leucurus
Bothrops leucurus Salmonella Newport
Bothrops leucurus -

Bothrops leucurus
Bothrops leucurus
Bothrops leucurus®
Bothrops leucurus -

Bothrops leucurus Salmonella Newport
Bothrops pirajai®
Bothrops bilineatus
Bothrops bilineatus
Corallus hortulans -

Crotalus durissus Salmonella Gaminara
Crotalus durissus -

Epicrates cenchria hygrophilus
Epicrates cenchria hygrophilus
Epicrates cenchria hygrophilus -
Epicrates cenchria hygrophilus -
Lachesis muta rhombeata®

Salmonella Newport

Lachesis muta rhombeata®
Lachesis muta

Lachesis muta -
Lachesis muta
Lachesis muta -
Lachesis muta
Lachesis muta -
Spilotes pullatus -

Salmonella enterica subsp.

Salmonella enterica subsp.

Salmonella enterica subsp.
Salmonella enterica subsp.
Salmonella enterica subsp.

Salmonella enterica subsp.
Salmonella enterica subsp.

Salmonella enterica subsp.
Salmonella enterica subsp.

Salmonella enterica subsp.
Salmonella enterica subsp.
Salmonella enterica subsp.

Salmonella enterica subsp.

Salmonella enterica subsp.

enterica (O11:r:-)

enterica (04,5:b:-)

enterica (04,5:b:-)
enterica (04,5:b:-); Salmonella Newport; Salmonella Gaminara
enterica (04,5); Salmonella enterica subsp. enterica (04,5:b:-)

enterica (04,5:b:-)
houtenae (061:c:1,5)

enterica (04,5:b:-)
diarizonae (0:47)

enterica (04,5:b:-); Salmonella enterica subsp. enterica (0O4,5)
enterica (04,5:b:-); Salmonella enterica subsp. enterica (04,5)
enterica (04,5:b:-)
enterica (04,5:b:-)

enterica (04,5:b:-)

“One animal was carrier of three serovars: S. enterica subsp. enterica (04,5:b:-); S. Newport and S. Gaminara.
®Three animals were carriers of two serovars: S. enterica subsp. enterica (04,5:b:-); Salmonella enterica subsp. enterica (04,5).

were added 3 mL of Phosphate Buffered Saline (PBS;
pH 7.2) to promote the bacteria solubilization. Tree
samples were taken from this procedure. Bacterial pool:
2001 L were pipetted from bacterial suspension in 1.5-
mL microtubes. This sample was centrifugated at 7000
x g for 3 min and the pellet washed by adding 2001 L
of sterile Milli-Q® water, shaken vigorously and
centrifugated at 7000 x g for 3 min. The supernatant
was discarded and this procedure was repeated twice.
In the last step, the samples were placed in boiling
water for 5 min to bacterial lyses. Enrichment with
BPW: 1001 L from bacterial pool were inoculated in
10-mL tubes containing 2 mL of BPW and incubated
at 37°C for 24h. After this period, 1.5 mL was

transferred to 2-mL microtubes and centrifuged at 7000
x g for 200 seconds, the supernatant was discarded
and were added 200 i L of sterile Milli-Q® water, this
procedure was repeated twice. In the last step, the
samples were placed in boiling water for 5 min to
bacterial lyses. Pure culture: 100 1 L of pure cultures
of Salmonella from positive snakes in traditional
isolation were inoculated into 10-mL tubes containing
2 mL of TSB. The cultures were incubated at 37°C and
180 rpm for 24 h. After this period, 1.5 mL were
transferred to 2-mL microtubes and centrifuged at 7000
x g for 3 min and the pellet was washed by adding 200
iL of sterile Milli-Q® water, shaken vigorously and
centrifugated at 7000 x g for 3 min. The supernatant
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was discarded and this procedure was repeated twice.
In the last step, the samples were placed in boiling water
for 5 min to bacterial lyses.

Four microliters of the each lysate sample was
transferred to a PCR tube containing 46 puL of a mixture
of 35.25 uL sterile Milli-Q® water, 10 mM Tagq
polymerase buffer, 2.5 mM MgCl,, 10 pmol each
primer, 200 uM each dNTP, 1.25 U Taq polymerase.
Table 2 shows the sequence of primers and PCR
conditions. PCR products were electrophoresed on a
1% (w/v) agarose gel in 1X Tris/Acetate/ EDTA (TAE)
buffer at 100 V for 30 min and stained with ethidium
bromide (0.5 ug mL"). The amplified products were
visualized under UV illumination.

Results and Discussion

Sa & Solari (2001) confirmed the presence of
Salmonella spp. in fecal samples from 97 pet reptiles
in Brazil. Snakes reached the second place in this survey
with 53.3% of prevalence, demonstrating its
epidemiologic importance. In the present study by using
the standard microbiological method, Salmonella spp.
was detected in 58.07% of the analyzed snakes. This
result was similar to Sa & Solari (2001). However, we
must keep in mind that negative animals at our diagnosis
can be within the group in which Salmonella
elimination is intermittent, did not releasing in their
feces, as shown by Burnham et al. (1998) and Argblo
Filho (2007).

Serotyping is an important epidemiological tool for
assessing the prevalence of certain strains and assist in
a possible salmonellosis control program. A total of
seven different serotypes of Salmonella were found

among 39 strains of the 18 positive snakes, of which
42% represent Salmonella enterica (04.5:b:-); 26%
S. Newport, 13% S. enterica (04.5); 8% S. houtenae
(061:c:1.5); 5% S. Gaminara and 3% S. diarizonae
(O47) and S. enterica (O11:1:-) (Figure 1). In Table 1
these serotypes are listed according to snake species
studied. Sa & Solari (2001), who studied the prevalence
of Salmonella in reptiles imported into Brazil, also
found three subspecies found in this study, S. enterica,
S. houtenae and S. diarizonae. It was observed that
three animals had more than one serotype
simultaneously (Table 1), this is in agreement with those
results obtained by Corrente et al. (2004) and Argdlo
Filho (2007). Most of the isolates that are zoonotic
belong to S. enterica subsp. enterica. The others
subspecies are potentially virulent and are ocasionally
associated with human infection. S. Newport was the
third most common serovar of human salmonellosis in
the U.S. (The Center..., 2005) S. Gaminara has also
been associated to human salmonellosis outbreaks (Kim
et al., 1998). These reports emphasize the risk in
manipulate or keep snakes without proper care.
Three types of sampling (Bacterial pool,
Enrichment with BPW and Pure culture) were analyzed
by use specific primers (ST11 and ST15). The PCR
amplification resulted in products of 429 bp (Figure 1).
Aabo et al. (1993) found that this primers can be used
successfully for Salmonella identification and no false-
positive reaction was observed. The PCR with samples
from “Bacterial pool” obtained 54.84% of positive
Salmonella, result quite similar to that observed with
the traditional method. However, the results from the
“Enrichmnet with BPW” shown positivity of 64.52%,
10% more than previous results, suggesting an increase
in the sensitivity of the diagnosis. Considering all tests,

Table 2. Sequence of ST11 and ST15 primers and PCR conditions (Aabo et al., 1993)

PCR conditions

Primer Sequence (5'-3")
Size (bp) Cycles
ST11 AGCCAACCATTGCTAAATTGGCGCA 1 cycle - 5 min - 94°C
1 min - 94°C
429 30 cycles| 2 min - 60°C
1 min - 72°C
ST15 GGTAGAAATTCCCAGCGGTACTG

1 cycle - 10 min - 72°C
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atotal of 87.1% of all serpents were positive, reaching
close to the results obtained by Schroter et al. (2006).
The primers demonstrated its efficiency to detect 100%
of Salmonella from pure cultures (Figure 2).

The PCR has been demonstrated to be more sensitive
than standard isolation technique (Aabo et al., 1993;
Lantz et al., 1994, Oliveira et al., 2002; Sibley et al.,
2003). However, eight samples that were positive in
standard microbiological test became negative in PCR

3% 3%

13%

26%

from the Bacterial pool and tree positive samples in
Bacterial pool became negative after the Enrichment
step (Figure 2). A probable reason for this is some failure
in DNA extraction or amplification is the presence of
impurities that inhibited the PCR. It has been attempted
to diagnose Salmonella directly from faeces without
any cultivation step. However, there was great difficulty
in getting a quality DNA for use in PCR (data not
shown). Probably the presence of heterogeneous

. enterica (04.5:b:-)
. Newport

42% . enterica (04.5)

. houtenae (061:c:1.5)

. Gaminara

. diarizonae (047)

B I OO O B @
“ L L v L K o«

. enterica (O11:r:-)

Figure 1 Percentages of Salmonella serotypes isolated from 18 positive snakes by standard microbiological method.
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Figure 2. Detection of Salmonella by PCR using specific primers (ST11 - ST15) resulting in products of 429 bp. neg: negative
control. (A) The results of standard microbiological method is defined as positive (+) and negative (-) to Salmonella. The presence of
the band in PCR represents positive samples: (B) samples from Bacterial pool; (C) samples from Enrichment with BPW; (D) samples
from Pure culture (the sample numbers of D do not coincide with A, B and C).
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substances aggregated to fecal samples interfered in
the processing of the sample as the result of DNA
extraction (Fungaro, 2000). Diagnosis through the
enrichment and subsequent PCR analysis did not show
the same difficulties. The results showed that when
promoting a pre-enrichment technique is more skilled
to detect the presence of Salmonella in samples (Oste,
1988; Rahn et al. 1992; Aabo et al. 1993; Lantz et al.
1994 ; Oliveira et al. 2002; Agarwal et al. 2002; Sibley
et al., 2003). Agarwal et al. (2002) propose that the
ideal time for pre-enrichment is 6h in food. They noted
that, despite the great sensitivity of PCR, without prior
enrichment of the samples was not possible to detect
Salmonella. In PCR there was no preferential
amplification of one serotype in particular between those
observed in this study. However, the development of a
method for efficiently extracting DNA directly from
fecal samples without enrichment is required for the
diagnosis and monitoring of populations of pathogenic
microorganisms and the celerity of animal treatment in
hospitals and clinics, thus improving the prognosis.

Conclusions

The salmonellosis in reptile, especially in snakes,
represents a important source of human illness and need
prevention and control programs. In present study, 87.1%
of all snakes were positive to Salmonella. PCR using
specific primers ST11 and ST15 shown to be an effective
and rapid method for the diagnosis of salmonellosis,
although serotype does not become known by using these
pair of primers. The use of enriched sample in buffered
peptone water seems to be more effective than direct use
of the fecal sample as DNA template in PCR, possibly
due to greater selection and growth of bacterial cells.
Due to the few studies conducted in Brazil on
salmonellosis in reptiles, other works on this subject
are of great importance, especially in molecular biology
to carry out control programs more effective.
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FUNGOS ENDOFITOS EM PLANTAS ORNAMENTAIS TROPICAIS NA BAHIA
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Os fungos enddfitos estio associados com centenas de espécies vegetais, colonizando os espagos intercelulares
e vasos do xilema sem provocar sintomas de doenca. Visando estudar os fungos endéfitos de plantas ornamentais
do Sul da Bahia nove coletas sucessivas foram realizadas em trés dreas selecionadas nos municipios de Ilhéus,
Una e Urucuca. Apds os isolamentos foram identificados em 21 hospedeiros, 26 espécies de fungos pertencentes
a 19 géneros com destaque para Colletotrichum gloeosporioides, Acremonium sp. € Glomerella cingulata. Dois
isolados de cada espécie foram depositados na micoteca do laboratério de diversidade de fungos do Centro de
Pesquisas do Cacau. As espécies Acremonium sp. € Glomerella cingulata apresentaram indices maximos de
freqiiéncia, dominancia, abundancia e constancia. A maior freqiiéncia de colonizag¢do por fungos ocorreu em
Heliconia bihai.

Palavras-chave: Endofitismo, micodiversidade, micobiota brasileira.

Endophytic fungi in ornamental tropical plants in Bahia, Brazil. Endophytic fungi are
associated with hundreds of plant species colonizing intercellular spaces and xylem vessels without provoking
disease symptoms. Aiming to study the endophytic fungi of ornamental plants in Southern Bahia, nine successively
collectings were done in three selected areas of Ilhéus, Una and Urucuca municipalities. Nineteen genera and 26
fungal species were identified in 21 host plants with the predomination of Colletotrichum gloesporioides,
Acremonium sp. and Glomerella cingulata. Two isolates of each fungal species were deposited in the cultural
collection of the fungal diversity laboratory of Cacao Research Center, Bahia, Brazil. Acremonium sp. and
Glomerella cingulata presented highest rates of frequency, dominance, abundance and constancy. The highest
colonization rate by fungi occurredin Heliconia bihai.

Key words: Endophytism, mycodiversity, Brazilian mycota
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Introducao

As plantas ornamentais tropicais cultivadas no
Brasil incluem espécies nativas e exdticas das
familias Heliconiaceae, Musaceae e Zingiberaceae.
O cultivo de flores ornamentais tropicais no Estado
da Bahia tem crescido muito nos tltimos tempos. No
sul da Bahia o cultivo tornou-se uma das opgdes para
a ocupacao produtiva da regido cacaueira no intuito
de complementar o rendimento dos cacauicultores,
devido a queda da producio em decorréncia da doenca
vassoura-de-bruxa causada pelo fungo
Moniliophthora perniciosa. Esta atividade ¢é
favorecida pelo clima e pela ocorréncia natural de
algumas espécies das familias Heliconiaceae e
Musaceae nos remanescentes de Mata Atlantica com
potencial para cruzamentos genéticos visando a
descoberta de novos hibridos de valor comercial.
Entre as espécies mais cultivadas destacam-se a
alpinia (Alpiniapurpurata (Vieill.) K. Schum.) e as
helicodnias (Heliconia spp.) que vem se tornando uma
excelente opcdo no sistema de consércio ou de
Sistemas Agroflorestais (SAFs) com o cacau,
gerando emprego, renda e divisas economicamente
importantes.

Os fungos endoéfitos estdo associados com
inimeras espécies vegetais (Bacon e Hinton, 2002).
Esses organismos podem viver em raizes, ramos,
folhas, sementes, frutos, tubérculos e flores,
colonizando os espagos intercelulares e vasos do
xilema (Mundt e Hinkle, 1976; Hallmann et al., 1997,
Sturz et al., 1999; Garbeva et al., 2001)
desempenhando variadas e estreitas relagdes
ecoldgicas com seus hospedeiros sem provocar
sintomas de doenca. Devido a este fato é necessario
isolar e cultivar esses fungos em laboratério (Aratdjo
et al., 2002). Muitas substdncias bioativas podem
ser produzidas por estes microrganismos, porém a
exata relagdo fisica e bioquimica entre os endéfitos
e a planta permanece obscura (Strobel, 2003). Ha
escassos relatos de trabalhos realizados na regido
Sul da Bahia sobre fungos endéfitos. Nesse sentido,
o presente trabalho teve como objetivo estudar a
diversidade das espécies flingicas endoéfitas presentes
em plantas ornamentais tropicais na regiao sul da
Bahia em relagdo aos locais de coleta e periodo do
ano.
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Material e Métodos

Durante o periodo de outubro/2009 a julho/2010,
foram realizadas nove coletas, em trés propriedades
rurais, da drea de abrangéncia da Mata Atlantica,
situadas nos municipios de Ilhéus (Sitio Ilha Flora),
Una (Fazenda Bela Vista) e Urucuca (Fazenda
Liberdade).

Em cada propriedade coletou-se partes aéreas e
subterraneas de plantas ornamentais tropicais,
assintomadticas. O material coletado foi acondicionado
em sacos de papel, devidamente etiquetados e
transportados para o Laboratério de Biodiversidade
de Fungos do CEPEC/CEPLAC, onde se processou
o isolamento das amostras, no tempo maximo de 24
horas.

O material foi cuidadosamente lavado com dgua
corrente e sabao neutro e, discos de 0,5 cm de didametro
(folhas) ou fragmentos com aproximadamente 0,2 x
0,2cm (inflorescéncia, caule, raiz) de cada amostra
foram desinfestados superficialmente segundo
Dobranic et al. (1995).

Cinco discos ou segmentos foram transferidos para
placas de Petri (em triplicata), contendo meio batata,
dextrose, 4gar (BDA) (Dobranic et al., 1995) e
examinadas diariamente, por 15 dias. Tao logo surgia
micélio nas bordas do indculo era feita a repicagem
para BDA acidificado. As col6nias apds purificagdo
foram mantidas em BDA e conservadas sob éleo
mineral e pelo método de Castellani. Foram isolados
fungos de 21 hospedeiros (Tabela 1).

Identificacao

As identificacdes em nivel de género e espécie
foram realizadas apds oito dias de crescimento em
cultura pura. Quando necessdrio, utilizou-se a técnica
de cultivo em lamina (Riddell, 1950). A
caracterizacdo morfoldgica foi procedida através de
observacodes das caracteristicas macroscéopicas das
coldnias e microscépica das estruturas somadticas e
reprodutivas. Com o auxilio de chaves taxondmicas
existentes na literatura especializada chegou-se a
identificacdo genérica, enquanto que as espécies
foram identificadas comparando-se as descri¢gdes
especificas (Arx e Muller, 1954; Guba, 1961; Muller
e Arx, 1962; Seifert et al., 2011).
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Tabela 1 - Fungos endoéfitos isolados (UFC) de quatro géneros de plantas ornamentais e classes de frequéncia, dominancia,
abundancia e constancia das espécies flngicas coletadas em trés municipios da regido Sul da Bahia

Hospedeiro (1) Local (2) Diversidade
= UFC
Espécie HE MU CO ET SBV SIF FL (3) Frequéncia Dominancia Abundéncia Constancia

4) Q) (6) (7
Acremonium sp. 22 - 02 09 X X 33 MF ND MA C
Aspergillus niger 25 - - - X X 25 MF ND MA A
Chaetomium globosum 02 - - - X 2 PF ND R S
Cochliobolus cynodontis 10 - - - X X 10 F ND C S
Colletotrichum gloeosporioides 35 03 18 03 X X X 59 MF D MA C
Corynespora cassiicola 02 - - - X PF ND R S
Curvularia lunata 03 - - - X X PF ND R S
Fusarium sp. 01 - - - X PF ND R S
Glomerella cingulata 17 05 - 08 X X X 30 MF ND MA C
Guignardia heliconiae 03 - - - 3 PF ND R S
Melanospora zamiae 03 - - - X 3 PF ND R A
Nigrospora oryzae 30 - - - X X 30 MF ND MA A
Nodulisporium sp. 06 - - - X 6 PF ND D A
Pestalotiopsis aff. caudata 0 - - 01 X 1 PF ND R N
Pestalotiopsis mangifolia 02 - - - X 2 PF ND R N
Pestalotiopsis matildae 02 - - - X 2 PF ND R N
Pestalotiopsis neglecta 03 - - - X 3 PF ND R S
Pestalotiopsis palmarum or - - - X 1 PF ND R S
Pestalotiopsis pauciseta 02 - - - X X 2 PF ND R S
Pestalotiopsis sp. - - 01 - X 1 PF ND R S
Phoma leveillei 07 - - - X 7 F ND C S
Phomopsis sp 04 - - - X X 4 PF ND R S
Phyllosticta aff: anacardiacearum 02 - - - X 2 PF ND R N
Setosphaeria rostrata 02 - - - X 2 PF ND R S
Xylaria sp. 05 - - - X 5 PF ND D S

(1) HE = Heliconia spp; MU = Musa coccinea; CO = Cordyline terminalis cv. Baby Doll;

ET = Etlingera elatior cv. Porcelain.;

(2) SBV=Sitio Bela Vista, Una-BA ; SIF = Sitio Ilha Flora, Ilhéus-BA; FL= Fazenda Liberdade, Uruguca-BA. (3) UFC = Unidades
formadoras de coldnias; (4) MF = Muito frequente; F = frequente; PF = pouco frequente; (5) D = Dominante; ND = ndo dominante;
(6) MA = Muito abundante; C = comum; D = dispersa; R = rara; (7) C = Constante; A = acessdria; S = acidental.

Calculo dos padroes de biodiversidade

As espécies identificadas foram agrupadas em
categorias de: Constancia utilizando-se o indice C =
P/N x 100, onde P = numero de coletas contendo a
espécie, N = nimero total de coletas, sendo considerado
como taxon constante (C) aquele cuja presenga foi = 50%
nas amostras, como acessoria (A) entre > 25% e <
50% e acidental (S) quando < 25% (Dajoz, 1983).

A riqueza foi determinada pelo nimero total de espécies
amostradas em cada area de coleta (Brower et al.,1998).

A similaridade entre as dreas de coleta, periodos de
coleta e cultivares foram obtidas a partir do coeficiente
de Sgrensen (Muller-Dombois, 1981).

IS = 2¢/A+B x 100, onde A, B e C representam o
numero de espécies nas dreas A, B e C; ¢, o nimero de
espécies comuns nas duas dreas.

Para o cdalculo da abundincia das espécies
amostradas, utilizou-se uma medida de dispersao
conforme Silveira Neto et al. (1976), determinando-se
o intervalo de confianga (IC) da média aritmética para
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1% e 5% de probabilidade. Foram adotadas as seguintes
classes para estimar a abundancia das espécies: Rara
(nimero de individuos menor que o limite inferior de
IC a 1 % de probabilidade); Dispersa (nimero de
individuos situado entre os limites inferiores de ICa 5
eal %); Comum (nimero de individuos situado dentro
doIC a5 %); Abundante (niimero de individuos situado
entre os limites superiores de IC a5 ea 1 %); Muito
abundante (nimero de individuos maior que o limite
superior de IC a 1 %).

A frequéncia foi determinada estabelecendo-se uma
classe de frequéncia de acordo com cada intervalo de
confianca (IC) da média aritmética da percentagem de
5% de probabilidade. Dessa maneira, foram
determinadas as classes: Pouco frequente (PF) -
frequéncia menor que o limite inferior de IC da média
de 5% de probabilidade; Frequente (F) — frequéncia
dentro dos limites inferior e superior de IC da média
de 5% de probabilidade; Muito Frequente (MF) -
frequéncia maior que o limite superior de IC da média
de 5% de probabilidade propostas por
Thomazini;Thomazini (2002). A dominéncia das
espécies foi determinada através do célculo limite de
dominancia a partir da equagao

LD =(1/S) 100, onde LD = limite de dominéncia e
S =numero total de espécies (Sakagami; Laroca, 1971).

Cerqueira et al.

Este parametro classificou as espécies em dominantes,
quando os valores de frequéncia apresentavam-se
superiores a este limite e ndo-dominantes, quando os
valores encontrados foram menores.

Resultados e Discussao

Das nove coletas realizadas em trés propriedades
rurais situadas em municipios da regidao Sul da Bahia,
foram isolados representantes de 26 espécies fungicas,
oriundas de 240 coldnias, a partir de 1350 fragmentos
de partes vegetais assintomaticas. Um nimero de 404
coldnias foi considerado “Mycelia Sterilia” por nao
esporularem em meio de cultura.

Dos 19 géneros de fungos enddfitos encontrados,
Colletotrichum foi o mais frequente (Figura 1).

Os géneros e espécies de fungos e respectivos
hospedeiros relacionados a seguir sdo considerados
endo6fitos e foram relatados por outros autores:
Acremonium sp. em Rhizophora mangle, Laguncularia
racemosa e Avicennia nitida (Costa, 2003), Musa spp.
(Assungdo, 2010) e Vitis lambrusca (Lima, 2010);
Aspergillus sp. em Eremanthus erythropappus
(Magalhaes et al., 2008), e llex paraguariensis em
Colombo-PR (Pimentel et al., 2006); Chaetomium
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Figura 1- Frequéncia de ocorréncia dos 19 géneros de fungos enddfitos isolados de plantas
ornamentais tropicais, em trés municipios da regido Sul da Bahia de outubro de 2009 a julho 2010.
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globosum em Viguiera robusta em Ribeirdo Preto -
SP (Momesso et al., 2008), e Vellozia compacta no
Tocantins (Rodrigues, 2010); Colletotrichum spp. em
Rhizophora mangle, Laguncularia racemosa e
Avicennia nitida (Costa, 2003), Annona squamosa
(Silvaetal., 2006) Musa spp. (Assungdo, 2010) e Vitis
lambrusca (Lima, 2010); Coniothyrium sp. em Pinus
taeda (Pimentel et al., 2010); Fusarium spp. em
Rhizophora mangle, Laguncularia racemosa e
Avicennia nitida (Costa, 2003; Sebastianes, 2010),
Annona spp. (Silva et al., 2006), llex paraguariensis
(Pimentel et al., 2006), Vitis labrusca (Lima, 2010),
Musa spp. (Assuncdo, 2010); Glomerella sp. em
Rhizophora mangle, Laguncularia racemosa e
Avicennia nitida (Costa, 2003), Annona squamosa
(Silva et al., 2006) e Passiflora edulis f. flavicarpa
(Luz et al., 2006), Musa spp. (Assung¢do, 2010) e Vitis
labrusca (Lima, 2010); Guignardia spp. em muitos
hospedeiros (Wickert et al., 2009; Costa, 2003);
Lasiodiplodia theobromae em Theobroma cacao
(Maki, 2006); Pestalotiopsis microspora, P. maculans
e Pestalotiopsis sp. em raizes de Vellozia compacta
(Rodrigues, 2010), folhas de Musa spp. (Assungdo,
2010), Vitis labrusca (Lima, 2010) e Pinus taeda
(Pimentel et al., 2010); Phoma eupyrena em
Rhizophora mangle, Laguncularia racemosa e
Avicennia nitida (Costa, 2003); P. sorghina em
Tithonia diversifolia (Borges, 2008); P. capitulum, P.
sorghina e P. tracheiphila como endofiticas em Musa
spp. (Assungdo, 2010); Phomopsis sp. em Annona
muricata (Silva et al., 2006); Phyllosticta sp. em folhas
de Rhizophora mangle, Laguncularia racemosa e
Avicennia nitida (Costa, 2003); Drechslera halodes,
anamorfo de S. rostrata, em espécies de Combretaceae
e Loranthaceae (Kumaresan e Suryanarayanan, 2001;
Kumaresan et al., 2002). Espécies de Xylaria foram
isoladas como endéfitas de Rhizophora mangle,
Laguncularia racemosa e Avicennia nitida (Costa,
2003; Sebastianes, 2010), “erva de rato” ou “café
bravo” (Palicourea marcgravii) (Caféu et al., 2005),
Eremanthus erythropappus (Magalhaes et al., 2008),
Vellozia compacta (Rodrigues, 2010), e Piper aduncum
(Silva et al., 2010).

No presente trabalho Guignardia heliconiae foi
isolado de folhas sadias de Heliconia chartacea cv.
Sexy Scarlet e Melanospora zamia e de inflorescéncia
sadia de Heliconia psittacorum x H. spathocircinada

cv. Fire Opol, nao havendo relato dessa espécie como
endofita.

Os fungos endofitos isolados dos quatro géneros de
plantas ornamentais tropicais (Heliconia, Musa,
Etlingera e Cordyline) foram relacionados de acordo
as classes de freqii€ncia, dominancia, abundancia e
constancia (Tabela 1). Das 26 espécies fungicas
identificadas, Acremonium sp. e Glomerella cingulata
(=Colletotrichum gloeosporioides) mostraram indices
maximos de frequéncia, abundancia e constancia.

Provavelmente todas as plantas apresentam em seu
interior microrganismos enddfitos. Alguns sdo mais
frequentes em determinado vegetal sendo designados
dominantes, em contraposi¢do a outros mais raros
(Pileggi, 2006). De acordo com Borges (2008), a
diversidade de fungos endéfitos em uma planta pode
ser muito alta, sendo que algumas espécies botanicas
podem ter mais de 100 espécies de fungos associados
em apenas um tipo de tecido, no entanto, estas
comunidades sao dominadas por poucas espécies que
tem hospedeiros especificos.

Diversidade por hospedeiro

Com relagao aos fungos endofitos encontrados em
cada hospedeiro, observou-se que H. bihai foi o que
apresentou maior percentual de colonizagdo com
19,51% do total de isolados, seguido por C. terminalis,
E. elatior cv. Porcelain e H. chartacea cv. Sexy Scarlet
(8,54%), H. psittacorum cv. Golden Torch (7,72%),
H. wagneriana (6,91%), H. psittacorum x H.
spathocicirnada cv. Fire Opol (6,50%), H. bihai cv.
Napi Yellow (5,69%), H. stricta cv. Iris Red (5,28%),
M. coccinea e H. caribaea (3,25%), H. chartacea cv.
Sexy Pinck e H. wagneriana cv. Turbo (2,44%), H.
collinsiana e H. stricta cv. Tagami (2,03%), H. librata,
H. orthotricha var. Total Eclypse e H. rostrata
(1,63%), H. psittacorum x H. spathocircinada cv. Red
Opol (1,22%). Heliconia bihai cv. Arco Iris e cv.
Kamehamea obtiveram percentual de colonizagdo
menor que 1%.

Fatores como, distribuicao geografica, condicdes
ecoldgicas, hospedeiro, idade da planta, luminosidade,
umidade do ambiente afetam a quantidade e qualidade
da micobiota endofita (Peixoto Neto et al., 2004;
Pimentel, 2006). A taxa de colonizacdo dos fungos
enddfitos varia de espécie para espécie, e os fatores
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abidticos e bidticos influenciam na quantidade e
diversidade destes fungos nos hospedeiros (Faeth, 2002).

A similaridade entre as comunidades fuingicas
enddfitas nos hospedeiros coletados, calculada pelo
coeficiente de Sorensen, na Fazenda Liberdade variou
de 57,1 a100 % (Tabela 2). Os hospedeiros com maior
similaridade foram: Heliconia. orthotricha var. Total
Eclypse / H. librata; H. orthotricha var. Total
Eclypse / Cordyline terminalis; e Etlingera elatior
cv. Porcelain / M. coccinea.

No sitio Ilha Flora a similaridade entre os
hospedeiros variou de 57,1 a 80% (Tabela 3), sendo
Heliconia stricta cv. Iris Red / H. bihai e H. stricta
cv. Iris Red / M.coccinea os de maior similaridade.

No Sitio Bela Vista, apenas as comunidades de
Heliconia wagneriana e Etlingera elatior cv.
Porcelain (57,1%) foram similares.

Houve similaridade entre as comunidades fingicas
endofitas do Sitio Ilha Flora e do Sitio Bela Vista
(Tabela 4), pois, segundo Mueller-Dombois;
Ellenberg, (1974), duas comunidades sdo
consideradas similares quando o indice de Sorensen
for superior a 50%. Em Pernambuco, Assuncdo
(2010) também encontrou similaridade entre as areas
onde coletou fungos endoéfitos de bananeira.

De acordo com Brower et al. (1998) que estudaram
os fungos endéfitos de Musa spp. em Hong Kong e

na Austrdlia, as condigdes fisicas, quimicas e
biol6gicas dos solos afetam a diversidade dos fungos
endofitos, daf a variac@o de uma drea para outra.

No presente estudo, apenas Colletotrichum
gloeosporioides (= Glomerella cingulata) ocorreu nos
trés locais de estudo. Este fungo ora se apresenta como
endofito, ora como fitopatogénico em inimeros
hospedeiros (Rojas et al., 2010).

Diversidade por area de coleta

A Fazenda Bela Vista foi o local com maior
frequéncia de isolados de fungos endéfitos em plantas
ornamentais tropicais com 34,58%, seguida de Sitio
I1ha Flora (34,16%) e Fazenda Liberdade (31,25%).
Em relagdo ao total de fungos enddfitos isolados foi
observado na ordem decrescente: Fazenda Liberdade
(91), seguido do Sitio Bela Vista (83), e Sitio Ilha
Flora (72).

Resultados semelhantes foram obtidos por Brower
et al., (1998), ao isolarem fungos enddfitos de Musa
spp- em Hong Kong e na Austrilia, e por Assungdo
(2010), no Brasil. De acordo com os autores, condicoes
ambientais e condi¢des fisicas, quimicas e bioldgicas
dos solos afetam a diversidade dos fungos enddfitos.

O calculo da similaridade das comunidades
fingicas enddfitas nas trés areas estudadas, encontra-

Tabela 2 - Numero de espécies de fungos enddfitos e indice de similaridade entre os hospedeiros coletados na Fazenda Liberdade,
no municipio de Uruguca, situado na regido Sul da Bahia, de outubro de 2009 a julho 2010

Hospedeiros

N° de espécies comuns Indice Sorensen (%)

Heliconia. orthotricha var. Total Eclypse / H. librata
H. orthotricha var. Total Eclypse / Cordyline terminalis
Etlingera elatior cv. Porcelain / M. coccinea

bihai cv. Napi Yellow / E. elatior cv. Porcelain
bihai cv. Napi Yellow / Musa coccinea

bihai cv. Napi Yellow / H. librata

bihai cv. Napi Yellow / C. terminalis

chartacea cv. Sexy Scarlet / H. bihai

librata / C. terminalis
bihai cv. Napi Yellow / H. chartacea cv Sexy Scarlet

. chartacea cv. Sexy Scarlet / H. Librata

. chartacea cv. Sexy Scarlet / C. terminalis

chartacea cv. Sexy Scarlet / H. orthotricha var. Total Eclypse

100
100
100
80
80
66,67
66,67
66,67
66,67
66,67
57,14
57,14
57,14

DN N NN W NN DN
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Tabela 3 - Numero de espécies de fungos enddfitos e indice de similaridade entre os hospedeiros coletados no Sitio Ilha Flora, no
municipio de Uruguca, situado na regido Sul da Bahia, de outubro de 2009 a julho 2010

Hospedeiros

Indice similaridade

N° de espécies comuns
P Sorensen (%)

Heliconia stricta cv. Iris Red / H. bihai
. stricta cv. Iris Red / M.coccinea
. stricta cv. Iris Red / Heliconia caribaea

. caribaea / H. stricta cv. Tagami

T TR

. stricta cv. Tagami / H. chartacea cv. Sexy Pinck

H. stricta cv. Iris Red / H. bihai cv. Napi Yellow
H.caribaea / H. bihai cv. Napi Yellow

H. bihai cv. Napi Yellow / H. stricta cv. Tagami

H. bihai cv. Napi Yellow / H. chartacea cv. Sexy Pinck

80

80

66,67
66,67
66,67
57,14
57,14
57,14
57,14

[NSIEN SR SRR ST S VA I "R

se na Tabela 4, onde se observa que os sitios Ilha
Flora e Bela Vista apresentaram a maior similaridade
entre todas as dreas.

Diversidade por época de coleta

O periodo entre os meses de abril a junho foi o que
ocorreu 0 maior nimero de unidades formadoras de
colOnias nas trés areas estudadas, com um total de 121
coldnias, seguido pelo periodo de janeiro a mar¢co com
62 colonias. Apenas Colletotrichum gloeosporioides
e Glomerella cingulata ocorreram nos quatro periodos
de coleta.

Segundo Maki (2006), a estrutura da comunidade
enddfita varia em funcdo do ambiente ao qual a planta
estd adaptada, bem como, das oscilagdes de fatores
abidticos, tais como, temperatura, regime de chuvas
que determinam a predomindncia de espécies de
microrganismos presentes no ambiente. A riqueza € a
composi¢do de fungos endéfitos estdo relacionadas as
estagdes do ano (Assuncdo, 2010).

Tabela 4 - Numero de espécies de fungos enddfitos associados
e indice de similaridade entre as dreas de coleta, na regido Sul
da Bahia de Outubro de 2009 a julho 2010

A d ) N° de fungos fndice de

rea de coleta comuns similaridade (%)
Sitio Ilha Flora /Fazenda Liberdade 5 45,4%
Sitio Ilha Flora/Sitio Bela Vista 8 59,2%
Fazenda Liberdade/Sitio Bela vista 7 56,0%

Conclusoes

v Foi encontrada uma alta diversidade de fungos
nas plantas ornamentais tropicais estudadas.

v" A diversidade variou em funcéo dos locais de
coleta, ano e espécie do hospedeiro.

v' Acremonium sp. ¢ Glomerella cingulata
apresentaram indices maximos de frequéncia,
dominancia, abundancia e constancia.

v’ Heliconia bihai foi a espécie ornamental com
a maior frequéncia de colonizacao por fungos.
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NOTA CIENTIFICA

ONICOFORO Peripatus sp. (ONYCHOPHORA: PERIPATIDAE) COMO
INDICADOR DE CONECTIVIDADE NA PAISAGEM CACAUEIRA NO SUDESTE DA
BAHIA, E SUA IMPORTANCIA PARA A CONSERVACAO

Jacques Hubert Charles Delabie'?, Carlos Jared’, Marta Maria Antoniazzi’, Benoit Jahyny'?,
Sébastien Lacau’, Cléa dos Santos Ferreira Mariano®S, Alexandre Vasconcellos’

'CEPLAC/CEPEC/Laboratério de Mirmecologia, Convemo UESC-CEPEC, km 22 Rod. Ilhéus/Itabuna C.P. 7, 45600-970,
Itabuna, Bahla Brasil. jacques.delabie @ gmail.com. *Universidade Estadual de Santa Cruz/DCAA, 45650-000 Ilhéus, BA,
Brasil. "Laboratério de Biologia Celular, Instltuto Butantan. Av. Vital Brasil 1500, 05503-900, Sdo Paulo, Brasil.
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Universidade Federal do Rio Grande do Norte, 59072-970 Natal, RN, Brasil. avasconcellos@cb.ufrn.br

Entre os invertebrados, os onicéforos sdo considerados um tdxon-bandeira cuja ocorréncia indica dreas
preservadas de elevada diversidade bioldgica. Esses organismos sdo extremamente frageis por serem sensiveis a
desidratag@o. Eles sdo encontrados em dreas onde existe um microhabitat favordvel e constantemente imido na
superficie do solo, com uma camada de detritos organicos. Devido a esta fragilidade e sua capacidade reduzida de
dispersdo, paisagens fragmentadas comprometem a sobrevivéncia dos onic6éforos em médio prazo. Sua sobrevida
vai depender da existéncia de dreas contiguas com serapilheira continua, numa paisagem relativamente homogénea,
como quando remanescentes de floresta alternam com cacauais.

Palavras-chave: invertebrados, indicador bioldgico, regido neotropical.

The velvet worm Peripatus sp. (Onychophora: Peripatidae) as a connectivity
indicator in the cocoa landscape in southeast of the state of Bahia, Brazil, and its
importance for conservation. Among the invertebrates, velvet worms are seen as a flag-taxon which
the occurrence indicates well preserved areas with a high biological diversity. Their fragility is especially high, as
they are sensitive to dehydrating. These organisms can be encountered in areas with a favorable and constantly
wet microhabitat at the soil surface, with a layer of organic detritus. Due to their fragility and their reduced ability
to dispersion, fragmented landscapes compromise the velvet worm surviving at medium term. Their survival will
depend from the existence of a continuous litter layer in a relatively homogenous landscape, as it happens when
forest remnants alternate with cocoa plantations.

Key words: invertebrates, biological indicator, Neotropical Region.
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Em ecologia de paisagens, a conectividade pode ser
definida pelo grau de permeabilidade através da qual a
paisagem considerada permite o movimento dos
individuos de determinada espécie entre
compartimentos distintos (Blondel, 1995). Assim os
profissionais comprometidos com uma produgdo de
cacau “amigdvel a natureza”, consequentemente com
a conservagao da biodiversidade, recomendam que os
principios da conectividade sejam mantidos na
paisagem cacaueira. [sso deve ocorrer de forma a que
as espécies possam circular sem encontrarem barreiras
entre sucessivos componentes do mosaico de ambientes
(por exemplo, do agrossistema para a floresta) (Schroth
e Harvey, 2007).

No Brasil, estudos visando o conhecimento
bioldgico dos onic6foros sdo ainda escassos, apesar
do grande interesse que esses invertebrados despertam
na comunidade de bidlogos por se tratarem de
organismos raros e frageis, com uma histéria evolutiva
notdvel e cuja ocorréncia testemunha a qualidade do
ambiente onde se encontram. Recentemente,
apresentamos sucintamente o caso de uma espécie de
onic6foro nos cacauais da Bahia e sua importancia em
conservagdo (Delabie et al., 2011), tema que voltamos
a desenvolver a seguir a partir de uma revisdo de
literatura e de diferentes observacdes realizadas sobre
ocorréncia de onicéforos em cacauais.

Trata-se de uma espécie nova do género Peripatus
(Onychophora: Peripatidae), gentilmente identificada
pelo Dr. Amazonas Chagas Jr. do Museu Nacional do
Rio de Janeiro. Essa espécie, jd ocasionalmente
observada por alguns de nés hd varios anos, € encontrada
na superficie do solo dos cacauais experimentais (14°45’°S
€ 39°13’W) do Centro de Pesquisa do Cacau, CEPLAC,
em Ilhéus, Bahia, e na sua regido. Na Bahia, s6 ha
registros de outras espécies nao identificadas do género
Peripatus na Serra da Jibéia, municipio de Santa
Terezinha (Vasconcellos et al., 2006) e em Porto Seguro
(Sampaio-Costa et al., 2009).

O filo Onychophora (Protostomia: Ecdizozoa) ¢é
representado por cerca 160 espécies modernas de
distribuicdo gondwanica (Tait et al., 1995; Santana et
al., 2008). Apesar de terem uma origem marinha remota
(Taitet al., 1995), todos onicoforos atuais sdo terrestres.
Sao invertebrados com taxonomia complexa (Sampaio-
Costa et al., 2009; Oliveira et al., 2011) e de posicao
filogenética controvertida. Por muito tempo foram
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considerados intermedidrios entre Annelida e
Arthropoda, mas andlises cladisticas baseadas em
dados morfoldgicas e moleculares mostram que sao
préximos ao ancestral comum a todos os artropodes.

Os onicéforos modernos se distribuem em duas
familias, os Peripatopsidae e os Peripatidae. Somente
os peripatideos estao representados no Brasil, onde se
distribuem em quatro géneros e compreendem, até o
momento, 24 morfoespécies conhecidas (Sampaio-
Costa et al., 2009). Nos ultimos anos, diversos
exemplares foram coletados na Mata Atlantica e
identificados como sendo dos géneros Epiperipatus,
Macroperipatus e Peripatus (Sampaio-Costa et al.,
2009). Poucos, entretanto, chegaram a ser classificados
em nivel de espécie, devido a dificuldades taxonomicas
inerentes ao grupo (Sampaio-Costa et al., 2009;
Oliveira et al., 2011).

Esses organismos apresentam, grosseiramente, o
aspecto de lagartas medindo até 8 cm no caso das
espécies brasileiras, cujos 14 a 43 segmentos sdo
visiveis através de curtos apéndices ventrais ndo
articulados e terminados por pequenas garras, os
lobopddios. O corpo é coberto por uma cuticula
quitinosa, fina, flexivel e de aspecto aveludado. A
cabeca ostenta trés pares de apéndices: antenas,
mandibulas e papilas orais curtas e conicas, além do
orificio de glandulas de muco. As espécies sdo didicas
e frequentemente viviparas. Por possuirem espirdculos
permanentemente abertos e uma cuticula extremamente
permedvel, somente vivem em locais imidos. Sao
encontrados de preferéncia na serapilheira de formacdes
florestais, dentro ou embaixo de troncos, ou ainda em
cavernas, onde cacam pequenos invertebrados que
capturam gracas a projecdo de um jato de muco
pegajoso, secretado pelas glandulas cefalicas (Oliveira
et al., 2011).

A maioria dos onic6foros tem mobilidade reduzida
e pouca aptiddo para colonizar habitats fragmentados,
principalmente em razao da sua grande sensibilidade a
desidratacdo (Santana et al., 2008). Assim, esses
animais costumam ser encontrados em dreas de solos e
vegetacdo preservados. Sdo considerados raros e
possuem a reputacdo de serem “fésseis vivos” (New,
1995). Todas essas caracteristicas levam os onicoforos
a serem objetos da atencao tanto dos ecologistas como
dos poderes publicos. Os Onychophora em geral foram
colocados na condicdo de invertebrados vulneraveis
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pela IUCN, com 10 espécies inseridas na lista atual
em diferentes categorias de ameagas (IUCN 2012), e
outra caracterizada em perigo inserida na Lista
Nacional das Espécies da Fauna Brasileira
Ameacadas de Extincdo (MMA, 2003). Entre os
invertebrados, eles sdo considerados um taxon-bandeira
cuja ocorréncia indica regides bem preservadas e de
alta diversidade biolégica (New, 1995). Essas
caracteristicas fazem com que as notificagdes de
ocorréncia desses animais adquiram considerdvel
importancia, podendo justificar politicas ptblicas de
conservagdo, como no caso da Estacdo Ecoldgica de
Tripui (MG), criada com o intuito de preservar a espécie
Peripatus acacioi (Marcus e Marcus) (Santana et al.,
2008). Esse foi um dos poucos casos no mundo de
criagdo de uma reserva legal visando a prote¢ao efetiva
de um invertebrado. Hd alguns anos, medidas
semelhantes foram tomadas em diversos paises do
hemisfério sul, tais como Africa do Sul, Austrélia e
Nova Zelandia (New, 1995; Hamer et al., 1997;
Trewick, 1998). No Brasil, diversas publicacdes
tiveram também o objetivo de validar a necessidade de
conservagio de dreas onde ja foram encontrados
onicéforos (Vasconcellos et al., 2006; Santana et al.,
2008).

Na serapilheira dos cacauais da Bahia, Peripatus
sp. € encontrado embaixo de madeira podre ou em
contato com materiais em decomposicao. Os individuos
tem comprimento de 3 a 8 cm, com 27 a 30 pares de
lobopddios, e apresentam coloracdo marrom-
acinzentada (Figura 1). Sdo animais de comportamento
lento, lucifugos e, ao serem estressados, liberam uma

Figura 1 - Peripatus sp.n. dos cacauais de Ilhéus, Bahia (foto:
Carlos Jared).

secrecdo pegajosa produzida por suas glandulas
cefélicas. Individuos desta espécie foram mantidos em
laboratério, alimentados por cupins e outros insetos
pequenos, mas nenhum comportamento ativo de
predacdo foi observado. A manuten¢io desses
individuos propiciou, sobretudo, a constatagdo da
viviparidade dessa espécie dos cacauais, pois se
observou uma fémea de 7 cm dar a luz a dois juvenis
de 3 cm, com um intervalo de duas semanas.

Em outra oportunidade, objetivando o estudo de
populagdes de formigas dos cacauais do CEPEC, uma
fémea de Peripatus sp. foi encontrada por um de nds
(BJ) abrigada numa concha de Megalobulimus
gummatus (Hidalgo) (Mollusca, Megalobulimidae) e
parcialmente ocupada por uma coldnia de Wasmannia
auropunctata (Roger) (Hymenoptera, Formicidae).
Alguns dias depois, essa fémea deu a luz a um juvenil,
no laboratério. Por sua vez, McGlynn e Kelley (1999)
relataram a ocorréncia de onicéforos em formigueiros
de Pheidole spp. na serapilheira de uma floresta da
Costa Rica, onde procuram se esconder durante o dia.
Uma hipétese a ser testada € se a procura da prote¢ao
por animais agressivos, tais como formigas, € frequente
ou casual nesses organismos.

A ocorréncia de onicéforos no agro-ecossistema
cacaueiro nio se restringe ao caso brasileiro aqui
descrito. Read (1988) notifica a ocorréncia de diferentes
espécies na serapilheira dos cacauais das ilhas de
Trinidad: Epiperipatus trinidadensis (Sedgwick) e
Macroperipatus torquatus (von Kennel), e de Tobago:
Epiperipatus broadwayi (Clark).

Nao levando em conta diversas espécies
cavernicolas descritas na literatura, além de serem
encontrados em florestas, os onic6éforos também podem
ser encontrados em 4reas com vegetacdo secundaria
ou mesmo em savanas, desde que essas dreas
proporcionem condi¢des para a manutencdo de um
microhabitat favordavel imido na superficie do solo,
com a presenca, por exemplo, de uma camada de
detritos vegetais (Read, 1988; Hamer et al., 1997). No
entanto, € muito grande a sua fragilidade, representada
principalmente por uma extrema sensibilidade a
desidratacdo. Paisagens fragmentadas comprometem
a sobrevivéncia dos onicéforos em médio prazo. Sua
sobrevida depende da existéncia de uma serapilheira
continua numa paisagem relativamente homogénea,
como a que existe na regido de Ilhéus e Itabuna onde
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alternam remanescentes de floresta e cacauais. Por sua
vez, as paisagens fragmentadas como ambientes abertos
amplos (por exemplo, pastagens, cultivos de diversas
naturezas desprovidos de camada foliar no solo ou onde
a camada foliar € parcialmente removida) sdo
desfavoraveis a manutencao e ao desenvolvimento das
populacdes desses organismos. Consequentemente,
conclui-se que os onicéforos sdo os organismos ideias
para caracterizar areas de elevada qualidade ambiental,
inclusive cacauais adequadamente manejado e outros
tipos de agroflorestas, porque denotam boa
conectividade entre ambientes onde o solo € a camada
foliar (serapilheira), principalmente, conservaram
estrutura e caracteristicas bidticas proximas as da
floresta original.
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CENTRO DE PESQUISA DO CACAU - JUBILEU DE OURO
13/11/1963 - 13/11/2013

A CEPLAC é autorizada a criar o Centro de Pesquisas do Cacau por meio do
Decreto do Conselho de Ministros de n® 1.960 de 27/12/1962, publicado no D.O.U. de
28/12/1962, retificado e publicado novamente no D.O.U. em 03/01/1963 — Secéo 1,
pag. 47. Este Decreto autorizava a CEPLAC a utilizar recursos para criagao do Centro
de Pesquisas do Cacau. No art. 4° diz “Fica a Ceplac autorizada a designar, por
Portarias, uma Comissao de Técnicos para a escolha de area a ser adquirida
para o CEPEC e outra para delinear os programas de sua acao e construcao”. A
CEPLAC realiza convénios com o Instituto Interamericano de Ciéncias Agricolas da
OEA e com o Ministério da Agricultura. Nesse ano inicia-se o reconhecimento dos
solos das regides cacaueiras da Bahia e Espirito Santo e intensificacao dos trabalhos
de selecao de cacaueiros de alta produtividade. No ano seguinte o Secretario Geral
da CEPLAC o Dr. CARLOS BRANDAO, através da portaria n® 27 e 28 de janeiro e
fevereiro de 1963, designa os técnicos para comporem a Comissao que ira escolher
a area para instalagcdo do CEPEC. Em 30/05/1963, € publicada a Portaria n® 30, onde
o Dr. CARLOS BRANDAO, Secretario Geral da CEPLAC, designa o Dr. PAULO DE
TARSO ALVIM CARNEIRO como “Coordenador Técnico Geral” da CEPLAC, com as
atribuicdes de coordenacao do Centro de Pesquisa-CEPEC (em instalacéo), todos os
servigos técnico-agricolas direta ou indiretamente ligados a CEPLAC e a dire¢éo técnica
do Escritério Central de Coordenacédo da CEPLAC. Em 17/06/1963, séo instalados os
trabalhos para o “Planejamento Geral da Instalacdo do CEPEC”. O Decreto N°52.175,
de 28 de junho de 1963, declara de utilidade publica a area situada na zona cacaueira
do Estado da Bahia, para instalacdo do Centro de Pesquisas do Cacau ‘CEPEC’, com
base no parecer das Comissdes instituidas pela CEPLAC. Em 13/11/1963, Dr. PAULO
ALVIM recebe oficialmente as chaves do Centro de Pesquisas do Cacau das
maos do Dr. CARLOS BRANDAO, e de forma simbodlica, abre as portas da ciéncia
para a cultura do cacaueiro nas areas produtoras do Brasil. Os trabalhos do CEPEC
foram iniciados em casas residenciais adaptadas na area destinada a construcao do
Centro de Pesquisas. Em 05/06/72 sdo inauguradas as novas instalacdées do Centro
de Pesquisas do Cacau, no km 22 da Rodovia llhéus/ltabuna, com a presenca do
Ministro da Fazenda DELFIM NETO, do Governador da Bahia ANTONIO CARLOS
MAGALHAES e outras autoridades, constituindo-se no maior acontecimento na vida do
6rgao desde a sua criagdo. Com as novas instalacées, o Centro cresceu, tornando-se
referéncia mundial em pesquisas de plantas tropicais, alcangcando a posicdo de maior
Centro de Pesquisas da América Latina. Agradecimentos a todos que contribuiram de
forma direta e indiretamente para esse grandioso empreendimento que hoje comemora
meio século a servigo da agricultura deste Pais.
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Em 13/11/1963, Dr. PAULO ALVIM recebe as chaves do Centro de
Pesquisas do Cacau das maos do Dr. CARLOS BRANDAO, e de forma
simbdlica, abre as portas da ciéncia para a cultura do cacaueiro nas areas
produtoras do Brasil.

Recebimento da chave onde seria instalada a
Sede Regional da Ceplac 13-11-1963 -

Recebimento da drea onde seriam instalados a
Sede Regional da Ceplac e Centro de Pesquisas do Cacau

Vista da fachada do Centro de Pesquisas do Cacau - 1963
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POLITICA EDITORIAL

A Revista Agrotrdpica estd completando 42 anos, foi criada em 1971, sendo originalmente conhecida
como Revista Theobroma. Por ter um carater interdisciplinar, constitui-se num veiculo para comunicagdo
cientifica em vdrias dreas como: Biodiversidade, Ciéncias Agrdrias, Ambientais, Veterindria, Zootecnia,
Tecnologia de Alimentos, Geografia, Geociéncias, Socioeconomia, etc. A revista é publicada quadrimestralmente
e estd destinada a divulgacdo de trabalhos originais que tém contribui¢do real para o desenvolvimento
agroecolégico, ambiental e socioecondmico das Regides Tropicais Umidas.

A Revista Agrotrépica publica ndo apenas artigos cientificos, como também notas cientificas, revisdes
bibliogréficas relevantes e de natureza critica, todos em trés idiomas: Portugués, Inglés e Espanhol. Publica
também cartas enderecadas ao Editor sobre trabalhos publicados.

Os Autores sdo os responsdveis exclusivos pelo contetido do trabalho, todavia, o Editor, com a assessoria
cientifica do Conselho Editorial da Revista, reserva-se o direito de sugerir ou solicitar modificagdes que
considerarem necessarias.

Editor Chefe

EDITORIAL POLICY

The Agrotrépica Journal is completing 42 year old, was created in 1971, being formerly known as
Theobroma Journal. As having an interdisciplinary character, it constitutes in a vehicle for scientific
communication in various areas as: Biodiversity, Agricultural Sciences, Environmental Science, Veterinary,
Animal Science, Food Technology, Geography, Geosciences, Socioeconomics, etc. The journal is published
every four months and is destined to dissemination of original scientific works that have real contributions to
the development agroecological, environmental and socioeconomic of the tropical rain regions.

The Agrotrépica Journal publishes not only scientific papers, but also scientific notes, relevant bibliographical
reviews and of critical nature, all in three idioms: Portuguese, English and Spanish. It also publishes letters to
the editor about published works.

The authors are solely responsible for the content of the work, however, the Editor, with the scientific
accessory of the Editorial Board, reserves the right of suggesting or requesting the changes that seem to be
necessary.

Editor-in-Chief
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