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RESUMO

COMPOSTO ORGANICO INOCULADO COM Beijerinckia indica E
Cunninghamella elegans NA BIOFERTILIZACAO E MANEJO DE ANTRACNOSE
EM PIMENTEIRA

A interacdo entre bactérias diazotréficas e plantas tém sido alvo de diversos estudos,
visto que atuam diretamente no metabolismo das plantas fornecendo substancias
pouco disponiveis, seja fixando nitrogénio atmosférico, solubilizando fosfatos,
produzindo fitohormonios importantes na regulacdo do crescimento ou realizando
controle bioldgico de fitopatégenos. Neste contexto, este trabalho foi conduzido em
trés etapas com o objetivo de avaliar a fonte organica que, ao ser inoculada com
bactéria diazotréfica de vida livre (Beijerinckia indica) e adicdo da massa micelial do
fungo Cunninghamella elegans, propicia maior aporte de nutrientes em plantas de
pimenta e, a partir de diferentes doses de quitosana fungica e comercial, avaliar o
controle da antracnose em frutos de pimenta causada por Colletotrichum sp. Na
primeira etapa, durante 65 dias, os tratamentos consistiram de trés fontes organicas
(EB= esterco bovino; HM= humus de minhoca e TF= torta de filtro de cana-de-acucar)
individualmente e em misturas. Os tratamentos foram submetidos as analises de
guantificacdo de N, P, K, Ca, Mg, carbono organico e matéria organica. Em uma
segunda etapa, conduzida em casa de vegetacao, procedeu-se a avaliacdo de plantas
de pimenta durante um ciclo de cultivo de 120 dias, utilizando o EB, definido como
melhor fonte orgénica na etapa anterior. Os tratamentos consistiram de cinco doses
(0, 20, 40, 60 e 80 kg ha') de EB contendo B. indica e o fungo C. elegans. Como
controle comparativo do controle da resisténcia, foi utilizado o produto comercial
contendo Bacillus subtilis - isolado AP-3. Na terceira etapa, foi extraida a quitina e
guitosana do fungo C. elegans, confirmada por espectroscopia (FTIR), as quais foram
utilizadas para o ensaio de inoculacéo para avaliar a severidade do Colletotrichum sp
em frutos de pimenta. A adubacéo organica com uso de esterco bovino inoculado com
bactéria diazotréfica de vida livre e Cunninghamella elegans, incrementa a
disponibilidade de nutrientes, principalmente de N, K e indiretamente aumenta a
disponibilidade de Ca e Mg. O esterco bovino na dose de 80 g kg™ promove maior
comprimento de raizes e maior acumulo de nutrientes na parte aérea das plantas de
pimenta. A quitosana oriunda de C. elegans tem efeitos significativos na reducéo de
severidade de Colletotrichum sp.

Palavras-chave: Capsicum spp., Colletotrichum sp., bactérias diazotroficas, acumulo
de nutrientes.



ABSTRACT

ORGANIC COMPOUND INOCULATED WITH Beijerinckia indica And
Cunninghamella elegans IN BIOFERTILIZATION AND MANAGEMENT OF
ANTHRACNOSE IN PEPPER

The interaction between diazotrophic bacteria and plants has been the target of several
studies, since they act directly on plant metabolism by supplying little available
substances, either by fixing atmospheric nitrogen, solubilizing phosphates, producing
phytohormones important in the regulation. growth or biological control of
phytopathogens. In this context, this work was conducted in three stages with the
objective of evaluating, from different organic sources inoculated with free-living
diazotrophic bacteria (Beijerinckia indica) and addition of the mycelial mass of the
fungus Cunninghamella elegans, which provides the largest contribution of nutrients in
pepper plants and from different doses of fungal and commercial chitosan evaluate the
control of anthracnose in pepper fruits caused by Colletotrichum sp. in the first stage,
for 65 days, the treatments consisted of three organic sources (EB = cattle manure;
MH = earthworm humus and TF = sugarcane filter cake) in different proportions,
individually and in mixtures. The treatments were subjected to analysis of quantification
of N, P, K, Ca, Mg, organic carbon and organic matter. In a second stage, conducted
under greenhouse conditions, pepper plants were evaluated during a 120 day
cultivation cycle, using EB, defined as the best organic source in the previous stage.
The treatments consisted of five doses (0, 20, 40, 60 and 80 kg ha') of EB containing
B. indica and the fungus C. elegans. As a comparative control of resistance control,
the commercial product containing Bacillus subtilis - AP-3 isolate was used. In the third
stage, the chitin and chitosan were extracted from the C. elegans fungus, confirmed
by spectroscopy (FTIR), which were used for the inoculation assay to evaluate the
severity of the Colletotrichum sp in pepper fruits. Organic fertilization using cattle
manure inoculated with free-living diazotrophic bacteria and Cunninghamella elegans
increases nutrient availability, especially of N, K and indirectly increases Ca and Mg
availability. The 80 g kg™ cattle manure promotes longer root length and higher nutrient
accumulation of pepper plants. Chitosan from C. elegans has significant effects on
reducing severity of Colletotrichum sp.

Keywords: Capsicum spp., Colletotrichum sp., diazotrophic bacteria, nutrient
accumulation.
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1 INTRODUCAO

A grande diversidade de pimentas (Capsicum spp.) no Brasil, associada a
utilizagéo in natura ou processada na forma de molhos, conservas e desidratadas,
representa uma importante parcela do mercado agricola brasileiro, particularmente
voltada a agricultura familiar onde seu cultivo € mais expressivo (FERRAZ et al.,
2016).

A pimenteira € uma planta bastante exigente quanto as caracteristicas quimicas
e fisicas do meio de cultivo, tornando-se necessério o uso de fertilizantes minerais
para garantir o crescimento vigoroso e rendimento produtivo. No entanto, a utilizacado
desses fertilizantes pelos agricultores de baixa renda se torna limitada em virtude dos
elevados precos, além de serem bastante agressivos ao solo por conterem nitratos e
fosfatos em sua composigéo (SANCHEZ, 2002; OLIVEIRA, 2014). Neste sentido, uma
alternativa viavel é a utilizagéo de biofertilizantes oriundos da digestdo aerobica de
fontes organicas, como forma de reduzir os custos de producdo e proporcionar
beneficios ambientais (reciclagem de residuos biodegradaveis) e agricola
(incorporacao de nutrientes e matéria organica ao solo) (KIEHL, 1993; COUTINHO et
al., 2006).

Aléem da adubac&o com fertilizantes orgéanicos, outra alternativa seria a
utilizacdo de microrganismos benéficos, como fungos e bactérias, que possam
disponibilizar nutrientes necessarios ao crescimento e desenvolvimento das plantas.
Dentro desse contexto, o potencial de algumas bactérias de vida livre, como as
pertencentes ao género Beijerinckia tem sido verificado atuando diretamente no
metabolismo das plantas e fornecendo substancias pouco disponiveis no solo, seja
fixando nitrogénio atmosférico, solubilizando fosfatos e/ou produzindo fitohormonios
importantes na regulacdo do crescimento (OLIVEIRA et al.,, 2017; ETMINANI
;HARIGHI, 2018). Trabalhando com composto de minhoca como fonte organica, Lima
et al. (2010) verificaram que o enriguecimento do composto utilizando o isolado B.
indica apresentou maiores incrementos de nitrogénio com apenas 34 dias de
incubacéo, reforcando a importancia desse método para uso como insumo agricola.

Algumas pesquisas tém demonstrado que a quitina pode ser utilizada no aporte
de nutrientes para o solo, visto que apresenta grupos aminicos em sua composicao
(BERGER, 2010; FELIX, 2011). Além disso, estudos conduzidos por Stamford et al.
(2017) demonstraram que a inoculacdo do fungo Cunninghamella elegans em fontes

organicas apresenta a capacidade de inibir o crescimento micelial de alguns fungos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Etminani%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29887777
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fitopatogénicos, através da quitosana fungica liberada. De acordo com Sotelo-Boyas
et al. (2015), a composicdo da quitosana oriunda de C. elegans inclui substancias
ativas (terpendides, ésteres, aldeidos e compostos fendlicos) com propriedades
antibacterianas e antifungicas. Além de outras caracteristicas favoraveis a inibi¢cdo do
desenvolvimento de microrganismo, possui grau de desacetilacdo em torno de 70 a
90%, e peso molecular médio de 1-2 x 10° Daltons (PHILIBERT et al., 2017).

A quitosana é um polissacarideo natural de origem animal, extraida por meio
da desacetilacdo alcalina da quitina, encontrada no exoesqueleto de insetos ou
crustaceos e da parede celular de fungo (PEREIRA et al., 2019). O rendimento de
quitosana por unidade de massa micelial extraida da quitina presente na parede
celular do fungo C. elegans € em média 2,14 g/L, com grau medio de desacetilacao
de 75,25% (SANTOS et al., 2013; PHILIBERT; LEE; FABIEN, 2017).

Entre as diversas doencas fungicas que acometem as culturas agricolas, a
antracnose tem se destacado causando prejuizos significativos na pimenteira. Essa
doenca, causada por um complexo de espécies do género Colletotrichum sp, é
considerada o oitavo grupo mais importante de fungos fitopatogénicos do mundo, de
acordo com a percepcao cientifica e importancia econémica (DEAN et al., 2012).

Neste sentido, essa pesquisa teve como objetivo avaliar diferentes fontes
organicas inoculadas com bactérias diazotréficas de vida livre NFB 10001 (Beijerinckia
indica) e adicdo da massa micelial do fungo Cunninghamella elegans, na
disponibilizacdo de nutrientes para plantas de pimenta e no manejo da antracnose
causada por Colletotrichum sp, em frutos de pimenta, a partir de diferentes doses de

guitosana fungica e comercial.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1A cultura da pimenta

As pimentas (Capsicum spp.) séo vegetais pertencentes a familia Solanaceae,
originarias das regides tropicais americanas, que apresentam grande variabilidade
guanto as caracteristicas de aparéncia externa, tamanho, formato, cores e pungéncia
(BOSLAND, 1999). Das 35 espécies do género Capsicum spp., apenas cinco delas
sédo domesticadas e cultivadas: C. annuum, C. baccatum, C. chinense, C. frutescens
e C. pubescens (CARRIZO et al., 2016; PASQUALE; KUMAR, 2019).

A pimenteira é uma planta com ampla formacao de ramificacdes laterais, porte
arbustivo e que pode atingir até 1,20 m de altura, tendo a possibilidade de tornar-se
perene (FILGUEIRA, 2008). Os frutos tipo baga possuem, em sua maioria, sabor
pungente caracteristico, que varia entre as espécies, devido a presenca do alcaloide
capsaicina na placenta, embora também existam pimentas doces (REIFSCHNEIDER,
2015).

De acordo com dados da FAO (2016), a producdo mundial de pimenta fresca
naquele ano foi de aproximadamente 31 milhdes de toneladas, tendo como maiores
produtores, no ano de 2013, a China (15,8 milhdes de toneladas), México (2,3 milhdes
de toneladas), Turquia (2,2 milhdes de toneladas) e Indonésia (1,72 milhdes de
toneladas). Neste contexto, estima-se que existam no Brasil aproximadamente 5 mil
hectares cultivados com pimenta, com producédo de 75 mil toneladas, sendo as regides
sudeste e centro-oeste as principais areas de cultivo no pais (PINHEIRO et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2017a).

Considerado o condimento picante mais importante do mundo, o mercado de
pimentas horticolas do género Capsicum representa um segmento com potencial de
crescimento em todos os continentes, sendo consumido por 1/4 da populacdo mundial
(CARVALHO et al., 2008), principalmente na forma de condimentos, in natura ou
processada na forma de molhos, conservas e especiarias desidratadas (MOREIRA et
al., 2006).

O cultivo de pimenta apresenta grande importancia socioeconémica devido
sua rentabilidade, principalmente quando se agrega valor comercial ao produto final,
para a agricultura familiar onde seu cultivo é mais expressivo. Todavia, o desempenho

produtivo e a rentabilidade da cultura dependem de uma série de fatores que incluem
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desde as condi¢cdes edafoclimaticas, material genético, qualidade da semente e
manejo da cultura (OLIVEIRA et al., 2017).

2.2 Bactérias diazotroficas de vida livre para disponibilizar nutrientes

A produtividade das culturas pode ser melhorada com uso de fertilizantes
minerais sollveis, especialmente aqueles que fornecem nitrogénio, fosforo e potassio.
No entanto, os custos de producao com esses fertilizantes séo elevados e crescentes
em relacdo a quantidade de nutrientes disponiveis as plantas, aumentando possiveis
danos ambientais associados a dependéncia de recursos nao renovaveis para a
nutricdo das plantas (SILVA et al., 2016; STAMFORD et al., 2017).

Diversos estudos com biofertilizantes oriundos da digestdo anaerdbica de
compostos organicos (esterco de animais, materiais vegetais e sais minerais) tém sido
realizados para substituir os fertilizantes minerais, proporcionando beneficio ambiental
(reciclagem de residuos biodegradaveis) e agricola (incorporacdo de nutrientes e
matéria organica ao solo) (KIEHL, 1993).

De acordo com Zaccardelli et al. (2018), o uso de compostos organicos,
apresenta-se como alternativa na obtencdo de caracteristicas fisicas e quimicas
favoraveis a nutricdo e desenvolvimento das plantas. Weckner et al. (2018) relata que
a aplicacéo de biofertilizantes melhora as propriedades fisicas, quimicas e biolégicas
do solo, contribuindo para o suprimento equilibrado de macro e micronutrientes, pela
fixacdo biolégica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e potassio, com liberacao de
substancias que regulam o crescimento das plantas e a biodegradacdo da matéria
organica no solo.

Devido ao seu papel na formacdo de proteinas, acidos nucléicos e outros
componentes necessarios para o desenvolvimento da planta, o nitrogénio constitui-se
no principal macronutriente utilizado pelas plantas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
Neste sentido, a fixacao biolégica de nitrogénio (FBN) € um dos processos bioldgicos
importantes para disponibilizar esse nutriente a planta, especialmente quando ha
interacdo simbidtica entre bactérias leguminosas e rizobios, bactérias diazotréficas
associativas dos géneros Azospirillum, Herbaspirillum, Gluconacetobacter,
Burkholderia e outras (BALDANI et al. 1997). As bactérias diazotroficas de vida livre e
associativas tém maior capacidade de melhorar o N total no ecossistema do solo,

fixando cerca de 50 a 200 kg N ha! ano* e 30 a 80 kg N ha! ano, respectivamente
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e vai depender da cultura. Dessa forma, as bactérias diazotréficas podem ser
utilizadas como alternativa para o enriquecimento de N, especialmente quando
usadas associadas com fontes organicas (STAMFORD et al., 2017).

A interacdo entre bactérias diazotréficas e plantas tém sido objeto de varios
estudos que envolvem a promocao do crescimento, visto que atuam diretamente no
metabolismo das plantas fornecendo substancias pouco disponiveis, fixando
nitrogénio atmosférico, solubilizando fosfatos, produzindo importantes horménios na
regulacao do crescimento ou realizando biocontrole de patégenos (STAMFORD et al.,
2017; ETMINANI; HARIGHI, 2018).

2.3Doenca pos-colheita da cultura da pimenta: Antracnose

As plantas estéo expostas a varios patégenos no ambiente de cultivo, os quais
podem causar danos significativos e, consequentemente, perdas na producdo em
virtude do estresse sofrido pelas plantas. No cultivo de Capsicum podem-se observar
doencas causadas por bactérias, virus, fungos e nematoides que afetam diretamente
o funcionamento fisiolégico que resultam de interagcbes complexas com o patdgeno
(ALl et al., 2016; JIMENEZ, 2018).

Entre as diversas doencas causadas por fungos e que acarretam prejuizos na
pimenteira esta a antracnhose causada por espécies do género Colletotrichum,
considerado o oitavo genero de fungos fitopatogénicos mais importante do mundo
(DEAN et al., 2012). Dentre as espécies mais relatadas na literatura, encontram-se C.
capsici (Syd.) Butler and Bisby, C. acutatum (Simmonds), C. dematium, C. coccodes
(Wallr.) S. Hughes e C. gloeosporioides (Penz & Sacc.) (SAXENA et al., 2016). No
nordeste do Brasil, cinco espécies de Colletotrichum foram obtidas em frutos de
pimentas e pimentdo, evidenciando a importancia deste grupo de patogeno nestas
espécies olericolas (SILVA et al., 2016).

Em Capsicum spp, na maioria dos casos, as infec¢des fungicas pos-colheita
ocorrem quando conidios do acérvulo ou microesclerddios sdo respingados por
irrigacdo ou durante precipitacdes. Além disso, as condicfes Umidas agravam a taxa
de infeccéo, j4 que o fungo prospera melhor nessas condi¢des. Os conidios aderem-
se a superficie dos frutos e comegcam a germinar, desenvolvendo uma estrutura
especializada chamada de apressorio que facilita a penetragdo mecanica na epiderme

do fruto (ALl et al., 2016). Nesta fase, a infecgdo fungica pode permanecer inativa até
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a maturacdo e senescéncia do fruto, em virtude da colonizagéo biotréfica do fungo
(PRUSKY:; LICHTER, 2007).

A temperatura possui grande influéncia no desenvolvimento do fungo, tanto em
seu crescimento micelial, esporulacéo e germinacdo de conidios, quanto na coloragéo
das coldnias (MAIA et al., 2011). Temperaturas em torno de 27 °C e umidade elevada
(média de 80%) séo condi¢bes ideais ao desenvolvimento da antracnose (ROBERTS
et al.,, 2001). Nestas circunstancias, a antracnose € altamente destrutiva e pode
causar perdas de até 100% na producédo de frutos (KUROZAWA; PAVAN, 2005).

Os sintomas de antracnose em pimenteiras podem se expressar tanto em
folhas, caules ou em frutos, normalmente em formato de lesdes deprimidas circulares
ou irregulares, com manchas necraoticas, secas ou encharcadas e de coloracao parda,
podendo ocorrer durante o desenvolvimento da cultura ou na pés-colheita dos frutos
(BLACK; GREGERSEN, 1991; DAMM et al., 2012). Nos estagios mais avancados da
infeccdo, as lesbes sao cobertas por anéis concéntricos de acérvulos com coloracao
salméo (KIM et al., 1999). A principal fase da doenca é quando afeta os frutos, onde
a lesdo € mais tipica e destrutiva, apresentando formato circular com borda elevada e
de diferentes tamanhos, com anéis concéntricos de acérvulos que podem afetar todo
o fruto e torna-lo impréprio para o mercado (MANANDHAR et al., 1995; TOFOLI et al.,

2015).

2.4Medidas de controle da antracnose em pimenta

O controle de patdgenos nos sistemas agricolas mundial é baseado
principalmente no uso de agrotoxicos (CARVALHO, 2017), tornando-se componente
importante no manejo agricola (FAO, 2012). No entanto, este sistema agricola é
extremamente problematico para o meio ambiente, principalmente por interferir no
equilibrio dos ecossistemas e provocar efeitos sobre as mudancas climaticas e na
perda da diversidade bioldgica (ONU, 2017).

Segundo Rotem; Palti; Kranz (1980), os trés principios que fundamentam o
controle cultural sdo: a) supressédo do aumento e/ou destruicdo do inoculo existente;
b) escape das culturas ao ataque potencial do patdégeno e; c) regulagdo do
crescimento da planta direcionado a menor suscetibilidade. O potencial de controle
cultural, ou por préticas culturais, esta diretamente relacionado com a oportunidade

de manipulacao das condi¢cbes de crescimento das plantas.
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Diversas praticas culturais tém sido usadas como pré-requisitos para controle
da antracnose em pimentao pos-colheita, devido a etiologia especial do patégeno.
Essas medidas de precaucdo sédo implementadas para minimizar a taxa de infeccao
e reduzir a presséo de infecgdo mesmo antes dos frutos estarem maduros e colhidos
(ALl et al., 2016).

As principais préticas no controle da antracnose em Capsicum spp. consistem
no uso de mudas ou sementes sadias, utilizar irrigacédo por gotejamento, evitar plantar
em areas com histérico da doenca, realizar rotacdo de culturas que ndo sejam
hospedeiras alternativas a Colletotrichum sp a cada 2 a 3 anos, eliminar restos de
cultura da area e plantas invasoras hospedeiras, além de realizar adubacédo
equilibrada (THAN et al., 2008).

No entanto, devido a adocdo continua de fungicidas quimicos por longos
periodos no controle de outras doencas podem desencadear estirpes resistentes,
tornando os fungicidas ineficazes, além de ndo poder ser usado no manejo poés-
colheita devido ao risco da agregacao ao fruto e resquicios dos residuos quimicos
toxico ao organismo humano, podendo provocar sérios problemas de saude (STAUB,
1991). Além disso, os incrementos dos custos, a perda de eficiéncia de alguns
produtos e os problemas ambientais advindos, indicam a necessidade da adocao de
praticas mais sustentaveis de manejo.

A utilizacdo de agentes alternativos de controle representa uma téatica
promissora para reducdo do uso de agrotdxicos (RIBEIRO et al., 2016). Nesse
sentido, os fungos Rhizopus arrhizus, Cunninghamella elegans e Muco hiemalis
(Ordem Mucorales, Classe Zygomycetes) sdo considerados de alto interesse
econdmico e cientifico, por apresentarem quitina em suas paredes celulares, um
polissacarideo do qual pode ser extraido outro polissacarideo chamado quitosana
(ANDRADE et al., 2015; STAMFORD et al., 2017).

El Ghaouth et al., 1997 prop6s que o revestimento de quitosana atua como
barreira limitando a penetracdo do fungo, e estimulando as rea¢des estruturais de
defesa, como a formacéo de protuberancias hemisféricas ao longo das paredes das
células hospedeiras, espessamento da parede celular e oclusdo de muitos espacos
intercelulares com material fibrilar no especimen da pimenta.

Estudos mais recentes mostraram que frutos de abacateiro 'Hass' pulverizados
com quitosana reduziu 67% da severidade de Colletotrichum gloeosporioides,
mantendo a qualidade do fruto (KALEDA, 2018).
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2.5Uso da quitina e quitosana na agricultura

A quitina é um biopolimero formado por unidades monoméricas repetidas de
B-(1-4)-N-acetil-D-glucosamina, considerado o segundo polissacarideo natural mais
abundante (depois da celulose) (PHILIBERT; LEE; FABIEN, 2017). A quitosana €&
copolimero constituido de unidades de D-glucosamina e N-acetilglucosamina, por
meio de ligagdes B-(1— 4), derivado da desacetilagédo parcial da quitina (MORENO et
al.,, 2017; WU et al., 2018; PEREIRA et al., 2019) (Figura 1). A capacidade de
solubilizar-se em &cidos orgéanicos e o grau médio de acetilacdo sédo as principais
caracteristicas que diferenciam a quitosana em relacdo a quitina (CANDIDA et al.,
2017).

— uitina = — uitosana
Q CHs 2 CH3,j
OH © <NH OH O:<
HO 0O HO 0
NH NH,
o < OH OH
CHs; .
L —Iin L Grupos amina —In

Grupos N-acetil

Figura 1 Representagéo esquematica da estrutura quimica primaria da quitina e da quitosana.

A quitina é um polissacarideo encontrado em ampla gama de fontes naturais,
como concha de crustaceos, exoesqueleto de insetos e na parede celular de fungos
(STAMFORD, 2007; CANDIDA et al., 2017).

A guitosana é extensamente estudada devido ao seu potencial promissor nas
areas farmacéuticas, biomédicas, alimenticias e na agricultura, porem apresenta
propriedades peculiares, tais como: biodegradabilidade, biocompatibilidade,
bioatividade, permeabilidade seletiva, acédo polieletrdlica, quelacéo, propriedades de
troca ibnica, atividade antitumoral e antimicrobiana (MORENO et al., 2017; BATISTA,
2018; DANG et al., 2018)

Os fungos da classe Zygomycetos, divisdo Zygomycotina e, mais
especificamente da ordem Mucorales possuem maiores quantidades deste polimero,
sendo utilizados para estabelecer a otimizagdo da extracdo de quitosana fungica

(BERGER et al., 2009). Em valores, as propriedades fisico-quimicas da quitosana
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como grau de N-desacetilacdo, estdo em torno de 60 a 100% (GAVHANE et al., 2013).
A parede celular do fungo Cunninghamella sp. € composta principalmente por uma
rede de moléculas interconectadas constituidas por proteinas, glucanas, quitina,
lipidios e polifosfatos (BATISTA et al., 2018).

A utilizacdo da biomassa fungica para extracdo destes biopolimeros apresenta
vantagens como: independéncia de fatores sazonais, producdo em larga escala,
extracdo simultanea de quitina e quitosana e com baixo custo, além de evitar reacdes
alérgicas a proteinas de crustaceos, viabilizando a comercializagdo deste polimero
(CANDIDA et al., 2017).

Na agricultura organica e sustentavel a quitosana tém ganhado especial
atencao em funcéo da protecéao fitossanitaria, onde compostos organicos inoculados
com fungos Cunninghamella elegans, que contém quitina na sua biomassa, pode ser
transformada em quitosana, atuando na protecao da planta contra fitopatdogenos, além
de favorecer no aumento da disponibilidade de nutrientes (ANDRADE et al., 2015;
SILVA et al., 2016).

O grande potencial da quitosana no prolongamento da vida util e controle de
doencas em frutas tais como morangos, péssegos, mamdes e uvas tém sido
comprovados em diversos trabalhos. Stamford et al. (2017) relatam que a quitina e a
guitosana favorecem o crescimento das plantas devido a introducdo de maior
guantidade de nitrogénio e melhoria de defesa contra patégenos microbianos sendo,
portanto, uma alternativa importante na producdo de bioprotetores. Resultados
apresentados por Oliveira et al. (2014) demonstrou efeito positivo no revestimento de
uva (Vitis labrusca L.) com quitosana extraida do fungo C. elegans, o qual impediu o
crescimento de fungos fitopatogénicos.

Stamford et al. (2015) registraram uma patente no Brasil descrevendo as
habilidades de biofertilizante e bioprotetor da quitosana flungica. Esta quitosana foi
associada a biofertilizante misto (fosfato e potassio, juntamente com enxofre e inoculo
de bactérias Acidithiobacillus), resultando em produto com alto efeito fertilizante e
protetor contra microrganismos fitopatogénicos presentes no solo.

O interesse comercial das aplicacbes de quitosana aumentou nas ultimas trés
décadas, contudo, a literatura relata diferentes atividades biol6gicas da quitosana
fungica na area agricola e biotecnolégica, como um produto com grande potencial no
controle de microrganismos fitopatogénicos na protecdo de frutos pds-colheita
(BATISTA et al., 2018).
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3. MATERIAL E METODOS

O procedimento experimental desenvolvido no presente estudo foi realizado,
em trés etapas distintas, no periodo de janeiro 2018 a setembro de 2019, nas
dependéncias da sede do Programa de Melhoramento Genético de Cana-de-Acucar
(PMGCA) vinculado ao Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal do Piaui
(UFPI), em Teresina — PI.

3.1 Etapa 1 - Avaliagdo de fontes organicas no aporte de nutrientes

Este experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, com
trés repeticdes, constituido por trés fontes organicas: esterco bovino (EB); humus de
minhoca (HM) e torta de filtro de cana-de-agucar (TF), provenientes do Departamento
de Zootecnia/UFPI; Agroterra e Usina Comvap, respectivamente.

O experimento consistiu de sete tratamentos correspondentes as trés fontes
organicas dispostas, individualmente e em mistura, em diferentes proporcdes: (T1) -
4 litros EB; (T2) - 4 litros HM; (T3) - 4 litros TF; (T4) - 2 litros HM + 2 litros TF; (T5) - 2
litros HM + 2 litros EB; (T6) - 2 litros EB + 2 litros TF; (T7) - 1,4 litros HM + 1,4 litros
EB + 1,4 litros TF. Cada unidade experimental (Figura 2) foi representada por vasos
de polietileno (tipo jardineira), com capacidade para 13 litros, mais um controle para
cada tratamento (sem Beijerinckia indica e sem Cunninghamella elegans).

Cada tratamento foi inoculado com bactéria diazotrofica de vida livre (B. indica),
como fonte enriquecedora de nitrogénio e outros nutrientes, e da massa micelial do

fungo C. elegans, cedidas pelo Nucleo de Fixacao Bioldgica do Nitrogénio da UFRPE.

Figura 2 Distribuicdo dos tratamentos dispostos em vasos de polietileno, com trés repetiges, no
Laboratorio de Producéo Vegetal do PMGCA. Teresina, PI. 2018.

Visando a producdo de inoculante, a bactéria 10001 (B. indica), foi cultivada em

meio liquido TSB-50% (Tryptic Soy Broth), por cinco dias em mesa agitadora tipo
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shaker (220 rpm e temperatura de 28 °C). Apds o turvamento do meio de cultivo, foi
realizado a leitura em espectrofotdbmetro a 560 nm de absorbancia (0,8 a 1UA, sendo
a padronizacdo da concentracdo para as bactérias em 108 UFC mL™).

Em cada vaso, contendo as propor¢des dos substratos, foram adicionados 150
mL de melacgo de cana-de-agucar, como fonte de carboidrato (energia) e, em seguida,
140 mL do inoculante bacteriano (Figura 3). O controle da umidade foi realizado
através da adicao de 200 mL de 4gua destilada semanalmente, revolvendo o substrato
até homogeneiza-lo.

Os tratamentos inoculados com a bactéria diazotréfica, tiveram seu pH
monitorados semanalmente, por um periodo de 35 dias apds a inoculagéo, visando o
acompanhamento da mineralizacao de cada fonte organica (tratamentos). Apds esse
periodo, cada tratamento recebeu a adicdo de 150 mL do inoculante flngico C.
elegans cultivado (durante 5 dias em mesa agitadora tipo shaker a 120 rpm a
temperatura de 30 °C) em meio batata dextrose (BD) (Figura 3). Cada vaso contendo
C. elegans passou 30 dias em incubacao, visando o enriquecimento dos substratos
com quitina liberada pelo fungo, sendo também o pH monitorado semanalmente

durante todo esse periodo.

Figura 3 Inoculante bacteriano NFB 10001 (B. indica) (A) e Inoculante fungico C. elegans (B) utilizados
nesta etapa. Teresina, Pl. 2018.

Apoés 65 dias do inicio do experimento, 0s tratamentos presentes nos vasos
foram submetidos as analises iniciais, sendo enviadas amostras de cada tratamento
para o Laboratério de Bioquimica do Solo, no Departamento de Tecnologia da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Campus Dois Irméos, em Recife-PE,
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visando a quantificacdo dos teores de N, P, K, Ca, e Mg, para definir o tratamento com
maior aporte de nutrientes para compor as etapas posteriores.

3.2 Etapa 2 —Avaliacdo biométrica e produtiva de plantas de pimenta submetidas

a diferentes doses de composto organico

Definido o tratamento que propiciou maior aporte de nutrientes (etapa 1),
procedeu-se a segunda etapa experimental, realizada em condi¢cdes de casa de
vegetacdo. O experimento foi delineado de forma inteiramente casualizada, com
quatro repeticdes, sendo os tratamentos constituidos de cinco doses (0, 20, 40, 60 e
80 kg ha') da fonte organica com maior aporte de nutrientes, definida na etapa
anterior.

As unidades experimentais foram compostas por vasos de polietileno com cinco
litros de capacidade, com cada unidade contendo quatro litros de solo para receber
os tratamentos. O solo utilizado na preparacdo dos tratamentos foi coletado na
camada superficial (0,0-0,20 m), em area préoxima ao Programa de Pés-Graduacéo
em Agronomia/Agricultura Tropical da UFPI, em Teresina, sendo a amostra composta
enviada para analise fisica e quimica em laboratorio especializado da UFPI (Tabela
1).

Tabela 1 Caracteristicas quimicas do solo, na profundidade de 0-20 m, utilizado nesta
etapa experimental. Teresina, Pl. 2018

Caracteristicas Quimicas

o0 pH Al Ca Mg K V% T P M.O.
[ O I cmole dm3----e-mcemee e mg dm=3------ g kg?
0,0-0,20 m 7,0 0,00 1,97 0,65 3,44 6,07 6,07 578 12,0

pH- em &gua (1:2,5); P- fosforo disponivel (Mehlich 1); K- potassio disponivel; Ca- célcio; Mg- magnésio;
Al- aluminio; MO- matéria organica. Laboratorio de solos do CPCE/UFPI. Bom Jesus, Pl

A area escolhida apresenta historico de uso agricola, ndo havendo necessidade
de correcéo da acidez do solo pelos valores de saturacao por bases (6,07) e pH (7,0)
estarem dentro da faixa recomendada para a cultura que, de acordo com Carvalho
(2008), estéo entre 5,5 e 7,0 pH.

Em cada unidade experimental foram semeadas seis sementes da variedade

pimenta doce (sweet banana pepper), cujo ciclo de cultivo varia de 120 a 150 dias
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(Figura 4). Apds 15 dias da emergéncia das plantulas foi realizado o desbaste,

deixando apenas uma planta por vaso.

Figura 4 Visdo simplificada da disposicdo das unidades experimentais em casa de vegetacao,
Teresina, PI. 2019.

Os parametros avaliados em cada unidade experimental foram:

a) Diametro do caule — quantificado (mm) aos 60 e 120 dias apés o plantio, com auxilio
de um paquimetro digital, a 5 cm do solo, em todas as plantas de cada parcela.

b) Altura de planta aos 60 e 120 dias ap6s o plantio — medida em centimetros,
determinada a partir do nivel do solo até o apice do broto terminal nas plantas de
cada parcela.

¢) Comprimento do fruto aos 60 e 120 dias apés o plantio — medida em milimetro, com
auxilio de paquimetro digital, a partir da insercdo do pedunculo a extremidade do
fruto.

d) Peso dos frutos frescos — medida em gramas do fruto de pimenta, quantificado em
balanca digital.

e) Numero de frutos por parcela — namero total de frutos por parcela, obtidos na
colheita, ao final do experimento.

f) Peso da massa seca da parte area e da raiz - medida em gramas, quantificado em
balanca digital.

g) Comprimento da parte area e da raiz — medida em milimetro, com auxilio de
paguimetro digital;

h) Volume da raiz (cm®) — quantificado pelo deslocamento da coluna de agua em
proveta graduada, ou seja, colocando-se as raizes, apos lavagem, em proveta
contendo um volume conhecido de 4gua. De forma que por diferenga, obteve-se a
resposta direta do volume de raizes, pela equivaléncia de unidades (1 mL =1 cm3).
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i) Medigéo de clorofila foi feita aos 60 e 120 dias, utilizando o medidor eletrénico de
clorofila (ClorofiLOG modelo CFL 1030). Através de relacbes de absorcdo de
diferentes frequéncias, determina-se o Indice de Clorofila ICF (indice de clorofila
Falker), levando em consideracao a presenca de clorofilas A e B (FALKER, 2008).

3.3 Etapa 3 - Extracao e avaliagdo da quitosana a partir deisolados de C. elegans
na protecado de frutos de pimenta isolados com Colletotrichum sp.

3.3.1 Extracao de quitina e quitosana

Nesta etapa, para o cultivo do fungo C. elegans foram utilizados frascos de
Erlenmeyer de 500 mL, contendo 250 mL do meio YPD (Yeast Peptone Dextrose)
(CANDIDA et al., 2017). Procedeu-se a incubac&o durante 120 horas a 28 °C, sob
agitacdo orbital constante de 100 rpm em mesa agitadora. A biomassa coletada e
filtrada foi submetida a processo de secagem em estufa a 50 °C, por 48 horas. Em
seguida, a massa micelial seca foi macerada com o auxilio de almofariz e pistilo de

porcelana (Figura 5).

Figura 5 Cultivo do fungo C. elegans em frascos de Erlenmeyer (A); biomassa coletada seca a 50 °C
(B); massa micelial macerada com almofariz e pistilo de porcelana (C). Teresina, PIl. 2019.

O processo geral envolveu a desproteinizacdo com 2% m/v de solucdo de
hidréxido de sodio (NaOH) (30:1 v/m, 90 °C, 2 h), a separacao da fragdo insolivel em
alcali (FIA) por centrifugagéo (4000 rpm, 15 min) e a extracdo de quitosana a partir da
FIA sob refluxo (acido acético a 10% v/v, 40:1 v/m, 60 °C, 6 h). Em seguida, realizou-
se a separacao da quitina (precipitado) da quitosana (sobrenadante) por centrifugacéo
(4000 rpm, 15 min) (Figura 6). A quitina foi lavada com &gua destilada por
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centrifugacdo até chegar no pH neutro e a solucdo contendo a quitosana
(sobrenadante) foi para pH 9,0 com NaOH a 4 Mol, ocorrendo a precipitacdo da
guitosana (FRANCO et al., 2004).

Posteriormente, esse biopolimero foi submetido a lavagens sucessivas com
agua, etanol e acetona, e colocado para secar a temperatura de 20 °C. Por fim,
procedeu-se a caracterizacdo de quitina e quitosana quanto as suas caracteristicas

guimicas.

Figura 6 Separagdo da fracdo insolivel em alcali (A); separagdo de quitina por centrifugagao (B);
precipitacdo da quitosana (C). Teresina, Pl. 2019.

3.3.2 Preparo da solucao de quitosana

A solucéo de quitosana foi preparada utilizando 990 mL de agua destilada, 10
mL acido acético glacial a 1% (v/v) para preparacao das solu¢des nas concentracdes
0,5, 10, 20 e 30 mg mL* da quitosana fingica. Em seguida, realizou-se a corre¢éo do
pH de cada solugédo para 6,0 utilizando solugdo de NaOH 10 moles L. Para o auxilio
da dissolucado da quitosana, as solu¢des foram preparadas sob agitacdo constante em
agitador de mesa. O produto comercial utilizado como controle foi a quitosana em po6
Polymar® nas mesmas concentracdes, obtida junto a Polymar Indlstria e Comércio
Ltda.

3.3.3 Caracterizacdo da quitosana por Espectroscopia na regido do

Infravermelho com Transformada de Fouirier (FTIR)

Os espectros de FTIR da quitosana padrdao (Polymar 78% grau de

desacetilacdo) e da quitosana fungica foram registrados com pastilhas de KBr em
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espectroscopio na regido do infravermelho com transformada de Fourier (Vertex 70,
BRUKER), com médulo VCD (PMA 50, Bruker), com varreduras na regido de 600 cm-
1 a 4000 cm* com resolugéo de 4 cm™.

A porcentagem do grau de desacetilagcdo (GD) da quitosana foi verificada
conforme método utilizado por Mello et al. (2006), com uso dos espectros do FTIR na
regido de comprimento de onda 1.655 cm e 3.450 cm, calculado usando a equagéo
1 proposta por Domszy et al. (1978):

GD =100 - [ i;iiz)] « 11,%% (Equacio 1)

Em que Aiees € Aszsso S0 valores de absorbancias obtidos na regido de
comprimento de onda de 1655 cm referente a banda amida-| (relacionado a medida
do grupo N-acetil) e 3450 cm* da banda hidroxil (como medida padréo para diferencas
na concentracdo de quitosana em po). O fator 1,33 corresponde ao valor da razéao
A 1665/A 3450 para quitosana totalmente N-acetilada. Assumiu-se que o valor dessa

razao era zero para a quitosana totalmente desacetilada.

3.4 Ensaio de inoculacédo

O experimento foi realizado utilizando o isolado de Colletotrichum sp. obtido de
frutos de pimenta (vermelho maduro de C. annuum) oriundos da Nova Ceasa,
Teresina, Piaui. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes, sendo os tratamentos constituidos de cinco doses (0,5, 10, 20 e 30 mg
mL* de quitosana flingica) mais um controle com a quitosana comercial.

Os frutos maduros foram acondicionados em caixas plasticas e transportados
ao Laboratério de Producéo Vegetal do PMGCA, onde se realizou a selecéo de acordo
com a uniformidade da cor, tamanho e auséncia de injurias, visando a padronizacao
dos frutos utilizados no ensaio. Os frutos foram lavados com agua e detergente neutro,
desinfectados e deixados a temperatura ambiente para secagem.

O isolado de Colletotrichum sp. foi cultivado em meio de cultura BDA (Dextrose
Batata Agar), em placas de Petri incubadas em BOD a temperatura de 25 °C e
fotoperiodo de 12 h. ApGs a esporulacdo, com auxilio de pipeta, foi transferido 1 mL
de 4gua destilada sobre 0 micélio e as placas foram incubadas em geladeira durante
3 h.
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A suspensao de esporos foi preparada a partir de culturas de Colletotrichum sp.
com sete dias de incubacédo, adicionando-se 10 mL de &gua destilada esterilizada em
cada cultura, raspando os micélios das placas e filtrando-os através de duas camadas
de pano de musselina. Foram utilizados 64 frutos (quatro frutos por concentracéo), os
quais foram submersos em solucdo de quitosana fangica (solugbes nas
concentracdes 0,5; 10; 20 e 30 mg mL* da quitosana flingica) por 5 minutos e
colocados dentro de recipientes plastico desinfectados. ApGs 24 horas, a suspensao
conidial (1 x10° conidios mL™*) do isolado foi inoculado nos frutos em cada grupo (com
ferimento na epiderme e sem ferimento). O mesmo procedimento foi realizado para a
guitosana comercial.

A inoculacéo do patdégeno, no grupo de frutos com ferimento, se deu através
de um ferimento realizado na epiderme (a 2 cm do pedudnculo), utilizando-se uma
agulha até atingir 1 mm de profundidade. Posteriormente, foi colocado 6 pl de
suspensao conidial sobre a epiderme ferida. No caso dos frutos sem ferimento, foram
colocados 6uL de suspenséo de conidios na superficie do fruto a 2 cm do pedunculo.
As testemunhas foram tratadas com 6 pL de agua destilada estéril. Os recipientes de
plastico foram fechados e mantidos em ambiente Umido (utilizando algodao
umedecido) e incubados a temperatura ambiente (em torno de 27 °C). A partir de 72
horas, o tamanho das lesdes foi quantificado com paquimetro digital por um periodo
de doze dias, conforme metodologia descrita por Montri et al. (2009). Aos 6, 9 e 12
dias a incidéncia da antracnose foi determinada pela auséncia ou presenca de
sintomas, sendo determinada através do numero de frutos afetados por repeticdo. A

severidade da doenca (SD) foi calculada de acordo com a equacéao 2:

Sp = Comprimento da lesdao x 100 . s
~ Comprimento do fruto (Equagao 2)

O comprimento do fruto para pontuar os diferentes niveis de severidade foi
utilizada a escala de severidade da antracnose em frutos de pimentéo infectados por
Colletotrichum sp. (MONTRI et al., 2009). Esses valores foram expressos em
porcentagem por tratamento.

Foram realizados dois ensaios complementares para mensurar a severidade,
nas mesmas concentracbes de quitosana e suspensdo do fungo do experimento

anterior. A primeira foi realizada em grupo de fruto de pimenta com ferimento (ferida
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com 1,19 mm didmetro), utilizando-se palito contendo o micélio do fungo (Verzignassi
et al., 2004) (Figura 7A). Na segunda avaliacao foi depositado um disco com 7 dias
de cultivo de 5,86 mm de didmetro a 2 cm do pedunculo sobre o fruto sem ferimento,
revestidos por quitosana nas mesmas concentragdes anteriores (Figura 7B). Para
guantificar a area lesionada foram realizadas medi¢cdes no sétimo e décimo dia,

utilizando um paquimetro digital.

Figura 7 Inoculacéo pelo método do palito utilizando micélio do Colletotrichum sp (A); medicao do disco
contendo micélio do Colletotrichum sp no fruto de pimenta (B). Teresina, Pl, 2019.

3.4 Analises estatisticas

Os dados referentes aos caracteres avaliados da etapa 1 e 2 foram submetidos
as analises de variancia e as meédias comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05).
Essas andlises foram realizadas com auxilio do software SigmaPlot 12.0.

Os dados foram submetidos aos testes preliminares para verificacdo da
normalidade e homogeneidade de variancia dos mesmos, através dos testes de
Lilliefors e teste de Bartlett, respectivamente. ApGs verificacdo destes pressupostos,
se realizou a ANOVA e, em seguida, o teste de médias (Tukey) para os tratamentos
gualitativos. Para os tratamentos quantitativos, foi realizada a analise de variancia com
regressdo polinomial. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se
o0 software estatistico SAS versao 9.2 (SAS Institute 2011) e SigmaPlot 12.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao de fontes organicas no aporte de nutrientes

Os resultados das andlises quimicas iniciais das fontes orgéanicas utilizadas,
apresentados na Tabela 2, demonstram que as propor¢cdes compostas por esterco
bovino (EB) e torta de filtro de cana-de-agucar (TF) e em mistura apresentam reflexos
importantes sobre os teores N (14,39 g kg?); P (15,82 g kg?) e K (3,98 g kg?t), embora
os teores de P, Ca e Mg ndo tenham sido superior a outras fontes organicas, o maior
guantitativo de matéria organica (63, 27), torna o EB uma fonte importante.

O aumento do teor de matéria organica no solo favorece a maior ciclagem de
nutrientes das camadas mais profundas (MATIAS et al., 2012). Além disso, o aumento
do conteudo de carbono orgénico do solo possibilita a melhoria da capacidade de
retencdo de nutrientes por meio do aumento da capacidade de troca catidonica (CTC)
e da formacao de complexos organominerais (GLASER et al., 2002).

Considerando as fontes organicas apos 65 dias de incubacédo (com uso de
melaco de cana e com inoculacéo de B. indica e C. elegans), em relacéo a condicao
inicial dessas fontes (Tabela 2), observa-se maior incremento de Nitrogénio quando
do uso de B. indica e C.elegans, demonstrando o potencial desses microorganismos
em fixar N. Estes resultados s&o similares aos encontrados por Stamford et al. (2014)
gue, avaliando o rendimento de uva e a disponibilidade de nutrientes do solo sob a
aplicacdo de fertilizantes biologicos, com adicdo de quitosana fungica, verificaram
incrementos de N (18,06 g kg™*) na mistura com o composto de minhoca inoculado
com bactérias diazotroficas de vida livre.

Em relagdo ao teor de P (g kg™') avaliados ao final do periodo de incubacéo, foi
observado que houve maior incremento deste nutriente nos tratamentos com TF, EB
e EB+TF, com teores médios de 21,67 (T3); 15,59 (T6) e 10,50 g kg* (T1),
respectivamente. Resultados similares foram relatados por Oliveira et al. (2015),
mostrando eficiéncia no incremento de P em substratos orgéanicos avaliando o uso de
biofertilizantes em mistura com torta de filtro, inoculados com bactérias diazotréficas
de vida livre (NFB 1001).



Tabela 2 Teores de nutrientes, C.O; M.O e C/N nas fontes organicas utilizadas
na conducdo do experimento, na fase inicial (sem inoculagdo e fonte de
carboidrato) e aos 65 dias quando utilizado o melaco de cana e quando inoculado
com Beijerinckia indica e Cunninghamella elegans. Teresina, PI. 2019
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Fontes organicas (sem inoculagdo e sem carboidrato*) inicial

Nutriente
(g kg?) T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

(EB) (HM)  (TF) (HM+TF) (HM+EB) (EB+TF) (HM+EB+TF)
N 14,39 6,45 10,32 9,57 10,15 13,65 9,30
P 9,81 2,95 15,82 11,76 5,74 11,76 9,81
K 398 290 0,55 2,40 3,13 1,44 2,44
Ca 1,30 244 2,46 3,18 2,80 2,44 3,08
Mg 0,73 0,95 0,93 0,97 1,10 1,02 1,15
C- Organico 24,83 8,85 10,04 9,19 10,67 14,54 11,39
Mat. Organica 63,27 25,67 28,48 26,49 29,97 39,06 31,66
Relagdo C/N 13/1 121 9/1 10/1 9/1 10/1 9/1

Fontes organicas com melaco de cana-de-agucar apos 65 dias
N 16,56 5,87 10,93 9,32 10,59 12,49 10,05
P 7,38 3,69 20,63 8,59 481 15,34 12,07
K 336 2,39 0,71 1,79 3,83 2,86 3,44
Ca 0,88 2,00 3,66 2,84 2,84 4,30 3,50
Mg 3,38 1,03 1,02 0,91 1,87 1,60 1,21
C- Organico 23,26 9,40 10,72 9,71 12,52 11,91 11,76
Mat. Organica 59,59 26,98 30,08 27,71 34,32 32,87 32,87
Relagdo C/N 16/1 15/1 10/1 10/1 12/1 9/1 13/1

Fontes organicas inoculadas com B. indica e C. elegans apoés 65 dias

N 18,06 7,66 10,27 10,88 12,02 15,00 12,49
P 10,50 3,88 21,67 9,19 8,82 15,59 8,51
K 439 344 0,78 2,36 3,48 1,36 3,29
Ca 1052 1,92 3,32 2,86 2,74 8,76 3,72
Mg 3,52 163 1,03 0,93 1,83 1,67 1,46
C- Organico 20,36 11,15 9,63 11,37 12,40 12,95 12,51
Mat. Orgéanica 52,76 31,10 27,51 31,60 34,04 35,32 34,29
Relacdo C/N 11/1  19/1 9/1 10/1 12/1 10/1 12/1

EB — Esterco bovino; HM — himus de minhoca; TF — Torta de filtro de cana-de-acucar. * Melaco de

cana-de-acucar como fonte de carboidrato.

O tratamento T1 (EB) inoculado com B. indica e C. elegans, no periodo de 65

dias, promoveu respostas mais proeminentes quanto ao aporte de N (18,06 g kgl), K

(4,39 g kg), Ca (10,52 g kg'1) e Mg (3,52 g kg'). O aumento de Ca nos substratos

foi provavelmente devido a mineralizagdo da matéria organica por microorganismos

nativos presente neste substrato (bactérias e fungos) e também da grande quantidade
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de matéria organica utilizada no composto, aumentando a disponibilidade de
nutrientes, principalmente de N e C através da decomposicao e mineralizacdo. Efeitos
positivos no aumento de Ca foram relatados por Stamford et al. (2011), usando
diferentes tratamentos de fertilizagdo inoculados no solo (biofertilizante misto,
biofertilizante de rochas e fertilizante soltvel) no cultivo de uvas.

O teor de Mg trocavel do T1 contribuiu significativamente para o incremento
desse nutriente em relagdo aos demais tratamentos. Em tanto aos valores de carbono
e matéria organica para os tratamentos inoculados, foi verificada uma diminuicdo no
contetudo de COT e MO nos tratamentos comparado com o0 composto sem inoculacéo
(testemunha), sendo relacionado a degradacdo da matéria organica pela atividade
microbiana, ja que estes utilizam a mesma como fonte de energia para completar o
ciclo de vida (MACHADO et al., 2012).

Os resultados demonstram que a inoculacdo do esterco bovino com bactérias
diazotroficas de vida livre e C. elegans promove melhores aportes de nitrogénio e

potassio, seguidos de fésforo, calcio e magnésio.

4.2 Conducéo da fase experimental em casa de vegetacéao

Conforme verificado nas andlises de solo e do teor da parte aérea e raiz,
observou-se resposta linear para os teores de N, P e K disponiveis na parte aérea
(PA) e raiz (RA) das plantas coletadas apo6s 120 dias, demonstrando que o0 aumento
das doses de esterco bovino propicia também o aumento de NPK. No entanto, o
acumulo de NPK foi mais pronunciado na parte area do que na raiz de pimenteira
(Figura 8).

Observa-se 0 comportamento similar do acimulo de N e K na parte aérea e
raiz, com incrementos de 0,128 g kg* N e 0,127 g kg K (parte aérea) e 0,071 g kg
N e 0,076 g kg K (raiz) (Figura 8). Uma vez presente, o potassio estimula o
aproveitamento do nitrogénio em teores favoraveis e atuam de forma mais rapida no
metabolismo das plantas, promovendo maior crescimento e desenvolvimento. Este
resultado € concordante com aqueles obtidos por Araujo et al. (2005) em pimentao (C.
annum), que observaram que o esterco bovino, aplicado de forma isolada ou
associado a matéria organica, se apresenta como boa alternativa para o crescimento

das plantas.
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O fésforo foi o nutriente menos acumulado tanto na parte aérea como na raiz
das plantas, com incrementos de 0,070 g kg! e 0,025 g kg?! na PA e RA
respectivamente.

De acordo com Weckner et al. (2018) a disponibilidade de nutrientes da
adubacéo organica com uso de biofertilizantes exerce inUmeras fungdes nos vegetais,
mostrando-se eficiente no crescimento e desenvolvimento das mudas de pimenta de
cheiro. Os biofertilizantes a base de esterco bovino sdo muito ricos em nitrogénio e
potassio, onde o potassio quando disponivel as plantas exerce papel fundamental na
sintese de proteinas, carboidratos, aclcares e acidos organicos, estando todas essas

caracteristicas relacionadas com o desenvolvimento da planta e a producéo.
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Figura 8 Regressao referente ao acumulo de NPK na parte aérea (PA) e raiz (RA) de pimenteiras
submetidas a diferentes doses de esterco bovino (EB), ap6s 120 dias de cultivo. * Significativo (P <
0,05).
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A importancia do esterco bovino em pimenteira pode ser observada na Figura
9, onde verifica-se aumento significativo no nimero de folhas por planta (NFP), altura
de planta (AP), diametro de caule (DC) e teor de clorofila (TCF), com o aumento das
doses desse composto organico.

Quanto ao NFP, observa-se maior incremento aos 120 dias comparativamente
guando se avaliou aos 60 dias, demonstrando que mesmo a pimenteira tendo um ciclo

de 120 dias, a planta continuou a produzir novas folhas.
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Figura 9 Resposta do namero de folhas por plantas (NFP), altura de planta (AP), diametro do caule
(DC) e teor de clorofila (TCF), aos 60 e 120 dias, a doses de esterco bovino. * Significativo (P < 0,05).
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Na Figura 10 € demonstrado o comportamento das plantas de pimenteira
submetidas ao tratamento T5, com Bacillus subtilis (produto comercial utilizado como
controle) e T6 (tratamento testemunha), onde verifica-se que a inoculagéo do esterco
bovino (composto organico) com B. indica e C. elegans foi superior a estes
tratamentos controles, em todas as doses utilizadas. Este resultado permite inferir que

houve influéncia dos microogranismos no desenvolvimento vegetativo das pimentas.

Figura 10 Altura da planta (AP) apds 120 dias do plantio. (A) T5 Bacillus subtilis vs T4 (80 g kg* EB)
(B) T6 (0 g kg* EB) vs T4 (80 g kg™* EB); (C) T6 (0 g kg™* EB) vs T5 (Bacillus subtilis); (D) T6 (0 g kg*
EB)vs T1 (20 g kg?).

O aumento da producdo de frutos, como também o aumento do seu
comprimento e peso observado na Figura 11, deve-se a maior disponibilidade de
nutrientes (N, P, K, Ca e Mg) fornecido pelo esterco bovino, capazes de suprir as
necessidades nutricionais das plantas. Filgueira (2000) relata que o fornecimento
adequado de nutrientes como nitrogénio, associado a outros fatores, expandem a area
fotossintética, assegurando o desenvolvimento das plantas pelo crescimento

vegetativo e elevando o potencial produtivo da cultura.
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Figura 11 Namero de frutos (NF); comprimento do fruto (CF) e peso do fruto de pimentas (PF) em
funcéo de diferentes doses de esterco bovino (EB), apés 120 dias de cultivo. * Significativo (P < 0,05).

Dados semelhantes foram obtidos por Araujo et al. (2007), onde concluiram
gue o biofertilizante bovino, aplicado de forma isolada ou associado com material
organico, pode ser utilizado como alternativa para fertilizacdo ndo convencional no
pimentao.

O esterco bovino promoveu resultados satisfatorios para as variaveis de
matéria seca parte area (MSA); raiz (MSR); comprimento de raiz (CR); volume de raiz
(VR), onde que as mesmas apresentaram diferenca significativa pelo de método de
regressao (Figura 12). A matéria seca da raiz dos tratamentos inoculados foi superior
ao tratamento controle, os resultados diferiram dos achados de Araujo et al. (2010),
gue observaram maior MSR em tratamentos coinoculados com Bacillus subtilis.
Oliveira et al. (2015), constatou que as plantas adubadas com esterco bovino

obtiveram maior altura e maior producdo de massa seca; e as plantas cultivadas no
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ambiente protegido pela malha azul tiveram maior altura, massa seca de raiz e massa

seca total.
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Figura 12 Matéria seca da parte area (MSA) e da raiz (MSR); comprimento de raiz (CR); volume de
raiz de pimenteiras (VR) em funcdo de diferentes doses de esterco bovino (EB), apés 120 dias de

cultivo. * Significativo (P < 0,05).

O acumulo de fésforo na raiz das pimenteiras exerce acao positiva no

desenvolvimento das raizes e melhora a utilizacdo dos nutrientes do solo,

aumentando o crescimento da planta. Segundo Boonlertnirun et al. (2008), o contato

prolongado da raiz da planta no solo com quitosana pode favorecer a interacao entre

as cargas positivas da quitosana e as cargas negativas dos nutrientes contidos no

solo, o que pode influenciar a absorgéo de nutrientes pelas plantas e contribuir para o

aumento do rendimento delas. O comprimento de raizes apresentou diferenca

significativa entre as doses de EB (Figura 12c e Figura 13).

80
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Figura 13 Comprimento de raiz de plantas de pimentas em funcdo de diferentes doses de esterco
bovino aplicadas em plantas de pimenta. Teresina, PI. 2019.

4.3 Biomassa e extracdo de quitina e quitosana de isolado de Cunninghamella
elegans no controle de Colletotrichum sp.

4.3.1 Extracao e caracterizacao de quitosana

A quitosana obtida de C. elegans apresentou grau de desacetilacdo (DD) de 63
%, pelo método de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR). O espectro das
bandas caracteristicas em FTIR para quitosana fangica entre 3400-3500 cm, refere-
se ao alongamento axial da ligagdo OH e NH (Figura 14). A banda que ocorre entre
2915 cm e 2852 cm* esta relacionada ao alongamento da ligacdo C-H, estiramento
angular C—H, atribuido a mudanca axial da ligacdo C-H de grupos CHz e CHs. A regido
mais importante do espectro mostra vibracdo de banda na regido de 1651 cm™,
caracteristico de estiramento de C=0 da amida I, assim como as bandas na regidao de
1573 a 1301 cm™ de deformacdo CO-NH referente a amida Il e amida lll (N-H),
respectivamente.

As bandas na regido de 1314, 1260 e 1381 cm de estiramento angular, sdo
caracteristicas de grupo amina (NH) referentes a amina |, 1l e Il, respectivamente,
corroborando ao que foi relatado por Franco et al. (2005) e similar ao descrito na
literatura para quitosana padrédo extraida de crustaceos (SOUZA e MANSUR, 2008;
JIANG, CAl e LI, 2017; SEGHIR e BENHAMZA, 2017; SANTANA et al. 2017; DANG
et al. 2018).
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Figura 14. Espectro de FTIR da quitina fungica (A), quitosana fungica (B) e comparagéo entre quitosana
padrdo (Polymar) e quitosana flngica (C).

O espectro das bandas em FTIR demostra as bandas caracteristicas da
estrutura quimica de quitosana, evidenciando que o fungo C. elegans serve como
fonte de extracdo do polimero da quitina e do biopolimero de acéo antifingicas
guitosana. Estudos realizados por Oliveira et al. (2014) com quitosana obtido a partir
C. elegans mostram que a acdo da quitosana impediu o crescimento de fungos
patogénicos no cultivo de uvas, exibiu um valor de concentracdo minima inibitoria
(CIM) de 15 mg mL™* contra B. cinerea e Penicillium expansum, demonstrando ser um

importante defensivo agricola.
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4.3.2 Severidade de antracnose em frutos de pimenta

O método de inoculacao utilizando ferimento (deposicdo de suspensdo de
esporos) apresentou maiores percentuais de severidade da podridéo
comparativamente ao método sem ferimento (Figura 15). Observa-se, que 0s
primeiros sintomas da antracnose em frutos com ferimento ja sdo observados nos
primeiros dias apds a inoculagdo, aumentando significativamente a severidade do
patégeno (7,2%) a partir do terceiro dia apés a inoculagéo e atingindo um percentual
de 75,1% de severidade aos 12 dias, as quais se intensificaram pela presenca de
bactérias, causadoras da podriddo nos frutos, ocasionados pelo processo de
fermentacdo anaerobia. Esses tratamentos apresentaram odor desagradavel, proprio
de processos de putrefacéo do fruto.

80 ;
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Figura 15. Severidade do Colletotrichum sp. em frutos de pimenta utilizados como controle.

A quitosana pode induzir a formacdo de barreiras estruturais no tecido do
hospedeiro e, desta forma, restringir o desenvolvimento do patégeno, bem como
atrasar a retomada de desenvolvimento de infecgbes quiescentes. Em geral, muitas

doencas pos-colheita, como a antracnose, originam-se de infec¢des quiescentes que
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se tornam ativas com o declinio do potencial biossintético do tecido em produzir
compostos antimicrobianos (EL GHAOUTH et al., 1994).

No entanto, o efeito de diferentes concentracbes de quitosana sobre frutos
feridos pode ser observado na Figura 16. Para os frutos submetidos a aplicacdo de
quitosana fungica (C. elegans) nas concentracdes 0,5, 10, 20 e 30 mg mL* a
severidade foram de 48,15%, 45,35%, 34,61% e 37,34%, respectivamente. J& nos
frutos tratados com quitosana comercial a severidade foi de 38,67%, 37,44%, 30,86%
41,97%, respectivamente, para as mesmas doses. Tanto para a quitosana fangica
como a comercial, a severidade foi observada nas doses de 20 mg mL! em relacédo
ao controle, enquanto que na dose de 0,5 mg mL* observou-se menor percentual de
severidade.

A colonizacdo do patdgeno nestes tratamentos pode explicar as maiores
médias da acidez nos mesmos, ocasionados pelo processo de fermentacao
anaerobia, ao invés de estar relacionada com a reducdo dos processos metabolicos
gue levam a um maior tempo de prateleira. Esses tratamentos apresentaram odor
desagradavel, proprio de processos de putrefacdo e aspecto ndo desejavel para o

consumao.
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Figura 16. Severidade do Colletotrichum sp em frutos feridos ap6s exposicdo a diferentes
concentracdes de quitosana de Cunninghamella elegans (A) e quitosana comercial (B).

Os frutos sem ferimento com o método de suspenséo de esporos e o0 método
do disco, ndo apresentaram sintomas de doencga, independentemente das doses de

quitosana utilizadas, no entanto, os frutos controle que nao foram tratados com
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guitosana apresentaram os sintomas (Figura 17). Observou-se maior consisténcia ao
tacto da casca dos frutos, independente das concentragbes. Além disso, 0s
revestimentos com quitosana suprimiram o crescimento de fungos, em comparagao
aos controles, sendo mais acentuado para aqueles tratados com 20 mg mL? de
guitosana.

De acordo com El Hadrami et al. (2010), a acdo da quitosana ocorre através da
toxicidade direta ou quelacéo de nutrientes e minerais, restringindo o desenvolvimento
de agentes fitopatogénicos devido suas propriedades de biopolimero, formando

barreiras fisicas em torno dos locais de penetracdo dos patdgenos.

TR
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FERIDO A NAO FERIDO B

10 mg mL-1

10mgmt-1 NAO FERIDOS Qc C

Q.F

10 mg mL-1
QF b

10 mg mL-1
Qc D

DISCO

Figura 17. Sintomas de antracnose em frutos feridos (A) e ndo feridos (B); frutos sem ferimentos
inoculados com o método de suspensdo conidial (C); frutos inoculados com o método disco (D).
Teresina, PI. 2019.
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Nos resultados do segundo grupo de fruto de pimenta (com ferimento) avaliado
aos sete dias, houve efeito quadratico em fungdo das concentracdes de quitosana
fungica (QF) para os dois métodos de inoculacdo, apresentando uma reducdo da
severidade proporcional nas doses de 0,5, 10 e 20 mg mL™, sendo que dose de 20
mg mL"! da quitosana de fingica e comercial apresento um decréscimo da severidade
aproximadamente de 85% 90%, respectivamente, no entanto ndo houve regresséo

significativa para a quitosana comercial (Figura 18).
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Figura 18 Efeito das doses de quitosana fungica (QF) sobre a severidade aos sete dias apos inoculagéo
pelo método do palito (MP) e método de suspensao (MS) (A), efeito das doses de quitosana sobre a
severidade apos sete dias de inoculado (B), efeito das doses de quitosana sobre a severidade apds 10
dias de inoculado (C).* Significativo (P < 0,05).
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Para os resultados da severidade aos sete e 10 dias houve efeito quadrético
em funcdo das doses de quitosana para antracnose utilizando o método de inoculacéo
do palito (MP) e de suspenséo de esporos (MS), sendo que a dose de 20 mg mL *
apresento um decréscimo de aproximadamente 76 e 81% respectivamente.

Os valores referentes ao comprimento de lesdes nos frutos do segundo ensaio,
utilizando o método do palito, apresentou maior comprimento da lesédo em virtude do
ferimento realizado em relacdo aos frutos controle (Figura 19). Entretanto, a dose
aplicada de quitosana diminuiu o desenvolvimento da colonizag&o do fungo, indicando
concordancia entre os dois métodos de inoculacdo. Ao realizar o ferimento para

inoculacdo de Colletotrichum, houve favorecimento a penetracédo e colonizacdo do
fungo e, por consequéncia, aumento da leséo.

s

%

) 2% &

20 mg mL-' QF 20mg mL' QC 20 mg mL-' QF _ 2

Figura 19. Sintomas de antracnose em frutos com ferimento (A); Colonizagdo interna do fruto
inoculados com o método do palito (B). Teresina, Pl. 2019.

O aumento do diametro da lesdo na dose de 30 mg mL™ pode ser atribuido a
consisténcia da quitosana na parede do fruto com formacBes de geleificacédo,

favorecido pelo aumento da concentracdo de quitosana e favorecendo o crescimento
de fungos do ambiente sobre os frutos.
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5 CONCLUSOES

A adubacgdo organica com uso de esterco bovino inoculado com bactéria
diazotréfica de vida livre e Cunninghamella elegans, incrementa a disponibilidade de
nutrientes, principalmente de N, K e indiretamente aumentando a disponibilidade de
Ca e Mg.

O esterco bovino na dose de 80 g kg promove maior comprimento de raizes
e maior acimulo de nutrientes na parte aérea (NPK) de pimenteira.

A quitosana oriunda de C. elegans reduz a severidade de Colletotrichum sp.
em pimenta.

O método de inoculacdo com ferimento permite maior severidade da doenca

em pimenta.
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