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RESUMO

SILVA, E. M. Efeito de produtos quimicos e biologicos no crescimento e controle
de Pythium aphanidermatum em duas variedades de coentro. Vitéria da Conquista —
BA, UESB, 2021. 64p. (Dissertacdo: Mestrado em Agronomia; Area de Concentracgo:
Fitotecnia)*.

O coentro (Coriandrum sativum L.) é uma olericola de grande importancia, muito
utilizada na culinaria. Contudo, problemas fitossanitarios vém provocando grandes
perdas, levando muitos produtores a abandonarem areas infestadas. Nessa perspectiva,
objetivou-se adquirir informacdes de produtos que possam ser utilizados no controle do
Pythium aphanidermatum, contribuindo no planejamento de estratégias de manejo da
doenca. Realizou-se dois experimentos, o primeiro in vitro, a fim de verificar o efeito de
produtos sobre o crescimento do P. aphanidermatum (fosfito de potassio, extrato de
Melaleuca alternifolia, fosetil-Al, Bacillus subitilis, Lactobacilos plantarum +
Saccharomyces cerevisiae), nas concentragdes de 0, 10, 100, 500 e 1000 ppm do
produto em meio BDA. Foi realizado também um pareamento entre espécies de
Trichoderma (Trichoderma sp. e Trichoderma harzianum) com o patdgeno. Utilizou-se
0 delineamento experimental inteiramente casualizado, com sete repeticdes para o
pareamento, e para o efeito de produtos, cinco tratamentos e sete repeticdes. Em ambos,
as placas foram incubadas em BOD, a uma temperatura aproximada de 25° C, com
fotoperiodo de 12 horas, por trés dias. O segundo experimento foi realizado em casa de
vegetacdo em um esquema fatorial 8 x 2, sendo estes: controle, fosfito de potassio,
extrato de Melaleuca alternifolia, fosetil-Al, Bacillus subitilis, Lactobacilos plantarum
+ Saccharomyces cerevisiae, Trichoderma sp. e Trichoderma harzianum; com duas
variedades de coentro, Verddo e Americano Gigante. Foi utilizado delineamento em
blocos casualizados, com 4 repeticdes. Realizou-se a aplicacdo dos produtos a cada sete
dias até o final do ciclo. As avaliacGes foram realizadas durante o experimento e apos a
retirada deste, sendo este o primeiro relato de Pythium aphanidermatum provocando
danos na cultura do coentro. O crescimento micelial reduziu na presenca de todos 0s
produtos. Espécies de Trichoderma spp. inibiram significativamente o crescimento
micelial, sendo o Trichoderma sp. 0 mais eficiente. Para a variedade Verdao, o extrato
de M. altenifolia exibiu maior eficiéncia no controle de P. aphanidermatum, por reduzir
a incidéncia e o tombamento de pos-emergéncia e regular positivamente as trocas
gasosas, resultando em crescimento das plantas e acimulo de massa fresca de raizes e
parte aérea. Na Americano, o extrato de M. altenifolia também foi eficiente no controle
de P. aphanidermatum, resultando em crescimento radicular das plantas, no entanto, a
taxa fotossintética e condutancia estomatica foi maior sob aplicagdo de Trichoderma sp.
A variedade Verddo se mostrou mais tolerante ao estresse provocado pelo Pythium
aphanidermatum. Plantas controle foram mais afetadas quanto as caracteristicas de
crescimento, teor de pigmentos e trocas gasosas.

Palavras-chave: Coriandrum sativum; podridao de raiz; patdgeno de solo; oomicetos;
fitossanidade.

*Qrientador: Prof. Dr. Quelmo Silva de Novaes, UESB.
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ABSTRACT

SILVA, E. M. Effect of chemical and biological products on the growth and control
of Pythium aphanidermatum in two coriander varieties. Vitoria da Conquista — BA,
UESB, 2021. 64p. (Dissertation: Master in Agronomy; Area of Concentration: Crop
Science)*

Coriander (Coriandrum sativum L.) is a vegetable crop of great importance, widely
used in cooking. However, a phytosanitary problem has been causing great losses,
leading many producers to abandon infested areas. In this perspective, the objective was
to acquire information on products that can be used to control Pythium
aphanidermatum, contributing to the planning of disease management strategies. Two
experiments were carried out, the first in vitro, in order to verify the effect of products
on the growth of P. aphanidermatum (potassium phosphite, Melaleuca alternifolia
extract, fosetyl-Al, Bacillus subitilis, Lactobacillus plantarum + Saccharomyces
cerevisiae) in concentrations of 0, 10, 100, 500 and 1000 ppm of the product in PDA
medium. A pairing was also performed between Trichoderma species (Trichoderma sp.
and Trichoderma harzianum) with the pathogen. A completely randomized design was
used, with seven replications for pairing, and for the effect of products, five treatments
and seven replications. In both, the plates were incubated in BOD at a temperature of
approximately 25°C, with a photoperiod of 12 hours, for three days. The second
experiment was carried out in a greenhouse in an 8 x 2 factorial scheme, as follows:
control, potassium phosphite, Melaleuca alternifolia extract, fosetyl-Al, Bacillus
subitilis, Lactobacillus plantarum + Saccharomyces cerevisiae, Trichoderma sp. and
Trichoderma harzianum; and two varieties of coriander, Verddo and Americano
Gigante. A randomized block design with 4 replications was used. The products were
applied every seven days until the end of the cycle. Evaluations were carried out during
the experiment and after its removal. This is the first report of Pythium aphanidermatum
causing damage to the coriander crop. Mycelial growth was reduced in the presence of
all products. Trichoderma spp. significantly inhibited mycelial growth, and
Trichoderma sp. the most efficient. For Verddo, the M. altenifolia extract showed
greater efficiency in the control of P. aphanidermatum, by reducing the incidence and
post-emergence damping off and positively regulating gas exchange, resulting in plant
growth and accumulation of fresh mass of roots and part aerial. In Americano, M.
altenifolia extract was also efficient in controlling P. aphanidermatum, resulting in
plant root growth, however, photosynthetic rate and stomatal conductance were higher
under Trichoderma sp. The Verddo variety was more tolerant to the stress caused by
Pythium aphanidermatum. Control plants were more affected in terms of growth
characteristics, pigment content and gas exchange.

Keywords: Coriandrum sativum; root rot; soil pathogen; oomycetes; plant health.

*Qrientador: Prof. Dr. Quelmo Silva de Novaes, UESB.
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1 INTRODUCAO

A agricultura exerce grande influéncia em aspectos sociais, politicos e
econémicos no Brasil. Dentro da agricultura, o setor de hortalicas € uma area em pleno
crescimento que movimenta em torno de 19 bilhdes de reais anualmente no pais (CNA,
2017). Em toda a sua cadeia produtiva, do campo ao varejo, ocupa uma area com cerca
de 820 mil hectares, com producdo de 20 milhdes de toneladas de 18 hortalicas
diferentes (Abcsem, 2009).

Em Vitéria da Conquista-BA, a regido de Lagoa das Flores tem se destacado
pela grande producdo de hortaligas, principalmente o coentro, visando a produgédo de
folhas e frutos, in natura, muito utilizados na culinaria regional (Bertini et al., 2010;
Nascimento e Pereira, 2005). A comercializacdo é feita principalmente para municipios
do estado da Bahia e também em estabelecimentos comerciais e feiras livres da cidade,
apresentando-se como uma importante fonte de renda para produtores da zona rural. No
entanto, a producdo de coentro, nessa regido, tem sido reduzida significativamente
devido a problemas fitossanitarios.

Dentre os agentes patogénicos, 0s que mais tém causado prejuizos na producao
sd0 0s que provocam danos ao sistema radicular. Nesta regido, o Pyhtium sp. é o
principal patdgeno que afeta as plantas, causando les6es necréticas no colo e na raiz, o
que ocasiona murcha da parte aérea, com posterior tombamento (damping-off),
chegando a causar a morte da planta (Ferreira, 2013).

A realizacdo de plantios sucessivos em uma mesma &rea tem ocasionado
aumento da incidéncia da doenga, fazendo com que os produtores implementem novas
areas, isentas desse patdgeno, para evitar danos a producdo. Além disso, medidas de
controle devem ser utilizadas para atenuar a doenca nas areas de producdo (Amorim et
al., 2018).

Portanto, faz-se necessério realizar estudos para definir quais as medidas de
controle mais eficientes para controlar a doenca, causada pelo Pythium aphanidermatum
na cultura do coentro, e, consequentemente, minimizar as perdas na producdo. Nesse
sentido, objetiva-se com este trabalho analisar o efeito in vitro e in vivo de produtos
quimicos e bioldgicos sobre o crescimento e controle do P. aphanidermatum na cultura
do coentro (Coriandrum sativum L.), bem como no desenvolvimento das plantas

submetidas a esses produtos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A producao de hortalicas em Lagoa das Flores

O municipio de Vitéria da Conquista, localizado no sudoeste da Bahia, possui
um polo de producéo de hortalicas na regido norte, conhecido como Lagoa das Flores,
as margens da BR 116, km 10 no estado da Bahia (Damascéno, 2012).

Essa regido traz a discussdo acerca da relacdo campo-cidade, pois é considerada
area de expansdo urbana pelo Plano Diretor da Cidade. Contudo, também apresenta um
contexto social no qual varias familias possuem renda proveniente do trabalho agricola,
realizado em pequenas fracdes de terra (Souza et al., 2016). Em sua totalidade, a Lagoa
das Flores possui uma area aproximada de 500 ha, formada por um grupo de pequenos
produtores os quais cultivam hortalicas e flores em lotes que variam de 1000 m? a
30.000 m2, com uma média de 1,1 ha por propriedade (Santos, 2015).

A Lagoa da Fores € considerada um grande polo regional de olericultura, com
um sistema de producdo caracterizado como agricultura familiar. As hortalicas
produzidas sdo destinadas a central de abastecimento da cidade de Vitdria da Conquista
e exportadas para diversos municipios das regides Sul e Sudoeste da Bahia (Damascéno,
2012).

2.2 Aspectos da cultura do coentro

O coentro (Coriandrum sativum L.) é uma hortalica herbacea, de ciclo anual, de
porte baixo, com variacdo de 25 a 60 cm, pertencente a familia Apiaceae,
provavelmente, com origem no Sul da Europa e Oriente (Embrapa, 2010). E uma das
familias de plantas mais conhecidas, amplamente distribuidas em regiGes de clima
temperado, compreendendo cerca de 3.800 espécies, distribuidas em 455 géneros (Sriti
et al., 2010; Aguiar, 2012).

O coentro apresenta germinacao epigea, com raiz pivotante do tipo fusiforme,
pouco profunda, explorando a superficie de 15 a 20 cm do solo (Ledo e Sousa, 1997),
caule ereto e poucas ramificacdes. As folhas sdo compostas, profundamente partidas e
com disposicdo alternada, coloragdo predominantemente verde. Contudo, com o0
amadurecimento, no fim da ontogénese, € normal haver uma alteracdo de cor em varias

partes, devido a presenca de antocianinas (Santos et al., 1992; Diederichsen, 1996).
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As inflorescéncias sdo do tipo umbela, com flores hermafroditas (brancas ou
réseas) e pequenas (Pimentel, 1985). E uma espécie de polinizagio cruzada, realizada
principalmente por insetos polinizadores. O fruto € um diaquénio ovoide, globuloso, de
3-4 mm de diametro, e podem se separar em dois aquénios hemisféricos (Corréa, 1984),
sendo a propagacao do tipo sexuada, por meio de sementes.

A recomendacao geral, para que ocorra a colheita, é entre 0 50° e 70° dia apés a
semeadura (Filgueira, 2008). Contudo, em algumas regides, a depender da variedade, a
colheita é realizada entre o 30° e 40° dia apds a semeadura. Nessa situacdo, a planta é
colhida inteira, antes da frutificagdo, com folhas, hastes e talos frescos. Logo apds, séo
feitos molhos com aproximadamente 22 plantas, de 25 a 30 cm de altura (sem
considerar as raizes), para serem comercializados.

Dentre as cultivares mais usadas no Brasil, destacam-se a Verdao, Tabocas e
Portugués. Além destas, estdo disponiveis também a Rei, Gigante, Tapacurd e
Americano. Entretanto, em algumas regides, os agricultores utilizam sementes
produzidas por eles mesmos (Pereira et al., 2005; Filgueira, 2008). Na regido nordeste,
a cultivar mais difundida é a Verdao, tendo como vantagens um ciclo precoce, de 30 a
40 dias, planta vigorosa, de excelente rusticidade e boa resisténcia as doencas foliares
(Lima et al., 2007; Pinheiro et al., 2019).

Normalmente a cultura do coentro é conduzida diretamente no solo, a campo ou
em cultivo protegido. E uma cultura de clima quente e tem pouca tolerancia as baixas
temperaturas, sendo que a maioria das variedades comercializadas pode ser cultivada na
regido nordeste do Brasil, em todas as esta¢es do ano (Rocha, 2017). Possui moderada
tolerancia a acidez, sendo que as adubacdes organica e mineral séo favoraveis ao seu

desenvolvimento (Filgueira, 2008).

2.3 Importéncia econémica

O coentro, apesar de ser considerada uma “cultura de quintal”, possui grande
numero de produtores envolvidos na sua producdo, tornando-o de grande importancia
socioecondmica (Pereira et al., 2005).

No Brasil, o coentro é uma hortaliga muito utilizada na culinaria em saladas ou
como condimento, sendo que as folhas, caules, frutos e raizes podem ser utilizados
frescos ou secos, inteiros, picados ou moidos, e até mesmo como elemento decorativo

na finalizacdo de pratos (Filgueira, 1982; Cardoso, 1997). Os frutos, além de
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consumidos como condimentos, também podem ser processados para extracdo do 6leo
essencial e da oleoresina (Diederichsen, 1996; Charles, 2013).

Em paises como Europa e Estados Unidos, o coentro, além de ser utilizado na
alimentacdo, é utilizado também na producdo de bebidas, aromatizantes, repelentes e
cosmeticos (Nadeem et al., 2013). Na area farmacéutica, também é utilizado, por conter
propriedades antibacteriana, antiflingica, antioxidante, digestiva e calmante (Silva et al.,
2011; Mandal e Mandal, 2015).

O setor olericola vem apresentando uma expressividade econémica, cada vez
maior, no cenario do mercado nacional e internacional. Dentre a producdo de hortaligas
folhosas, o coentro ocupa a 62 posicao, ficando atrds apenas da alface, repolho, couve,
brécolis e couve-flor, com uma producao de 120.583 toneladas (IBGE, 2017). Além de
sua importancia econdmica, reveste-se de grande importancia social, por sua
abrangéncia.

Atualmente o coentro é cultivado em quase todos os paises do mundo, sendo que
as maiores areas de producio encontram-se na China, india e antiga Uni&o Soviética. A
maior parte dessa producdo € utilizada para abastecer os mercados locais, existindo
pouco comércio internacional (Reis e Lopes, 2016). Dentre 0s paises do continente
americano, o0 Meéxico se destaca como o0 maior produtor e exportador, com
aproximadamente 5.000 hectares anuais cultivados para consumo interno e externo,
especialmente para os EUA, Canadé e alguns paises europeus (Reis e Lopes, 2016).

O cultivo no Brasil é voltado principalmente para a producdo de folhas. No
entanto, as sementes sdo importantes para propagacao, sendo os estados de Sdo Paulo e
Minas Gerais 0s maiores produtores de sementes (Embrapa, 2010). Em 2009, foram
comercializadas, no pais, mais de 580 toneladas de sementes de coentro das cultivares
Verddo e Portugués, 516,5 e 63,8 toneladas, respectivamente (Abcsem, 2009).

Apesar da sua importancia socioecondmica, o Brasil possui grande caréncia de
dados estatisticos sobre a producdo de coentro, podendo ser explicado, em parte, pelo

fato de ser produzido em pequenas propriedades (Reis e Lopes, 2016).

2.4 Problemas fitossanitarios

Em diversos paises do mundo, ja se tém relatos da sensibilidade do coentro ao
ataque de microrganismos fitopatogénicos, como fungos, bactérias, virus e nematoides

(Filgueira, 2003). Dentre os fungos patogénicos que mais afetam a cultura, estdo
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espécies de Fusarium spp., Rhizoctonia solani, e alguns oomicetos, do género Pythium,
causando tombamento; Sclerotinia sclerotiorum, conhecida por provocar a doenca
conhecida por mofo branco; Alternaria dauci, promovendo sintomas de queima foliar,
podendo ser transmitido por semente e também pode provocar tombamento de mudas;
ainda, provocando manchas foliares, tem-se o oidio, causado pelo fungo Oidiopsis
haplophylli (Koike e Gordon, 2005; Jesen e Abad, 2009; Garibaldi et al., 2010; Bhaliya;
Jadeja, 2014; Reis e Lopes, 2016).

Além dos fungos, a cultura do coentro também enfrenta problemas com
nematoides e virus. Dentre os principais géneros de fitonematoides que atacam a cultura
do coentro, encontram-se o Meloidogyne, Rotylenchulus sp., Helicotylenchus sp. e
Trichodorus sp., 0s quais podem causar danos ao sistema radicular, como formacéo de
galhas ou lesdes necrdticas, dificultando a absorcdo de agua e nutrientes, provocando
nanismo, amarelecimento e até mesmo a morte das plantas. Em consequéncia disso,
acabam gerando grandes prejuizos, pois afetam a qualidade do produto a ser
comercializado (Reis e Lopes, 2016; Dias et al., 2020). Além disso, o local da infecgdo
causada pelo nematoide facilita a entrada de outros patdgenos (Ferraz et al., 2010).

Com relagdo aos virus, a doenca, popularmente conhecida como vira cabeca, foi
observada em plantios de coentro em Petrolina, PE (Lima et al., 1999) e é causada pelo
Groundnut ringspot virus (GRSV), o qual é transmitido por especies de tripes. Os
principais sintomas sdo nanismo, anéis cloréticos, necrose e deformacdo das folhas

apicais (Reis e Lopes, 2016).

2.5 Pythium spp.

O género Pythium é considerado um dos mais importantes dentre 0s organismos
zoosparicos, principalmente devido ao seu potencial parasitico em plantas de interesse
econémico (Plaats-Niterink, 1981). Este género foi descrito em 1858 e pertence ao reino
Chromysta filo Oomycota, classe Oomycetes, ordem Pythiales, e a familia Pythiaceae,
englobando mais de 140 espécies reconhecidas (Cabi Bioscience, 2004). Até a década
de 90, o Reino Fungi agrupava todos os organismos conhecidos como fungos, incluindo
0s oomicetos. Contudo, o posicionamento filogenético e a condicdo polifilética das
espécies levaram a separacdo em trés Reinos distintos: Fungi, Chromysta e Protozoa.

O Pythium sp. é um patdgeno de solo que se encontra largamente distribuido no

mundo em diversas culturas. A reproducdo assexual ocorre por meio da formacédo de
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esporangios, com formato que varia de lobulado a globoso, que formam as vesiculas de
parede delicada e fina, no interior das quais se diferenciam esporangiGsporos
biflagelados, denominados zodsporos, nas extremidades das hifas asseptadas (Plaats-
Niterink, 1981). Estes zodsporos sdo 0s esporos assexuados e atuam como agentes de
dispersdo dos oomicetos em meio aquoso e em condigdes de alta umidade, pois
possuem dois flagelos que, apds algum tempo, perdem a mobilidade, adquirindo um
formato circular (Plaats-Niterink, 1981; Hardham, 2007).

A reproducdo sexual ocorre por meio da formacdo do o6sporo, originado a partir
do contato dos 6rgdos sexuais, oogbnio (gametangio masculino) e anteridio (gametangio
feminino), formando um tubo de fertilizacdo que penetra através da parede do oogdnio,
ocorrendo a passagem do material nuclear para o gametangio feminino. Os 00sporos
possuem uma espessa parede externa, caracterizando um esporo de resisténcia, em
condicdes adversas (Massola Jr e Krugner, 2011).

Além dos estudos morfoldgicos detalhados para a descricdo de espécies do
género Pythium, faz-se necesséaria a utilizacdo de técnicas moleculares que se baseiem
em regides gendmicas especificas para confirmar a identificacdo das espécies (Wang et
al., 2003; Lévesgue e De Cock, 2004).

Em estudos moleculares das regides ITS e LSU do rDNA e COI do mDNA, foi
verificado que o género Pythium é polifilético e que as especies se dividem em 11
clados distintos (A-K), os quais estdo inseridos em trés grandes clados (Lévesque e De
Cock, 2004, Bala et al., 2010; Robideau et al., 2011; Beakes et al., 2014). O primeiro
clado é constituido por espécies com zoosporangios filamentosos inflados e ndo inflados
(clados A-D); o segundo, por espécies com zoosporangios globosos a esféricos (clados
E-J); e o terceiro, por espécies com zoosporangios globosos similares ao apresentado
pelo género Phytophthora (clado K).

Devido a complexidade na classificacdo, vem-se propondo novas mudancas na
taxonomia. As analises filogenéticas, realizadas por Lévesque e De Cock (2004),
demonstraram a existéncia de uma morfologia intermediaria entre os géneros Pythium e
Phytophthora nos representantes do clado K. Por tal motivo, um novo género chamado
Phytopythium Abad foi proposto por Bala et al. (2010), sendo amplamente aceito pela
comunidade cientifica, devido as evidéncias filogenéticas. As espécies desse género, em
se tratando da morfologia, possuem esporangios globosos, papilados (com excecdo de
P. vexans) e com proliferacdo interna semelhante com os apresentados por

Phytophthora spp. J& o desenvolvimento e liberagcdo dos zoGsporos ocorrem em uma
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vesicula externa ao zoosporangio, onde ocorre a maturacdo dos zodsporos e depois sao
liberados apds rompimento, como em Pythium spp. (Bala et al., 2010). Apesar das
evidéncias, as especies do clado K somente foram transferidas formalmente para o
género Phytopythium ha pouco tempo, sendo a espécie Phytopythium sindhum A.M.
Lodhi, Shahzad e Lévesque proposta como a espécie-tipo do género (Bala et al., 2010;
vcDe Cock et al., 2015; Jesus et al., 2016).

O processo de infeccdo por Pythium spp. pode ocorrer por meio de varias
estruturas, como esporangios, zodsporos, micélio e odsporos. Os esporangios e
oosporos podem germinar pela formacdo do tubo germinativo ou indiretamente,
produzindo zodsporos. Contudo, 0s zo6sporos e micélios sdo as principais estruturas de
infeccdo (Endo e Colt, 1974; Stanghellini e Rasmussen, 1994). A infeccdo por
zo0Osporos ocorre por meio de um mecanismo quimiotatico que os atrai até a raiz. Em
seguida, ocorre 0 encistamento e, posteriormente, a penetracdo e infeccdo da raiz da
planta.

A principio, apds o processo de infeccdo, as plantas serdo assintomaticas, pois,
nesta fase, chamada biotrofica, ocorrera a colonizacdo das raizes. Contudo, mesmo
nesta fase, com auséncia de sintomas de podriddo radicular, ocorre uma reducdo na
producédo (Utkhede et al., 2000), podendo chegar a prejuizos superiores a 50% (Baptista
et al., 2011). Posteriormente, tém-se a fase necrotica, quando as raizes se tornam
escuras, com diferentes tonalidades de marrom ou amarelo, a depender do hospedeiro e
das espécies envolvidas (Sutton et al., 2006); e aspecto mole e encharcado,
normalmente na regido do colo, causando o tombamento, conhecido como damping-off
(Hendrix e Campbell, 1973). Alem dos sintomas no sistema radicular, apresentam
também amarelecimento foliar e murcha, devido a destruicdo parcial do sistema
radicular ou pelo impedimento do fluxo de seiva bruta através dos vasos do xilema
(Bedendo, 2011).

A presenca de Pythium sp. em cultivos de coentro, em Alagoas, foi observada
por Infante et al. (2018), onde 90% das plantas apresentaram sintomas de tombamento.
Inicialmente, os sintomas foram amarelecimento e, posteriormente, com o
apodrecimento da raiz, declinaram. Apoés o isolamento do patégeno e sequenciamento
dos genes ITS e Cox2, foi possivel confirmar a identificacdo como Pythium irregulare,
sendo o primeiro relato deste fungo, causando tombamentos em planta¢6es de coentro
no Brasil, o qual foi renomeado como Globisporangium irregulare (Uzuhashi et al.,
2010).
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Outras espécies, como P. ultimum e P. dissotocum, j& foram relatadas
provocando 0s mesmos sintomas de damping-off em coentro na Italia e em Porto Rico,
por Garibaldi et al. (2010) e Romero et al. (2012), respectivamente. Além dessas
espeécies, o P. aphanidermatum também foi relatado causando damping-off no coentro,
na india (Ashwathi et al., 2017).

2.6 Estratégias de manejo

Devido a caracteristica de formacdo de estruturas de resisténcia, o controle de
especies de Pythium spp. torna-se ainda mais dificil. Portanto, 0 manejo de doencas
causadas por esses patdgenos consiste na associacdo de métodos de controle, como
meétodos preventivos com o uso de sementes sadias, a fim de se evitar a entrada do
patdgeno na area; métodos culturais, com solos de boa drenagem e manejo adequado da
agua de irrigacdo (Agrofit, 2021); rotacdes de culturas para especies com gama de
hospedeiras restrita. Contudo, devido ao fato de se tratar de um patdgeno de solo,
possuir um grande numero de espécies hospedeiras e poder ocorrer como saproéfita
(Agrofit, 2021), a rotacdo de culturas pode ndo ser eficiente. Além disso, possuem
estruturas de resisténcia que permitem a sua sobrevivéncia no solo por varios anos
(Sutton et al., 2006; Nzungize et al., 2012; Grijalba e Rid&o, 2017).

O controle fisico, como a técnica de solarizagdo, também pode ser utilizado e
consiste na cobertura do solo com um filme plastico transparente que € colocado antes
do plantio. A solarizacdo se mostrou eficiente no controle de alguns patdgenos de solo,
como fungos dos géneros: Pythium, Phytophthora, Fusarium, Rhizoctonia, Verticillium,
Sclerotinia, Sclerotium, Macrophomina; e também a bactéria Ralstonia solanacearum.
Estes patogenos causam doencas, conhecidas como damping-off, podriddo de raizes e
colo e murchas vasculares (Bettiol et al., 1994; Ghini et al., 1997; Baptista et al., 2007;
Ambrésio et al., 2008; Bedendo et al., 2011).

Além dos métodos de controle citados anteriormente, existem também
estrategias de controle quimico e biologico. No controle quimico, sdo utilizados,
principalmente, fungicidas como fenilamidas e fosfonato, sendo que o primeiro atua na
inibicdo da sintese do RNA por meio da modificacdo da polimerase, que esta envolvida
na produgdo de rRNA (Davidse, 1983; Hermann e Gisi, 2012). J& o segundo apresenta
um complexo mecanismo de acdo, sendo muitas vezes considerado indefinido. No

entanto, ja foi observada uma atuacdo diretamente sobre o patdgeno, pela formacédo de
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acido fosforoso; e indiretamente pela indugdo de respostas de defesa no hospedeiro
(Labuschagne, 2005). Dentro do primeiro grupo, encontram-se o metalaxil, metalaxil-M
(mefenoxam) e benalaxil; no segundo, tem-se o fosetil aluminio, o qual é muito
utilizado para o controle de damping-off e 0 mefenoxam vem sendo empregado no
tratamento de sementes para controle de Pythium spp. no Brasil (Agrofit, 2021).

Com a crescente utilizacdo de produtos quimicos no controle de Pythium spp.,
algumas das espécies deste patogeno vém adquirindo resisténcia a essas substancias.
Moorman e Kim (2004) observaram que isolados de Pythium aphanidermatum,
Globisporangium irregulare e P. ultimum infectaram consistentemente mudas de
geranio que haviam sido tratadas com propamocarbe. Além disso, os isolados de P.
ultimum e G. irregulare exibiram resisténcia dupla a fungicidas, ao superar
propamocarbe, mefenoxam e uma mistura desses dois ingredientes ativos na infeccao de
mudas.

Surtos de podriddo de sementes e amortecimento de sementes de gréo-de-bico,
tratadas com metalaxil, foram encontrados nas regides de agricultura de sequeiro do
sudeste de Washington e norte de Idaho. Posterior a essa observacdo, Wang et al.
(2021) realizaram estudos nos quais foi possivel observar que o uso de metalaxil ndo
controlou a podriddo das sementes de gréo-de-bico causados por Pythium ultimum,
indicando que este patdgeno pode estar obtendo resisténcia.

Em trabalhos realizados por Cook e Zhang, em 1985, os isolados de P.
torulosum, Globisporangium irregulare, de raizes de trigo, tiveram um crescimento de
15 a 50% no meio seletivo alterado com metalaxil, em concentracdo de 1 ppm, quando
comparados as taxas de crescimento normais no mesmo meio sem metalaxil. Esses
resultados levaram os autores a considerar que a falha do metalaxil, na inibicdo do
crescimento dessas espécies de Pythium spp., pode ser responsavel pela ineficiéncia do
controle dessa doengca em campo no noroeste do Pacifico.

Essa resisténcia ao grupo das fenilamidas ja foi registrada em varios oomicetos,
contudo, o mecanismo ainda é desconhecido, tendo indicios de que a resisténcia seja
pelo fato da atuacdo ser em um sitio especifico (RNA polimerase 1); por tal motivo é
considerado de alto risco para surgimento de populagdes resistentes (FRAC, 2019).

Diante disso, a utilizacdo do controle biologico de doencas de plantas vem
crescendo e ganhando cada vez mais espago, pois varios estudos demonstram sua

eficiéncia, contribuindo também para a redugdo do uso de agroquimicos.
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Embora o foco do controle bioldgico seja o patdgeno, o objetivo desse controle é
a supressdo da doenca (Cook e Baker, 1983). Espécies de Trichoderma spp. estdo entre
0s agentes de biocontrole mais estudados e utilizados. Ja se tem varios relatos sobre a
eficiéncia de varias espécies de Trichoderma spp. no controle de Pythium spp. em varias
culturas. Por exemplo, na cultura do tomate Elshahawy e EIl-Mohamedy (2019),
utilizaram uma combinacéo de cinco isolados de Trichoderma spp., proporcionando um
aumento de 87,5% na sobrevivéncia da cultura. Neste estudo, foi constatado que o0s
Trichoderma spp. isolados estimularam respostas de defesa sistémica em tomateiros
cultivados no campo, pela ativagdo de enzimas de defesa, incluindo peroxidase,
polifenoloxidase e quitinase, corroborando Guzman-Guzman et al. (2018), os quais
observaram que 0s mecanismos exercidos pelo Trichoderma spp. na planta séo diversos,
desde a prevencdo ao ataque dos fitopatdgenos, até o aumento de defesas da planta.
Levantando a possibilidade de que ndo apenas as moléculas efetoras e metabdlitos
secundarios estdo envolvidos na interacdo fungo-planta, mas também horménios, como
auxinas e precursor de acido abscisico, e os derivados de fungos também podem ter uma
participacao.

Além do controle de fitopatdgenos, a utilizacdo de Trichoderma tem-se
mostrado capaz de promover o crescimento vegetal de plantas, como demonstrado por
Sanchez-Montesinos et al. (2019), com aumentos de massa seca e peso do sistema
radicular de plantas de meldo. Além disso, o controle bioldgico de P. ultimum, por T.
agressivum f. sp. europaeum e T. saturnisporum, contribuiu para a reducdo da
gravidade da doenca em 62,96% e 51,85%, respectivamente.

A utilizagio de bactérias também tem sido utilizada de forma eficiente, como
potenciais agentes de biocontrole no tombamento e incidéncia de plantas com Pythium
spp., como Streptomyces spp., Pseudomonas spp., Bacillus spp. e Enterobacter spp. (Li
et al., 2007; Al-Hinai et al., 2010; Roberts et al., 2011; Kipngeno et al., 2015; Omoboye
et al., 2019; Postma e Nijhuis, 2019).

Outros produtos disponiveis no mercado, como fertilizantes, podem contribuir
para a reducdo da severidade e incidéncia de doengas, chamados de indutores de
resisténcia (Nojosa et al., 2005). Dentre estes, formulacdes a base de fosfito (sal
inorgénico de 4cido fosforoso - HsPO3s) vém recebendo atencdo no controle de doencas,
principalmente as que sdo causadas por oomicetos (Machinandiarena et al., 2012).

A atuacdo dos fosfitos no controle de doencas pode se dar de varias formas. De
forma direta, pois atua sobre o patdgeno, inibindo o crescimento micelial, producédo de
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esporos e reducdo ou alteragdes no metabolismo, pois possui acdo toxica em algumas
espécies (Deliopoulos et al., 2010; King et al., 2010). E de forma indireta, no estimulo
do mecanismo de defesa das plantas, com a producédo de fitoalexinas, espécies reativas
de oxigénio e inducdo de enzimas antioxidantes (Lobato et al., 2010; Eshraghi et al.,
2011).

Em estudos realizados por Mofidnakhaei et al. (2016), sobre o impacto do
fosfito de potéssio na resposta de plantas de pepino inoculadas com Pythium
ultimum var. ultimum, observou-se que as massas fresca e seca da parte aérea e da raiz
apresentaram um aumento de até 2 vezes nas plantas tratadas com fosfito de potéssio.
Também houve aumentos significativos de enzimas antioxidantes (superdxido
dismutase, catalase e peroxidase) nas plantas tratadas com fosfito de potassio. A
inducéo de enzimas resultou em minimizacao dos sintomas de tombamento, levando ao
aumento do crescimento e da producéo da planta.

Na cultura da melancia, foi testada a capacidade do fosfito de potassio em
induzir resisténcia ao fungo Didymella bryoniae (Abreu et al., 2021). Foram realizados
testes in vitro e in situ, e o fosfito, em todas as doses utilizadas in vitro, apresentou
efeito fungitoxico, inibindo a germinacédo de conidios de D. bryoniae. No ensaio in situ,
quando realizado o tratamento das sementes com o fosfito, obteve-se a total inducéo de
resisténcia a D. bryoniae, a partir da dose de 200 uL/mL, demonstrando, assim, a

eficiéncia desse produto no controle da doenca.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Inibic&o in vitro do crescimento micelial de Pythium aphanidermatum
3.1.1 Isolamento e cultivo de Pythium aphanidermatum

Amostras de solo infectado, provenientes da Lagoa das Flores (Figura 1), foram
encaminhadas ao Laboratdrio de Fitopatologia da Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia (UESB) para o devido isolamento e identificacdo do fungo.
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Figura 1. Canteiros de coentro exibindo falhas de germinacdo e sintomas de
tombamento.

Para realizar o isolamento, foi adicionada uma amostra de solo em placas de
Petri esterilizadas, onde foi umedecida com agua destilada autoclavada. Posteriormente,
foi disposta sobre o solo uma tela de nailon e, acima desta, foram dispostas folhas de
grama batatais, previamente fervidas por 6 minutos. Aproximadamente 3 dias depois,
quando foi possivel visualizar os micélios do patdgeno, realizou-se a identificacdo e
fragmentos de micélios foram transferidos para placas de Petri, contendo meio de
cultura batata-dextrose-agar (BDA) para crescimento do microrganismo.

A identificacdo do Pythium sp. foi realizada inicialmente com base na presenca
de caracteristicas morfoldgicas, como hifas asseptadas, esporangios, esporangiosporos e
Z00sporos.

As placas contendo os fungos foram mantidas em camaras de crescimento do
tipo BOD, com temperatura constante de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. Os isolados
originais foram constantemente repicados para novas placas, para manutencdo de
isolados sempre viaveis e patogénicos.

Para realizacdo do teste de patogenicidade e confirmagdo do agente patogénico,
foram utilizados vasos plasticos com capacidade para 2 L, onde foi depositado solo
autoclavado. Em seguida, adicionou-se uma suspensao de micélios, obtidos das placas
onde o Pythium sp. foi cultivado, e, posteriormente, plantadas as sementes de coentro.
As plantas que apresentaram sintomas de damping-off e podriddo de raiz foram

utilizadas para o reisolamento do patgeno e posterior identificacdo. A identificacdo foi
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realizada baseada nas caracteristicas morfoldgicas, atraves de visualizagbes em

microscopio optico, completando, assim, os postulados de Koch.

3.1.2 Caracterizagao molecular
3.1.2.1 Extragdo de DNA

A biomassa do fungo foi obtida a partir de culturas em BDA, mantidas a 28 °C,
por até sete dias, em placas de Petri. Com auxilio de uma alca de platina, todo o micélio
foi retirado e transferido para microtubos de 2 mL com tampa de rosca, acrescidos de
0,5 g de contas de vidro (glass beads) com dois didmetros diferentes, na proporgéo de
1:1 (acid-washed, 150-212 pm e 425-600 pm; Sigma, U.S. sieve). Foi realizada a
extracdo do DNA gendmico, seguindo a metodologia proposta por Oliveira et al.
(2016), que inclui homogeneizacdo do material em tampdo CTAB 2%, trituracdo por
agitacdo em alta velocidade através de um FastPrep, uma lavagem com cloroférmio:
alcool isoamilico (24:1), além de precipitacdo em isopropanol, lavagem em etanol 70%

e ressuspensao em 50 pL de agua ultrapura.

3.1.2.2 Amplificacao, Purificacéo e Sequenciamento do DNA

Para amplificacdo das regides ITS do rDNA, foram utilizados os primers ITS1 e
ITS4 (White et al.,1990). A PCR (Polymerase Chain Reaction) foi realizada com um
volume final de 50 pL, os parametros para amplificacdo e as concentragdes dos
reagentes incluem os dNTPs, a Taq DNA polimerase, os iniciadores, dgua ultrapura e o
tampdo de reagdo (Oliveira et al., 2014). Controles negativos, contendo todos 0s
componentes exceto DNA, foram utilizados em cada procedimento para detectar
possiveis contaminacdes.

Todos os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose
1% e as amostras foram coradas pela adicdo de GelRed®. Os produtos de PCR, oriundos
dos fungos endofiticos, foram purificados utilizando-se a enzima ExoSAP®, de acordo
com as recomendac@es do fabricante. Posteriormente, as amostras foram enviadas para
a Plataforma Multiusuaria de Sequenciamento de DNA do Centro de Biociéncias da
Universidade Federal de Pernambuco, Recife.

Para a andlise filogenética, as sequéncias obtidas foram preliminarmente
comparadas com sequéncias similares, depositadas no GenBank, utilizando a ferramenta
BLASTN. Logo depois, foram alinhadas e editadas no MEGA v.7 (Kumar et al., 2016).
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A andlise de Méaxima Verossimilhanca (1.000 bootstraps) foi realizada com PhyML
(Guindon e Gascuel, 2003), executados a partir do programa Topali 2.5 (Milne et al.,
2004).

3.1.3 Cultivo de Trichoderma spp.

Isoldados de Trichoderma sp. foram cultivadas em meio de cultura BDA para
crescimento e posterior utilizacdo, sendo constantemente repicadas para novas placas,

para manutencao de isolados sempre viaveis.

3.1.4 Cultura pareada com Trichoderma spp.

Para o estudo do antagonismo in vitro, foi empregado o método da cultura
pareada, no qual o Trichoderma sp. (T) e o Trichoderma harzianum (TH) foram
utilizados contra o isolado do Pythium aphanidermatum. Discos de sete milimetros de
diametro do meio de cultura contendo o Trichoderma sp. e T. harzianum foram
retirados e colocados em uma das laterais da placa da Petri de 90 mm de diametro
contendo BDA. Na outra extremidade, foi colocado um disco de mesmo didmetro,
contendo o Pythium sp., formando, assim, o pareamento das col6nias. Os discos ficaram
dispostos a aproximadamente 1,5 cm da borda das placas.

Em seguida, as placas foram levadas para a BOD, a 25 °C, fotoperiodo de 12

horas, e avaliadas duas vezes ao dia, as 7:00 e 19:00 horas, apds o inicio da incubagéo.

3.1.5 Sensibilidade a produtos

Foram utilizados os seguintes produtos: fosfito de potéssio (F), extrato de
Melaleuca alternifolia (EM), fosetil Al, Bacillus subtilis (BS), Lactobacilos plantarum
+ Saccharomyces cerevisiae (LS), os quais foram diluidos em série e ajustados para as
concentracdes de 1, 10, 100, 500 e 1000 ppm de ingrediente ativo, em meio de cultura
BDA, fundente a 45 e 50° C. Em seguida, verteu-se 20 mL do meio, contendo cada
produto em placas de Petri de 90 milimetros de diametro. Apds o resfriamento, foi
transferido, para o centro de cada placa, um disco de micélio de Pythium sp. de sete
milimetros de didmetro, crescido em BDA. Placas contendo apenas o meio de cultura

com Pythium sp. foram utilizadas como testemunha. As placas ficaram incubadas em
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BOD, a uma temperatura aproximada de 25 °C, com fotoperiodo de 12 horas, por um

periodo de 2 dias.

3.1.6 Delineamento experimental em condigdes in vitro

Os experimentos em condic¢des in vitro foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com sete repeticGes para o0 pareamento com as duas
especies de Trichoderma spp., sendo cada placa considerada como uma parcela. Placas
contendo apenas um disco de micélio de Pythium sp. no centro foram utilizadas como
testemunhas. O mesmo delineamento (DIC) foi utilizado no ensaio de sensibilidade a
produtos, contudo, foram utilizados cinco tratamentos e seis repeti¢fes, sendo cada
parcela constituida por uma placa de Petri.

As avaliacdes foram realizadas em duas etapas. Primeiramente medindo-se 0
didmetro da colénia do Pythium aphanidermatum, com o auxilio de uma régua
milimetrada, em dois sentidos transversais, previamente marcados na parte externa do
fundo da placa de Petri, obtendo-se a média do crescimento micelial da colénia. Em
seguida, calculou-se a percentagem de inibicao (1) do P. aphanidermatum do tratamento

em relacdo a testemunha, utilizando-se a seguinte formula:

I = (C-T)/C x 100, em que:
| = Percentagem de inibicéo;
C = Diametro do crescimento micelial da testemunha;

T = Diametro do crescimento micelial do tratamento.

Os resultados obtidos foram submetidos a anélise de variancia e as médias dos
tratamentos comparadas pelo teste de F, a 5 % de probabilidade, para o ensaio com
pareamento; e, pelo teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade, para o ensaio de
sensibilidade a produtos. Foi utilizado o programa estatistico SISVAR 5.6 (Ferreira,
2014).

Além disso, para o ensaio de sensibilidade a produtos, foi realizada uma analise
de regressdo para cada produto e determinado o coeficiente de determinacéo (r?), a
equacdo polinomial, determinando o valor da ED50 (dose efetiva mediana), ou seja, a
concentracdo do produto, necessaria para inibir em 50% o crescimento micelial fungico

(Edgington et al., 1971). Em seguida, apds calculo da ED50, os produtos foram
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classificados em quatro categorias de eficiéncia, segundo a escala de Edgington et al.
(1971), em que:

a) ED50 < 1 ppm: altamente eficiente (AE);

b) ED50 1 - 10 ppm: moderadamente eficiente (ME);
c¢) ED50 10 - 50 ppm: pouco eficiente (PE);

d) ED50 > 50 ppm: ineficiente (1).

3.2 Ensaio in vivo
3.2.1 Preparo dos in6culos

A preparacdo do inoculo de Pythium aphanidermatum consistiu na utilizacédo de
culturas crescidas em meio BDA, que foram diluidas até se obter uma suspenséo de 1 x
10° zobsporos/mL. Posteriormente, foram adicionados 50 mL da suspensdo do in6culo
em cada vaso.

A suspensdo de Trichoderma sp. foi preparada utilizando culturas crescidas em
meio BDA até atingir a concentracdo de 1 x 108 esporos/mL. A mesma concentracéo foi
utilizada para o Trichoderma harzianum. Na utilizacdo de ambos, foi adicionado 100

mL da suspensdo em cada vaso referente ao tratamento.

3.2.2 Experimento em casa de vegetagao

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na UESB, em Vitéria da
Conquista-BA, com altitude de 874 metros acima do nivel do mar e coordenadas
geograficas: latitude 14°51'53"” Sul e longitude 40°50"13” Oeste.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, em esquema fatorial 8
X 2, com 4 repeticdes. Os tratamentos consistiram na aplicagdo dos seguintes produtos:
C: controle com a presenca de Pythium aphanidermatum sem aplicacdo de produtos, F:
Fosfito de potassio, EM: Extrato de Melaleuca alternifolia, FA: fosetil-Al, BS: Bacillus
subtilis, LS: Lactobacilos plantarum + Saccharomyces cerevisiae, T: Trichoderma sp. e
TH: Trichoderma harzianum (Tabela 1) e duas cultivares de coentro, Verdao e
Americano Gigante.

Para a execucdo do experimento, foi realizada a esterilizacdo do solo em

autoclave (120 °C, 1 h, a 1,5 atm) por duas vezes, com intervalo de 24 horas.

29



Posteriormente o solo foi acondicionado em vasos, com capacidade de 2 L, e, em

seguida, aplicados 100 mL dos produtos, com o uso de proveta. Apés 24 horas, foi feita

a inoculagdo do Pythium sp. com a suspensdo previamente preparada com 1 x 10°

zoosporos/mL. No dia seguinte, realizou-se o plantio de 50 sementes por vaso. Os

produtos referentes a cada tratamento foram aplicados a cada 7 dias até o final do ciclo

da cultura (35 dias).

Tabela 1 — Produtos utilizados no bioensaio de eficiéncia in vitro no controle de
Pythium aphanidermatum em plantas de coentro

Ingrediente ativo Classe Tipo de~ Concen_tra(;ao
formulacao doi.a
Fosfito de potassio _ Suspensao 298 g/L
concentrada
Fosetil-Al Fungicida sistémico P6 Molhavel 800 g/kg
Bacillus subtilis Fungicida bactericida  Suspensao 13,68 g/L
microbiologico Concentrada
Iantartr?ﬁ%t');zugiom ces Suspensdo 10° UFC/mL +
P - y - homogénea 10® UFC/mL
cerevisiae
Extrato de Melaleuca Funglc!da e bactericida Concentrado
oo de acdo de contato e L 222,5 g/L
alternifolia Emulsionavel

mesostémica

3.2.2.1 Anélise de solo

Para execuc¢do do experimento, foi coletada uma amostra de solo para realizacao

da analise quimica e fisica (Tabela 2).

Tabela 2 — Analise quimica e fisica do solo

pH | mg/dm? cmolc/dm? de solo % g/dm?3
H20 P K* Ca?* Mg? AP* H" SB t T V m MO
49 1 008 06 03 05 20 10 15 35 28 34 6
Argila Silte Areia
Classe textural
9/Kg
250 30 740 Franco Argilo Arenoso
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3.2.3 Caracteristicas avaliadas

As variaveis: emergéncia (%), tombamento de pds-emergéncia (%) e incidéncia
(%), foram avaliadas durante todo o experimento. Aos trinta e cinco dias apos a
semeadura, realizou-se a colheita, avaliando-se as seguintes caracteristicas: altura de
plantas (cm), comprimento de raiz (cm), massa fresca da parte aérea e da raiz (g),
clorofila total (mg/m?), carotenoides (mg/m?), fotossintese (umol CO2 m?2 s?),

condutancia estomatica (umol CO2m2 s) e transpiragdo (mmol H2O0 m?2 s™),

3.2.3.1 Emergéncia

A porcentagem de emergéncia de plantulas (%) foi calculada em relacdo ao

numero de sementes plantadas em cada parcela, por meio da seguinte formula:

EME= (Plantulas emergidas no tratamento t x 100)/NUmero de sementes plantadas

3.2.3.2 Tombamento de pds-emergéncia

Foi avaliada de acordo com o nimero de plantas tombadas (Figura 2) em relacéo

ao numero de plantas emergidas de cada parcela, por meio da seguinte férmula:

TPOS= (Plantas tombadas no tratamento t x 100)/NUmero de plantas emergidas

Figura 2. Plantas com sintomas de tombamento provocado por Pythium
aphanidermatum.
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3.2.3.3 Incidéncia

A Incidéncia da doenca foi determina com base nas plantas que apresentaram
sintomas, como tombamento, podriddo de raiz e colo, com relagdo ao nimero de plantas

emergidas em cada parcela, utilizando-se a seguinte férmula:

TPOS= (Plantas com sintomas no tratamento t x 100)/NUmero de plantas emergidas

3.2.3.4 Altura e comprimento de raiz

A altura das plantas foi avaliada medindo-se da base, ou ponto de inser¢cdo do
coleto, até a insercdo da Ultima folha em crescimento da planta, utilizando uma régua
graduada por meio da qual foi avaliado também o comprimento de raiz, medindo-se do

ponto de insercdo do coleto até a extremidade final da raiz.

3.2.3.5 Massa fresca da parte aérea e raiz

Para determinar a massa fresca da raiz e parte aérea, foi destacada a raiz da parte
aérea no ponto de insercdo do coleto e realizada a pesagem em balanga de precisao, com

quatro casas decimais.

3.2.3.6 Extracao e quantificacéo de clorofila e carotenoides

Foram retirados trés discos (6 mm) do limbo da folha completamente expandida,
em seguida, este material foi colocado em tubos revestidos com papel aluminio (para
excluir luminosidade), contendo 4 mL de acetona 80% (v/v), e armazenados por 36
horas, para extracdo de clorofilas (a e b) e carotenoides (Hiscox e Israelstam, 1979). Os
teores dos pigmentos fotossintéticos foram determinados por meio de leituras
espectrofotométricas a 480, 646,8 e 663,8 nm, para as quantificacbes de clorofila total e
carotenoides. Os resultados foram expressos em mg m=2, de acordo com o método de
Lee et al. (1987).
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3.2.3.7 Trocas gasosas foliares

As trocas gasosas foram avaliadas em folhas completamente expandidas, com
um sistema portatil de medicao de fotossintese Li-6400 XT (LI-COR Biosciences Inc.,
Nebraska, USA) (Figura 3). A taxa fotossintética (A), condutdncia estomatica (gs) e

transpiragdo foram medidas entre 08h30min e 11h30min, sob luz saturante artificial de

Figura 3. Avaliagdo de trocas gasosas em plantas de coentro.

3.2.4 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as médias dos
tratamentos comparadas pelo teste de F, a 5 % de probabilidade, para a variavel
percental de emergéncia; e pelo teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade, para as

demais variaveis. Foi utilizado o programa estatistico SISVAR 5.6 (Ferreira, 2014).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Caracterizacdo molecular

A deteccdo e o diagndstico de patdgenos tém um papel vital na correlacdo de
fatores epidemioldgicos com as espécies envolvidas na disseminacdo da doenca. A
analise molecular, utilizando os genes ITS1 e ITS4, permitiu identificar o isolado como
Pythium aphanidermatum. As sequéncias obtidas, para ambos os genes, foram

utilizadas para construgdo de uma arvore filogenética (Figura 4).

Pythium macrosporum AY598646/CBS 574.80
] Pythium periplocum >AY598670/CBS 289.31
[ Pythium cedri KX423748/Chen 4
1 Pythium grandisporangium AY 151182
*QQ‘ Pythium grandisporangium AY598692/CBS 286.79
- Pythium insidiosum AY151157
——{ Pythium insidiosum AY598637/CBS 574.85
Pythium chondricola AY598620/CBS 203.85
|| Pythium deliense AY598674/CBS 314.33
) Pythium aphanidermatum GAS8
100 Pythium aphanidermatum AY598622/CBS 118.80
Pythium vanterpoolii AY598685/CBS 295.37
] Pythium aquatile AY598632/CBS 215.80
g5l — Pythium flevoense AY598691/CBS 234.72
Pythium oopapillum FJ655174/DAOM BR632
Pythium lutarium AY598688/CBS 222.88
Pythium pachycaule AY598687/CBS 227.88
Pythium pyrilobum AY598636/CBS 158.64
Pythium phragmitis HQ643746/CBS117104
ﬂ[ Pythium aristosporum AB095042
1001 Pythium aristosporum AY598627/CBS 263.38
m| Pythium guangxiense GQ267830/D223
Pythium graminicola AY598625/CBS 327.62
Pythium rishiriense AB998878
{1 Pythium plurisporium AY598684/CBS 100530
1001 Pythium plurisporium HQ643749/CBS100530

100

0.1

Figura 4. Arvore filogenética com sequéncia do isolado de Pythium sp. considerando as
regides gendmicas ITS1 e ITS4.
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Ao comparar as sequéncias obtidas com as sequéncias depositadas no GenBank,
utilizando a ferramenta BLASTN, o isolado demonstrou 100% de identidade com outros
isolados de P. aphanidermatum.

Esse € o primeiro relato de P. aphanidermatum, causando tombamento de
plantulas de coentro no Brasil e no mundo. Contudo, espécies como Pythium ultimum,
Pythium dissotocum e Globisporangium irregulare ja foram relatadas causando
damping-off em plantas de coentro na Itéalia, Porto Rico e Brasil (Garibaldi et al., 2010;
Romero et al., 2012; Infante et al., 2018).

O P. aphanidermathum ¢é relatado em plantas de diversas familias, como
Alliaceae, Apiaceae, Asteraceae, Brassicaceae, Chenopodiaceae, Cucurbitaceae,
Fabaceae e Solanaceae (Van Der Plaats-Niterink, 1981; Farr e Rossman, 2020). Dessa
forma, devido a ampla gama de hospediros, dificulta a adocdo de rotacdo de cultura

como método de manejo.

4.2 Antagonismo por Trichoderma spp.

O pareamento das espécies de Trichoderma (Trichoderma sp. e T. harzianum)
demonstrou efeito antagdnico sobre o crescimento micelial do isolado de Pythium
aphanidermatum (Figura 5). A inibicdo do crescimento micelial foi de 63,33 e 35,11%

para Trichoderma sp. e Trichoderma harzianum, respectivamente.

50 -
40 B
30 A
20 A

10 A

Inibigdo do crescimento micelial (%)

C

(o T TH
Espécies de Trichoderma spp.

Figura 5. Pareamento antagénico em meio de cultura BDA de Trichoderma spp. contra

isolado de Pythium aphanidermatum. C- Controle, T- Trichoderma sp., TH-
Trichoderma harzianum.
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Em ensaios in vitro, isolados de Trichoderma harzianum, T. asperellum e trés de
T. virens demonstraram capacidade de suprimir o crescimento micelial de P.
aphanidermatum (Elshahawy e EI-Mohamedy, 2019). O micoparasitismo (penetracéo e
infeccdo) € um fator que contribui para o antagonismo, proporcinonando uma
competicéo por espago e nutrientes (Verma et al., 2007). A capacidade dos conidios de
isolados de Trichoderma de inibir a germinacao de zo6sporos de P. aphanidermatum ja
foi demostrada por Elshahawy e EI-Mohamedy (2019).

Outra forma de acdo de inibicdo esta relacionada a producdo de compostos
(Tchameni et al., 2020). Metabdlitos volateis e ndo volateis de Trichoderma harzianum
foram capazes de inibir 65,6 e 69,3%, respectivamente, o crescimento micelial de
Pyhtium ultimum (Boat et al., 2019). A capacidade para produzir tais substancias e o seu
efeito fungicida pode variar entre espécies e entre isolados da mesma espécie (Martins-
Corder e Melo, 1998). Neste trabalho, foi possivel observar resultados positivos no
controle da inibicdo com a utilizagdo de espécies de Trichoderma, com inibicéo
variando de 21,1 a 69,3%.

4.3 Sensibilidade a produtos quimicos

O crescimento micelial foi reduzido na presenca de todos os produtos,
independente do principio ativo utilizado. Contudo, a resposta de sensibilidade variou
de acordo com o produto testado.

Foi possivel observar que, na concentracdo de 1 ppm, todos os produtos tiveram
uma baixa eficiéncia de controle no crescimento micelial do P. aphanidermatum
(Tabela 3). A inibicao significativa do crescimento micelial deste patdgeno ocorreu a
partir de 10 ppm para Bacillus subtilis; 100 ppm para Fosfito de potassio e fosetil-Al;
500 e 1000 ppm para extrato de Melaleuca alternifolia e L. plantarum + S. cerevisiae,
respectivamente.

Na concentracdo de 1000 ppm, normalmente utilizada em condic¢Ges de campo, o
L. plantarum + S. cerevisiae exibiu os menores valores de percentagem de inibi¢do do
crescimento micelial, com 37,8%. Ja o Bacillus subtilis e o fossetil-Al exibiram maior

percentual de inibi¢do do crescimento micelial, com 92,2 e 91,1 %.
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Tabela 3 — Inibicdo do crescimento micelial de Pythium aphanidermatum a diferentes produtos e concentracfes

Concentracédo (ppm)

Produtos

0 1 10 100 500 1000
Fosfito de potassio 9,0(0,0)*Aa** 9,0(0,0)Aa 9,0(0,0)Aa 6,7(25,7)Bb 3,3(63,2)Dc 2,4(73,7)Cd
Fosetil-Al 9,0(0,00)Aa  9,0(0,00Aa 8,9(1,6)Aa 6,2(30,6)Cb 4,5(50,5)Cc 0,8(91,1)Dd
Lactobacilos plantarum+ Saccharomyces cerevisiae 9,0(0,0)Aa 9,0(0,00)Aa 9,0(0,00Aa 9,0(0,00Aa 9,0(0,00Aa 5,6(37,8)Ab
Bacillus subtilis 9,0(0,0)Aa  8,6(4,8)Ab 4,6(49,2)Bc 2,8(69,0)0Dd 0,7(92,2)Ee 0,7(92,2)De
Extrato de Melaleuca alternifolia 9,0(0,00Aa  9,0(0,00Aa 9,0(0,0)Aa 8,9(1,6)Aa 5,0(44,3)Bb 3,1(65,3)Bc
CV% 5,73

* Crescimento radial (cm) apds 2 dias de incubacao. Valores entre paréntesis indicam a percentagem de inibicao do crescimento micelial comparado ao valor da
testemunha.
** Médias seguidas pela mesma letra minascula na linha e maidscula na coluna néo diferem significativamente pelo teste de Scott Knott a 5 % de probabilidade.
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Na Figura 6, estdo representadas as analises de regressdo e o coeficiente de
determinacdo (R?) dos produtos utilizados. Com a equacdo polinomial obtida, foi
calculado o valor da dose efetiva mediana (ED50), tendo, assim, a eficiéncia de cada
produto (Tabela 4). Todos os produtos mostraram moderada eficiéncia, exceto o Bacilus
subtillis, que foi considerado pouco eficiente. Os resultados demonstraram efeito
significativo entre as concentracdes dos produtos e o crescimento micelial. A medida
que houve aumento das concentragBes, ocorreu uma maior reducdo do crescimento

micelial do Pythium aphanidermatum.
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Figura 6. Regressdo polinomial no efeito de diferentes concentracfes de produtos na
inibicdo do crescimento micelial de Pythium aphanidermatum.
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Tabela 4 — Equacdo de regressao, dose efetiva mediana (ED50) e eficiéncia de produtos
guimicos, estimadas pela analise de regressdo das médias do crescimento micelial de P.
aphanidermatum

Produtos Equacao de regressao EDsoc E!
Fosetil-Al y =-0,4439x° + 1,4716x + 7,9743 491 ME
Fosfito de potassio y =-0,325x? + 0,7746x + 8,78 501 ME
Bacillus subtilis y = 0,175x2-3,1364x+ 12,711 14,74  PE

Lactobacilos plantarum +
- y =-0,3036x? + 1,6393x + 7,3 6,78 ME
Saccharomyces cerevisiae

Extrato de Melaleuca alternifolia y =-0,4454x? + 1,9293x + 7,3314 549 ME

‘Eficiéncia dos produtos quimicos sobre Pythium aphanidermatum. ME (moderadamente eficiente), PE
(pouco eficiente).

Visando o controle de Pythium sp., Santos et al. (2018) testaram diferentes
fontes de fosfito, o fosfito de potassio, cobre e manganés em diferentes concentracées.
Como resultado observaram eficacia de todos os produtos, inibindo em até 100% o
crescimento micelial. A eficiéncia é devido ao acido fosforoso que possui propriedades
sanitarias, com atividade fungicida, atuando sobre os fungos ou na ativacdo de
mecanismo de defesa das plantas, induzindo a producdo de fitoalexinas (Reuveni,
1997).

Na Carolina do Norte, danos causados por Pythium aphanidermatum em
poinsétia (Euphorbia pulcherrima Willd. Ex Kotzch) fez com que Lookabaugh et al.
(2021) buscassem métodos de controle para essa doenca. Neste trabalho, em testes
realizados in vitro, o fosetil-Al inibiu completamente o crescimento micelial do P.
aphanidermatum. A supresséo do crescimento micelial dentro do tecido do hospedeiro
torna-se importante, no intuito de minimizar os efeitos da doenca apds a infeccédo
(Matheron e Porchas, 2000). Resutados semelhantes foram obtidos neste trabalho com
uma inibicdo de 91,1% do crescimento micelial.

Os resultados positivos de Bacilus subtilis, na inibicdo do crescimento micelial
em até 92,2%, deve-se a atuacao como fungicida, com varios modos de acdo. De forma
antagonica, associada a producdo de metabdlitos com propriedades antibidticas,
desempenham um papel importante na ativacdo dos mecanismos de defesa das plantas,
desencadeando nestas a resisténcia sisttémica induzida (ISR) (Compant et al., 2005); e
ativando também as respostas de defesa do hospedeiro por varias espécies de Bacillus

(Zalila-Kolsi et al., 2016). Além disso, os Lipopeptideos que sdo produzidos agem na

40



membrana celular das estruturas reprodutivas do fungo, provocando sua deformacéo e
rupturas, proporcionando, assim, resultados positivos na inibicdo do crescimento
micelial (Silveira et al., 2020).

O extrato de Melaleuca alternifolia proporcionou uma inibi¢cdo no crescimento
micelial de 65,3%, estando associado a atividade antimicrobiana, em que os terpenos
hidrofébicos interagem fortemente com os lipidios da membrana dos microrganismos e
afetam a permeabilidade da membrana, provocando, posteriormente, a sua morte (Cox
etal., 2001).

4.4 Efeito de produtos no controle do Pythium aphanidermatum em variedades

comerciais de coentro
4.4.1 Andlises morfologicas

Houve efeito isolado dos fatores, variedades e produtos, para a porcentagem de
emergéncia (Tabela 5). A variavel tombamento de pos-emergéncia foi influenciada
apenas pelo fator produtos; para incidéncia da doenca, houve interacao entre variedades

e produtos.

Tabela 5 — Resumo da andlise de variancia e coeficientes de variacdo das variaveis
percentual de emergéncia (EME), percentual de tombamento de pés-emergéncia
(TPOS) e incidéncia (INC) em plantas de coentro inoculadas com Pythium
aphanidermatum

Quadrados médios

Fonte de variagdo  GL

EME TPOS INC
Variedades (V) 1 3751,5625* 39,2189 55,950
Produtos (P) 7 821,777* 1032,460* 1014,335*
Bloco 3 58,062 966,741* 1356,950*
V x P 7 195,563 420,493 560,665*
Residuo 45 203,396 206,755 243,023
CV% 30,36 33,20 34,24

*Significativo (p < 0,05).
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A variedade Verddo exibiu porcentagem de emergéncia 15,31% superior a
variedade Americano Gigante (Figura 7A). Tais resultados condizem com testes de
germinacao prévios realizados em laboratorio.

Os tratamentos com fosetil-Al e extrato de Melaleuca alternifolia promoveram
as maiores porcentagens de emergéncia, com 62 e 60,5%, respectivamente (Figura 7B),
representando um aumento de 30% na taxa de emergéncia, quando comparado ao
tratamento controle.

Além de estar associada ao vigor das sementes, valores reduzidos de
porcentagem de emergéncia podem estar relacionados a capacidade do Pythium
provocar o tombamento das plantulas antes destas emergirem. Em plantulas de pimenta
inoculadas com P. aphanidermatum, Muthukumar et al. (2010) obtiveram um
percentual de até 30,3% de tombamento de pré-emergéncia, devido aos danos

provocados no sistema radicular das plantulas.
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Figura 7. Emergéncia de plantas de coentro em funcdo de variedades, Verdao (V) e
Americano Gigante (AG) (A), e produtos aplicados (B). C- controle, FA- fosetil-Al,
LS- Lactobacillus plantarum + Saccharomyces cerevisiae, BS- Bacillus subtilis, T-
Trichoderma sp., TH- Trichoderma harzianum, F- fosfito de potéassio, EM- extrato de
Melaleuca alternifolia. Médias seguidas pela mesma letra entre os tratamentos nao
diferem entre si pelo de F e Scott-Knott (p < 0,05).

O tombamento de pos-emergéncia (Tabela 5) ndo diferiu entre as variedades.
Em funcdo da aplicacdo dos produtos, verificou-se maior tombamento de pos-
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emergéncia no Trichoderma harzianum, controle, Bacillus subtilis e fosfito de potéssio,
com valores de 61,53, 55,33, 48,00 e 47,12%, respectivamente (Figura 8).

O tombamento é um sintoma tipico ocasionado por Pythium, devido a ocorréncia
de podridédo da raiz e do coleto, que resulta em murcha, tombamento e posterior morte
das plantas infectadas. Em estudos realizados com 15 espécies de Pythium, Rajagopalan
(1961) verificou que a espécie P. aphanidermatum causou de 75 a 80% de tombamento
em plantas de tomate e pimenta, sendo considerada a espécie com maior viruléncia,
guando comparada as demais estudadas.

Em plantas de pepino inoculadas com Pythium ultimum, aplicagdes de fosfito de
potéssio reduziram os sintomas de tombamento, contribuindo para o aumento da massa
fresca e seca de parte aérea e raiz (Mofidnakhaei et al., 2016). Esses resultados foram
progressivos a medida que se aumentou a concentracdo de fosfito de potassio utilizada.
Dessa forma, o fato do fosfito de potassio ndo ter sido eficiente no controle do
tombamento causado por P. aphanidermatum pode estar relacionado a concentragdo
utilizada. Por outro lado, a aplicacdo de fosetil-Al, Lactobacillus plantarum +
Saccharomyces cerevisiae, Trichoderma sp., e extrato de Melaleuca alternifolia foram

eficientes na reducdo do tombamento causado por P. aphanidermatum.
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Figura 8. Tombamento de pds-emergéncia de plantas de coentro (TPOS) submetidas a
diferentes produtos e espécies de Trichoderma. C- controle, FA- fosetil-Al, LS-
Lactobacillus plantarum + Saccharomyces cerevisiae, BS- Bacillus subtilis, T-
Trichoderma sp., TH- Trichoderma harzianum, F- fosfito de potassio, EM- extrato de
Melaleuca alternifolia. Médias seguidas pela mesma letra entre os tratamentos nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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Para a variedade Verdao, a incidéncia de P. aphanidermatum foi similiar entre
os tratamentos (Figura 9). J& para a variedade Americano Gigante, verifica-se maiores
incidéncias sob aplicacdo de Trichoderma harzianum e Bacillus subtilis, que exibiram

74,13 e 62,62% de incidéncia, respectivamente.
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Figura 9. Incidéncia em plantas de coentro (INC) submetidas a diferentes produtos e
espécies de Trichoderma. C- controle, FA- fosetil-Al, LS- Lactobacilos plantarum+
Saccharomyces cerevisiae, BS- Bacillus subtilis, T- Trichoderma sp., TH- Trichoderma
harzianum, F- fosfito de potéssio, EM- extrato de Melaleuca alternifolia. Letras
mailsculas indicam comparacdo entre as variedades dentro de cada produto pelo teste F
e letras minGsculas comparacdo entre os produtos em cada variedade pelo teste de Scott-
Knott (p <0,05).

Apesar do tratamento com Trichoderma harzianum ndo ter sido eficiente na
reducdo da incidéncia de Pythium aphanidermatum e do tombamento de plantulas,
varios trabalhos tém demonstrado que a utilizagdo de microrganismos deste género
podem reduzir a severidade de doencas causadas por Oomicetos. Em plantas de
carcuma, um isolado de T. harzianum (TharDOB-31) suprimiu a incidéncia da doenca
de podriddo do rizoma e queima das folhas causada por P. aphanidermatum, resultando
em aumento de produtividade em comparagdo com o controle ndo tratado (Vinayarani et
al., 2018). Esses autores também verificaram a ocorréncia de parasitismo, em que 0
isolado TharDOB-31 ocasionou enrugamento, quebra e lise das hifas do patdgeno.

Uma alternativa para aumentar a eficiéncia de produtos bioldgicos é a utilizacéo

do tratamento de sementes. O plantio de sementes de tomate, revestidas com B. subtilis
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e Trichoderma spp., resultou em uma reducdo significativa na porcentagem de
tombamento de pré e pds-emergéncia em compara¢do com o tratamento com sementes
ndo revestidas, plantadas em meio inoculado com P. aphanidermatum e P. debaryanum
(Kipngeno et al., 2015; Salem e Abdelrahman, 2021).

Os resultados varidveis para os microrganismos utilizados neste estudo podem
estar relacionados a capacidade destes em colonizar a planta, sendo que, quanto mais
rapida for a colonizacdo, maiores serdo as chances de sucesso no controle do patégeno
(Mehetre e Kale, 2011; Lara-Capistran et al., 2020). Stephan et al. (2005) relataram
que, a0 empregar uma associacdo de aplicagdo preventiva e curativa do controle
bioldgico, obtiveram um efeito melhor do que apenas uma aplicagdo curativa, o0 que,
provavelmente, deve-se a necessidade de estabelecimento do microrganismo benéfico
no agroecossistema, antes de se tornar eficaz no controle do patdgeno.

Além disso, a eficiéncia de agentes de controle bioldgico também é influenciada
pela textura das sementes e caracteristicas fisiologicas da planta (Pandey et al., 2005).
Para potencializar a eficiéncia de controle, alguns estudos tém explorado a utilizacdo de
uma combinacao de isolados do microrganismo benéfico. Como exemplo, tem-se que,
em um cultivo de tomate, a combinacdo de cinco isolados de Trichoderma spp.
proporcionou aumento de 87,5% na sobrevivéncia das plantas (Elshahawy e El-
Mohamedy, 2019).

4.4.2 Caracteristicas relacionadas ao crescimento

Para as caracteristicas altura de plantas, comprimento de raiz, massa fresca de

parte aérea e raiz, houve efeito da interagéo entre variedades e produtos (Tabela 6).

Tabela 6 — Resumo da andlise de variancia e coeficiente de variagdo das variaveis altura
de plantas (ALT), comprimento de raiz (CR), massa fresca da parte aérea (MFPA),
massa fresca da raiz (MFR) em plantas de coentro inoculadas com Pythium
aphanidermatum

Quadrados médios

Fonte de variagcdo  GL

ALT CR MFPA MFR
Variedades (V) 1 159,770* 80,438* 391,743* 13,514*
Produtos (P) 7 23,697* 43,818* 51,970* 2,222*
Bloco 3 5,201 3,975 4,053 0,849
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V xP 7 7,576*  17,270* 41,015* 1,621*
Residuo 45 2,606 3,961 7,489 0,324
CV% 24,36 25,87 60,90 73,34

O crescimento da raiz, tanto vertical como lateralmente, aumenta a area da
rizosfera da planta e, consequentemente, a capacidade de absor¢do de &gua e nutrientes,
importantes para o desenvolvimento desta.

Para a variedade Verdao, a aplicacdo de Bacillus subtilis e extrato de Melaleuca
alternifolia proporcionaram maior crescimento e massa fresca de raiz, resultando em
melhor desenvolvimento do sistema radicular das plantas (Figura 10 e 11). Para a
variedade Americano Gigante, os tratamentos ndo influenciaram a massa fresca de raiz,
no entanto, verifica-se maior crescimento radicular sob aplicacdo de M. alternifolia.

A aplicacdo de T. harzianum e fosfito de potassio resultou em reducdo do
crescimento radicular de plantas das variedades Americano Gigante e Verdéo,
respectivamente.

O menor desenvolvimento de CR, quando utilizado o fosfito de potassio, pode
ser atribuido ao fato de que o fosfito € reconhecido como um composto fitotoxico que,
quando utilizado em altas dosagens, causa inibi¢do do crescimento de plantas (Achary
etal., 2017).

Além disso, o pH do solo influencia no desenvolvimento das plantas, pois afeta
em muitos aspectos da absorc¢io de nutrientes (Msimbira e Smith, 2020). E necessario
considerar esse aspecto, pois o pH do solo utilizado no experimento foi de 4,9 e a
adicdo semanal de fosfito de potassio pode possibilitar a acidificacdo do solo (Pahalvi et
al., 2021). Em solos acidos, as plantas sofrem com toxidade de aluminio, manganés e
hidrogénio, que inibem a captacdo de nutrientes e o crescimento das plantas (Bojorquez-
Quintal et al., 2017).

Sob aplicacdo de fosetil-Al, Bacillus subtilis, extrato de Melaleuca alternifolia e
Trichoderma sp., a variedade Verdao exibiu maior MFR que a Americano Gigante,
maior crescimento radicular sob aplicacdo de B. subtillis e T. harzianum também foram

verificados para esta variedade.
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Figura 10. Altura de plantas (A) e comprimento de raiz (B) de plantas de coentro
submetidas a diferentes produtos e espécies de Trichoderma. C- controle, FA- fosetil-
Al, LS- Lactobacilos plantarum + Saccharomyces cerevisiae, BS- Bacillus subtilis, T-
Trichoderma sp., TH- Trichoderma harzianum, F- fosfito de potassio, EM- extrato de
Melaleuca alternifolia. Letras mailsculas indicam comparacdo entre as variedades
dentro de cada produto pelo teste F e letras mindsculas comparacao entre os produtos
em cada variedade pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Os resultados positivos obtidos com a utilizacdo do extrato de Melaleuca
alternifolia devem-se ao seu efeito fungicida e bactericida de acdo de contato e
mesostémica (Arroyo e Henriquez, 2015). O seu modo de acdo envolve a perda da
integridade da membrana, sendo tanto a membrana plasméatica como a mitocondrial
intensamente afetadas (Carson et al., 2006; Shao et al., 2013). Além disso, pode ocorrer
a inibicao da respiracdo celular, pois a possibilidade € que o extrato de M.alternifolia
atue diretamente em enzimas respiratorias (Cox et al., 2001).

Para a variedade Verddo, a aplicacdo de Bacillus subtilis e extrato de M.
alternifolia proporcionaram maior altura e massa fresca da parte aérea das plantas
(Figura 10 e 11), estando relacionado ao controle eficiente de Pythium aphanidermatum
e a reducdo de seus efeitos nocivos ao desenvolvimento radicular das plantas. Estes
produtos se encontram entre 0S que proporcionaram maior promocdo do sistema
radicular, tanto para massa fresca, quanto para o comprimento de raiz, o que possibilita
maior absorcdo de agua e nutrientes e resulta em maior crescimento das plantas.

Para a variedade Americano Gigante, os tratamentos nédo influenciaram a massa,
a altura de plantas e massa fresca da parte aérea, sendo similares ao tratamento controle.

Nos tratamentos Bacillus subtilis, fosetil-Al, extrato de M. alternifolia e Trichoderma
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sp., plantas da variedade Verd&o exibiram maior massa fresca da parte aérea em relacéo
a Americano Gigante. Estes mesmos produtos, juntamente com o L. plantarum +
S.cerevisiae e o0 Trichoderma harzianum, mostram maior altura de plantas para a

Verddo, quando comparada a Americano Gigante.
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Figura 11. Massa fresca de parte aérea (A) e Massa fresca de raiz (B) e de plantas de
coentro variedades Verddo e Americano Gigante. C- controle, FA- fosetil-Al, LS-
Lactobacillus plantarum + Saccharomyces cerevisiae, BS- Bacillus subtilis, T-
Trichoderma sp., TH- Trichoderma harzianum, F- fosfito de potassio, EM- extrato de
Melaleuca alternifolia. Letras maidsculas indicam comparacdo entre as variedades
dentro de cada produto pelo teste F e letras mindsculas comparacao entre os produtos
em cada variedade pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

4.4.3 Variaveis fisiologicas

Houve efeito da interagdo entre variedades e produtos para os teores de clorofila
total e carotenoides, fotossintese (A), condutancia estomatica (gs) e transpiracéo (E) e
relacdo Ci/Ca (Tabela 7).

Tabela 7 — Resumo da andlise de variancia e coeficiente de variagcdo (CV) da clorofila
total (Chlvotar), carotenoides (Car), fotossintese (A), condutancia estomatica (gs) e taxa
transpiratdria (E) em plantas de coentro inoculadas com Pythium aphanidermatum

Fonte de Quadrado médio
GL

variacao Chl Total Car A gs E Ci/Ca

Variedades (V) 1 682,972* 3,217* 1,295 0,508*  24,200% ¢ 170017*
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Produtos (P) 7  75448* 0,868* 148,689* 0,101* 6,257* (011357
Bloco 3 17,384 0538* 0009 0004 0001 (003867
VxP 7 100177% 1574* 8L053* 0,097* 55835* 035506+

Residuo 45 6566 0168 7,615 0012 0884 (003746*

CV% 30,56 7,18 22,83 37,89 31,13 7,99

4.4.3.1 Pigmentos fotossintéticos

Para a variedade Verddo, ndo houve diferencas nos teores de clorofila total em
funcdo dos tratamentos e, no geral, seus teores foram inferiores aos da cultivar
Americano Gigante, exceto nos tratamentos controle e sob aplicacdo de Bacillus subtilis
e Trichoderma sp. Quanto aos teores de carotenoides, verifica-se valores reduzidos sob
aplicacdo de fosfito de potassio, quando comparado aos demais tratamentos. Para a
variedade Americano Gigante, a aplicacdo de Trichoderma harzianum resultou em

maiores teores de clorofila total e carotenoides (Figura 12).
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Figura 12. Teores de clorofila total (A) e carotenoides (B) em folhas de coentro
submetidas a diferentes produtos e espécies de Trichoderma. C- controle, FA- fosetil-
Al, LS- Lactobacillus plantarum + Saccharomyces cerevisiae, BS- Bacillus subtilis, T-
Trichoderma sp., TH- Trichoderma harzianum, F- fosfito de potassio, EM- extrato de
Melaleuca alternifolia. Letras mailsculas indicam comparacdo entre as variedades
dentro de cada produto pelo teste F e letras mindsculas comparacdo entre os produtos
em cada variedade pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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Reducdes nos teores de pigmentos fotossintéticos tém sido relatadas em plantas
atacadas por patdgenos, como em resultados obtidos por Siddiqui et al. (2021), os quais
observaram que as plantas de Luffa cylindrica, submetidas a Pythium aphanidermatum,
exibiram resultados inferiores, quando comparadas as plantas submetidas ao controle
com Trichoderma harzianum, Paecilomyces variotii e Bacillus subtilis. Essa redugéo
pode estar relacionada ao aumento na atividade de certas enzimas, como a clorofilase,
em resposta a infeccao pelo patégeno (Javaid et al., 2017).

Os pigmentos sdo importantes para a fotossintese, pois estdo envolvidos na
producdo de ATP, NADPH e carboidratos que s&o utilizados para a sintese de muitos
compostos importantes, como metabdlitos primarios, hormonios relacionados a defesa,
acido abscisico, etileno, entre outros (Lu e Yao, 2018). Portanto, uma concentracdo
adequada de pigmentos fotossintéticos nas células vegetais, além promover a
integridade da membrana plasmaética, € importante para a manutencdo da fotossintese
(Matsuda et al., 2004).

4.4.3.2 Trocas gasosas foliares

Para a variedade Verddo, plantas submetidas & aplicacdo de Bacillus subtilis,
Trichoderma harzianum e extrato de M. alternifolia exibiram maior taxa fotossintética,
quando comparadas aos demais tratamentos. A aplicacdo de Lactobacillus plantarum +
Saccharomyces cerevisiae, fosetil-Al e Trichoderma sp. resultou em valores superiores
a testemunha; enquanto que com a aplicacdo de fosfito de potéssio, ndo diferiram entre
si (Figura 13A).

Para a variedade Americano Gigante, a aplicacdo de Trichoderma sp. resultou
em maior taxa fotossintética e condutancia estomatica. Tratamentos com aplicacdo de
fosetil-Al, Lactobacillus plantarum + Saccharomyces cerevisiae, Bacillus subtilis e
Trichoderma harzianum revelaram valores similares entre si e superiores aos

tratamentos testemunha, fosfito de potéssio e M. alternifolia, que n&o diferiram entre si.
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Figura 13. Taxa fotossintética (A) [A], condutancia estomatica (gs) [B], transpiracéo (E)
[C] e relacdo Ci/Ca [D] de coentro. C- controle, FA- fosetil-Al, LS- Lactobacillus
plantarum + Saccharomyces cerevisiae, BS- Bacillus subtilis, T- Trichoderma sp., TH-
Trichoderma harzianum, F- fosfito de potassio, EM- extrato de Melaleuca alternifolia.
Letras mailsculas indicam comparacdo entre as variedades dentro de cada tratamento
pelo teste F e letras mindsculas comparacdo entre os produtos para cada variedade pelo
teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Em geral, os valores reduzidos de fotossintese foram precedidos de reducdo na
condutancia estomatica, e podem estar relacionados a alteracbes no processo de
assimilagdo do COz, tendo em vista que os valores da relagdo Ci/Ca foram superiores
aos tratamentos com maior taxa fotossintética. Por outro lado, para a variedade Verdao,
os efeitos negativos da aplicacdo de Trichoderma sp. sobre as trocas gasosas,
possivelmente, estdo relacionados a limitagdo do influxo de CO2, promovida pelo
fechamento estomatico, que resultou em reducdo da relacdo Ci/Ca e da taxa
fotossintética.

A reducdo na taxa fotossintética em plantas atacadas por patégenos de solo ja foi
relatada em outros trabalhos, como em plantas de faia infectadas por Phytophthora
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criticola (Fleischmann et al., 2005) e de abacate por Phytophthora cinnamomi (Ploetz e
Schaffer, 1987). Ao colonizarem o sistema radicular, esses patdégenos reduzem o fluxo
de agua para as folhas, interferindo no metabolismo fotossintético e, consequentemente,
no crescimento das plantas (Johnstone et al., 1999; Silva et al., 2018). Contudo, as
plantas podem se apresentar fotossinteticamente ativas, mesmo sob infeccdo por
Pythium (Anova et al., 2011).

Em plantas de milho, a inoculagcdo com T. harzianum promoveu aumento da taxa
fotossintética e do crescimento das plantas. O maior crescimento das plantas foi
atribuido a regulagdo positiva da fotossintese e ao maior acumulo de amido,
proporcionados pela colonizagao radicular do Trichoderma (Shoreshe Harman, 2008).
Neste estudo, apesar da aplicacdo de Trichoderma harzianum e do Trichoderma sp.
promoverem aumento da fotossintese em plantas das variedades Verddo e Americano,
respectivamente, eles ndo promoveram o crescimento de plantas. Para T. harzianum,
este resultado pode ser explicado pela sua baixa eficiéncia no controle de P.
aphanidermatum.

Para a variedade Verdao, menores valores de gs foram verificados em plantas
controle e sob aplicacdo de Trichoderma sp. e fosfito de potassio (Figura 13B). No
entanto, para a variedade Americano Gigante, a aplicacdo de Trichoderma sp. resultou
em maior gs (0,64 mol m2 s™); e menores valores foram verificados nas plantas controle
(0,16 mol m2 s) e sob aplicacéo de fosfito de potassio (0,16 mol m2s™?).

A reducdo da gs em plantas infectadas por P. aphanidermatum pode ser
associada aos danos que o patdgeno ocasiona ao sistema radicular, resultando em
limitacdo na absorcdo de agua pelas raizes e reducdo no teor de 4gua na folha, levando,
consequentemente, ao fechamento estomatico (Johnstone et al., 2005; Sutton et al.,
2006).

Diferencas significativas foram verificadas para a taxa de transpiracéo (E) entre
as variedades (Figura 13C). A variedade Americano Gigante exibiu uma E cerca de
71,56% maior que a Verddo. Essas diferencas foram verificadas nas plantas-controle,
sob aplicagdo de Trichoderma sp. e L. plantarum + S. cerevisiae com valores de 2,28,
4,70, 5,48 mmol H20 m s, respectivamente, na variedade Americano Gigante.

A transpiracdo € um processo importante no balanco hidrico da planta que, em
excesso, pode comprometer a disponibilidade de agua para 0s processos vitais,

principalmente em situagdes em que a quantidade de agua disponivel é reduzida. Como
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mecanismo de defesa, a fim de se evitar perdas de agua, as plantas tendem a fechar os
estomatos, diminuindo, assim, a taxa de transpiracdo (Warren et al., 2011).

Para a variedade Verddo, os maiores valores de E foram observados, quando se
utilizou extrato de M. alternifolia, T. harzianum, B. subtilis e L. plantarum + S.
cerevisiae, que exibiram valores de 3,96, 3,39, 2,97 e 2,64 mmol H.0 m? s?,
respectivamente. Para Americano Gigante, os maiores valores de E foram obtidos sob
aplicacdo de L. plantarum + S. cerevisiae e o Trichoderma sp., que exibiram valores de
5,48 e 4,71 mmol H20 m2 s2, respectivamente.

Embora as plantas-controle tenham exibido valores reduzidos de trocas gasosas,
este efeito ndo pode ser atribuido somente a infec¢do por Pythium aphanidermatum,
considerando que, para plantas da variedade Verddo, a aplicacdo de T. harzianum e B.
subtilis resultaram em regulacdo positiva das trocas gasosas, mesmo nédo tendo sido
efetivos no controle do patdgeno. E, para a variedade Americano Gigante, apesar da
aplicacdo de extrato de M. alternifolia ter sido eficiente no controle do patégeno, a taxa
fotossintética foi similar & das plantas controle.

Para a variedade Verdao, a regulacdo positiva das trocas gasosas, sob aplicacao
de B. subtilis e extrato de M. alternifolia, possivelmente, deve-se ao fato desses
tratamentos terem potencializado o crescimento das raizes e da parte aérea,
possibilitando maior absorcdo de agua e captacdo de luz pelas plantas. Resultados
similares foram verificados por Johnstone et al. (2005), em estudo conduzido com
plantas de pimenta, os quais verificaram que a reducdo da taxa fotossintética das plantas
infectadas por P. aphanidermatum estava relacionada a reducéo da &rea foliar.

Plantas da variedade Verddo exibiram menor relagdo Ci/Ca sobre aplicagédo de
fosfito de potassio e valores intermediarios sob aplicacdo de B. subtilis, T. harzianum e
extrato de M. alternifdlia (Figura 13D). Os resultados intermediarios obtidos nesses
tratamentos evidenciam um equilibrio entre a absorcdo e assimilagdo de CO2 nessas
plantas. Para a variedade Americano Gigante, as variacdes na relacdo Ci/Ca foram
menores sob aplicacdo de Lactobacillus plantarum + Saccharomyces cerevisiae e
fosfito de potéssio, quando comparadas aos demais tratamentos. Sob aplicacdo de
fosfito de potéssio, a relacdo Ci/Ca foi reduzida em funcdo do seu impacto da gs dessas
plantas, que limitou o influxo de COz, resultando em redugdo na sua concentragdo do

interior das células.
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5 CONCLUSOES

Este é o primeiro relato de Pythium aphanidermatum causando damping-off em
plantulas de coentro no mundo.

O Trichoderma sp. exibiu maior inibicdo do crescimento micelial de P.
aphanidermatum.

Bacillus subtilis e fosetil-Al mostraram maior percentual de inibicdo do
crescimento micelial.

Os menores percentuais de tombamento de pds-emergéncia foram nos
tratamentos com fosetil-Al, Lactobacillus plantarum + Saccharomyces cerevisiae,
Trichoderma sp. e extrato de Memaleuca altenifolia.

A variedadde Verddo exibiu melhores resultados para a emergéncia e
cractéristicas relacionadas ao crescimento, massa fresca de parte aérea e raiz,
comprimento de raiz e altura de plantas.

Sob aplicacdo de Bacillus subtillis e extrato de M. altenifolia, a variedade
Verddo exibiu melhor desempenho em termos de crescimento de parte aérea e raiz.

A aplicagdo do extrato de M. altenifolia e B. subtilis, na variedade Verdéo,
regulou positivamente as trocas gasosas.

A variedade Americano Gigante apresentou maiores teores de pigmentos
fotossintéticos.

Para a variedade Americano Gigante, a taxa fotossintética e a condutancia
estomatica foram maiores sob aplicacdo de Trichoderma sp.
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