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RESUMO

MACHADO, Patricia da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2011. Erradicacdo de inéculo de fitopatégenos na agua de irrigacdo para viveiros
florestais. Orientador: Acelino Couto Alfenas. Co-orientadores: Claudio Mudado Silva ¢
Luiz Antonio Maffia.

No passado, ndo havia conscientizagdo em minimizar o consumo de agua em
virtude de sua abundancia e facilidade de obten¢do. Entretanto, atualmente tem
aumentado o interesse pelo uso racional da dgua e sua reutilizagdo, especialmente em
viveiros florestais. Porém, antes de sua reutilizagdo, a dgua tem que ser devidamente
tratada visando a erradicagdo de in6culo fitopatogénico a fim de minimizar os riscos de
dispersdo de patdégenos e mitigar as perdas causadas por doengas. No presente trabalho,
avaliou-se a eficiéncia do tratamento da agua por ultrafiltracdo e pelo método fisico-
quimico convencional visando a erradica¢do de inoculo de Ralstonia solanacearum,
Xanthomonas axonopodis, Botrytis cinerea e Cylindrocladium candelabrum, principais
patégenos, comumente encontrados em viveiros florestais. A ultrafiltracdo permitiu
erradicar acima de 99% de indculo de R. solanacearum, X. axonopodis e B. cinerea e
100% de C. candelabrum. A baixa quantidade de in6culo remanescente dos trés
primeiros patdégenos nao induziu doengas nas mudas inoculadas. A floculagao e filtragdo
rapida em filtro de areia empregadas no método fisico-quimico permitiram erradicagdo
completa de indculo de C. candelabrum, mas para os demais patdgenos obteve-se a
erradicacdo total somente apos cloragdo da dgua filtrada com cloro residual a partir de
1,74 mg/L. Mudas de trés clones de eucalipto irrigadas por 45 dias com dgua contendo
cloro residual a 1,74 mg/L ndo apresentaram sintomas de fitotoxicidade. Ambos os
métodos testados sdo praticos, viaveis e principalmente seguros visando a eliminagao de

indculo de fitopatdgenos da dgua de irrigacao.

vil



ABSTRACT

MACHADQO, Patricia da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2011.
Eradication of phytopathogens inoculum to forest nurseries irrigation water.
Adviser: Acelino Couto Alfenas. Co-advisers: Cldudio Mudado Silva e Luiz Antdnio
Maffia.

In the past, there was no preoccupation in minimizing water consumption which
was probably due the belief of its abundance and easy access. Nowadays, the interest in
water conservation and reuse has increased especially in forest nurseries. However,
before water is reused it must be treated in order to minimize the risk of spread inocula
of pathogens and to reduce losses caused by diseases. In this study, water treatment
processes of ultrafiltration and conventional physical-chemical treatment were evaluated
regarding the eradication inocula of Ralstonia solanacearum, Xanthomonas axonopodis,
Botrytis cinerea and Cylindrocladium candelabrum, the most common nursery
pathogens in Brazil. The ultrafiltration eradicated over 99% inocula of R. solanacearum,
X. axonopodis and B. cinerea and 100% of inoculum of C. candelabrum. The treated
water was tested for irrigation and yielded no infected eucalyptus rootted cuttings. Sand
filtration used in the physical-chemical treatment system allowed complete eradication of
C. candelabrum inoculum, but complete inoculum eradication of the other pathogens
was only achieved after chlorination of the filtered water with residual chlorine from
1.74 mg/L. No symptoms of phytotoxicity were found on Eucalyptus rooted cuttings
irrigated with water containing residual chlorine at 1.74 mg/L. Both methods tested are

practical, viable and safe to eradicate phytopathogens inoculum from irrigation water
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1- INTRODUCAO

A 4gua ¢ um recurso natural limitado e cada vez mais escasso. Na maioria dos
paises, 60 a 90% do consumo da agua ¢ destinado a agricultura (ORON et al., 2008),
e no Brasil a estimativa ¢ de 70% (MANCUSO & SANTOS, 2003). A
disponibilidade de dgua de boa qualidade e em quantidade suficiente ¢ essencial em
todas as fases de producao de mudas de eucalipto. A agua utilizada em viveiros pode
originar-se de reservatdrios de dgua de chuva, mananciais superficiais (rios, riachos,
lagoas e represas) e pogos artesianos.

Dependendo do manejo adotado, o consumo de dgua em um viveiro florestal
pode variar de 35 a 49 L/dia por milheiro de mudas, sendo que 70% do consumo
total ¢ destinado as areas de crescimento ¢ rustificagdo (RODRIGUES, 2007).
Porém, em um estudo preliminar (dados ndo publicados) sobre o consumo de agua,
realizado em oito viveiros clonais de eucalipto do pais, foi constatada uma maior
variagdo entre 9 a 38L/ dia por milheiros de mudas. Nesse mesmo estudo, constatou-
se que apenas dois viveiros coletam agua exclusivamente de pocos artesianos e os
demais possuem duas ou mais fontes de captagdo como lagoas, represas ou corregos.
Além disso, a maioria dos viveiros coletam agua da chuva mas essa ¢ descartada
juntamente com o efluente.

Atualmente, tem aumentado o interesse pela minimizagdo do consumo e
reutilizacdo da agua de irrigagdo, sobretudo devido a sua escassez, ao aumento da
demanda e as pressdes da sociedade. A irrigagdo em um circuito fechado possui
concentragdes significativas de nutrientes (TOZE, 2006), o que pode reduzir em mais
de 50% o consumo de fertilizantes e aproximadamente 30% o consumo de agua
(VERNOOILIJ, 1992). Porém, a agua reutilizada pode estar contaminada por fungos
(SHOKES et al., 1979), oomicetos (WERRES et al., 2007, MacDONALD, et al.,
1994), bactérias (NORMAN et al., 2003, GENT et al., 2005) e nematodides
(FAULKNER & BOLANDER, 1970) e deste modo, constituir fonte de inoculo e via
de dispersao de patogenos, o que pode causar doengas e perdas significativas na
producdo de mudas (NEHER & DUNIWAY, 1992, SANOGO & MOORMAN,
1993).

Analises da 4gua ndo tratada, oriunda das diferentes fases da propagacao
clonal de ecucalipto, mostraram que esporos de Botrytis cinerea Pers. ¢

Cylindrocladium candelabrum Viégas sdo frequentemente encontrados, constituindo
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uma importante fonte de indculo (MAFIA et al., 2008). Outros organismos
comumente associados a infec¢des de mudas de eucalipto e que se dispersam
rapidamente em viveiros, em virtude das altas temperaturas e da abundante
disponibilidade de agua e nutrientes, sdo Xanthomonas spp., ¢ principalmente
Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. 1995 (ALFENAS
etal., 2009).

Dessa forma, o tratamento prévio da agua de irrigagdo e do efluente do
viveiro constitui uma alternativa viavel a fim de minimizar o consumo de dgua e os
riscos de incidéncia de doengas. Ha varios métodos disponiveis para o tratamento da
agua como a radiagdo ultravioleta, ozonizagdo, pasteurizagao, filtracdo lenta em
areia, filtracdo por membranas e o tratamento fisico-quimico convencional. A
escolha do método varia de acordo com a qualidade da 4gua, o destino final e a
disponibilidade de recursos financeiros.

A filtragdo por membranas dependendo do tamanho do poro pode ser
classificada em micro (0,1 — 10 pm), ultra (0,02 — 0,1pum) e nanofiltragdo (500-
20.000 Da) (EHRET et al., 2001). Esse método tem sido utilizado com sucesso na
remocao de residuos e até mesmo de fitopatdogenos da agua de irrigagdo e solugdo
hidroponica (GOLDBERG et al., 1992, HONG et al.,, 2003, SPOTTS &
CERVANTES, 1993, OHTANI et al., 2000, SCHUERGER & HAMMER, 2009).
Além da elevada eficiéncia desse método, ndo se utilizam produtos quimicos e
consequentemente ndo ha alteragdo da composicdo quimica da solucdo nutritiva
(SCHUERGER & HAMMER, 2009, OHTANI et al., 2000).

O tratamento fisico-quimico ¢ o mais empregado atualmente nas estagdes
convencionais de tratamento de 4gua para o consumo humano (LIBANIO, 2005).
Nesse método, adiciona-se um coagulante na agua bruta, geralmente um sal de
aluminio ou de ferro, para que ocorra a formacao de precipitados onde se aprisionam
as impurezas. A floculacdo ocorre na unidade de mistura rdpida, a qual pode ser
hidraulica ou mecanica. Em seguida, a 4gua ¢ submetida a agita¢do lenta até que os
flocos alcancem tamanhos ¢ massas especificas suficientes para serem sedimentados
(DI BERNARDO & DANTAS, 2005). A agua clarificada ¢ filtrada em leito de areia
e finalmente clorada para a inativagdo de microrganismos patogénicos
(MUJERIEGO & ASANO, 1999). O cloro pode ser utilizado na forma de gés (Cly),
hipoclorito de s6dio (NaOCI) ou de calcio Ca(OCl),. Na agua, o cloro se dissocia em

4cido hipocloroso (Clyy + HO — HOCI + CI' + H') e ion hipoclorito
(®
2



(HOC1 — OCI" + H"), e o somatério das duas formas ¢ denominado cloro residual
livre, sendo o &cido hipocloroso (HOCI) o oxidante mais eficiente. A oxidacdo
causada pelo cloro danifica os componentes da parede celular dos microrganismos,
permitindo sua difusdo no interior da célula e alteracdo das fungdes vitais
(LIBANIO, 2005). No entanto, concentragdes elevadas de cloro na agua de irrigagdo
podem induzir fitotoxicidade e reduzir o crescimento e o desenvolvimento das
mudas.

Diante da importancia de diversas doencas que incidem em mudas de
eucalipto e da necessidade de implantagdo de praticas que permitem a reutilizagdo da
agua, o presente trabalho objetivou: (i) avaliar a eficiéncia da ultrafiltracao e do
tratamento fisico-quimico convencional para a erradicacdo de in6culo de patogenos
fingicos e bacterianos em agua de irrigacdo; (ii) determinar os efeitos do cloro na
erradicacdo de patdogenos fungicos e bacterianos na agua de irrigacdo e (iii)
determinar o efeito fitotoxico do cloro presente na agua de irrigacdo em mudas de

eucalipto.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Microrganismos fitopatogénicos testados

Avaliou-se a eficiéncia do tratamento de agua para a erradicagdo de inoculo
de Ralstonia solanacearum (UFV 34), Xanthomonas axonopodis (BSC 475), Botrytis
cinerea (BC 01) e Cylindrocladium candelabrum (CyC 01). Esses microrganismos
foram escolhidos por induzirem frequentemente doengas e perdas de mudas em
viveiros clonais de eucalipto no Brasil (ALFENAS et al., 2009). Todos os isolados
utilizados pertencem ao Laboratorio de Patologia Florestal do Departamento de
Fitopatologia/ Bioagro da UFV.

Selecionaram-se isolados de R. solanacearum (UFV 34) e X. axonopodis
(BSC 475) resistentes a rifamicina (10 mg/mL) para facilitar seu reisolamento apos a
infestacdo da dgua. Para isso, os isolados bacterianos foram multiplicados por 48 h a
28°C, em meio 523 (KADO & HESKETT, 1970) soélido, acrescido de rifamicina a
0,2 mg/mL do ingrediente ativo (i.a.) para R. solanacearum e a 0,1 mg/mL do i.a.

para X. axonopodis.



Para identificar isolados potencialmente patogénicos e resistentes a
rifamicina, realizaram-se testes de reacdo de hipersensibilidade (HR) em fumo
(Nicotiana tabacum cv Havana 425) para R. solanacearum e tomate (Solanum
lycopersicum cv Santa Clara) para X. axonopodis. Além do teste de HR, o isolado de
R. solanacearum foi submetido a técnica de PCR para confirmar a identidade da
espécie. Para isso, o DNA genomico extraido (GRAVES & SWAMINATHAN,
1993) foi submetido a PCR, utilizando-se os oligonucleotideos PS1 e PS2 que
amplificam um produto de 553 pb a partir do gene 16S RNA (PS1/ 5’-
agtcgaacggcagegggge-3° ¢ PS2/ 5’-ggggatttcacatcggtettgca-3’) (PASTRICK &
MAISS, 2000). A reagao foi realizada em solugdo contendo 10 mM Tris-HCI pH 8,3,
50 mM KCI, 2,5 mM MgCl2, 0,2 mM de cada um dos deoxinucleotideos (dATP,
dTTP, dCTP e dGTP), 0,4 uM de cada um dos oligonucleotideos iniciadores, 1
unidade da enzima Taq DNA polimerase e agua esterilizada (Milli-Q) para
completar o volume final de 15uL. As amplificagdes foram realizadas em
termocicladores PTC — 100™ (M1J. Research, INC.), seguindo as condi¢des da PCR
previamente descritas (PASTRICK & MAISS, 2000). O produto da PCR foi
analisado em gel de agarose a 1,6% em Tris Acetato EDTA (TAE), corado com
brometo de etideo (0,5 pg/ mL) e fotodocumentado. Como controles da
especificidade da reagdo foram utilizados o isolado auténtico de R. solanacearum
(UFV 34) da bacterioteca do Laboratorio de Patologia Florestal (UFV), como
controle positivo € 4dgua como negativo.

Para a produgdo de inoculo, os isolados bacterianos foram semeados, em
meio 523 (KADO & HESKETT, 1970) s6lido, acrescido de rifamicina a 0,2 mg/mL
do i.a. para R. solanacearum e a 0,1 mg/mL do i.a. para X. axonopodis, incubando-
se a 28°C, no escuro. Apos 48 h, removeu-se o crescimento bacteriano por meio da
adicdo de solucdo salina (0,85% de NaCl) e raspagem com al¢ca de Drigalski.
Ajustou-se a concentragdo do inoculo para ODsyonm= 0,2 € ODssonm= 0,1 para R.
solanacearum e X. axonopodis, respectivamente, o que equivale a concentragao de
aproximadamente 1x10° ufc/mL.

Os isolados de B. cinerea ¢ C. candelabrum foram semeados em meio de
Batata-Dextrose-Agar (BDA) solido, incubando-se por aproximadamente 20 dias, a
20 e 26°C respectivamente, no escuro. As colonias de B. cinerea foram raspadas com
alca de Drigalski em agua destilada e esterilizada + Tween 20 a 0,05%. A suspensio

foi filtrada em gaze e ajustada para 1x10° conidios/mL. Para indugdo da esporulacio
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de C. candelabrum a cultura do patdégeno foi submetida a estresse fisico (GRACA et
al., 2009) e a suspensdo de inéculo (1x10* conidios/mL) preparada como descrito

previamente para B. cinerea.

2.2 - Tratamento da agua contaminada por ultrafiltracéo

O filtro utilizado foi constituido por um modulo de membranas poliméricas
sintéticas ocas de ultrafiltracdo, submersas em um reservatorio principal com
diametro de 25 cm e 24 L de capacidade, onde se introduziu a suspensdo de indculo
de cada fitopatdgeno (Figura 1). Cada membrana possuia um didmetro externo de 3
mm, comprimento de 25 cm e um tamanho médio dos poros de 0,05 um de didmetro,
totalizando uma é4rea de superficie das membranas de aproximadamente 0,5 m’. A
operagdo do sistema foi realizada durante 24 h, por sete dias, com uma vazao de 40
mL/min em circuito fechado, de modo que a 4gua filtrada era levada até um segundo
reservatorio (saida) e retornava ao tanque principal (entrada) contendo agua nao tratada,
mantendo assim o volume da suspensdo constante. A pressdo interna das membranas
foi gerada por uma bomba peristaltica, que produz um vacuo interno nas fibras e o
fluxo da 4gua do exterior para o interior das membranas. Para evitar a deposi¢do de
material ao longo da superficie das membranas e consequentemente entupimento, foi
realizada uma turbuléncia na suspensdo por meio da inje¢do de ar utilizando-se uma
bomba de ar.

As suspensdes com os patogenos foram testadas separadamente. Apds cada
teste, lavavam-se as membranas com dgua limpa e observava-se a possivel formacao
de bolhas de ar decorrente da presenca de furos. Para a suspensdo de cada patogeno,
manteve-se o filtro em funcionamento por sete dias. Com intuito de garantir a alta
concentragcdo de indculo no tanque principal, realizaram-se duas (1° e 4° dias) e trés
(1°, 3° e 5° dias) infestaches para os patdgenos bacterianos e flingicos,
respectivamente. Amostras da 4gua infestada nao filtrada e infestada filtrada foram
coletadas em tubos Falcon (50 mL) esterilizados e devidamente identificados.
Efetuaram-se trés coletas diarias durante 7 dias, sendo cada coleta composta por trés

aliquotas de 50 mL. Cada coleta foi considerada uma repetigao.
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Figura 1 — Sistema de ultrafiltragdo: A) Reservatorio principal, contendo agua
infestada ndo filtrada; B) Cartucho de membranas; C) Bomba

peristaltica; D) Segundo reservatorio, contendo agua infestada filtrada
e E) Bomba para inje¢ao de ar. Setas indicam o fluxo da agua.

2.3 - Tratamento fisico-quimico convencional da agua contaminada

A metodologia testada baseou-se em ensaios de jarros (Jar-Test) (Figura 2)
que inclui as etapas de coagulagdo quimica utilizando sulfato de aluminio Al(SOs)s,
seguida de floculacdo, decantacdo. Posteriormente a agua foi filtrada e clorada
objetivando simular o tratamento de agua convencional adotado na maioria das
estacdes de tratamento de dgua para consumo humano. Foram efetuados ensaios
preliminares para a escolha da melhor concentragdo de sulfato de aluminio com base
no menor valor de turbidez da 4gua apo6s a filtracao (aproximadamente 0,1 NTU). O
pH foi ajustado com carbonato de célcio (CaCOs3) de modo que, apds a adi¢do do
coagulante, o valor fosse mantido entre 5,5 a 7,5. No ensaio de jarros, fixou-se o
gradiente de velocidade para 1000/s e o tempo de mistura rapida de 10 s, o gradiente
de velocidade 60/s e o tempo de floculagdo decaindo a 20 s durante 30 min, € o
periodo de sedimentacdo de 30 min com o equipamento desligado. Posteriormente, a
agua foi filtrada em um filtro de areia de fluxo descendente (Tabela 1) e clorada com

hipoclorito de s6dio (NaClO) seguido de agitacao por 30 min.
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Figura 2 - Esquema do Jar-test: A) Jarro; B) Agitador; C) Dispositivo para a coleta
de agua; D) Cubeta para adicdo de sulfato de aluminio Aly(SO4)s; E)
Camadas do filtro de areia; F) Tubo Falcon para coleta da agua filtrada.

Tabela 1 — Composicdo granular das camadas do filtro de areia com fluxo
descendente
Subcamada Tamanho (mm) Espessura (cm)

1
2
3
4

0,25a1,0
1,0a2,0
2,0a4,76

4,76 a 9,52

15
2
1
4

Como no item anterior, a dgua foi infestada separadamente com a suspensao

de cada patogeno. O experimento foi realizado duas vezes para cada patdgeno.

Empregaram-se seis jarros com capacidade de 2 L cada, sendo um jarro considerado

uma repeticdo. As amostras de dgua foram coletadas em tubos Falcon (50 mL)

esterilizados ¢ devidamente identificados antes da adi¢do de sulfato de aluminio,

apos as etapas de filtragao e cloragao.

2.3.1 — Determinacdo da concentragdo minima de cloro residual para
erradicacao de indculo de fitopatdgenos

A concentracdo de cloro utilizada no tratamento fisico-quimico convencional

foi escolhida de acordo com a menor concentragdo de cloro residual eficiente para a
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erradicagdo dos quatro patdogenos testados. Assim, para determinar essa
concentragdo, os patdgenos foram multiplicados e a suspensdo de indculo preparada
como descrito no item 2.1. Em seguida, uma soluc¢ao de hipoclorito de soédio (Vetec
P.A)) a 20 mg/L (pH 6,5) foi adicionada na suspensdo do in6culo em volumes
suficientes para atingir as concentragoes de 0, 1, 2, 4, 6 ¢ 8 mg/L, em um volume
final de 30 mL, mantido sob agitacdo por 30 min. Apos a exposicdo do patdgeno ao
produto quimico, transferiu-se uma aliquota de 1 mL da amostra para um tubo
Eppendorf onde se adicionou 1 pL de tiossulfato de sodio (Na,S,03) (3%) para
neutralizar o efeito do cloro. O restante da amostra foi avaliado quanto a presenga de
cloro livre utilizando-se o método DPD colorimétrico proposto pelo manual Hach
Pocket Colorimeter "™ II. Para erradicacdo dos patdgenos bacterianos, as amostras
dos Eppendorfs foram centrifugadas a 10000 x g por 10 min. O “pellet” resultante foi
ressuspenso em 1 mL de solugdo salina e posteriormente procedeu-se uma dilui¢do
seriada na razdo 1:8. A seguir, as suspensdes de inoculo nas respectivas dilui¢des
foram transferidas pela técnica da micro-gota (10 uL) (ROMEIRO, 2001) para placas
de Petri (9 cm) contendo meio so6lido 523 (KADO & HESKETT, 1970) acrescido de
rifamicina a 0,2 mg/mL do i.a. para R. solanacearum e a 0,1 mg/mL do i.a. para X.
axonopodis, seguindo-se incubagio a 28°C, por 48 h, no escuro. Para erradicagdo dos
patogenos fungicos, aliquotas de 100 pL de cada tubo Eppendorf foram semeadas em
placas de Petri (9 cm), contendo BDA e espalhadas sobre o meio com o auxilio de
uma al¢a de Drigalski. As placas foram mantidas a 20°C para B. cinerea e a 26°C
para C. candelabrum, por 48 h no escuro.

Apo6s incubacdo de cada patdgeno, quantificou-se o ntimero de unidades
formadoras de coldnias (ufc) e avaliou-se a eficiéncia de cada tratamento em relagao
a testemunha. As suspensdes de inoculo mantidas em solugdo salina autoclavada
contendo ou ndo tiossulfato de sodio serviram como testemunha. Utilizaram-se cinco

repeti¢des por tratamento.

2.3.2 — Fitotoxicidade do cloro residual na agua de irrigagdo a mudas de
eucalipto

Além do efeito erradicante do cloro residual sobre os patogenos, avaliou-se
também o seu potencial efeito fitotdxico na dgua de irrigagdo em mudas de eucalipto.

Testaram-se duas concentragdes de cloro residual, a selecionada no ensaio do item



2.3.1 e o dobro da mesma, para avaliar a qualidade das mudas com cloragdo
excessiva. Para isso, 10 mudas de cada um dos clones 2719 (E. grandis), 1179 (E.
urophylla) e um hibrido 1172 (E. urophylla x E. grandis) com 60 dias, mantidas em
tubetes, foram irrigadas duas vezes ao dia com agua contendo hipoclorito de sodio
durante 45 dias. Apds esse periodo, avaliou-se a altura das mudas e a existéncia de
possiveis sintomas visuais de fitotoxicidade (ALFENAS et al., 2009). Mudas

irrigadas com 4gua nao clorada serviram como testemunha.

2.4 - Constatacdo de inéculo nas amostras de agua infestada ndo tratada e
infestada tratada

Para a constatacao de inoculo bacteriano de cada amostra de dgua retiraram-
se sub-amostras de 1 mL que foram diluidas na propor¢do de 1:8 em tubos
Eppendorf (900 uL/tubo) contendo solugdo salina e Tween a 0,05%. Posteriormente,
as suspensoes de inodculo nas respectivas diluigdes foram transferidas pela técnica da
micro-gota (10 uL) (ROMEIRO, 2001) para placas de Petri (9 cm) contendo meio
solido 523 (KADO & HESKETT, 1970) acrescido de rifamicina a 0,2 mg/mL do i.a.
para R. solanacearum ¢ a 0,1 mg/mL do i.a. para X. axonopodis. Apds incubagao a
28°C, no escuro, por 48 h, quantificou-se o nimero de colonias nas amostras de cada
tratamento.

Para a constatacdao de indculo de B. cinerea ¢ C. candelabrum, as amostras de
agua foram analisadas empregando-se o método de isca biologica (GONCALVES et
al., 2001). Para isso, 50 mL de agua de cada tratamento foram utilizados para
umedecer 70 g de vermiculita de granulometria média, previamente esterilizada e
acondicionada em caixas do tipo gerbox (13 x 13 x 4 cm). Apos essa etapa, 30 iscas
biologicas de mamoneira (Ricinus communis L.) de 9 mm de didmetro foram
desinfestadas em etanol 50% por 30 s, NaClO a 5%, por 3 min e posteriormente
submetidas a trés lavagens em d4gua esterilizada, em seguida foram inseridas na
vermiculita e incubadas no escuro a 20°C para B. cinerea e a 26°C para C.
candelabrum, por 48 h no escuro. A seguir, as iscas foram novamente desinfestadas,
conforme previamente descrito, e semeadas em placas de Petri (9 cm) contendo
BDA. Apés cinco dias de incubagdo, avaliou-se sob microscopio estereoscopico a

presenga de estruturas tipicas dos respectivos fitopatégenos e calculou-se o



percentual de iscas colonizadas por tratamento. Vermiculita esterilizada e umedecida

com agua autoclavada serviu como testemunha.

2.5 — Intensidade de doenga em mudas de eucalipto e tomateiro atomizadas com
agua infestada néo tratada e infestada tratada

Além dos testes “in vitro” para avaliagdo da eficiéncia de cada método de
tratamento da dgua, mudas de eucalipto e de tomateiro foram atomizadas com agua
infestada ndo tratada e infestada tratada. No tratamento por ultrafiltragdo, utilizou-se
na atomizacdo das mudas a agua infestada nao filtrada e infestada filtrada do
primeiro dia do periodo experimental de cada patégeno.

Para R. solanacearum, empregaram-se mudas de tomateiro com 20 dias de
idade. As mudas permaneceram 24 h sem irrigacdo, posteriormente realizou-se o
corte de um terco de seu sistema radicular seguindo-se de imersdo das raizes por 20
min em agua infestada ndo tratada e infestada tratada. Em seguida, as mudas foram
transplantadas para vasos plasticos (300 mL de capacidade) contendo substrato
Mecplant autoclavado e transferidas para camara de crescimento a 26°C. Aos 15
dias, todas as mudas foram submetidas ao teste de exsudacdo de pus para confirmar a
presenga da bactéria. Para X. axonopodis, mudas do clone A06 (E. grandis x E.
urophylla) com aproximadamente 60 dias foram transplantadas para vasos com
capacidade de 2L e inoculadas aos 45 dias de transplantio. Para isso, as plantas foram
mantidas em camara de nevoeiro a 25°C por 12 h e posteriormente, atomizadas com
agua infestada ndo tratada e infestada tratada de modo a cobrir uniformemente ambas
as faces das folhas sem atingir o ponto de escorrimento superficial. A seguir, as
plantas foram transferidas para casa de vegetacdo (26°C + 5°C) onde permaneceram
por 20 dias. Avaliou-se a area foliar lesionada do terceiro par de folhas
completamente expandidas de cada muda por meio de imagens digitalizadas e
processadas no programa Quant (VALE et al., 2003).

Para B. cinerea, utilizaram-se miniestacas de E. globulus com
aproximadamente 8 cm de comprimento e dois pares de folhas cortadas em um tergo
da lamina foliar. Ap6s atomizacdo com agua infestada ndo tratada e infestada tratada,
as miniestacas foram mantidas em cdmara imida a 22°C durante 15 dias, quando se
avaliou a incidéncia da doenga pela presenga de estruturas tipicas do patdégeno. Para
C. candelabrum, utilizaram-se mudas do clone 9882 (E. grandis x E. urophylla) com

60 dias de idade, mantidas em tubetes. Apos atomizagdo com 4gua infestada ndo
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tratada e infestada tratada, as plantas foram mantidas em camara de nevoeiro a 25°C
por 48 h e a seguir transferidas para casa-de-vegetacdo (26°C + 5°C). Aos 10 dias,
quantificou-se a area foliar lesionada do quarto par de folhas completamente
expandidas de cada muda por meio de imagens digitalizadas e processadas no
programa Quant (VALE et al., 2003).

Para o método de ultrafiltragdo, empregaram-se 10 mudas por tratamento e
para o fisico-quimico empregaram-se 2 mudas para cada repeticdo, totalizando 12
mudas por tratamento em cada experimento, para cada patdogeno. Mudas atomizadas

com agua destilada serviram como testemunha.

2.6 — Andlises estatisticas

Todos os experimentos foram repetidos duas vezes, em diferentes épocas.

Em todos os experimentos empregou-se delineamento inteiramente
casualizado, com diferente numero de repeti¢cdes em fungdo do ensaio.

Para as analises estatisticas utilizou-se o programa SAS (The SAS Institute
Inc., Version 9.0 Cary, NC, Estados Unidos)

Para a comparagdo entre a eficiéncia da dgua tratada comparativamente a nao
tratada de cada método, calculou-se a porcentagem média de erradicagdo de indculo
dos respectivos patdégenos. Os valores de incidéncia ou severidade de cada doenca
foram submetidos a analise de varidancia (ANOVA).

Nos experimentos para determinacdo da concentragdo minima do cloro eficaz
para erradicacdo de inoculo de todos os patdgenos, transformaram-se os dados para
logaritmo e compararam-se os tratamentos com base na média e no desvio padrao.
Para a testemunha na presenca e na auséncia de tiossulfato de soédio, os resultados
foram submetidos a testes de normalidade e homogeneidade e posteriormente
comparados pelo Teste T. Os resultados do cloro aplicado, cloro residual e log
ufc/mL, para cada patégeno, foram submetidos a analise de correlagdo de Pearson.
Para o experimento de fitotoxicidade apds os testes de normalidade e

homogeneidade, utilizou-se anélise em fatorial.
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3 - RESULTADOS

3.1 - Tratamento da 4gua contaminada por ultrafiltracédo

O filtro de membranas apresentou alta eficiéncia na remocao de patogenos
bacterianos e principalmente fungicos. Para R. solanacearum a reteng@o foi superior
a 99,98% (Tabela 2). A concentrag¢do de indculo na dgua infestada e ndo filtrada foi
de  8x107 e 3x10° ufc/mL, para o primeiro e tltimo dias de funcionamento do filtro
respectivamente (Figura 3). Ja a concentracao de indculo na dgua infestada e filtrada,
no primeiro dia, foi de 44 ufc/mL, insuficiente para induzir murcha ou exsudacdo de
pus bacteriano. Por outro lado, 90% das plantas tratadas com agua infestada e nao
filtrada apresentaram exsudacao de pus bacteriano (Tabela 2). Para X. axonopodis a
retengdo foi superior a 99,37% (Tabela 2) e assim como para R. solanacearum, a
concentragdo de indculo da 4dgua infestada e ndo filtrada manteve-se alta durante todo
o periodo experimental, com 1,5x10° e 7x10° ufc/mL para o primeiro e altimo dias
de funcionamento, respectivamente (Figura 3). A patogenicicdade de X. axonopodis
foi confirmada por meio de testes de HR em mudas de tomateiro, porém mudas de
eucalipto inoculadas ndo reproduziram sintomas tipicos da doenca.

Durante todo o periodo experimental, a quantidade de iscas colonizadas
tratadas com a agua infestada e ndo filtrada ficou acima de 65 e 54% para B. cinerea
e C. candelabrum, respectivamente (Figura 3). Para B. cinerea, exceto no quinto dia,
houve retencdo total de indculo e ndo houve incidéncia da doenga em miniestacas
atomizadas com a agua infestada e filtrada (Tabela 2). A retencdo de inéculo de C.
candelabrum foi 100%. A area lesionada das mudas de eucalipto atomizadas com
agua infestada e nao filtrada foi maior que nas mudas atomizadas com agua infestada
e filtrada e com 4gua destilada (testemunha) (Tabela 2). Algumas plantas
pulverizadas com dagua infestada e filtrada e com agua destilada (testemunha)
apresentaram sintomas da doenca, provavelmente por contamina¢do de indculo
existente no ambiente.

Os dados de incidéncia e porcentagem de area lesionada ndo apresentaram
normalidade ¢ homogeneidade na distribuicdo dos erros, o que ndo atendeu as

pressuposicdes para realizar a analise de variancia.
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Tabela 2- Erradicagdo de inoculo (%) de Ralstonia solanacearum, Xanthomonas
axonopodis, Botrytis cinerea e Cylindrocladium candelabrum e
intensidade de doenca (%), causada pelos respectivos patdogenos, em
mudas irrigadas com agua infestada e ndo filtrada e infestada e filtrada
por ultrafiltragao

Dia R. solanacearum ¢ X. axonopodis B. cinerea ¢ C. candelabrum®
1° 99,99 99,99 100 100
2° 99,99 99,99 100 100
3° 99,99 99,99 100 100
% de erradicac¢do® 4° 99,98 99,98 100 100
5° 99,99 99,37 99,06 100
6° 99,99 99,58 100 100
7° 99,99 99,81 100 100
Agua
infestada e 20 na 70 2,98
nao filtrada
Intensidade Agua
da doenca® infestada e 0 na 0 0,18
filtrada
Agua
destilada 0 na 0 0.19
(Testemunha)

a - Média de seis repetigoes.

b - Média de doze repetigdes.

¢ - Incidéncia (%) de mudas de tomateiro,com exsudagdo de pus bacteriano.
d - Incidéncia (%) de B. cinerea em miniestacas de eucalipto.

e - Area foliar lesionada (%) de mudas de eucalipto.

na - Néo avaliado.
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Figura 3 - Flutuagdo de inoculo na 4gua infestada e ndo filtrada e infestada filtrada
durante o periodo experimental do sistema de ultrafiltragdo - A) Ralstonia
solanacearum; B) Xanthomonas axonopodis; C) Botrytis cinerea e¢ D)
Cylindrocladium candelabrum.

3.2 - Tratamento fisico-quimico da 4gua contaminada

3.2.1 - Determinacdo da concentracdo minima de cloro residual para
erradicacdo de in6culo de fitopatégenos

Para todos os patdgenos testados, nos experimentos 1 e 2, houve correlacdo
positiva entre os valores de cloro aplicado e cloro residual. A correlagdo foi negativa
para cloro aplicado e log (ufc/mL), bem como para cloro residual e log (ufc/mL) (Tabela
3), o que demonstra a eficiéncia erradicante do produto. No experimento 1, as
concentragdes minimas de cloro residual eficientes para erradicar inoculo de R.
solanacearum, X. axonopodis, B. cinerea e C. candelabrum foi de 1,17; 1,6; 0,4 ¢ 0,31
mg/L, respectivamente. No experimento 2, as concentragdes foram de 1,7; 1,74; 0,63 e
0,52 mg/L para a erradicacdo de R. solanacearum, X. axonopodis, B. cinerea e¢ C.
candelabrum, respectivamente (Figura 4). Portanto para erradicar inculo de todos os

patdégenos a concentragdo minima de cloro residual foi de 1,6 e 1,74 mg/L, nos
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experimentos 1 e 2, respectivamente. Dessa forma, a concentracdo minima de cloro
residual utilizada na cloragdo da agua no tratamento fisico-quimico foi de 1,74 mg/L.
Em todos os ensaios ndo houve diferenca significativa (p > 0,32) quanto ao crescimento
das testemunhas contendo ou ndo tiossulfato de sodio (dados ndo mostrados)

comprovando a ndo interferéncia do produto.

Tabela 3 — Valores do coeficiente de Correlacdo de Person (R) entre cloro aplicado,
cloro residual e logaritmo (log) do nimero de unidades formadoras de
colonias (ufc) para Ralstonia solanacearum, Xanthomonas axonopodis,
Botrytis cinerea e Cylindrocladium candelabrum, em dois experimentos (E1

e E2)
Cloro aplicado Cloro residual Log
(mg/L) (mg/L) (ufc/mL)
R. solanacearum Cloro aplicado (mg/L) 1 0,96 -0,76
El Cloro residual (mg/L) 0,96 1 -0,79
Log (ufc/mL) -0,76 -0,79 1
Cloro aplicado (mg/L) 1 0,93 - 0,89
E2 Cloro residual (mg/L) 0,93 1 - 0,86
Log (ufc/mL) -0,89 -0,86 1
X. axonopodis Cloro aplicado (mg/L) 1 0,96 -0,88
El Cloro residual (mg/L) 0,96 1 -0,87
Log (ufc/mL) -0,88 - 0,87 1
Cloro aplicado (mg/L) 1 0,98 - 0,82
E2  Cloro residual (mg/L) 0,98 1 -0,81
Log (ufc/mL) -0,82 - 0,81 1
B. cinerea Cloro aplicado (mg/L) 1 0,95 - 0,66
El Cloro residual (mg/L) 0.95 1 -0,55%
Log (ufc/mL) - 0,66 -0,55% 1
Cloro aplicado (mg/L) 1 0,97 -0,76
E2  Cloro residual (mg/L) 0,97 1 - 0,66
Log (ufc/mL) -0,76 -0,66 1
C. candelabrum Cloro aplicado (mg/L) 1 0,87 - 0,48%*
El Cloro residual (mg/L) 0,87 1 - 0,50%**
Log (ufc/mL) - 0,48%* - 0,50%** 1
Cloro aplicado (mg/L) 1 0,92 - 0,89
E2 Cloro residual (mg/L) 0,92 1 -0,72
Log (ufc/mL) -0,89 -0,72 1

*p=0,0016, **p = 0,0074, *** p = 0,0052. Para os demais valores de R, p <0,0001
15
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Figura 4 - Efeito erradicante do cloro residual para Ralstonia solanacearum,
Xanthomonas axonopodis, Botrytis cinerea e Cylindrocladium
cadelabrum sob diferentes concentragdes de cloro aplicado, em dois
experimentos (E1 e E2). Cada ponto representa a média de cinco
repeti¢des e as barras verticais o desvio padrao.

3.2.2 - Fitotoxicidade do cloro residual na agua de irrigacdo de mudas de
eucalipto

Segundo os resultados dos experimentos 1 e 2 do item anterior, deve-se
manter uma concentragao minima de cloro residual de 1,74 mg/L. Dessa forma, para

avaliar o efeito fitotoxico nas mudas de eucalipto, testaram-se dois intervalos de
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concentragdo de cloro residual de 1,74 a 2,0 mg/L e o dobro desse intervalo de 3,4 a
4,0 mg/L.

Nao houve efeito da interacdo entre clone x concentragao de cloro residual
(p = 0,8). O efeito das concentragdes de cloro residual testadas ndo foi significativo
(p = 0,77) e nao induziu quaisquer sintomas de fitotocixidade ou redu¢do no
crescimento das mudas de eucalipto dos trés clones testados (Figura 5). A altura média

dos clones 1179, 2719 e 1172 foi, respectivamente, 19,75; 19,86 e 22,42 cm.

Figura 5 — Mudas clonais de eucalipto irrigadas com &4gua contendo diferentes
concentragdes de cloro residual - A) Clone 1179 (E. urophylla); B)
Clone 1172 (E. urophylla x E. grandis) e C) Clone 2719 (E. grandis).
Fileiras da esquerda para direita em cada bandeja correspondem a 3,4 -
4,0 mg/L; 1,7 - 2,0 mg/L e testemunha, respectivamente.

3.2.3 — Eficiéncia do tratamento fisico-quimico da 4gua contaminada

Observou-se uma alta eficiéncia do tratamento fisico-quimico da dgua, porém
a erradicacdo completa do inoculo dos patdgenos sé foi obtida apods a cloragao,
exceto para C. candelabrum, para o qual apenas a filtragdo foi suficiente (Tabela 4).
O numero de células de R. solanacearum observadas apos a filtragdo nos
experimentos 1 e 2, respectivamente, foi de 5x10° e 2x10° ufc/mL, suficiente para
induzir exsudagdo de pus bacteriano em mudas inoculadas de tomateiro (Tabela 4). A
filtragdo foi menos eficiente para X. axonopodis que para R. solanacearum,
resultando na concentragio de indculo de 2x10° ufc/mL nos experimentos 1 e 2. A
patogenicidade de X. axonopodis foi confirmado por meio de testes de HR em mudas
de tomateiro, porém inoculagdo em mudas de eucalipto nao reproduziram sintomas
tipicos da doenga.

A eficiéncia da filtragdo para B. cinerea foi menor no experimento 1 (Tabela

4) devido ao baixo nivel de flocula¢do da suspensao de indculo em um dos jarros, o
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que consequentemente resultou em uma menor erradicacdo de indculo e uma maior
incidéncia de mudas infectadas (Tabela 4). Assim como para os patdogenos
bacterianos, para B. cinerea o tratamento fisico-quimico s6 foi eficiente apos a
cloragdo. Por outro lado, a filtragdo foi suficiente para a completa remocao de
inoculo de C. candelabrum, eficiéncia comprovada também por inoculagio em
mudas de eucalipto, onde a area foliar lesionada das mudas inoculadas foi muito
menor ap6és o tratamento da agua (Tabela 4). A baixa intensidade de doenca em
mudas pulverizadas com a 4gua tratada e com agua destilada (testemunha) foi
atribuida a indculo existente no ambiente.

Os dados de incidéncia e porcentagem de area lesionada nao apresentaram
normalidade e homogeneidade na distribuicdo dos erros, o que ndo atendeu as

pressuposigdes para realizar a andlise de variancia.

Tabela 4 - Erradicagdo de indculo (%) de Ralstonia solanacearum, Xanthomonas
axonopodis, Botrytis cinerea ¢ Cylindrocladium candelabrum ¢
intensidade de doenga (%), causados pelos respectivos patogenos, em
mudas irrigadas com agua tratada pelo método fisico-quimico, em dois
experimentos (E1 e E2)

Erradicagdo (%) * Intensidade de doenga (%) °
Agua _Agua Agua Agua Aguac Agua
. infestada . . infestada >
infestada e filtrada infestada e infestada e filtrada ¢ destilada
filtrada ndo filtrada filtrada (Testemunha)
clorada clorada
El 99,30 100 83,33 50 0 0
R.solanacearum ©
E2 99,68 100 75 41,67 0 0
El 98,39 100 na na na na
X. axonopodis
E2 97,23 100 na na na na
El 90,57 100 100 33,33 0 0
B. cinerea®
E2 94,97 100 75 8,33 0 0
El 100 100 13,76 0,05 0,06 0,04
C. candelabrum ¢
E2 100 100 9,88 0,11 0,06 0,19

a - Média de seis repetigdes.
b - Média de doze repetigdes.

¢ - Incidéncia (%) de mudas de tomateiro,com exsudacdo de pus bacteriano.
d - Incidéncia (%) de B. cinerea em miniestacas de eucalipto.
e - Area foliar lesionada (%) de mudas de eucalipto.

na - Nao avaliado.
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4 - DISCUSSAO

A producdo de mudas de eucalipto depende essencialmente da
disponibilidade de agua de boa qualidade e em quantidade suficiente para atender as
exigéncias hidricas da planta em todas as fases de crescimento. No entanto, a agua,
elemento essencial a producdo agricola, ¢ um recurso cada vez mais escasso. Dessa
forma, ¢ necessario adotar praticas que visam ao uso racional e a reutilizagdo da agua
de irrigagdo. Embora seja uma alternativa viavel, segundo Mafia et al. (2008) a
reutilizacdo da agua ndo tratada em viveiros clonais de eucalipto pode constituir uma
importante fonte de indculo de fitopatdgenos e causar perdas significativas por
doengas.

Em viveiros florestais, o consumo de 4gua ¢ alto e muito varidvel. Em um
levantamento preliminar (dados ndo publicados) o consumo da agua de irrigagdo
variou de 9 a 38 L/dia por milheiro de mudas, valor inferior ao encontrado por
Rodrigues (2007) que foi de 35 a 49 L/dia por milheiro de mudas. Essa variagdo
ocorre em fun¢do do manejo adotado, da localizagdo geografica, de acordo com a
estacdo do ano e a fase de producdo de mudas, sendo maior na fase de crescimento e
rustificacdo. Nesta fase, as mudas demandam maior quantidade de agua, pois
encontram-se expostas a céu aberto e em franco crescimento e consequentemente
apresentam maior area foliar. Uma pratica importante que visa minimizar o consumo
de 4gua ¢ a utilizagdo da 4dgua pluvial, pois em regides de elevado indice
pluviométrico pode reduzir o consumo da dgua de pogos artesianos ou de outros
mananciais deixando essa agua para areas mais vulneraveis a doengas como
minijardim clonal e casa de vegetacdo. A dgua da chuva possui macro e
micronutrientes, além de fons NH4" ,NOs, PO, (RANZINI & LIMA, 2002,
HONORIO et al., 2010), embora a composigdo ¢ a concentragio dos nutrientes possa
variar de acordo com a regido (EATON et al.,1973). Apesar da agua de chuva ser de
boa qualidade ¢ necessario seu tratamento prévio antes da utilizacdo, pois durante sua
coleta e armazenamento ha o risco de contaminacdo por inoculo fitopatogénico
existentes na poeira ou nos telhados (RUNIA, 1995).

Ambos os métodos de tratamento da agua de irrigacao testados neste trabalho
foram eficientes para erradicagdo de inoculo fitopatogénico. A ultrafiltracdo
erradicou completamente conidios flingicos, exceto no quinto dia do periodo

experimental para B. cinerea. Esse resultado encontrado em um unico dia pode ser
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em conseqiiéncia da contaminagdo durante a manipulacao das iscas empregadas para
a deteccdo do patogeno. Para patdgenos bacterianos houve quase 100% de
erradicacdo e a baixa quantidade de inoculo remanescente ndo induziu quaisquer
sintomas de doenc¢a nas plantas inoculadas. Acredita-se que a alta concentragdo de
in6culo utilizada neste trabalho reduziu a eficiéncia do tratamento, uma vez que a
concentragdo empregada ndo deve ser comumente encontrada em situacdes naturais.

Na ultrafiltracdo, a 4gua passa através dos poros (didmetro médio de 0,02 a
0,1um) de membranas sintéticas que retém componentes de dimensdes maiores.
Neste estudo, utilizou-se um filtro com poros de 0,05 um e esperava-se completa
erradicagdo de indculo bacteriano, pois o didmetro dos poros ¢ menor que o tamanho
médio das bactérias fitopatogénicas (aproximadamente 1p de didmetro x 3 p de
comprimento). Resultados similares foram observados para zo6sporos encistados de
Pythim myriotylum (8-10 um de didmetro) em que membranas com poros de 1 ¢ 5
um, usadas individualmente, € membranas com poros de 1 e¢ 0,5 pm, usadas em
série, ndo permitiram erradicagdo total do indculo. Zoodsporos de Pythium e
Phytophthora também passaram por filtros com poros de 0,4 a 0,45 um (HONG et
al., 2002). A passagem de in6culo através dos poros das membranas pode ser
atribuida ao pequeno tamanho atipico de alguns esporos, a pressdo exercida pela
bomba for¢ando a passagem dos mesmos pelos poros ou pequenos defeitos na
vedagdo ou nas proprias membranas (SCHUERGER & HAMMER, 2009). Além
disso, os valores nominais de didmetro dos poros das membranas sdo valores médios,
0 que significa que os poros das membranas ndo possuem exatamente 0 mesmo
diametro, permitindo assim a passagem de in6culo de alguns fitopatogenos.
Remocdo quase completa de R. solanacearum (Pseudomonas solanacearum), foi
também obtida por Ohtani et al. (2000), porém utilizando pré-filtro de 10 um e
posteriormente filtros de didmetro de poro de apenas 0,1 um. Melhores resultados
foram encontrados quando se utilizaram duas ou mais membranas com porosidades
distintas (SPOTTS & CERVANTES, 1993, GOLDBERG et al., 1992, HONG et al.,
2002).

Apesar da eficiéncia da ultrafiltracdo, a cloracdo da agua filtrada pode
constituir uma medida complementar para garantir a isencdo de inoculo,
principalmente bacteriano. O cloro ¢ o desinfetante mais utilizado no tratamento de
dgua uma vez que possui um amplo espectro de toxidez a fitopatégenos (HONG et

al., 2003, COPES et al., 2004, BARTZ et al., 2001, DATNOFF et al., 1987, GRECH
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& RIJKENBERG,1992, PONCET et al., 2001), é econémico e apresenta um
importante residual antimicrobiano. A concentracdo minima de cloro residual para
erradicar inoculo de todos os patdogenos testados foi de 1,6 a 1,74 mg/L, nos
experimentos 1 e 2, respectivamente. Resultados similares foram encontrados para
outros patégenos (HONG et al., 2003, CAYANAN et al., 2009b, THOMPSON,
1965, ROBERTS & REYMOND,1994). Por outro lado, Spotts e Peters (1980)
obteve erradicagdo total de conidios de B. cinerea com cloro a 50 mg/L, durante 0,5;
5 e 10 min. A eficiéncia da cloracdo depende do bindmio concentracido x tempo de
exposi¢do. Para menores tempos de tratamento assim como para outros propagulos
como micélio e microesclerdodios é necessario uma maior concentracao de cloro
residual para sua erradicagdo (DATNOFF et al., 1987, BARTZ et al., 2001, HONG
etal., 2003, CAYANAN et al., 2009b, SEGALL, 1968, MARI et al., 1999).

A concentragdo minima de cloro residual letal aos fitopatdgenos nao pode ser
fitotoxica. No presente estudo, concluiu-se que mudas de eucalipto irrigadas com
agua clorada contendo 1,74 a 2,0 mg/L e 3,4 a 4,0 mg/L de cloro residual por 45
dias, ndo induziram quaisquer sintomas de fitotoxicidade. Valores acima de 2,0 mg/L
ndo foram fitotoxicos quando testados em outras culturas (DATNOFF et al., 1987,
GRECH & RIJKENBERG,1992, PONCET et al., 2001, CAYANAN, 2009a).

Amplamente utilizado nas estacdes convencionais de tratamento da agua para
o abastecimento das cidades, o tratamento fisico-quimico também foi eficiente para o
tratamento da agua de irrigacdo, uma vez que permitiu completa erradicacdo de
inoculo de todos os fitopatdogenos testados apos a cloragdo. Para C. candelabrum
devido provavelmente ao maior tamanho dos conidios (4,5 x 60um) quando
comparado a B. cinerea (8 x11 um) apenas a filtragao foi suficiente. Porém para os
demais patégenos mesmo com eficiéncia acima de 90%, o indculo remanescente
ap6s a filtragdo induziu doencas nas plantas inoculadas. Assim, a cloragdo ¢
fundamental para a inativac¢do de in6culo fitopatogénico. Para garantir a eficiéncia da
cloragdo, a concentragdo do cloro residual deve ser monitorada em todos os pontos
da irrigagdo.

As etapas que precedem a cloracdo também sdao importantes, pois além de
diminuirem a turbidez, eliminando parcial ou totalmente as particulas em suspensdo
incluindo os fitopatdégenos, garantem uma melhor desinfestacdo. Assim, deve-se

manter a turbidez da agua com valores menores que 1,0 NTU e pH menor que 8
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(LIBANIO, 2005), uma vez que estes influenciam diretamente a concentragdo de
cloro residual.

E provavel que, para estruturas de resisténcia de fitopatdgenos, como
esclerddios e microesclerddios, as concentragdes de cloro apresentadas neste trabalho
ndo sejam eficientes. No entanto, como ocorre em estagdes de tratamento de agua
para consumo humano, estruturas de resisténcia de protozodrios como cistos de
Giardia e oocistos de Cryptosporidium, com dimensdes de 8-15 mm e 4-6 mm,
respectivamente, sdo eliminados pela floculagdo e decantacdo e aqueles que
permanecem s3o removidos por filtragdo (HELLER et al., 2004). A filtracdo em
areia foi capaz de remover mais de 99% dos oocistos de Cryptosporidium parvum
apos uma apropriada etapa de coagulagao e floculagao (GITIS, 2008).

Apesar da eficiéncia dos métodos testados neste estudo, ambos possuem
desvantagens. O tratamento fisico-quimico além da necessidade do emprego de
produtos quimicos hd também a geracdo de lodo apos o processo de sedimentacao,
que deverd ser descartado posteriormente. Estas desvantagens ndo ocorrem com a
ultrafiltragdo, que por outro lado ¢ uma tecnologia mais cara. Portanto o método a ser
utilizado visando o tratamento e reaproveitamento da dgua devera ser escolhido de
acordo com a realidade e necessidade de cada viveiro florestal.

A reutilizagdo da agua de irrigacdo proporciona economia de agua e
nutrientes (BRUN et al., 2000, SKIMINA, 1992), além de ser uma pratica
ambientalmente correta. Contudo, a dgua reutilizada pode estar contaminada e atuar
como um importante veiculo de disseminagdo de patogenos. No presente estudo,
ambos os métodos testados para o tratamento da 4dgua de irrigagdo foram eficientes
na remog¢do de quatro importantes patdgenos da cultura do eucalipto presentes na
agua de irrigagdo.

Além de disponibilizar métodos praticos, viaveis e principalmente seguros
visando a eliminacdo de inoculo de fitopatogenos da dgua de irrigagdo, este estudo
esclareceu frequentes duvidas sobre a cloragdo da 4agua de irrigagdo de mudas de

eucalipto, informagdes até entdo escassas na area florestal.
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5 — CONCLUSOES

1 - O tratamento da agua de irrigacdo por ultrafiltracdo e por tratamento fisico-
quimico convencional foram eficientes na erradicagdo de inoculo de

fitopatdgenos;

2 - Apesar da eficiéncia da ultrafiltracdo, a cloracdo da 4gua pode ser uma medida

complementar para garantir a isencdo de inoculo, principalmente bacteriano;

3 - A concentragdo minima de cloro residual para erradicar in6culo de todos os

patogenos testados foi de 1,74 mg/L.

4 - Mudas de eucalipto irrigadas com agua contendo 1,74 mg/L de cloro residual ndo

apresentaram sintomas de fitotoxicidade.
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