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1. RESUMO

A incorporagdo de culturas especificas associadas a solarizacao do
solo tem sido apresentada como um avan¢o muito promissor para o controle de fungos
fitopatog€nicos habitantes do solo. Além das bréassicaceas, comumente utilizadas, novos
materiais vegetais como a mandioca e a mamona t€ém apresentado potencial para controle
desses fitopatdégenos. Varios fatores sdo apontados como responsaveis pelo controle, entre
eles os volateis oriundos da decomposicdo dos vegetais. Assim, este trabalho foi idealizado
com dois objetivos divididos em duas etapas complementares: bioldgica - avaliar o efeito
ocasionado pela incorporagdo e decomposicdo de parte aérea de brdcolis, mamona e
mandioca brava e mandioca mansa, associadas a simulacio da solarizacdo, sobre diferentes
estruturas dos fungos Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Raca 2, Macrophomina
phaseolina, Rhizoctonia solani AG-4 HGI e Sclerotium rolfsii; quimica - identificar e
apontar dentro de cada material vegetal qual(is) é(sdo) o(s) volatil(eis) potencial(ais) pelo
controle das estruturas dos fungos. Na primeira etapa, quatro ensaios idénticos foram
instalados em conjuntos de microcosmos, com quatro periodos de exposi¢ao diferentes e
independentes (7, 14, 21 e 28 dias), avaliando efeitos no crescimento micelial (indcuo,
fungistatico e fungicida) e na sobrevivéncia das estruturas de resisténcia dos fungos de
solo. Verificou-se efeito fungistatico e fungicida no crescimento micelial de F. oxysporum
f. sp. lycopersici Raca 2, R. solani AG-4 HGI e de S. rolfsii. O efeito fungicida apenas
ocorreu aos 21 dias de incubagdo para F. oxysporum e R. solani e aos 28 dias para S.
rolfsii. Para M. phaseolina, observou-se apenas efeito indcuo. Os tratamentos
solo+materiais vegetais, ao longo dos periodos testados, reduziram, significativamente, a
sobrevivéncia das estruturas de resisténcia de todos os fungos. No geral, destacaram-se o
brécolis e a mandioca brava, além da mandioca mansa para S. rolfsii. A segunda etapa
contou com ensaios realizados sob as mesmas condi¢des da primeira, entretanto sendo
realizada em frascos dmbar ao invés de microcosmos. A identificacdo dos volateis foi
realizada por cromatografia gasosa com detectores por espectrometria de massas (GC-MS)
e por ionizacdo em chama (GC-FID), utilizando a técnica de Microextragdo em Fase
Solida, SPME, para extragdo e pré-concentracdo dos mesmos. As avaliacdes desta etapa
ocorreram aos 7, 14, 21 e 28 dias, onde foram identificados os volateis oriundos da
decomposicdo de trés materiais vegetais - brécolis, mamona e mandioca mansa. A

identificacdo dos voldteis oriundos da decomposi¢do da mandioca brava apresentou



resultados inconsistentes. Para o brécolis foram identificados 26 voléteis divididos em seis
grupos de compostos: dlcoois, cetonas, acidos, ésteres, sulfurados e os chamados “outros”.
A exemplo do brécolis e a excecdo do grupo dos sulfurados foram identificados 37 volateis
para mamona e 29 para a mandioca mansa. Com base na “drea normalizada”, referente a
area do pico de cada volatil, realizou-se andlise semi-quantitativa por meio do estudo
descritivo dos dados e correlagdo dos voldteis com os dados de sobrevivéncia dos
fitopatogenos pela andlise de Correlagio de Pearson. Verificou-se um comportamento
diferenciado de cada material vegetal com relacdo a cada grupo de compostos gerados,
destacando- se os sulfurados para o brocolis, os alcodis para a mamona e os 4cidos para a
mandioca mansa. Foram detectadas correlagdes positivas e negativas entre alguns volateis
e a média dos compostos com a sobrevivéncia das estruturas de resisténcia dos fungos
fitopatogénicos estudados. O estudo descritivo e as correlagdes serviram como uma
importante ferramenta de indicagcdo e apontaram para potenciais grupos de voldteis e/ou
voléteis, que poderdo ser purificados e testados isoladamente com relagdo a sobrevivéncia
das estruturas dos fitopatégenos, de modo a se chegar qual(is) o(s) responsavel(eis) pelo

controle destes organismos.

Palavras chave: controle, fungos de solo, materiais vegetais, brécolis, mamona, mandioca,

cromatografia gasosa



SOLARIZATION IN MICROCOSM: EFFECT OF PLANT MATERIALS ON
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2. SUMMARY

The incorporation of specific cultures associated with solarization
has been a highly promising advance to control phytopathogenic fungi inhabiting the soil.
In addition to the commonly used Brassicaceae, new plant materials such as cassava and
castor plants have shown potential to control these phytopathogens. Several factors are
considered responsible for this control, including volatile compounds from plant
decomposition. Thus, the present work was divided into two complementary steps
according to its two major aims: biological step — to evaluate the effect of the incorporation
and decomposition of broccoli, castor and cassava (bitter and sweet) shoot, associated with
simulated solarization, on different structures of the fungi Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici Race 2, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani AG-4 HGI and
Sclerotium rolfsii; chemical step — to identify for each plant material which volatile
compound(s) present(s) potential to control fungal structures. In the first step, four
identical assays were established in groups of microcosms, with four different and
independent exposure periods (7, 14, 21 and 28 days), to evaluate the effects on mycelial
growth (innocuous, fungistatic and fungicide) and survival of resistance structures of soil
fungi. Fungistatic and fungicide effects were detected on the mycelial growth of F.
oxysporum f. sp. lycopersici Race 2, R. solani AG-4 HGI and S. rolfsii. Fungicidal effect
occurred only at 21 days of incubation for F. oxysporum and R. solani and at 28 days for S.
rolfsii. As regards M. phaseolina, only an innocuous effect was observed. The treatments
soil+plant material, over the tested periods, significantly reduced the survival of resistance

structures for all fungi. In general, broccoli and bitter and sweet cassava had expressive



results for S. rolfsii. The second step included assays done under the same conditions as
those in the first step; however, they were carried out in amber bottles instead of
microcosms. Volatile compounds were identified by using gas chromatography with mass
spectrometry (GC-MS) and flame ionization detectors (GC-FID), adopting Solid-Phase
Microextraction Techniques, SPME, for extraction and pre-concentration. Evaluations in
this step occurred at 7, 14, 21 and 28 days to identify volatile compounds from the
decomposition of three plant materials — broccoli, castor and sweet cassava plants. The
identification of volatile compounds from the decomposition of bitter cassava yielded
inconsistent results. For broccoli, 26 volatile compounds were identified and divided into
six groups: alcohols, ketones, acids, esters, sulfurs and “others”. Similarly to broccoli,
except for sulfurs, 37 volatile compounds were identified for castor and 29 for sweet
cassava plants. Based on the “normalized area”, corresponding to the peak of each volatile
compound, a semi-quantitative analysis was performed by means of a descriptive study on
the data and a correlation of volatile compounds with the phytopathogen survival data
through Pearson’s Correlation. Each plant material had a differentiated behavior
concerning each group of generated compounds, especially sulfurs for broccoli, alcohols
for castor, and acids for sweet cassava plants. Some volatile compounds and their means
had positive and negative correlations with the survival of the studied phytopathogen
resistance structures. This descriptive study and the correlations served as important tools
for indicating potential groups of volatiles and/or volatiles, which can be purified and
tested separately for the survival of phytopathogen structures in order to detect which

volatile compound(s) is/are responsible for the control of these organisms.

Keywords: control, soilborne fungi, plant material, broccoli, castor plant, cassava, gas

chromatography



3.INTRODUCAO

A incorporacio de culturas especificas associadas a solarizacdo do
solo tem sido apresentada como um avanco muito promissor para o controle de
fitopatogenos de solo. Além de permitir a inativacdo de vdarios patdégenos que ndo sio
afetados pela solarizacdo [técnica desenvolvida por Katan, (1976)], quando utilizada
isoladamente, essa pratica tem reduzido drasticamente o tempo necessdrio para o controle
(SOUZA e BUENO, 2003). Uma das culturas mais utilizadas em conjunto com a
solarizag@o tem sido as brassicas (BLOK et al., 2000; GAMLIEL e STAPLETON, 1993a;
GAMLIEL e STAPLETON, 1993b; RAMIREZ-VILLAPUDUA ¢ MUNNECKE, 1988;
SOUZA, 2004).

Segundo Rosa et al. (1997) existem aproximadamente 20 diferentes
tipos de glucosinolatos comumente encontrados em brassicas. Os glucosinolatos sdo
hidrolizados endogenamente em tecidos de bréssicas pela enzima mirosinase € no processo
de decomposicdo do material liberam compostos incluindo isotiocianatos, que apresentam
atividade biocida.

Além das brassicas, ha necessidade de se buscar novos materiais
com acdo toxica a fitopatdogenos e que possam ser facilmente encontrados em diversas
regides, onde os danos e perdas para agricultura ocorram com frequéncia, devido a estes

organismos (AMBROSIO, 2006).

Entre os novos materiais com acdo toxica a fitopatdgenos,
merecem destaque a mamona (Ricinus comunis Crantz) e a mandioca brava (Manihot

esculenta L.) (AMBROSIO et al., 2008).



Existem vérias substancias presentes em plantas de mamona
(CARVALHO e CARVALHO, 1979) e mandioca (brava e mansa) (RIBEIRO e
BEDENDO, 1999; FONSECA, 2001), que sdo apontadas como provaveis agentes de
controle de fitopatégenos de solo. No entanto, apesar das evidéncias, ainda ndo existe na
literatura nenhum relato sobre quais substancias especificamente emanadas pela
decomposicdo destes materiais (analitos), em associacdo com a solarizacdo, sdo realmente
responsaveis pela erradicag@o dos fitopatdgenos de solo.

O desenvolvimento de metodologias para andlise quimica de
compostos de materiais vegetais (matrizes), envolvendo extracdo e pré-concentragdo dos
analitos (volateis), sua separacdo, identificacdo e quantificacio € extremamente
interessante. Entre as novas metodologias, a Micro-Extracio em Fase Sélida (SPME, do
inglés Solid Phase Micro-Extraction) é uma técnica de extracdo e pré-concentracio
eficiente, introduzida no inicio da década de 90, e que tem sido extensivamente estudada e
aplicada a diversas matrizes como alternativa as metodologias tradicionais (ARTHUR e
PAWLISZYN, 1990).

Em func¢do do exposto acima, o presente trabalho procurou
abordar os seguintes objetivos: a) estudar e avaliar o efeito da incorporagdo e
decomposicdo de parte aérea de brécolis, mamona e mandioca brava e mansa, associadas a
solarizacdo, em conjuntos de microcosmos, sob condi¢des de ambiente controlado (BOD),
nas estruturas vegetativas e de resisténcia de fungos fitopatogénicos habitantes do solo
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Raga 2, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia
solani AG-4 HGI e Sclerotium rolfsii; b) identificar o(s) volatil(eis) emanado(s) pela
decomposicdo destes materiais e apontar qual (ais) € (sdo) o(s) volatil(eis) que poderia(m)

estar correlacionado(s) com a inativa¢do dos organismos testados.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Fungos fitopatogénicos habitantes do solo

Os fungos de solo estdo entre os que causam indmeras perdas em
vdrias culturas, ocasionando em alguns casos a inviabilidade de cultivo das mesmas em
extensas dreas agricolas (SOUZA, 2001). Estes organismos apresentam estruturas de
resisténcia que garantem sua sobrevivéncia, frente a situacdes adversas, tais como auséncia
do hospedeiro e/ou condi¢des climaticas desfavordveis (AMORIM, 1995). Assim, uma vez
introduzidos na 4drea estes fungos tornam-se um grave problema, pois suas estruturas de
resisténcia sdo de dificil controle e podem sobreviver por varios anos no solo.

Cada fitopatégeno de solo em particular é especializado em
produzir uma determinada estrutura de resisténcia (AMBROSIO, 2006). Como exemplos
tém-se os odsporos por Pythium e Phytophthora, microesclerédios por Macrophomina
phaseolina e Verticillium dahliae, esclerédios por Rhizoctonia, Sclerotium rolfsii e

Sclerotinia sclerotiorum e os clamidésporos por certas espécies de Fusarium (AMORIM,

1995).

4.2. Controle dos fungos fitopatogénicos habitantes do solo

A principio, a principal forma de controle destes tipos de
fitopatdgenos é de maneira preventiva por meio de medidas que empecam a entrada ou
estabelecimento dos mesmos na drea (AMBROSIO, 2006). Ap6s o estabelecimento destes

organismos na drea, recomenda-se o uso de variedades resistentes e o controle quimico



(GHINI, 2001). Além disto, deve-se buscar medidas alternativas de controle para estes
fitopatdgenos e isto encontra-se em evolucdo (SOUZA, 2001).

A maioria das formas alternativas de controle se baseia na reducio
do potencial de in6culo em dreas infestadas, de forma a possibilitar o desenvolvimento da
cultura, mesmo que suscetivel (ROBBS, 1991). Entre essas alternativas, a solariza¢do

merece destaque (SOUZA, 1994).

4.3. Solarizacao do solo

A solariza¢do € um método desenvolvido por Katan (1976), que
consiste basicamente na cobertura do solo umedecido em pré-plantio, com um filme
plastico transparente, durante o periodo de maior radiacdo solar (verdo), sendo relatada
como eficiente no controle de diversos fitopatogenos (AMBR()SIO, 2006).

Este método atua na inativacdo dos patdgenos através de efeitos
diretos, causados pelas altas temperaturas, e indiretos, favorecendo o controle bioldgico e a
supressividade do solo (SOUZA, 1994). Porém, de acordo com alguns pesquisadores, essa
técnica, quando utilizada isoladamente, ndo controla efetivamente alguns fungos
fitopatogénicos habitantes do solo como M. phaseolina, F. oxysporum e Plasmodiophora
brassicae (SOUZA e BUENO, 2003). Uma das medidas que vem sendo utilizada e que
potencializa o uso deste método de controle e que ainda diminui o tempo necessdrio para o
processo, € a incorporacdo de partes vegetais de culturas especificas ao solo seguido de
solarizacdo (GAMLIEL e STAPLETON, 1993a; SOUZA, 2001; SOUZA e BUENO, 2003;
AMBROSIO, 2006; AMBROSIO et al.; 2008).

4.4. Incorporacio de vegetais associados a solarizacao

O uso de materiais vegetais especificos incorporados ao solo causa
reducdo na densidade de indculo dos patégenos, diminuindo consequentemente a
severidade das doencas (COOK e BAKER, 1983). Existe um grande nimero de trabalhos,
tanto em condicdes laboratoriais, quanto em condi¢cdes de campo, comprovando a

efetividade do emprego da solariza¢do associada a incorporagdo de materiais vegetais

(fresco ou seco), no controle de fitopatégenos de solo (FERRAZ, 2001).



Um dos pontos importantes afetados por esta associagdo é a
comunidade microbiana decompositora presente no solo. Segundo Cruz et al., (2005), a
incorporagdo de material vegetal ao solo associado a solarizacdo estimula a comunidade
fingica e bacteriana presente no solo. Robbs, (1991), em seu estudo relata que o processo
de decomposicdo de materiais vegetais incorporados ao solo estimula a atividade
microbiana natural limitando os danos ocasionados por fitopatégenos. Reis et al., (2005),
acrescenta que a acdo da microbiota é afetada pela quantidade e qualidade de material
vegetal incorporado ao solo podendo aumentar a densidade de uma ou vdrias espécies de
microorganismos selecionados pelo material, além de estimular ou ativar a acdo de alguns
inicialmente em dorméncia (DeNOBILLI et al., 2001).

Entre os materiais vegetais, as brassicas, em especial, quando em
associacdo com a solarizacdo, s@o umas das mais pesquisadas e possiveis de serem
empregadas para o controle de doengas causadas por fitopatégenos de solo (SUBBARAO e
HUBBARD, 1996; MORRA e KIRKEGAARD, 2002). Ha relatos na literatura de uma
série de patégenos afetados por esta associacdo: F. oxysporum f. sp. conglutinans
(RAMIREZ-VILLAPUDUA e MUNNECKE, 1988), Pythium ultimum e S. rolfsii
(GAMLIEL e STAPLETON, 1993a), entre varios outros fungos fitopatogénicos, citados
por Souza (2004), como: Aphanomyces euteches, Didymella brioniae, F. oxysporum f. sp.
asparagi, F. oxysporum f. sp. lycopersici, M. phaseolina, Pyrenochaeta terrestris, Pythium
Spp-, R. solani, S. cepivorum e Verticillium dahliae.

Em geral, membros da familia das bréssicas contém em sua
composi¢do uma grande quantidade e variedade de glucasinolatos (ROSA et al., 1997). Os
glucasinolatos sdo compostos sulfiricos, composto de um grupo de tioglicose, um varidvel
carbono pertencente ao chamado grupo “R” e um 6xido sulfatado. Estes compostos sdo
nomeados de acordo com a estrutura do seu grupo “R”, onde aproximadamente cerca de
100 diferentes tipos de glucasinolatos ja foram identificados em diferentes tecidos vegetais
(DUNCAN, 2001).

Os glucasinolatos sdo hidrolisados por enzimas especificas
(mirosinases), no processo de decomposi¢do dos residuos vegetais, gerando uma série de
compostos voldteis como aldeidos (formaldeido e acetaldeido) e compostos de enxofre,
incluindo tiocianatos e isotiocianatos (GAMLIEL e STAPLETON, 1993b). Estes
compostos voldteis, em especial o isotiocianato, emanado pela degradacdo ripida do

material e retido na superficie do solo pela cobertura pldstica no processo de solarizacgdo,
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atua comprovadamente como substancia fungicida, sendo letal a vdrios fitopatogenos de
solo como pdde ser observado por diversos autores (LODHA et al., 1997).

Smolinska e Horbowick (1999), avaliando a liberagao de propenil
isotiocianato a partir de residuos de mostarda (Brassica juncea), observaram correlagio
positiva entre a presenca deste composto e a inibi¢do da germinacdo de clamiddsporos de
F. oxysporum var. radicis. O etil, pentenil e benzil isotiocianatos, assim como os butil e
fenil isotiocianatos, estes menos eficientes, sdo compostos que também possuem atividade
fungitéxica comprovada na inibicdo da germinacdo de conidios e clamiddsporos
(KIRKEGAARD e SAWAR, 1999).

A eficiéncia de controle esta estreitamente relacionada a natureza
do grupo “R” do isotiocianato, além do material vegetal e do fungo que se esta trabalhando
(FREIRE et al., 2004).

4.5. Incorporacio de parte aérea de mandioca (brava e mansa) (Manihot
esculenta 1..) e mamona (Ricinus comunis Crantz), ao solo, associadas a

solarizacao

Além das bréssicas, existem outros materiais com potencial
para serem utilizados em associagdo com a solarizacdo no controle de fitopatdgenos
presentes no solo. Ambrésio (2006), buscando novos materiais, tdo ou mais eficientes
quanto as brdssicas, no que diz respeito ao controle de fitopatégenos de solo, trabalhou
com folhas de eucalipto, mamona e mandioca brava, associados a solarizacdo, em
condi¢cdes de laboratério (microcosmo) e em campo. Praticamente em todos os
tratamentos, em ambas as condi¢des, utilizando-se a proporcdo de trés quilos de material
vegetal por metro quadrado de solo, os patogenos estudados (F. oxysporum f. sp.
lycopersici Raca 2, M. phaseolina, R. solani AG-4 HGI e S. rolfsii) foram erradicados,
sendo que a incorporacdo da mandioca brava seguida de solarizagdo propiciou o controle
de todos os fungos com menos de sete dias da instalacio do experimento, sendo tdo
eficiente quanto o brécolis (Brassica oleracea var. italica).

Estas informagGes mostram a viabilidade da utilizacdo de
materiais de outras espécies vegetais, associadas a solarizacdo, como uma alternativa

promissora no controle de fitopatégenos de solo (AMBROSIO, 2006). No entanto, apesar

destas informagdes, ainda ndo se sabe especificamente, como nas bréssicas, no caso dos
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isotiocianatos, qual (is) substincia (s) emanada (s) pela decomposicdo destes materiais €
(sdo) realmente responsdvel (eis) pela acdo fungicida.

Em mandioca, brava e mansa, acredita-se que a atividade
fungicida seja causada pela presenca de dois glicosideos cianogénicos, que sdo a
linamarina, que participa em maior proporcdo (92-98%), a lotaustralina metil, derivada da
linamarina (2-8%), e pela presenca da enzima linamarase, que promove a hidrdlise dos
glicosideos (CARVALHO e CARVALHO, 1979). O enxofre, presente em larga
quantidade neste material, atrelado a presenca de outras substincias, tais como cetonas,
aldeidos, cianalaninas, lectinas e outras proteinas toxicas, inibidoras de amilases e
proteinases, apresentam grande eficiéncia como agentes fungicidas (PONTE, 2001).

Segundo Lorenzi e Dias (1993), basicamente a diferenca entre a
mandioca mansa e a brava estd na quantidade de 4cido cianidrico presentes em suas raizes.
A mandioca mansa tem menos de 100 ug.mL'l de HCN (4cido cianidrico) na polpa crua
das raizes, enquanto que a brava possui mais de 200 ug.mL'1 de HCN.

Na mamona, por sua vez, suspeita-se que a atividade anti-fingica
seja atribuida a compostos presentes em sua parte aérea como alcaldides, esterdides,
flavondides, saponinas, taninos e compostos fendlicos (RIBEIRO e BEDENDO, 1999;
FONSECA, 2001). Entretanto, apesar da suspeita, ndo se sabe qual ou quais compostos ou
substancias liberadas por este material, que associados a solarizacdo, seriam o0s
responsdveis por inibir o crescimento e o desenvolvimento de certos fungos

fitopatogénicos habitantes do solo.

4.6. Analise quimica das substancias (volateis) emanadas pela decomposicao de

vegetais

Gamliel e Stapleton (1993a) avaliaram os compostos volateis
presentes nas diferentes fases da decomposi¢do do repolho (brassicaceae), submetido a
solarizag@o, no controle de dois fungos de solo, P. ultimum e S. rolfsii. Neste trabalho, os
autores armazenaram os gases em uma camara que continha solo incorporado com repolho,
imersa em um banho-maria, com a temperatura desejada, simulando assim o aquecimento
pela solarizacdo. Esta camara era dotada de um septo de borracha, através do qual foi
inserida a agulha de uma seringa para a retirada do gés a ser injetado em um cromatografo

a gis. Através da associagdo dos resultados das andlises realizadas pela cromatografia
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gasosa, com avaliacdes da atividade microbiolégica dos organismos testados no solo,
verificou-se uma correlacdo positiva entre grupos especificos de voldteis (isotiocianatos)

com o controle dos fitopatégenos.

4.7. Micro-Extracao em Fase Sélida (SPME)

A SPME é uma técnica de extragdo rapida, simples, que dispensa o
uso de solventes extratores e manipulacio excessiva da amostra. Além disso, pode-se fazer
extragdes seletivas pela escolha adequada do material de recobrimento da fibra. O
principio basico da SPME ¢é simples: uma fibra de silica coberta com um filme de material
sorvente (polimeros absorventes ou adsorventes) € exposta a amostra ou ao seu headspace
(fase gasosa confinada, em equilibrio com a matriz da amostra). Os volateis contidos na
amostra, ou no headspace, sdo sorvidos na camada de recobrimento da fibra, que é
posteriormente recolhida e introduzida diretamente no injetor aquecido de um
cromatédgrafo a gas. Esses voldteis coletados sdo entdo dessorvidos termicamente no injetor
e arrastados para a coluna cromatografica, onde ocorre a separacdo dos compostos
(ARTHUR e PAWLISZYN, 1990).

Nos estudos iniciais sobre SPME, esta técnica foi otimizada e
aplicada a extragdes com insercdo direta das fibras em matrizes liquidas (ARTHUR et al.,
1992a; ARTHUR et al., 1992b; BUCHHOLZ e PAWLISZYN, 1993). Posteriormente foi
proposta e avaliada sua aplicagdo a extracdo e pré-concentracdo de volateis em fase gasosa
(ZHANG e PAWLISZYN, 1993), demonstrando que em relagdio aos métodos
convencionais de headspace (fase gasosa confinada em equilibrio com a matriz da
amostra), a técnica permitia melhores repetibilidades e reprodutibilidades
(MACGILLIVRAY et al., 1994).

Diversos trabalhos demonstram a aplicagdo do SPME com anélise
do headspace na determinacdo de compostos gerados em meios de cultura. Pirazinas
produzidas por diversos microorganismos foram isoladas por purge and trapping e
quantificadas ao nivel de traco por Baudron et al. (1991), que otimizaram as condicdes de
extragdo de headspace utilizando planejamento fatorial completo. Vergnais et al. (1998),
estudando os efeitos de for¢a idnica do meio e do tipo de fibra extratora, determinaram
metabolitos de Staphylococcus carnosus e Staphylococcus xylosus, tanto apds extracio

direta por SPME do meio de cultura, quanto do seu headspace. Neste trabalho, os melhores
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resultados foram em extracdes de headspace com fibra recoberta com PA (poliacrilato),
onde se determinou que tanto S. xylosus como S. carnosus produziam ésteres a partir de
leucina, enquanto somente este dltimo o fazia por oxidacdo de 4cidos graxos livres
presentes no meio de cultura.

Nilsson et al. (1996) compararam purge and trapping com
extragdo por SPME através do headspace combinadas a GC-MS, como ferramenta para
diferenciar diversas espécies e subespécies de fungos do género Penicillium (P. hirsutum
var. albocoremium e var. venetum, P. vulpinum, P. decumbens e P. discolor). Para as
extracdes por purge and trapping, os volateis gerados nos meios de cultura foram
arrastados por um fluxo de ar até cartuchos contendo Tenax com posterior dessor¢io
térmica diretamente na coluna. Nas extracdes por SPME foram testadas fibras recobertas
com PDMS (polidimetilsiloxano) e PA (poliacrilato). Os resultados dos dois métodos
testados foram similares, sendo que SPME se mostrou mais rdpida e simples.

Deste modo, com a utilizacio da SPME como metodologia de
andlise, torna-se mais rdpido e possivel o estudo de vérios compostos ou substincias
emanadas pela acdo direta ou indireta de diversos organismos sob um substrato.

Assim, o presente trabalho foi idealizado com dois objetivos
divididos em duas etapas complementares: bioldgica — estudar e avaliar o efeito
ocasionado pela incorporacdo e decomposicdo de parte aérea de brdcolis, mamona e
mandioca (brava e mansa), associadas a simulagdo da solarizacdo, sobre diferentes
estruturas dos fungos F. oxysporum f. sp. lycopersici Raca 2, M. phaseolina, R. solani AG-
4 HGI e S. rolfsii; quimica - identificar os voldteis oriundos da decomposicdo de cada
material vegetal e qual(is) é(sdo) o(s) volatil(eis) que poderia(m) estar correlacionado(s) no

controle das estruturas dos fungos.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Primeira etapa: Biologica

Os ensaios foram realizados nas dependéncias do Departamento de
Producdo Vegetal (DPV), da Faculdade de Ciéncias Agronomicas (FCA), UNESP,

Campus de Botucatu — SP.

5.1.1. Multiplicacdo e producio das estruturas de resisténcia dos

fitopatogenos de solo

Os fitopatégenos estudados foram cedidos pela Micoteca do
DPV/FCA/UNESP. Inicialmente, estes foram cultivados em meio BDA (Batata-Dextrose-
Agar) + oxitetraciclina (0,05 mg.mL’l) e, posteriormente, transferidos para substratos
especificos, auxiliando na produgdo das estruturas de resisténcia dos mesmos (BUENO,
2004; AMBROSIO, 2006). E importante ressaltar que as estruturas de resisténcia de cada
organismo foram produzidas para cada ensaio em particular, garantindo assim o méaximo
de viabilidade das mesmas para cada periodo testado.

Para F. oxysporum f. sp. lycopersici Raga 2, a metodologia
adotada para producgdo das estruturas de resisténcia foi a adaptada por Bueno (2004), que
consiste em multiplicar o fungo em meio liquido de extrato de malte, no escuro, a 25 °C,
por sete dias. Apds crescimento, a suspensdo sem centrifuga¢do foi colocada em uma
bandeja de aluminio, acrescentando pé de talco na proporg¢do 2:1 (v/p), deixando para secar

em estufa de circulacdo forcada de ar a 26°C, por 14 dias (Figura 1A).
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Na producdo das estruturas de resisténcia dos fungos M.
phaseolina e R. solani AG-4 HGI, foram utilizados frascos contendo substrato areno-
organico estéril, onde estes organismos foram cultivados. O substrato foi composto por trés
partes de esterco bovino curtido, uma parte de areia lavada e 2% de aveia (v/p), ajustando,
com 4gua destilada, a umidade de 20% (v/v) (LEFEVRE e SOUZA, 1993). O substrato foi
autoclavado por duas vezes, em intervalos de 24 horas, durante uma hora, a 120°C.
Posteriormente, em cimara asséptica, foram transferidos trés discos de cinco milimetros de
diametro retirados das bordas das coldnias de cada fungo em crescimento, para os frascos
contendo o substrato areno-organico. Os frascos foram mantidos em estufa tipo BOD a
25°C para R. solani e a 32°C para M. phaseolina, ambos no escuro, por 15 dias, sendo
periodicamente agitados com o objetivo de homogeneizar a infestacio (Figura 1B e C).

A produgdo das estruturas de resisténcia de S. rolfsii foi realizada
conforme a metodologia adotada por Bueno (2004), onde se transfere um esclerddio para
placa contendo uma fina camada de meio BDA + oxitetraciclina (0,05 mg.mL'l) e incuba-
se em estufa tipo BOD, a 25 °C, no escuro, por 30 dias, até a formagdo completa dos

esclerddios, os quais foram removidos com auxilio de pincel de cerdas macias (Figura 1D).
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Figura 1. Substratos veiculando estruturas de resisténcia dos fungos. Legenda: 1A - P6 de
talco neutro contendo clamidésporos de F. oxysporum f. sp. lycopersici Raga 2;
1B - Substrato areno-organico contendo microesclerddios de M. phaseolina; 1C
- Substrato areno-organico contendo esclerddios de R. solani AG-4 HGI; 1D.

Esclerédios de S. rolfsii produzidos em meio BDA.

5.1.2. Condicoes experimentais

Os ensaios foram instalados em condi¢des de laboratério, dentro
de estufas tipo BOD, a temperatura de 37+2°C (Figura 2A). Essa temperatura proporciona
acelerar a decomposi¢do dos materiais e, também, simula a temperatura média do solo em
campos solarizados nos meses de verdo em Botucatu - SP. Essa época é propicia para
instalacdo da técnica de solarizagdo. Com isso, é possivel simular o processo de
solarizag@o do solo em condigdes laboratoriais.

As parcelas experimentais dos ensaios consistiram de
microcosmos, previamente desenvolvidos e testados por Bueno et al. (2004) e Ambrésio
(2006). Segundo estes autores, 0 microcosmo constitui-se de uma camara de vidro, com
capacidade de trés litros e meio e com uma tampa vazada de 15 cm de didmetro. Essa
abertura na tampa permite a passagem de um tubo de silicone para amostrar gases (O, e
CO,) que podem ser gerados no interior do frasco, com uma rolha de borracha (septo)

inserida na extremidade da mangueira, a qual impede a saida dos mesmos. Na outra
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extremidade, enterrada no solo, foi acoplada uma sonda coletora de gases, desenvolvida
por Bueno e Souza (2002). Os gases (O, e CO;) foram avaliados pela introdu¢do de uma
agulha de seringa através do septo ligada a um analisador de gases modelo Testo 325-1,
previamente calibrado para o trabalho (Figura 3).

Para atender os objetivos do presente trabalho, os microcosmos
sofreram uma modificacdo, com o intuito de verificar apenas a acdo dos gases gerados nos
tratamentos sobre as estruturas vegetativas (micélio) e de resisténcia dos fungos testados
(Figura 2B). Portanto, cada parcela experimental consistiu de um conjunto de dois
microcosmos interligados entre si por meio de uma mangueira de silicone. Em uma das
extremidades dessa mangueira foi acoplada a sonda coletora, enquanto que a outra
extremidade foi apenas conectada no interior do outro frasco servindo de ponte entre eles.
Essa sonda, j4 mencionada anteriormente, teve por objetivo auxiliar na captacdo dos gases
no microcosmo contendo solo mais material vegetal incorporado ou solo (sem a
incorporagdo de material vegetal), e, com isso, conduzir a atmosfera gasosa para o
microcosmo posterior sem solo e sem material organico, utilizado para colocar as
estruturas vegetativas (micélio) e de resisténcia dos fungos testados. Todo microcosmo
contendo solo + material vegetal ou solo (sem a incorporagdo de material vegetal)
(testemunha) foi dotado de uma saida auxiliar com uma mangueira de silicone e um septo
de borracha em sua extremidade, onde foi acoplado o aparelho leitor de gases, para

avaliacdo dos gases (CO; e O;) no momento de cada avaliacdo (Figura 2B).
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Figura 2. Esquema utilizado para simular o processo de solarizacdo. Legenda: 2A -

Interior da estufa do tipo BOD com os conjuntos de microcosmos; 2B - Detalhe
do conjunto de microcosmos.

Figura 3. Aparelho de leitura de gases (O, e CO,) Testo T-325-1. Legenda: 3A - Visdo
geral do Aparelho T-325-1 e seus dispositivos auxiliares; 3B - Leitor do

Aparelho T-325-1; 3C - Mangueira de silicone com agulha na extremidade para
se acoplar ao microcosmo.
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Segundo Bueno et al. (2004) e Ambroésio (2006), o microcosmo
oferece condigdes para simular o processo de solariza¢do do solo a campo e, ainda, facilita
qualificacdio e quantificacdo dos produtos da decomposi¢io de materiais vegetais
associados a solarizacdo sobre fitopatégenos. Além disto, o microcosmo apresenta
facilidade para instalacdo dos experimentos e com baixo custo quando comparado com
aqueles realizados em condi¢des de campo. No entanto, todo resultado obtido em

microcosmo deve ser confirmado, também, em condi¢des de solarizagdo a campo.

5.1.3. Incorporacao dos materiais vegetais e preparo dos tratamentos

Os tratamentos foram compostos por parte aérea de quatro
materiais vegetais, devidamente caracterizados quanto aos seus elementos, umidade e
relacio C/N, pelo Laboratério de Nutrigdo Mineral de Plantas ‘“Prof.* Dr.* Leonina
Aparecida de Lima”, FCA/UNESP, Botucatu — SP (Tabela 1), oriundos de mamona
(Ricinus comunis L.), mandioca brava e mansa (Manihot esculenta Crantz) e brocolis
(Brassica oleracea var. italica L). Estes materiais foram incorporados ao solo, além da

testemunha contendo solo (sem material vegetal incorporado).

Tabela 1. Caracterizacdo dos materiais vegetais (brécolis, mamona, mandioca brava e

mansa) utilizados quanto aos aspectos de composi¢do mineral, umidade (%) e

relacdo C/N.

N Macronutrientes Micronutrientes Umidade  Relacdo

Materiais N P K CaMg S |B Cu Fe Mn Zn
-------------- g kg'1 mg kg'1 e (P0) C/N
Brdcolis 57 183 35 9 32 104 (39 8 128 26 61 89 15/1
Mamona 41 |32 25 14 129 64 |52/ 9 374 215 30 78 25/1
Mandioca Brava ' 35 12,3 12 17 133 | 22 |50 8 388 269 6l 80 22/1
Mandioca Mansa | 36 | 3,5 12 |21 3,6 24 |46 9 267 250 104 82 20/1

O brocolis foi utilizado como padrao de comparagdo para os
demais materiais vegetais (mamona, mandioca brava e mandioca mansa), pois pesquisas
demonstram que € um material que incorporado no solo juntamente com a técnica da

solarizagc@o do solo, possui potencial para supressdo de vdrias estruturas de resisténcia de
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fungos fitopatogénicos de solo (SUBBARAO e HUBBARD, 1996; MORRA e
KIRKEGAARD, 2002).

O solo utilizado, Latossolo Vermelho Distroférrico de Textura
Média, foi retirado de uma &4rea agricultdvel (Embrapa, 1999) de uma camada de dez
centimetros de profundidade. As caracteristicas de fertilidade foram determinadas,
também, pelo Laboratério de Nutricdo Mineral de Plantas, FCA/UNESP, Botucatu — SP
(Tabela 2).

Tabela 2. Aspectos de composi¢do mineral (macro e micronutrientes), pH e matéria

organica (M.0O.) do solo utilizado.

pH | M.O. Pegna AP'* H¥tAl K Ca Mg SB CTC v S _ B CuFe Mn 7Zn
(4

Ca(l, g/dm3 mg/dm3 “““““ mmolc/dm3 ************** mg/dm3 ********

42 14 8 |11 66 04 6 28 74 11 5302735 10 29 0.1

Antes de serem incorporados, os materiais vegetais foram
triturados com o auxilio de um processador de alimentos, visando facilitar sua
decomposicdo no solo (Figura 4). A propor¢do dos materiais incorporados no solo timido
(20% de umidade) foi de trés quilos para cada 120 kg de solo (aproximadamente 100
litros), seguindo padrdes adotados por Ambrodsio (2006). Portanto, cada tratamento, a
exce¢do da testemunha, foi constituido de aproximadamente trés quilos de solo (dois litros
e meio) mais 75 gramas de material vegetal, de forma a proporcionar uma altura de 15

centimetros de material no microcosmo.
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Figura 4. Materiais vegetais triturados como auxilio de um processador de alimentos a
serem incorporados ao solo. Legenda: BRO — brdcolis; MA — mamona; MB -

mandioca brava; e MM — mandioca mansa.

Além da testemunha - solo (sem material vegetal incorporado), um
frasco sem solo e sem material vegetal foi incluido com o intuito de manter as estruturas
dos fungos em condi¢des de temperatura ambiente, atestando sua viabilidade em condi¢cdes

ambiente e avaliando o papel real da temperatura (37£2°C) isoladamente sobre as mesmas.

5.1.4. Parametros avaliados e formas de analise

Os parametros avaliados em todos os tratamentos e em cada
periodo foram: a) concentracdo de oxigénio e gis carbonico no interior dos conjuntos de
microcosmos; b) taxa de crescimento micelial e c¢) sobrevivéncia das estruturas de
resisténcia dos fungos.

A concentragdo de oxigénio e gds carbonico foi medida, em
porcentagem (massa/massa), no conjunto de microcosmo de cada tratamento e em cada
periodo de avaliagdo por meio do analisador de gases modelo Testo 325-1, previamente
calibrado pelo fabricante, em dois momentos; uma ap6s a instalacéo do ensaio e a outra no
final de cada periodo testado (7, 14, 21 e 28 dias).

A andlise do efeito de cada tratamento no crescimento micelial dos

fungos foi realizada em placas contendo meio BDA para onde foram transferidos discos
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contendo micélio de cada fungo oriundo de coldnias novas. As placas, uma de cada fungo,
foram entdo colocadas dentro de cada conjunto de microcosmos.

O efeito dos tratamentos foi verificado através da medigcdo do
crescimento das coldnias dos fungos nas placas (nove centimetros de didmetro),
comparando com as medidas do didmetro das col6nias antes de serem transferidas para as
camaras (D1), apds serem retiradas das camaras (D2) e apds serem levadas a BOD, a 25°C,
por um periodo de sete dias de incubagdo (D3). Essas medidas foram efetuadas com o
auxilio de uma régua graduada, onde a partir das comparagdes entre elas pode-se inferir
sobre a auséncia do efeito do tratamento, inécuo (D1<D2), o efeito fungistitico
((D1=D2)<D3) e o efeito fungicida de cada tratamento (D1=D2=D3). Para cada periodo
analisado foi adicionado um controle geral, onde foi mensurado o crescimento micelial e
didrio de cada fungo incubado na temperatura ideal para o seu crescimento.

Para a andlise da sobrevivéncia das estruturas de resisténcia dos
fitopatdgenos foram utilizadas bolsas de tecido sintético (ndilon), contendo cada uma dez
gramas dos substratos infestados (talco e substrato areno-organico) com as estruturas dos
fungos F. oxysporum f. sp. lycopersici Raga 2, M. phaseolina e R. solani. Para S. rolfsii,
cada bolsa recebeu aproximadamente 100 esclerddios. As bolsas foram amarradas com
linha de ndilon e identificadas em sua extremidade livre com fita crepe (BUENO, 2004;
AMBROSIO, 2006).

Cada conjunto de microcosmo conteve uma bolsa (repeticdo) de
cada organismo e as avaliacdes foram realizadas através do plaqueamento das estruturas de
resisténcia dos fitopatégenos em placas contendo meios de cultura semi-seletivos, com
cinco repeticdes, propiciando o desenvolvimento de cada organismo em questdo, o que
possibilitou a quantificagdo dos sobreviventes através da contagem das coldnias formadas
(BUENO, 2004; AMBROSIO, 2006).

Antes do plaqueamento em meio semi-seletivo, as bolsas com os
fungos M. phaseolina, R. solani e S. rolfsii foram submetidas a uma desinfestagdo
superficial para diminuir os contaminantes e possibilitar a contagem dos sobreviventes,
conforme metodologia de Bueno (2004). Cada organismo em particular possui um
processo de desinfestacdo diferente. Para M. phaseolina, o processo € iniciado com a
transferéncia do in6culo para uma nova bolsa de ndilon. Esta nova bolsa passa por uma
rdpida imersdo em dlcool 70%, 20 segundos em solucdo de hipoclorito de sédio a 0,5% e

lavagens sucessivas em agua destilada esterilizada. O fungo R. solani, ap6s também ser
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transferido para uma nova bolsa, passa entdo pelas etapas de rdpida imersdo em dlcool
70%, 5 segundos em solug@o de hipoclorito de s6dio a 1% e lavagens sucessivas em dgua
estéril. Ja S. rolfsii, além da imersdo em dlcool 70%, apds a troca de bolsa de ndilon, é
exposto por 1 minuto em solucdo de hipoclorito de sédio a 1,5% e lavado sucessivamente
em agua destilada esterilizada (BUENO, 2004; AMBROSIO, 2006).

No plaqueamento propriamente dito, foram utilizadas dez por¢des
do substrato contendo as estruturas de resisténcia de M. phaseolina e R. solani e, no caso
de S. rolfsii, dez esclerdédios, sendo em seguida transferidos para cada uma das cinco placas
(repeticdes), posteriormente mantidas em BOD a temperatura favoravel para cada fungo
(BUENO, 2004; AMBROSIO, 2006). Para o substrato contendo F. oxysporum f. sp.
lycopersici Raca 2, este foi submetido a diluicdo seriada antes do plaqueamento, de acordo
com a metodologia de Bueno (2004), que consiste em efetuar quatro diluicdes (1:10) da
amostra (p6 de talco + clamidésporos — 10 g) em solugdo salina (0,85% de NaCl)
seguindo-se de plaqueamento de aliquotas (0,1 mL).

Os meios seletivos utilizados para o plaqueamento também variam
de acordo com cada fungo (BUENO, 2004; AMBROSIO, 2006). Para F. oxysporum f. sp.
lycopersici Raga 2, o meio de cultura utilizado para avaliar a sobrevivéncia desse patégeno
foi o semi-seletivo de Komada (15 g peptona; 1 g K,HPOy; 0,5 g MgS04.7H,0; 20 g dgar;
0,25 g clorofenicol; 0,7 g PCNB; 1 L 4gua destilada). O PCNB foi adicionado somente
apds esterilizacdo do meio (KOMADA, 1975).

Em M. phaseolina, o meio proposto foi o semi-seletivo RB
(CLOUD, 1991) modificado que consiste de 39 g de BDA, 224 mg i.a de metalaxyl, 100
mg de rifampicina e 1L de dgua destilada. J4 para Rhizoctonia solani AG4 HGI utilizou o
meio semi-seletivo de KHMP (1g KH,POy4; 0,5 g MgS0O4.7H,0; 0,5 g KCI; 0,01 g
FeSO4.7H,0; 0,20 g NaNO,; 0,05 g clorofenicol; 20 g 4gar; 0,05 g de sulfato de
estreptomicina; 0,24 g metalaxyl; 0,05 g prochloraz) e 940 mL 4gua destilada (KO e
HORA, 1971), enquanto que para S. rolfsii foi utilizado o préprio meio de BDA (batata,
dextrose, dgar) + 0,05 mg.mL'l de oxitetraciclina (BUENO, 2004).

Para cada periodo e fungo analisado foi verificado o inéculo inicial no
momento da montagem de cada ensaio (populacdo inicial), além da sua sobrevivéncia em
condi¢des ambiente (laboratério). Tanto a populagdo inicial quanto o laboratério contaram
com o mesmo numero de repeti¢gdes utilizado para os tratamentos incubados nos

microcosmos.
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5.1.5. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente ao acaso,
aleatorizando tanto os conjuntos de microcosmos dentro das BODs quanto os periodos de
avaliagdo. O trabalho contou entdo com quatro ensaios independentes, mas idénticos,
diferindo apenas com relagdo aos periodos de avaliacdo: 7, 14, 21 e 28 dias.

A andlise estatistica dos dados dos gases oxigé€nio (O,) e carbdnico
(CO,) foi realizada por meio de andlise paramétrica, com seis tratamentos [solo - sem a
incorporagdo de material vegetal, solo+brdcolis, solo+mamona, solo+mandioca brava,
solo+mandioca mansa e ambiente (leitura realizada em condi¢des ambiente utilizada como
controle)] e com quatro repeti¢des, sendo as médias dos dados comparadas entre si por
meio do teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Com essa andlise foi
possivel verificar o efeito dos tratamentos e dos diferentes periodos na concentracio destes
gases dentro dos microcosmos.

O efeito dos tratamentos sob o micélio foi analisado segundo
descrito na metodologia acima, indcuo (D1<D2), fungistatico ((D1=D2)<D3) ou fungicida
(D1=D2=D3). Quando foi constatado efeito fungistitico, determinou-se a velocidade
média e didria do crescimento micelial (VMDCM) para o fitopatdgeno em questdo, em
cada tratamento (solo - sem a incorporacdo de material vegetal), solo+brdcolis,
solo+mamona, solo+mandioca brava, solo+mandioca mansa no periodo onde foi
observado o referido efeito. Também foi calculada a VMDCM dos fungos sob suas
condicdes ideais de temperatura de incubag@o, controle geral. Os dados foram analisados
pela andlise paramétrica, contando com seis tratamentos, e as médias dos dados foram
comparadas entre si por meio do teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Para os dados de sobrevivéncia dos fungos, a técnica de andlise de
variancia utilizada foi o do esquema fatorial de sete tratamentos (solo - sem a incorporacdo
de material vegetal), solo+brdcolis, solo+mamona, solo+mandioca brava, solo+mandioca
mansa, além do laboratério e da populacdo inicial) versus quatro fungos (F. oxysporum f.
sp. lycopersici Raca 2, M. phaseolina, R. solani AG-4 HGI e S. rolfsii) versus quatro
periodos de avaliacdo (7, 14, 21 e 28 dias), com quatro repeti¢gdes por tratamento,
considerando o vetor de resposta a sobrevivéncia dos quatro fungos. Os dados de
sobrevivéncia foram transformados em porcentagem e, novamente, transformados em

arcsen\(X/100), sendo X o valor da porcentagem, o que possibilitou utilizar a andlise
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paramétrica, baseada em médias. Isto foi feito em razdo da diferenca de metodologia
utilizada para avaliagdo da sobrevivéncia de F. oxysporum f. sp. lycopersici Raca 2 com
relacdo aos demais fungos. O teste utilizado para comparacio das médias de sobrevivéncia

foi também o de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

5.2. Segunda etapa: Quimica

A etapa quimica foi realizada em parceria com o Prof. Dr. Fabio

Augusto, no Instituto de Quimica da UNICAMP — Campinas — SP.

5.2.1. Técnica de analise dos volateis dos materiais vegetais

A técnica de andlise de volateis utilizada foi a Microextracdo em
Fase Solida conhecida também por SPME. O principio bdsico dessa técnica consiste em
uma fibra de silica fundida de 100 mm de didmetro coberta com um filme fino de material
sorvente (tanto polimeros como adsorventes sélidos) com 10 mm de comprimento e cerca
de 100 pm de espessura de filme extrator. As espessuras dos recobrimentos de fibras
comerciais variam entre 7 ¢ 100 mm (VALENTE e AUGUSTO, 2000).

A fibra foi exposta as amostras dos tratamentos do item 5.2.4.,
através da exposicdo da fibra ao headspace (fase gasosa confinada em equilibrio com a
matriz da amostra) de cada amostra. Para isto, a fibra foi colocada em um suporte, holder,
com a fung¢do de protegé-la durante a extracdo, por ser a mesma muito fragil.

Na extracdo, a ponta do holder foi inserida no septo do frasco da
amostra e a fibra foi exposta ao headspace para que os volateis fossem transferidos para o
material sorvente da fibra. Os volateis extraidos ficaram sorvidos no recobrimento da fibra,
e passado o tempo de extracdo, a fibra foi retraida e retirada do frasco amostral, para ser
introduzida diretamente no injetor aquecido de um cromatdgrafo a gas GC-FID (FID, do
inglés Flame lonization Detector) ou GC-MS (MS, do inglés Mass Spectrometry). As
substancias extraidas foram dessorvidas termicamente no injetor e arrastados para a coluna
cromatografica, sendo posteriormente identificadas com base em padrdes armazenados em

uma biblioteca presente no cromatdgrafo.
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5.2.2. Condicoes experimentais

Os ensaios foram realizados em condi¢des de laboratério, dentro
de estufas tipo BOD, a temperatura de 37+2°C, seguindo os mesmos parametros utilizados
para os experimentos montados na Etapa Biologica (Figura SA).

Nesta etapa, cada parcela experimental foi representada por dois
frascos ambar de 500mL dotado de uma tampa revestida por um septo de silicone. Este
frasco, indicado para este tipo de andlise, foi silanizado de forma a nio adsorver os volateis
em suas paredes, e sua tampa revestida de silicone proporcionou um ambiente hermético,
permitindo apenas a introdugfo da fibra sem o escape dos volateis (Figura 5).

A fibra de SPME empregada foi a DVB/CAR/PDMS
(Divinilbenzeno, Carboxen, Polidimetilsiloxano), assim como o proprio holder, da marca
Supelco (Bellefonte), acondicionada de acordo com as recomendacdes do fabricante antes
de ser utilizada. Demais reagentes que foram empregados nesse trabalho foram de grau de

pureza P.A. (Pr6- Andlise) ou superior.

Figura 5. Extracdo de volateis pela técnica SPME em ambiente controlado. Legenda: SA

— Visdo geral dos frascos dmbar e do processo de extracdo realizado no interior
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da BOD; 5B — Detalhe dos frascos ambar devidamente vedados; 5C —

Introducéo e exposi¢do da fibra aos volateis acondicionados dentro do frasco.

5.2.3. Parametros de extracio e da rampa de separacao

A temperatura de extracdo por SPME foi de 37+2°C simulando o
processo de decomposi¢ao que ocorre no solo. O tempo de extracdo foi de 30 minutos e
depois de inserir a fibra de SPME no injetor do cromatégrafo, a mesma ficou 10 minutos
no injetor para garantir que todos os voldateis extraidos da matriz fossem dessorvidos. Os
parametros relativos ao GC-FID (Figura 6) também foram avaliados, principalmente
programacdo da temperatura do forno e vazdo do gids de arraste, para minimizar a
coeluicio dos compostos extraidos. A temperatura do injetor foi de 260°C e do detector foi
de 280°C. O injetor foi operado no modo splitless em todas as injecdes. Como gis de
arraste foi usado He grau 5.0 a 0,8 mL min”. A rampa de temperatura escolhida foi a de
40°C por 10 minutos, 5°C/min até 75°C, 15°C/min até 165°C, 40°C/min até 190°C por 3

minutos.

Figura 6. Cromatografo a gas com detector por ionizagcdo em chama (FID). Legenda: 6A -
Cromatografo a gas com detector por ionizacdo em chama (FID) no momento
da injecdo; 6B - Detalhe do injetor do cromatdgrafo a gas com inje¢do por

SPME.
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5.2.4. Processamento dos materiais orginicos e preparo dos tratamentos

Os materiais vegetais brocolis, mamona, mandioca brava e mansa
foram triturados (Figura 4) e incorporados ao solo segundo a metodologia utilizada na
Etapa Bioldgica, respeitando as dimensdes dos frascos ambar. Sendo utilizados 270 g de
solo e 8,1 g de cada material vegetal, umedecidos com aproximadamente 54 mL de dgua
destilada [20% umidade (v/p)], além da testemunha solo (sem a incorpora¢do de material

vegetal).

5.2.5. Analise qualitativa e semi-quantitativa dos volateis

A identificacdo dos volateis (andlise qualitativa) foi realizada por
comparagdo do indice de reten¢@o experimental obtido para os compostos com os valores
da literatura e também através de andlise por GC-MS. Os parametros cromatograficos
foram os mesmos utilizados nas andlises por GC-FID. A temperatura da linha de
transferéncia foi de 280°C e a faixa de massas analisada foi de 40-350 u.m.a. A
identificacio dos picos foi feita usando o programa Automated Mass Spectral
Deconvolution and Identification System (AMDIS) v. 2.63 ¢ a biblioteca NIST Mass
Spectral Search Program v. 1.7 (NIST, Washington - DC, USA). Os espectros de massas
obtidos foram comparados com os espectros da biblioteca.

A andlise semi-quantitativa, por sua vez, foi obtida apds a
qualitativa observando as areas dos picos de cada volatil nos cromatogramas, uma vez que
os mesmos ja haviam sido identificados. Com base nestas dreas foi calculada a chamada
“area normalizada”, utilizando como referéncia a maior area ou pico de um dado volatil

(100%) (PM) e correlacionando com os demais picos deste mesmo volatil em cada

material vegetal.

“Area normalizada” = Area do Pico X 100

Area do maior Pico

Deste modo foi estimada a concentracio, em porcentagem, de cada
composto formado para cada material vegetal, em cada periodo testado, fornecendo dados

importantes sobre o comportamento destes volateis em cada material ao longo do tempo.
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5.2.6. Delineamento experimental e analise estatistica

A etapa quimica contou com todos os tratamentos solo+material
vegetal da etapa bioldgica, a excecdo do tratamento solo+mandioca brava. Esse tratamento
foi retirado, em virtude de problemas enfrentados em sua andlise cromatografica. Por se
tratar de uma técnica (SPME) com uma alta sensibilidade e reprodutibilidade, atrelado a
seu custo elevado, foram preparadas apenas duas réplicas por tratamento.

A andlise qualitativa baseou-se na comparagio entre a presenca e
auséncia dos volateis, em cada material vegetal (brécolis (BRO), mamona (MA) e
mandioca mansa (MM)) e suas associagdes (BRO versus MA, BRO versus MA, MA
versus MM e BRO versus MA versus MM). A avaliagdo semi-quantitativa foi realizada
pela andlise descritiva das médias e desvios padrdes contando com trés tratamentos
(brécolis, mamona e mandioca mansa) e quatro periodos de avaliacdo (7, 14, 21 e 28 dias).
Foi realizada também a andlise de correlacdo linear de Pearson (ZAR, 1999) entre as
porcentagens relativas dos voldteis emanados por cada material e os dados de
sobrevivéncia das estruturas de resisténcia de cada fungo de solo avaliado na primeira
etapa.

As andlises estatisticas do trabalho, tanto da Primeira quanto da
Segunda Etapa, contaram com o apoio e supervisdao do Prof. Dr. Carlos Roberto Padovani,
do Departamento de Bioestatistica, da Universidade Estadual Paulista, Campus de

Botucatu-SP.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Primeira etapa: Biologica
6.1.1. Leitura dos gases O, e CO,

A incorporagdo de determinados materiais organicos ao solo é uma
técnica que quando associada a solariza¢do pode aumentar sua eficiéncia no controle de
fitopatogenos (SOUZA e BUENO, 2003). Um dos fatores que contribui para este aumento
de eficiéncia estd na geracdo de uma atmosfera anaerdbica. Isto ocorre porque a microbiota
do solo, grande responsdvel pelo processo de decomposicdo dos materiais organicos,
realiza durante este processo um grande consumo de oxigénio (O;) e, consequentemente,
libera uma grande quantidade de gds carbdonico (CO,) no solo (BUENO et al., 2008).

Na Figura 7 constam as concentracdes de O, e CO, mensuradas
pelo aparelho leitor de gases Testo 325-1, nos diferentes tratamentos submetidos ao
processo de solarizagdo, em microcosmo, em diferentes periodos de exposi¢do. E
importante esclarecer que as concentragdes destes gases, de maneira geral, sdo inversas
para este tipo de ambiente. Sendo assim, quando um aumenta o outro certamente diminui e

vice-versa (SOUZA, 2001).
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Figura 7. Concentracdo de oxigé€nio (O;) e de gis carbdnico (CO,) nos diferentes
tratamentos, submetidos ao processo de simulacdo da solarizacdo, em
microcosmo, com diferentes periodos de exposicdo aos tratamentos.
Legenda: Ambiente — leitura do ambiente fora do microcosmo; S=Solo;

B=Brocolis; Md=Mandioca.

Com base nos dados da Figura 7, observou-se que em todos os
tratamentos onde houve incorporacido de materiais vegetais no solo, seguido de simulagio
de solarizagdo, a concentracdo de CO; foi alta e a de O, baixa, principalmente quando
comparados com o solo (sem a incorporacdo de material vegetal) mais solarizagdo e
ambiente. Estes tratamentos ndo diferiram entre si quanto a concentragdo destes gases,
apresentando altas concentracdes de O, e baixas de CO,. Estas informa¢des demonstram o
efeito da incorporacdo de residuos vegetais ao solo, associados a solarizagdo, na
diminuicdo da concentragdo de O, e aumento na de CO,, em razdo da acdo da microbita na
decomposicao dos residuos vegetais (BLOK et al., 2000).

Analisando apenas os tratamentos contendo solo + material
vegetal, verificou-se que nao houve diferenca entre eles na maioria dos periodos avaliados,

para ambos os gases mensurados. Entretanto, pode-se constatar que o brécolis foi o que
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gerou uma menor concentragdo de gds carbdOnico e, consequentemente, uma maior de
oxigénio (Tabela 3). Isto denota que apesar de possuir uma relagdo C/N menor (15/1,
Tabela 1), o brécolis apresentou uma velocidade de decomposicdo inferior aos demais
tratamentos contendo solo + material vegetal, principalmente no que se refere ao primeiro

periodo avaliado (sete dias) (Tabela 3).

Tabela 3. Gases O, e CO; gerados pelos tratamentos, em associagdo com a simulacio da
solarizag@o, comparados com o ambiente, em diferentes periodos de avaliacdo.
Periodos de avaliacao (dias)

7 14 21 28
solo+brécolis 4,92 b"A° 322 b B 3,62 b B 3,85 b B 390

Gases Tratamentos Média

C
S | solo+mamona | 2,37 ¢ A 237 b A 240 b A 3,15 bA 257 d
90/ solo+md brava ' 1,67 ¢ B 2,50 b B 3,50 b A 2,90 b B 2,64 d
(g solo+md mansa 1,90 ¢ A 2,02 b/A 2,75 b Al 247 b A 2,28 |d
2 Solo 19,77 a/A 20,10 a A 20,80 a A 20,47 a A 20,28 b
O Ambiente 21,00 a A 21,00 a A 21,00 a A 21,00 a A 21,00 a
CV (%) 10,07
S | solo+brécolis 10,52 b B 11,70 b’ A/ 10,57 b B 10,87 b B 10,91 b
S solotmamona 12,23 ¢ A 12,19 b A 12,08 ¢ A 11,31 b A 11,95 ¢
\é solo+md brava 12,65 ¢ A 12,19 b/A 11,44 ¢ A 11,90 b A| 12,04 ¢
£ solo+md mansa 12,49 ¢ A 12,15 b A 11,90 c A 11,88 b A 12,10 ¢
= Solo 0,65 a A 0,15 a A 000 aA 000 aA 020 a
2 Ambiente 0,00 a/A 0,00 a A 000 a A 000 aA 000 a
O CV (%) 8,98

IAne’llise da média dos tratamentos; E’aMédias seguidas de mesma letra, mindscula na
coluna e maidscula na linha, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade, segundo
o teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade; ‘Média de quatro repeticdes.

Esta informacdo contraria Assis et al. (2003) que aponta os
materiais com baixa relagdo C/N como os mais favordveis a acdo de decomposicdo da
microbiota do solo. No entanto, é importante ressaltar que a velocidade de decomposi¢do
depende, também, de outros fatores inerentes ao material e ndo somente sua riqueza em N
ou sua relacdo C/N unicamente (RUSSEL e RUSSEL, 1968).

Quando comparados o efeito dos periodos para cada tratamento,
quanto as concentracdes de O, e CO,, observou-se que a concentragdo destes gases nio
variaram significativamente com o periodo de exposi¢do, a exce¢do do brdcolis para

ambos os gases (Tabela 3).
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A répida geracdio de ambiente anaerébico, ou seja, baixa
concentracdo de oxigénio e alta de gds carbonico, resultante do emprego de residuos de
diferentes espécies vegetais associados a solarizag¢do, é um importante fator que contribui
para o controle de fitopatdgenos termotolerantes ou ndo erradicados totalmente pela
técnica de solarizacdo quando utilizada isoladamente (BUENO et al., 2008). Conforme o
relato de Wyllie er al. (1984), baixas concentragdes de O, no solo € um fator limitante para
a germinacdo de microesclerédios de determinados fitopatdgenos de solo, sendo que
concentracdes de oxigénio abaixo de 16% podem afetar diretamente a viabilidade das
estruturas de M. phaseolina.

Outros fatores contribuem para o controle de fitopatogenos,
quando se utiliza a prévia incorporacio de material organico combinado com a solarizagio
(BUENO e SOUZA, 2002). Entre esses fatores, destacam-se a temperatura, a acdo direta
da microbiota do solo e os gases fungitdxicos emanados pela decomposicdo acelerada dos

materiais vegetais incorporados no solo pela solarizagao.

6.1.2. Avaliacao do efeito dos tratamentos no crescimento micelial dos

fungos fitopatogénicos habitantes do solo

O crescimento micelial ou vegetativo é uma caracteristica
importante para a grande maioria dos fungos, sobretudo para os fitopatogénicos. Por meio
do micélio, os fungos fitopatogénicos absorvem nutrientes das plantas e conseguem
sobreviver fora do seu hospedeiro, em restos culturais ou na forma de estruturas de
resisténcia (esclerddios, microesclerodios ou clamiddsporos) originadas do micélio
(KRUGNER e BACCHI, 1995). Por exemplo, no caso do fungo de solo S. rolfsii, os
esclerédios (estrutura de resisténcia) originam-se do enovelamento das hifas, que
rapidamente se melanizam, resultando em um granulo de coloragdo amarronzada que pode
ficar no ambiente solo por meses ou anos (AYCOCK, 1966).

Na Tabela 4 constam os efeitos dos tratamentos, em associa¢io
com a simulagdo da solarizac@o, sobre o micélio de cada organismo e para cada periodo

avaliado.
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Tabela 4. Efeito dos tratamentos sobre o crescimento micelial dos fungos fitopatogénicos

habitantes do solo, submetidos a simulag¢do de solarizacdo, em microcosmo, e

incubados em condi¢des de BOD, a 37°C, no escuro, nos diferentes periodos

avaliados.

Fungos

Tratamentos

Dias de exposicao do micélio aos tratamentos

7

14

21

28

Efeito dos tratamentos !

IN? FS® FC*

IN? FS® FC*

IN® FS® rC?

IN? FS® FC*

F. oxysporum

f. sp. lycopersici

Solo+brocdlis
Solo+mamona
Solo+mandioca brava
Solo+mandioca mansa
Solo

+

n
T
T
T

+

+
n
n
+

+ + 4+ |+ o+

1
+ + + + +

M. phaseolina

Solo+brocdlis
Solo+mamona
Solo+mandioca brava
Solo+mandioca mansa
Solo

R. solani

AG-4 HGI

Solo+brocdlis
Solo+mamona
Solo+mandioca brava
Solo+mandioca mansa
Solo

S. rolfsii

Solo+brocdlis
Solo+mamona
Solo+mandioca brava
Solo+mandioca mansa
Solo

++ + + |+ + o+

+ 0+ [+ |+

++ 4+ [+ +

++ + + |+ o+

"Média de quatro repeticdes; * Inécuo; 3Fungiste’ltico; e 4Fungicida.

Os simbolos de + e - indicam a ocorréncia (+) ou nao (-) do efeito dos tratamentos sobre o

crescimento micelial dos fitopatégenos estudados

De acordo com os dados da Tabela 4, pode-se constatar que o

tratamento testemunha (solo) apresentou o mesmo efeito (indcuo, fungistitico ou

fungicida) observado para os tratamentos contendo solo + material vegetal, no crescimento

micelial dos fitopatdgenos, em todos os periodos de exposicdo avaliados. Isto denota que

ndo houve influéncia significativa dos materiais vegetais incorporados no solo no

crescimento micelial dos fungos, ou seja, os volateis fungitéxicos oriundos da

decomposicdo acelerada destes diferentes materiais vegetais, bem como a atmosfera
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anaerdbica gerada (Figura 7), ndo foram os fatores limitantes na inibi¢do do crescimento
micelial dos fitopatégenos estudados.

A temperatura de 37°C, na qual os fitopatégenos foram submetidos
(simulacdo da solarizag@o), pode ser apontada como o fator preponderante que atuou sobre
a inibicdo do crescimento da estrutura vegetativa da maioria deles. Os micélios dos fungos
ficaram expostos cerca de dez graus acima da temperatura ideal para o crescimento dos
mesmos, a excecdo da M. phaseolina, que cresce mesmo em temperatura acima de 30°C.

Segundo Kuniega-Alonso et al. (2005), a sobrevivéncia saprofitica
destes organismos, em restos culturais, no solo, através do micélio, pode variar de meses a
anos, dependendo das condicdes do ambiente. Neste contexto, a temperatura figura como
uma das condi¢cdes ambientais mais importantes, que pode reduzir, drasticamente, o
crescimento e a viabilidade do micélio nos restos culturais (PARK, 1970).

O fungo M. phaseolina foi o tnico fitopatégeno estudado que
apresentou efeito indcuo as condi¢cdes impostas (Tabela 4). No contexto deste experimento,
o efeito indcuo caracteriza-se por ndo haver nenhuma influéncia dos tratamentos sob o
crescimento micelial do fungo. Mihail et al. (1988) verificaram que uma das condigdes
favordveis ao desenvolvimento da M. phaseolina sdo as altas temperaturas. Temperaturas
variando de 28°C a 35°C foram relatadas como sendo favordveis a sobrevivéncia e
desenvolvimento deste fungo (DHINGRA e SINCLAIR, 1978). Este relato corrobora os
dados obtidos no presente trabalho (Tabela 4), por se tratar de fungo altamente termo-
tolerante, a M. phaseolina ndo sofreu nenhuma influéncia da temperatura de 37°C no
crescimento do seu micélio.

O efeito fungistatico foi constatado para os fungos F. oxysporum f.
sp. lycopersici raga 2 e R. solani AG-4 HGI, somente nos periodos de sete e 14 dias de
exposicdo. Para S. rolfsii, além destes dois periodos citados, o mesmo ainda apresentou
efeito fungistatico para o periodo de 21 dias (Tabela 4). O efeito fungistatico caracteriza-se
por ndo inativar, de maneira definitiva, o organismo. Um determinado efeito ou uma
combinacdo deles paralisa, momentaneamente, o seu crescimento. No entanto, quando o
organismo € colocado em condicdes ideais o micélio volta novamente a se desenvolver.

F. oxysporum f. sp. lycopersici raga 2, R. solani AG-4 HGI e S.
rolfsii sdo fungos cuja temperatura 6tima de crescimento micelial € de 25 a 26°C (BUENO,
2004). Por esta razdo, estes fungos paralisaram, momentaneamente, 0 seu crescimento

micelial quando incubados a temperatura de 37°C, nos periodos de exposicdo citados,
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voltando a crescer apenas quando incubados em sua temperatura ideal de desenvolvimento
(25°C).

Vale ressaltar para o efeito fungistitico, que apesar dos fungos
voltarem a se desenvolver quando incubados em suas temperaturas ideais de crescimento,
0os mesmos apresentaram uma velocidade média e didria de crescimento micelial
significativamente inferior a observada para o controle geral, indicando que houve uma

alteracdo na fisiologia destes fitopatégenos (Tabela 5).
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Tabela 5. Andlise do efeito fungistatico sobre a velocidade de crescimento média e didria
do micélio (VCMDM) dos fungos fitopatogénicos habitantes do solo, nos

diferentes tratamentos, de acordo com o periodo de exposi¢do avaliado.

Dias de exposicao do micélio aos tratamentos /

Fungos Tratamentos Velocidade média e didria de crescimento micelial (cm.dia™)
7 14 21

Controle Geral' 1,77* a3 A3 1,77 a A 1,77 a A
Solo+brocélis® 122 b A 09 b B 119 b A
g Solo+mamona’ 122 b A 09 b B 119 b A
:5 Solo+mandioca brava’ 1,19 b A 0,97 b B 1,21 b A
Solo+mandioca mansa® 1,29 b A 097 b B 107 b B
Solo® 125 b A 09 b B 107 b B

CV (%) 10,36
Controle Geral' 045 a B 08 a A - - -
< 3 Solo+broc()]is2 0,27 b A 0,34 b A - - -
S % Sootmamoma’ | 020 b B 042 b A - | - -
© = Solo+mandiocabrava’ 022 b A | 028 b A - - | -
© < Solo+mandiocamansa® 025 b B 038 b A - - | -
Solo” 030 b B 043 b A - - -

CV (%) 18,90
Controle Geral' 265  a A | 265 a A - - -
. Solo+brocélis’ 1,63 b A 1,03 b B - - -
£ & Solotmamom’ | 185 b A 102 b B - - |-
< 2 Solo+mandiocabrava® 159 b A 105 b B - S| -
Solo+mandioca mansa2 1,60 b A 1,03 b B - - -
Solo* 1,61 b A 107 b B _ - -

CV (%) 9,06

'Estruturas vegetativas de cada fungo submetidas a condicdes ideais de temperatura de
crescimento; “Estruturas vegetativas submetidas ao processo de simulagio de solarizacio,
em microcosmo, e incubadas em condi¢des de BOD, a 37°C, no escuro; "Média de quatro
repeticoes; SMédias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maitscula na linha,
ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade, segundo o teste de Scott-Knott.

Dentre os fungos que apresentaram efeito fungistatico ndo foi
observado diferengas entre os tratamentos para nenhum dos periodos avaliados. Os
tratamentos apenas diferiram com relacdo ao controle geral. Esta observagdo reforca a
afirmacdo de que ndo houve influéncia significativa tanto dos volateis fungitoxicos
oriundos da decomposicao acelerada dos diferentes materiais vegetais estudados, quanto da

atmosfera anaerdbica gerada, no crescimento micelial dos fungos (Tabela 5).
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Analisando os periodos de exposicdo para o fungo S. rolfsii,
observou-se uma oscilacdo na velocidade de crescimento micelial nos periodos de sete, 14
dias e 21 dias. A taxa de crescimento micelial foi menor no periodo de 14 dias em relagdo
aos periodos de sete e 21 dias. Estes periodos ndo diferiram entre si quanto a taxa de
crescimento micelial nos diferentes tratamentos, com excec¢do dos tratamentos solo +
mandioca mansa e solo (sem a incorporacdo de material vegetal, Tabela 5). Para este
fungo, constatou-se um periodo maior (28 dias) de exposi¢do a temperatura de 37°C para
haver efeito fungicida sobre as suas estruturas vegetativas (Tabela 4).

Para o fungo F. oxysporum f. sp. lycopersici raca 2, a excecao dos
tratamentos solo + brécolis e solo + mandioca brava, a velocidade de crescimento no
periodo de sete dias foi inferior a apresentada aos 14 dias, indicando que o tempo de
incubacdo por algum motivo favoreceu o crescimento micelial deste fungo (Tabela 5).
Entretanto, a medida que se aumentou o periodo de exposicao do micélio a temperatura de
37°C, o efeito passou a ser fungicida, ou seja, ndo houve mais crescimento do fungo aos 21
dias (Tabela 4).

No caso de R. solani AG-4 HGI, em relacido ao periodo de sete
dias, verificou-se uma diminui¢do na velocidade de crescimento do micélio aos 14 dias,
para a maioria dos tratamentos, com exce¢do do tratamento controle geral. Para este fungo,
o efeito da temperatura e do tempo de exposicdo mostra-se prejudicial ao micélio, ou seja,
com 14 dias houve uma significativa diminui¢io no crescimento em comparagdo aos sete
dias. Aos 21 dias, o efeito sobre as estruturas vegetativas foi fungicida (Tabelas 4 e 5).

Com relagdo ao efeito fungicida, este foi verificado para os fungos
F. oxysporum f. sp. lycopersici Raca 2 e R. solani AG-4 HGI a partir do periodo de 21 dias
de incubacgdo, enquanto que para S. rolfsii este efeito foi constatado apenas aos 28 dias
(Tabela 4). Pode-se verificar que, a partir de um determinado periodo de exposi¢do destes
fungos a simulag@o da solarizacdo, o crescimento micelial € inativado, independente do
tratamento, ndo voltando a se desenvolver mesmo quando incubados em condicdes ideais
de temperatura. Outra constatagdo importante é que o periodo para inativagcdo definitiva
varia de organismo para organismo, sendo de 21 dias para F. oxysporum f. sp. lycopersici
Raca 2 e R. solani AG-4 HGI e de 28 dias para S. rolfsii.

A simulag¢do da solarizacdo (37°C) afetou o crescimento das

estruturas vegetativas dos fungos estudados, com excecdo da M. phaseolina, sendo
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verificando um efeito fungistitico nos primeiros periodos de avaliagdo e efeito fungicida
para os ultimos periodos, principalmente quando avaliados aos 28 dias.

Com base nos dados apresentados nas Tabelas 4 e 5, pode-se
concluir que os volateis oriundos da decomposi¢do acelerada dos diferentes materiais
vegetais incorporados no solo, bem como a atmosfera anaerdbica proporcionada (Figura
7), ndo sdo os fatores limitantes na inibicdo do crescimento micelial dos fitopatégenos
estudados. O principal fator que causou efeito fungistatico e fungicida para o micélio dos
fitopatoégenos F. oxysporum f. sp. lycopersici raga 2, R. solani AG-4 HGI e S. rolfsii foi a

temperatura de 37°C.

6.1.3. Avaliacio do efeito dos tratamentos nas estruturas de resisténcia

dos fungos fitopatogénicos habitantes do solo

6.1.3.1. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca 2

Quanto a sobrevivéncia das estruturas de resisténcia de F.
oxysporum f. sp. lycopersici raga 2, verificou-se diferenca significativa entre os
tratamentos contendo solo + material vegetal com relagdo aos tratamentos contendo solo
(sem a incorporagdo de material vegetal), o laboratério e a populagado inicial (Figura 8;
Tabela 6). Em funcdo disto, constatou-se a efetividade dos voléteis fungitéxicos e da
condicdo de anaerobiose (Figura 7) na diminui¢@o da viabilidade dos clamiddsporos de F.

oxysporum f. sp. lycopersici raca 2.
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Figura 8. Sobrevivéncia de clamiddsporos de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raga
2, em diferentes tratamentos mantidos por diferentes periodos em condi¢des de

microcosmo (37+2°C).

Tabela 6. Efeito de diferentes tratamentos submetidos a diferentes periodos sobre a

sobrevivéncia de clamiddsporos de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

raga 2.
Dias de exposicao das estruturas aos tratamentos /
Tratamentos (%) Média de estruturas sobreviventes Média
7 14 21 28

Solo+brocolis 12,40 d' B' 4895 b A 21,10 b B 1640 b C 24,71 d
Solo+mamona 18,40 ¢ | B 53,55/b A 2505 b B 21,20 b C 29,55 ¢
Solo+mandioca brava | 17,85 ¢ |B 4545/ b A 21,65 b B 1550 b B|25,11| d
Solo+mandioca mansa | 17,85 ¢ |B 49,20 b A[25,00/b B 19,5 b B|[27,90 c
Solo 21,75 b B 60,10 a A 4425 a A 57,55 a A|4591 b
Laboratério 2245 b B|61,25 a A 4695 A 58,80 a Al|47,36 b
Populacao Inicial 29,70 a | B 65,00 a A 45,55 A 60,90 a A /50,29 a

CV (%) 9,24

“Porcentagem referente 2 média de quatro repeticdes;
"Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maitiscula na linha, ndo diferem
entre si ao nivel de 5% de probabilidade, segundo o teste de Scott-Knott.
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Entre os tratamentos solo + material vegetal ndo foi verificado
diferenga entre eles para a maioria dos periodos analisados, com exce¢do de sete dias onde
o tratamento solo + brécolis foi o que obteve os menores indices de sobrevivéncia das
estruturas de F. oxysporum f. sp. lycopersici raga 2 (Tabela 6). Considerando a
porcentagem média de sobrevivéncia das estruturas deste fungo, pode-se observar
diferenga entre os tratamentos no controle deste fungo, mostrando que ha especificidade de
toxicidade do material vegetal em relacdo a este fitopatdgeno. Esta informagao assemelha-
se com o que foi constatado por Ambrésio (2006), que também observou uma diferenca na
eficiéncia de controle entre os materiais vegetais.

Assim como foi observado por Ambrésio (2006), tanto em
microcosmo como em campo, os tratamentos mais eficientes no controle deste fungo
foram solo + brocolis e solo + mandioca brava. Apesar de estatisticamente inferiores, 0s
tratamentos solo + mamona e solo + mandioca mansa apresentaram efici€éncia no controle
deste patégeno quando comparados ao solo (sem a incorporacdo de material vegetal), o
laboratério e a populacdo inicial (Tabela 6).

O fato dos tratamentos solo e laboratério ndo terem diferido entre
si, mas estes dois terem diferenciado dos tratamentos contendo solo + material vegetal, é
um importante indicativo de que a alta temperatura de 37°C néo foi um fator limitante para
reducdo da sobrevivéncia das estruturas de resisténcia de F. oxysporum f. sp. lycopersici
raca 2. Além disto, os valores da populagdo inicial, inéculo no momento da montagem de
cada ensaio, quando comparados com os valores dos tratamentos contendo solo + material
vegetal, demonstram o efeito dos volateis, das condi¢des de anaerobiose e dos periodos de
avaliagd@o sobre a diminui¢@o da viabilidade das estruturas do fungo (Tabela 6).

Os valores da populagdo inicial, quando comparados com os
valores dos tratamentos solo (sem a incorporacdo de material vegetal) e o laboratdrio,
demonstram que nio houve diferenciacdo quanto a sobrevivéncia dos clamidésporos do F.
oxysporum f. sp. lycopersici raca 2, a excecdo apenas no periodo de sete dias. Além de
comprovar o efeito dos voldteis e das condi¢gdes anaerdbicas sobre os clamiddsporos, isto
demonstra também a eficiéncia da metodologia de producio de estruturas de resisténcia do
fungo em questdo, pois as estruturas sobreviveram por um longo periodo (28 dias) sem
alteragdo, atestando a qualidade dos dados e da conclusio.

Os tratamentos solo + material vegetal se comportaram de maneira

semelhante para todos os periodos. O periodo de 14 dias foi o que apresentou os maiores
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indices de sobrevivéncia, enquanto que os periodos de sete e 21 dias apresentaram indices
intermediarios e o de 28 dias os menores valores. Para o tratamento contendo solo (sem a
incorporagdo de material vegetal) e o laboratdrio, o periodo de sete dias apresentou, em
média, menor sobrevivéncia, enquanto que os demais periodos ndo diferiram entre si, mas
a sobrevivéncia foi significativamente semelhante a populagdo inicial (Tabela 6). Ndo foi
constatada diferenca entre os periodos para a populagdo inicial, isso explica o porqué do
mesmo ter sido utilizado como referéncia para a transformagéo dos demais dados para base
100 na andlise estatistica.

Deste modo ndo foi observado para nenhum tratamento e em
nenhum dos periodos avaliados, a erradicacdo total das estruturas de resisténcia de F.
oxysporum f. sp. lycopersici raca 2. Todavia, pode-se verificar uma tendéncia de
diminuicdo do inéculo no decorrer do tempo para a maioria dos tratamentos contendo solo
+ material vegetal. Embora Ambrésio (2006) trabalhando com microcosmo e em campo
com este mesmo fitopatégeno tenha obtido 100% de erradicag¢do das estruturas, quando
incorporou-se em ambas as situacdes lkg.m’2 e 3kg.m’2 de material vegetal, no presente
trabalho esta observacdo nao foi confirmada. Esta observacdo procede, certamente, em
virtude da diferenca entre a metodologia aplicada no presente trabalho e a empregada por
Ambrésio (2006), onde as estruturas de resisténcia também sofreram a interferéncia dos
microorganismos presentes no solo. Isso indica que no trabalho de Ambrésio (2006) houve
influéncia de microorganismos antagonistas (GHORBANI et al., 2008) juntamente com a
acdo dos volateis fungitdxicos e da condi¢@o de anaerobiose. No presente trabalho, por sua
vez, ndo houve a contribuicdo dos antagonistas (Figura 9) ja que as estruturas do fungo
ficaram expostas apenas a a¢do dos voldteis, da condi¢do de anaerobiose e da temperatura
(Figura 7). Portanto, em fungfo disto, houve apenas diminuicao significativa da viabilidade

dos clamiddsporos do fungo e néo a sua erradicagfo total.



43

Figura 9. Comparagdo da atividade da microbiota do solo nos tratamentos contendo solo
(sem a incorporagdo de material vegetal) e solo + material vegetal. Legenda:
9A - Conjunto de microcosmo com solo (sem a incorporacdo de material
vegetal); 9B - Conjunto de microcosmo com solo + material vegetal; 9C -
Detalhe da sonda inserida no solo (sem a incorporag¢do de material vegetal); 9D

-Detalhe da sonda inserida no solo + material vegetal.

Venancio et al. (2006) verificaram que em solos solarizados nio
ocorre vacuo biolégico como em solos esterilizados com brometo de metila e, além disto,
os solos solarizados apresentam uma microbiota bem diversificada, tanto em quantidade
como em qualidade, conferindo capacidade de controlar fitopatégenos de solo.

Diante dos resultados, os materiais vegetais mais promissores para
as condigdes testadas, proporcionando os menores indices de sobrevivéncia para F.
oxysporum f. sp. lycopersici raga 2, foram o brocolis e a mandioca brava. O brécolis ja
vem sendo exaustivamente estudado na literatura quanto aos voldteis liberados em seu
processo de decomposicdo e seus efeitos sobre varios fitopatogenos (RAMIREZ-
VILLAPUDUA e MUNNECKE, 1988; BLOK et al., 2000; SOUZA e BUENO, 2003;
AMBROSIO et al., 2004). No entanto, para a mandioca brava e os demais materiais

vegetais testados neste trabalho, que também reduziram significativamente a sobrevivéncia
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das estruturas de resisténcia do F. oxysporum f. sp. lycopersici raca 2, ainda nio sio

conhecidos os volateis seguramente responsaveis por esta reducao.

6.1.3.2. Macrophomina phaseolina

Foi observada diferenca significativa entre os tratamentos solo +
material vegetal com relagdo aos tratamentos solo e Laboratério, para todos os periodos
avaliados (Figura 10; Tabela 7). Esta informacao também observada para F. oxysporum f.
sp. lycopersici raga 2, atesta, novamente, a efetividade da acdo dos volateis e da condicao

de anaerobiose agora sobre as estruturas de resisténcia de M. phaseolina.
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Figura 10. Sobrevivéncia de microesclerédios de Macrophomina phaseolina, em
diferentes tratamentos mantidos por diferentes periodos em condicdes de

microcosmo (37+2°C).
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Tabela 7. Efeito de diferentes tratamentos submetidos a diferentes periodos sobre a

sobrevivéncia de microesclerédios de Macrophomina phaseolina.

Dias de exposicao das estruturas aos tratamentos /

Tratamentos (%) Média de estruturas sobreviventes Média

7 14 21 28
Solo+brocdlis 94,00% ¢' Al 64,00 b B|52,50 | ¢ C 3500 ¢ D 61,38 c
Solo+mamona 9350 ¢ A|66,00 b B 5950 b B 4500 b C 66,00 b
Solo+mandioca brava 1 94,50 ¢ A| 63,00 b B 49,50 ¢ C 33,00 ¢ D 60,00 | c
Solo+mandioca mansa 96,50 b A 61,00 b B 51,50 ¢ C 39,00 c¢c D| 62,00 b
Solo 100,00 a A|100,00/ a A 100,00 a A 100,00 a A 100,00 a
Laboratdrio 100,00 a A|100,00 a A 100,00 a A 100,00 a A 100,00 a
Populagdo Inicial | 100,00 a | A 100,00 a A 100,00 a A 100,00 a A 100,00 a

CV (%) 4,49

‘Porcentagem referente a média de quatro repeti¢oes;
"Médias seguidas de mesma letra, mintiscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem
entre si ao nivel de 5% de probabilidade, segundo o teste de Scott-Knott.

Os tratamentos solo + material vegetal apresentaram também
diferengas quanto comparados entre si dentro dos periodos (Tabela 7). Para o periodo de
sete dias foi constatado diferenca entre os materiais vegetais para a mandioca mansa,
enquanto que aos 21 e 28 dias o tratamento solo + mamona foi 0 que se mostrou menos
eficiente com relacdo a diminuicdo da viabilidade das estruturas de sobrevivéncia do
fungo.

Na média geral, a exemplo do constatado por Ambroésio (2006), os
tratamentos que apresentaram os menores indices de sobrevivéncia de M. phaseolina foram
o solo + brdcolis e solo + mandioca brava que foram estatisticamente superiores aos
tratamentos solo + mamona e solo + mandioca mansa. Todos os tratamentos, solo +
material vegetal diferiram do solo (sem a incorporagdo de material vegetal), laboratério e
populagdo inicial (Tabela 7).

Nao foi observada diferenca entre os tratamentos, solo (sem a
incorporagdo de material vegetal), laboratério e a populacgdo inicial (Tabela 7), mas estes
diferiram dos tratamentos contendo solo + material vegetal. Isto demonstra que a condig¢do
de alta temperatura (37°C) ndo afetou diretamente as estruturas de resisténcia de M.
phaseolina. No trabalho de Ambroésio (2006), em condi¢des de campo e em microcosmo,
ndo se observou, também, o efeito da solarizacdo isoladamente sobre as estruturas de

sobrevivéncia de M. phaseolina.
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Quanto ao efeito dos periodos de exposi¢do, independentemente
do material vegetal adicionado ao solo, pode-se constatar uma tendéncia significativa de
reducdo da viabilidade das estruturas de resisténcia da M. phaseolina com o decorrer do
tempo, a exce¢do do solo (sem a incorporacdo de material vegetal) e do laboratdrio que se
mantiveram constantes (Tabela 7).

O fato do solo (sem a incorporagdo de material vegetal),
laboratério e populacdo inicial ndo terem diferido entre si quanto ao periodo de exposicdo,
confirma a alta viabilidade das estruturas do M. phaseolina com o decorrer do tempo e
indica que para as condi¢des e periodos testados neste trabalho, a simulagéo da solarizagdo,
quando utilizada isoladamente, ndo afeta as estruturas de resisténcia do fungo. Além disso,
atesta a eficiéncia da metodologia de producgdo das estruturas do fungo (BUENO, 2004).
Esta informacdo corrobora os dados obtidos por McCain et al. (1982), Mihail e Alcorn
(1984), Hartz et al. (1987) e Ambrosio (2000 e 2006), que também ndo conseguiram
erradicar a M. phaseolina através da solarizag¢do do solo quando empregada isoladamente.

No presente trabalho, ndo se observou a erradicacdo total das
estruturas de M. phaseolina em todos os periodos testados, o que difere do constatado por
Ambroésio (2006). A explicagdo para isto € a mesma descrita para o fungo F. oxysporum f.
sp. lycopersici raga 2.

A adicio de brocolis e mandioca brava no solo foram os
tratamentos mais eficientes na diminuicdo da sobrevivéncia das estruturas da M.

phaseolina (Tabela 7), a exemplo do que foi constatado por Ambrosio (2006).

6.1.3.3. Rhizoctonia solani AG-4 HGI

Em todos os periodos avaliados, os tratamentos solo + material
vegetal foram eficientes e diferiram dos tratamentos contendo solo (sem a incorporagéo de
material vegetal), laboratério e populagdo inicial, quanto a diminui¢do da sobrevivéncia
dos esclerédios de R. solani AG-4 HGI (Figura 11; Tabela 8). Portanto, houve a acio dos
voléteis fungitéxicos emanados pela decomposi¢cdo dos materiais testados e da condigédo de
anaerobiose sobre R. solani AG-4 HGI, fato este ocorrido também para o Fusarium e para

a Macrophomina.
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Figura 11. Sobrevivéncia de esclerédios de Rhizoctonia solani AG-4 HGI, em diferentes
tratamentos mantidos por diferentes periodos em condi¢des de microcosmo

(37£2°C).

Tabela 8. Efeito de diferentes tratamentos submetidos a diferentes periodos sobre a

sobrevivéncia de esclerddios de Rhizoctonia solani AG-4 HGL

Dias de exposicao das estruturas aos tratamentos /

Tratamentos (%) Média de estruturas sobreviventes Média
7 14 21 28

Solo+brocélis | 85,40% ¢' |A' 5800 ¢ B 4350 ¢ C 16,00 ¢ D 50,73 d
Solo+mamona 92,50 b/ A 72,00 b B 61,00 b C 34,00 b D 64,88 b
Solo+mandioca brava 85,00 ¢ A 63,00 ¢ B|43,50 ¢ C 18,00 ¢ D) 52,38 d
Solo+mandioca mansa ' 87,50 | ¢ | A 64,00 ¢ B 48,00 ¢ C 2800 b D) 56,88 c
Solo 100,00 a A 100,00 a A 100,00 a A 100,00 a A 100,00 a
Laborat6rio 100,00 a A 100,00 a A 100,00 a A 100,00 a A 100,00 a
Populag@o Inicial 100,00 a ' A 100,00 a | A 100,00 a A 100,00/ a A|100,00 a

CV (%) 4,89

“Porcentagem referente a média de quatro repeti¢des;
"Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maitiscula na linha, ndo diferem
entre si ao nivel de 5% de probabilidade, segundo o teste de Scott-Knott.

Entre os tratamentos solo + material vegetal foi observado um

comportamento semelhante para os trés primeiros periodos avaliados, sendo apenas
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constatada diferenga entre o tratamento solo + mamona com relacdo aos demais
tratamentos solo + material vegetal, que apresentaram os menores indices de
sobrevivéncia. Aos 28 dias, os tratamentos que apresentaram os menores indices de
sobrevivéncia das estruturas do fungo foram o solo + brécolis e solo + mandioca brava,
enquanto que o solo + mamona e solo + mandioca mansa apresentaram efeito
intermedidrios (Tabela 8).

Considerando a porcentagem média das estruturas de resisténcia
nos periodos avaliados foi observado que os tratamentos solo + brocolis e solo + mandioca
brava foram os materiais mais adequados para o controle das estruturas de sobrevivéncia
de R. solani AG-4 HGI (Tabela 8), conforme constatado também por Ambrdsio (2006),
tanto em condicdes de campo, quanto em microcosmo.

A andlise do efeito dos periodos de avaliagdo sobre a
sobrevivéncia das estruturas de resisténcia de R. solani AG-4 HGI foi semelhante ao
mencionado para M. phaseolina. Verificou-se uma redugdo da sobrevivéncia das estruturas
de resisténcia com o decorrer dos periodos para os tratamentos contendo solo + material
vegetal. Nos tratamentos solo (sem a incorporagdo de material vegetal) e o laboratério ndo
se observou efeito algum do tempo de exposicdo sobre as estruturas. Esta redugdo
demonstra a importincia do tempo de exposi¢cdo das estruturas de resisténcia do
fitopatégeno em contanto com os voldteis gerados (Tabela 8).

Confirmando o que foi observado para F. oxysporum f. sp.
lycopersici raga 2 e M. phaseolina, e contrariando o que foi verificado por Ambrdsio
(2006), tanto em condicdo de microcosmo, quanto em condi¢cdes de campo, ndo foi
constatada a erradicagao total de R. solani AG-4 HGI nas condicdes testadas. Entretanto, o
que se verifica é uma redugfo significativa dos indices de sobrevivéncia das estruturas de
resisténcia com relacdo aos tratamentos solo + material vegetal quando comparados ao solo
(sem a incorporacdo de material vegetal) e laboratério. A explicagdo para isto estd também
na acdo dos microrganismos comumente verificada em condi¢cdes naturais de campo
(GHORBANI et al., 2008).

Entre os tratamentos, apesar da especificidade de toxicidade de um
material em relacdo a cada fitopatégeno, o que se pode notar para os fungos F. oxysporum
f. sp. lycopersici raca 2, M. phaseolina e R. solani AG-4 HGI, é que para todos eles os

tratamentos solo + brécolis e solo + mandioca brava foram os que associados a condi¢io
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de anaerobiose (Figura 7) apresentaram maior sucesso na tentativa de erradicacdo das

estruturas de resisténcia destes fungos como verificado por Ambrdsio et al. (2008).

6.1.3.4. Sclerotium rolfsii

Os tratamentos solo + material vegetal também foram
estatisticamente superiores aos tratamentos solo (sem a incorporac¢do de material vegetal) e
laboratério na diminui¢@o da viabilidade dos esclerddios de S. rolfsii (Figura 12; Tabela 9).
Os tratamentos solo, laboratério e populagdo inicial ndo diferiram entre si, mas estes
tratamentos diferiram dos tratamentos contendo solo + material vegetal. Mais uma vez esta

informacao serve de base para comprovar o efeito dos volateis agora para diminuicdo da

sobrevivéncia.
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Figura 12. Sobrevivéncia de esclerédios de Sclerotium rolfsii, em diferentes tratamentos

mantidos por diferentes periodos em condicdes de microcosmo (37£2°C).
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Tabela 9. Efeito de diferentes tratamentos submetidos a diferentes periodos sobre a

sobrevivéncia de esclerdédios de Sclerotium rolfsii.

Dias de exposiciao das estruturas aos tratamentos /

Tratamentos (%) Média de estruturas sobreviventes Média

7 14 21 28
Solo+brocdlis 99,00%* b' A 90,00 ¢ B|81,00 | c C 60,00 ¢ D 8250 c
Solo+mamona 9750 b A|94,00 | b B 92,00 b B 79,00 b C 90,63 b
Solo+mandioca brava | 98,50 b A | 88,00 ¢ B 7950 ¢ C 59,00 ¢ D 8125 ¢
Solo+mandioca mansa 99,50 b A 89,00 ¢ B 79,00 ¢ C 5700 ¢ D) 81,13 ¢
Solo 100,000 a A 100,00 a A|100,00/ a A 100,00 a A 100,00 a
Laboratoério 100,00 a| A 100,00 a A 100,00 a A|100,00 a A 100,00/ a
Populagio Inicial 100,00 a A 100,00 a A 100,00 a A|100,00 a A 100,00 a

CV (%) 3,90

“Porcentagem referente 2 média de quatro repeticdes;
"Médias seguidas de mesma letra, mintdscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem
entre si ao nivel de 5% de probabilidade, segundo o teste de Scott-Knott.

Entre os tratamentos solo + material vegetal, apenas constatou-se
diferenca entre eles para a mamona, que a partir do periodo de 14 dias apresentou indices
de sobrevivéncia superiores aos demais (Tabela 9). Deste modo, para S. rolfsii,
diferentemente do que foi constatado para os demais fungos, o brécolis, a mandioca brava
e a mansa podem ser apontados como os materiais mais promissores para a reducdo da
sobrevivéncia das estruturas do S. rolfsii.

Resultados semelhantes foram encontrados por Ambrésio (2006)
onde os tratamentos solo + brécolis e solo + mandioca brava propiciaram o melhor
controle para S. rolfsii, j4 quando se associou a incorpora¢do de mamona com a solarizagio
ndo houve erradicacdo do fitopatégeno, embora tenha sido observada uma significativa
reducdo no nimero médio de coldnias vidveis.

Assim como verificado para os outros fitopatdgenos, nos
tratamentos onde se incorporou material vegetal, os periodos de exposi¢cdo aos tratamentos
tiveram um efeito significativo na diminui¢do gradativa da viabilidade dos esclerédios do
fungo (Tabela 9).

Os tratamentos solo (sem a incorporacdo de material vegetal),
laboratério e populagdo inicial, do mesmo modo como observado para M. phaseolina e R.
solani AG-4 HGI, ndo diferiram entre si quanto aos periodos, mantendo o indice de

sobrevivéncia idéntico para todos os ensaios testados (Tabela 9). Além de comprovar o
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efeito dos voléteis e das condi¢des anaerdbicas sobre as estruturas de resisténcia, pode-se
verificar também a efici€éncia da metodologia de producdo das estruturas de resisténcia do
fungo em questdo, pois as estruturas sobreviveram por até 28 dias sem alteracdo, atestando
a qualidade dos dados e da conclusdo.

E importante ressaltar que diante de todos os fitopatégenos
estudados, o S. rolfsii foi o que apresentou uma menor redugdo na sobrevivéncia de suas
estruturas de resisténcia, para todos os tratamentos estudados ao longo dos periodos
(Figura 9). Esta redugdo, quando comparado aos demais fungos, provavelmente deve-se as
caracteristicas do esclerédio de S. rolfsii, que se mostrou mais resistente aos efeitos dos
voléteis emanados pela decomposi¢do dos materiais vegetais e as condi¢cdes impostas a ele
no presente trabalho.

Para S. rolfsii, a mandioca mansa obteve efeito semelhante ao
observado para a mandioca brava, diferente dos demais fitopatdgenos. Independentemente
desta diferenciacdo entre seus efeitos, para alguns fitopatdgenos (F. oxysporum f. sp.
lycopersici raga 2, M. phaseolina, R. solani AG-4 HGI), em todos os casos, tanto a
mandioca brava quanto a mansa reduziram significativamente a sobrevivéncia das
estruturas de resisténcia destes organismos, quando comparadas aos tratamentos
testemunhas (solo - sem a incorporacdo de material vegetal), laboratério e populagdo

inicial).

6.2. Segunda etapa: Quimica

Uma vez detectada a influéncia dos voldteis na diminui¢do da
sobrevivéncia das estruturas de resisténcia dos organismos testados, F. oxysporum f. sp.
lycopersici raca 2, M. phaseolina, R. solani AG-4 HGI e S. rolfsii, a segunda etapa veio dar
seguimento ao trabalho, auxiliando na identificacdo de volateis potenciais nesta acdo. Para
atender a esse objetivo, a técnica para extracdo e identificacdo utilizada foi a
Microextragdo em Fase Solida (SPME) (VALENTE e AUGUSTO, 2000).

A técnica de SPME, introduzida no inicio dos anos 90, tem sido
largamente estudada e aplicada a diversos tipos de amostra por ser uma técnica de extracio
rdpida, simples, que dispensa o uso de solventes e a manipulagdo excessiva da amostra, na

qual os processos de extracdo e pré-concentracdo das substincias ocorrem numa escala
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dimensionalmente pequena, o que a torna bastante precisa (VALENTE e AUGUSTO,
2000).

6.2.1. Analise Qualitativa

Nas Tabelas 10, 11 e 12, verifica-se para cada material vegetal, em
cada periodo avaliado, os volateis devidamente identificados e separados em grupos, além
do tempo de retencdo, importante caracteristica no que diz respeito a identificacio de cada
composto, o pico maximo atingido por cada volétil ao longo das anélises, e sua respectiva

area normalizada, calculada a partir do pico maximo para cada volatil.
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Tabela 10. Voliteis oriundos da decomposicdo do brdcolis, submetidos a simulagdo de

solarizacdo, em frascos ambar a 37+2°C, analisados por cromatografia gasosa

pela técnica de SPME.
Grupos de Volateis TR*  Pico Tempo de exposicio (dias) / Area Normalizada
Volateis (min)  Maximo 0 7 14 21 28

etanol 2,56 | 582,00 14,35 99,31 0,00 0,00 0,00

1-propanol 3,09 103,00 0,00 96,12 27,18 7,77 0,00
2-butanol 3,41 | 255,50 0,00 36,40 90,80 63,99 100,00

% 2-metil- 1 propanol 3,71 | 58,00 0,00 98,28 70,69 89,66 68,10

8 1-butanol 4,30 ' 1295,50 0,00 93,92 34,16 3,47 0,00
j 3-metil- 1 -butanol 6,05 | 266,00 11,47 98,87 84,77 48,50 40,79
2-metil- 1 -butanol 6,20 | 138,50 0,00 70,94 97,29 66,06 70,76

1-hexanol 13,80 371,00 38,14 89,49 65,09 11,73 9,16

feniletildlcool 21,25 165,00 0,00 97,27 46,36 40,91 40,91

2 acetona 2,70 | 1163,00 5,76 33,66 58,94 85,86 93,85
% 2-butanona 3,35 | 394,00 12,82 12,82 33,88 64,85 88,83
g 2-pentanona 4,73 1 345,00 4,93 11,45 18,84 48,26 95,94
O 3-octanona 18,80 301,00 35,88 9,97 33,39 86,88 87,87
% acido acético nd | 520,50 0,00 49,38 94,76 83,67 42,27
% acido butandico nd' | 1200,00 0,00 95,83 35,42 0,00 0,00
< 4cido 2-metil-butanéico nd' 1050,00 0,00 16,67 86,19 97,62 95,71
" butanoato de metila 5,70 | 60,50 31,40 99,59 91,74 53,72 64,46
fij butanoato de butila 19,07 253,00 23,12 99,01 56,13 20,36 20,36
= hexanoato de etila 19,20 153,50 28,99 98,53 69,06 59,93 71,01
a 3-metil-butanoato de butila 20,15 499,50 0,00 94,04 0,00 0,00 0,00
2-propenoato de 2-metilpentil | 21,18 147,50 0,00 94,07 48,81 42,71 39,66

é dimetilsulfeto 2,81 | 512,00 0,00 62,99 75,68 57,42 96,88
§ dimetildissulfeto 6,40 | 892,00 24,50 11,43 20,68 87,16 20,35
% metil-benzilssulfeto 22,10 188,00 31,91 97,34 84,31 71,28 79,26
7 5-metiltiopentanonitrila 22,55 91,50 90,71 83,33 94,26 68,31 92,62
2,5-dimetilfurano 5,20 | 408,00 6,86 96,81 96,20 45,59 39,58

é ni' 9,30 ' 143,00 0,00 99,65 0,00 0,00 0,00
S n.i 12,80 626,50 97,89 21,71 0,00 0,00 0,00
o ni 22,05 223,00 25,11 97,76 90,13 73,09 78,48

+ TR —tempo de retengdo; ' n.i. — ndo identificado.
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Tabela 11. Volateis oriundos da decomposicio da mamona, submetidos a simulacdo de

solarizacdo, em frascos ambar a 37+2°C, analisados por cromatografia gasosa

pela técnica de SPME.

Grupos de Volateis TR* | Pico Tempo de exposicio (dias) / Area Normalizada
Volateis (min) Maximo 0 7 14 21 28

etanol 2,56 | 1189,50| 3,67 99,56 24,38 8,79 1,93
1-propanol 3,09 ' 97,00 0,00 91,24 51,03 29,38 21,13
|2} 2-butanol 341  1281,00 0,00 37,00 75,29 82,28 98,01
8 1-butanol 4,30 | 3753,00 0,00 97,97 59,57 35,17 35,97
S 3-metil- 1 -butanol 6,05 ' 80,00 0,00 94,38 95,00 96,25 70,00
< 2-metil- 1-butanol 6,20 | 63,00 0,00 93,65 89,68 85,71 60,32
3-hexen-1-o0l 13,00/ 2974,00 99,34 22,31 14,22 9,89 4,20
1-hexanol 13,80 1288,00| 62,89 54,74 97,48 73,02 40,49
Zé acetona 2,70 = 381,00 11,29 91,86 59,71 70,08 66,14
% 2-butanona 3,35 559,50 0,00 35,48 49,60 72,83 88,52
§ 3-pentanona 493 | 33450 @ 97,98 43,80 25,56 28,40 29,45
© 2-heptanona 14,80 423,50 | 83,35 98,41 45,45 33,41 25,86
acido acético nd" | 874,50 0,00 73,01 95,57 71,07 25,96
acido 2-metil-propanéico nd' 291,50 0,00 0,00 0,00 53,52 91,51
8 acido butandico nd' 5000,50 0,00 55,89 98,89 79,84 96,72
8 acido 3-metil-butandico nd' | 530,00 0,00 0,00 33,02 55,09 94,34
Sﬂ) acido 2-metil-butandico nd' 400,50 0,00 0,00 21,10 78,03 99,56
4cido pentandico nd’ 327,00 0,00 0,00 22,94 98,01 87,46
4cido hexandico nd' 1301,00 0,00 0,00 24,98 69,64 96,12
butanoato de metila 5,70 | 105,00 17,14 92,86 83,81 0,00 0,00
acetato de 2-metil-propil 7,60 @ 496,50 97,53 34,34 27,90 14,50 10,37
butanoato de etila 9,30 | 362,00 0,00 98,34 43,78 14,64 8,98
acetato de butila 10,20 180,00 0,00 97,22 91,94 33,33 18,89
1-metil-butanoato de etila 12,20 988,50 0,00 97,45 12,19 5,06 3,89
- butanoato de 2metilpropil 17,20 377,00 23,87 31,17 68,44 97,35 94,16
I&J 2metil-2-propenoato de propil 17,40 191,00 39,01 95,55 37,43 24,87 19,11
E 2-butenoato de 1-metil-propil 17,80 570,00 0,00 95,00 80,09 60,53 48,77
3 butanoato de butila 18,751 2359,50| 0,00 97,40 85,82 38,40 21,00
3-metil-butanoato de butila 19,07 5877,00| 0,00 94,70 23,20 4,23 2,09
2 metil-2-propenoato de metilbutil 20,15 265,50 40,49 95,01 52,17 42,00 34,84
hexanoato de 2-metilpropil 20,60 329,50 8,95 38,54 58,88 87,56 99,92
butanoato de hexila 21,20 665,00 14,81 59,17 99,32 74,06 60,68
3-metil-butanoato de hexila 21,60/ 120,50 @ 20,75 97,72 53,53 42,32 32,78
hexanoato de 3-metil-butil 22,35 219,50 12,76 97,15 55,13 36,45 32,12
2,5-dimetilfurano 5,20 1 242,50 0,00 81,55 88,14 70,93 51,55
ni 7,30 1 2072,50 1 93,91 46,54 33,92 26,22 20,00
8 n.i 13,40 1193,00| 96,98 33,45 30,55 26,40 18,40
5 ni 13,55 1185,00| 96,84 0,00 0,00 0,00 0,00
= nonano 15,20 365,50 | 99,66 58,55 39,95 32,69 22,16
© decano 18,95 1923,50| 99,52 67,48 52,61 48,79 41,77
ni 19,121 250,00 | 28,20 98,40 93,20 72,20 68,40
n.i 22,05 243,00 34,77 97,12 73,05 70,99 61,32

+ TR —tempo de retengdo; ' n.i. — ndo identificado.
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Tabela 12. Voliteis oriundos da decomposicdo da mandioca mansa, submetidos a
simulagdo de solarizacdo, em frascos ambar a 37+2°C, analisados por

cromatografia gasosa pela técnica de SPME.

Grupos de Volateis TR* Pico Tempo de exposicao (dias) / Area Normalizada
Volateis (min) | Maximo 0 7 14 21 28

etanol 2,57 | 1629,65 0,00 99,45 67,69 26,64 60,47

- 2-butanol 340 @ 621,25 0,00 0,00 36,23 97,84 51,23

) 1-butanol 430 @ 31482 0,00 72,49 93,15 90,78 48,33

8 2-pentanol 5,06 396,8 71,17 56,99 50,00 0,00 95,94

:C] 3-metil- 1 -butanol 6,01 387 0,00 93,97 94,13 98,24 49,99

3-hexen-1-ol 13,00 | 12927,35 99,49 30,14 24,89 15,47 8,74

1-hexanol 13,90 | 5043,4 50,59 68,06 92,85 71,96 62,69

o~ acetona 2,70 2000 0,00 89,43 57,71 68,91 65,91

<ZE 2-butanona 3,36 | 1388,1 0,00 33,90 21,60 25,10 82,22

8 2-pentanona 4,70 @ 1130,2 20,38 93,11 31,73 28,31 47,97

m 3-pentanona 496 | 467,25 92,20 86,35 65,16 58,48 44,85

© 3-octanona 18,83 | 46,05 0,00 0,00 50,00 0,00 0,00

. acido acético nd" | 1087,00 0,00 42,82 55,80 97,10 87,07
ACIDOS dcido butandico nd' 3000,00 0,00 0,00 65,88 96,67 70,00

butanoato de metila 5,67 119,2 0,00 51,64 92,37 39,14 0,00

acetato de 2-metil-propil 7,60 2293 97,23 0,00 0,00 0,00 0,00

butanoato de etila 9,25 3284 0,00 99,79 86,10 33,71 17,43

3-metil-butanoato de etila 12,71 | 1837,55 93,96 8,42 11,30 7,53 3,86

5 acetato de 3-metil-butil 14,04 1874,7 98,85 0,00 0,00 0,00 0,00

% butanoato de 2metilpropil 17,20 1199 0,00 25,15 65,85 91,08 82,94

; 2-metil-propanoato de butila 17,80 203 0,00 0,00 46,16 82,56 79,80
o 2-metil-propanoato de 2-metilpropil | 17,86 86,55 0,00 0,00 60,20 80,18 100,00

2-butenoato de 1-metil-propil 18,80 184,5 69,49 73,63 34,91 50,00 100,00

butanoato de butila 19,06 17723 3,46 55,02 81,41 67,29 50,65

hexanoato de etila 19,18 703,55 15,86 61,69 87,66 72,06 56,32
2-metil-propanoato de 3-metilbutil | 19,50 561,6 0,00 25,05 40,93 83,06 94,44
2.,5-dimetilfurano 5,27 1 931,95 3,85 84,20 93,78 78,88 53,01

8 ni' 9,01 357,4 94,26 7,95 0,00 0,00 16,02
E ni 18,70 208,55 0,00 45,94 88,29 93,96 71,06
8 isolimoneno 18,93 | 322,75 65,56 86,46 86,63 85,85 93,70
decano 19,131 3975 98,52 85,04 32,87 35,18 29,95

+ TR — tempo de retengdo; ' n.i. — ndo identificado.

Para o brécolis foram identificados 26 volateis divididos em seis
grupos de compostos: dlcoois, cetonas, dcidos, ésteres, sulfurados e os chamados “outros”,
onde foram enquadrados os voldteis que ndo pertenciam aos grupos citados anteriormente
ou simplesmente ndo foram identificados (ni) (Tabela 10). A exemplo do brécolis, com
exce¢do do grupo dos sulfurados, foram identificados 37 voldteis para mamona e 29 para
mandioca mansa (Tabela 11 e 12).

A particularidade da presenga do grupo sulfurados apenas no
material brécolis, deve-se a alta quantidade do elemento enxofre em seus tecidos (81
mg.dm’3 ) (Tabela 2). Dentro dos sulfurados, os chamados glucosinolatos e seus derivados

sdao apontados como os grandes responsdveis pela acdo biocida a vdrios fitopatégenos de
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solo (DUNCAN, 2001; GAMLIEL e STAPLETON, 1993b; LODHA et al., 1997;
KIRKEGAARD e SAWAR, 1999; SMOLINSKA e HORBOWICK, 1999; FREIRE et al.,
2004). Apesar de ndo serem identificados especificamente no material brécolis no presente
trabalho, esse material foi um dos materiais vegetais que mais afetou a sobrevivéncia das
estruturas de resisténcia dos fitopatégenos, e isto pode estar ligado aos volateis detectados
(Tabela 10).

Além do grupo dos sulfurados para o brécolis, na mamona e na
mandioca mansa (Tabelas 10, 11 e 12) pode-se verificar outras particularidades com
relacdo aos volateis oriundos da decomposicdo de cada um deles. Isto evidéncia que
existem outras diferencas qualitativas, tdo ou mais importantes, dentro de cada grupo de
volateis observados no resultado das andlises de cada material vegetal (Tabela 13).

No grupo dos dlcoois, apesar de algumas particularidades como o
2-metil-1 propanol e o feniletildlcool, oriundos da decomposi¢do do brécolis, e o 2-
pentanol da mandioca mansa, a maioria dos compostos presentes neste grupo podem ser
observados para os trés materiais vegetais analisados. Semelhante aos dlcoois, no grupo
das cetonas, a maioria dos volateis também € constatada para os trés materiais, a excecao
do 2-heptanona para a mamona e do 2-pentanona para mandioca mansa (Tabela 13).

No caso dos 4cidos, assim como verificado para os ésteres, 0 que
se observa é que a grande maioria das chamadas particularidades € oriunda da
decomposicdo da mamona, totalizando cerca de cinco voldteis agrupados nos dcidos e oito
nos ésteres. A mandioca mansa, assim como a condicdo Mamona (MA) versus Mandioca
Mansa (MM), também possui um nimero expressivo de ésteres, totalizando cinco volateis
peculiares a cada condi¢ao (Tabela 13).

Para os chamados “outros”, verifica-se que a grande maioria de
seus voldteis ndo puderam ser identificados (ni), sendo quatro deles para brécolis, cinco
para mamona e dois para mandioca mansa. Dos compostos identificados em “outros”, o
nonano € apenas encontrado na mamona, o isolimeno na mandioca mansa e o decano para
a condicdo MA versus MM e o 2,5-dimetilurano para os trés materiais vegetais (BRO
versus MA versus MM) (Tabela 13).

Estas diferencas qualitativas nos voldteis explicam possivelmente
o efeito de cada um destes materiais vegetais com relacdo a reducio da sobrevivéncia das
estruturas de resisténcia dos fitopatdgenos testados. Entretanto, é importante deixar claro

que esta possivel explicagdo, apesar de relevante, por si sé ndo comprova o efeito
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diferencial destes compostos particulares de cada material sobre as estruturas dos

fitopatogenos.



Tabela 13. Andlise comparativa entre os volateis oriundos da decomposicdo de brdcolis - BRO, mamona — MA e mandioca mansa - MM e

suas interacdes (BRO versus MA, BRO versus MM, MA versus MM e BRO versus MA versus MM).

Grupos de Materiais Vegetais Incorporados ao Solo
Volateis Brécolis (BRO) Mamona (MA) Mandioca mansa (MM)* BRO versus MA* BRO versus MM* MA versus MM* BRO versus MM versus MA*
. etanol
2-metil-1 anol 1- anol
metil-1 propano! propanol 2-butanol
Alcoois - 2-pentanol - 3-hexen-1-ol 1-butanol
feniletillcool 2-metil-1-butanol 3-metil-1-butanol
1-hexanol
acetona
Cetonas - 2-heptanona 2-pentanona - 3-octanona 3-pentanona 2-butanona

2-pentanona

dcido 2-metil-propandico
dcido butandico
Acidos - dcido 3-metil-butanéico - acido 2-metil-butandico acido butanéico - dcido acético
acido pentandico
dcido hexanédico
acetato de butila

1-metil-butanoato de etila 3-metil-butanoato de etila acetato de 2-metil-propil
2metil-2-propenoato de propil acetato de 3-metil-butil butanoato de etila
Esteres butanoato de buli?a ) 2 metil-2-propenoato d§ melil'bulil Z—metil—propanoalo de bl{lila  3-metil-butanoato de butila hexanoato de etila butanoato de Zmetilpropil ) butanoato de metila
2-propenoato de 2-metilpentil hexanoato de 2-metilpropil 2-metil-propanoato de 2-metilpropil 2-butenoato de 1-metil-propil
butanoato de hexila 2-metil-propanoato de 3-metilbutil butanoato de butila
3-metil-butanoato de hexila
hexanoato de 3-metil-butil
nonano
ni. n.i. isolimoneno
Outros et et et - - decano 2,5-dimetilfurano
n.1. n.i. n.1.
ni. n.i.
n.i.

*Interagdes entre os materiais vegetais, ou seja, compostos volateis detectados em dois ou mais materiais vegetais.

8G
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6.2.2. Analise Semi-quantitativa

Observando a média de cada grupo de compostos dentro de cada
material vegetal, verifica-se para os oriundos da decomposicdo do brdcolis, que apenas o
grupo sulfurados apresentou uma drea normalizada superior (68,86 %). Para a mamona, o
grupo que se sobressaiu foi o dos alcodis (57,81 %), enquanto para a mandioca mansa
merece destaque os dcidos (64,42 %) (Tabela 14).

Comparando os grupos de voldteis entre os materiais vegetais,
verifica-se, em média, que cada um deles apresenta uma maior ou menor porcentagem de
determinados grupos de compostos. O brécolis é o que gera em sua decomposi¢do uma
maior porcentagem de voldteis, tanto de sulfurados, quanto de ésteres, enquanto que a
mamona se destaca apenas com relacdo aos alcodis, as cetonas, os acidos e os ésteres e na
mandioca mansa se observa uma maior porcentagem de alcodis, dcidos e “outros” (Tabela
14; Figura 13). O fato de um material vegetal gerar em sua decomposi¢do uma maior
porcentagem de determinados grupos de voldteis é um considerdvel indicativo e
certamente ratifica a diferenca entre eles, entretanto, isto, por si s, ndo determina qual(is)
o grupo de voldateis ou volateis € (sdo) responsavel (is) pela reducdo da sobrevivéncia das

estruturas de resisténcia dos fungos avaliados.
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Tabela 14. Andlise descritiva dos grupos de voldteis oriundos da decomposi¢do do
brécolis, mamona e mandioca mansa, submetidos a simulacdo de solarizacdo,
em frascos ambar a 37+2°C por diferentes periodos e analisados por

cromatografia gasosa pela técnica de SPME.

Grupos Periodos de Materiais vegetais incorporados ao solo
de Exposicao Brocolis Mamona Mandioca Mansa
Volateis = (dias) Média' | DP* Média'’' DP Média' DP
7 86,73 + 6,83 73,86 + 3,82 60,16 |+ 8,85
2 14 57,37 + 6,08 63,33 £ 0,09 6556 + 1546
S 21 36,90 + 13,38 52,56 + 0,18 | 57,28 |+ 13,28
< 28 36,64 + 0,16 41,51 + 629 5391 |+ 378
Média® 5441 * 6,61 57,81 = 2,60 59,23 =+ 10,34
7 16,97 + 0,24 67,39 |+ 0,21 | 60,56 + 10,60
@ 14 36,26 + 1,58 45,08 + 554 | 4525 + 12,59
g 21 71,46 + 12,15 51,18 + 6,53 | 36,16 + 30,02
S 28 91,63 + 0,40 5249 |+/12,97 | 48,19 + 32,99
Média® 54,08 + 3,59 54,03 + 631 47,54 + 21,55
7 53,96 +| 445 1842 |+ 0,87 | 21,41 + 6,73
2 14 72,12 + 438 4236 * 12,05 60,84 +| 4,30
.g 21 60,43 + 6,17 72,17 + 2,73 96,88 + 441
< 28 4599 +| 2,38 84,52 4| 3,96 78,54 * 3,14
Média® 58,13 + 4,34 54,37 + 490 64,42 + 4,64
" 7 63,77 + 17,52 - - - - - -
-§ 14 68,73 + 336 - |- - - |-l -
g 21 71,04 + 6,69 - - - - - -
=
2 28 72,28 + 0,09 - - - - - -
Média’ 6896 + 442 - - - - |-l -
0 16,70 + 3,14 1835 + 1,07 31,57 + 097
7 97,05 +| 4,17 81,44 |+ 148 | 33,37 + 1,65
§ 14 53,15 + 2,35 58724 |+ 1,81 | 50,57 + 1,74
g 21 35,34 |+ 3,07 3835 + 141 | 5055 + 548
28 39,10 |+ 3,48 32,51 /0,755 48,79 |+ 343
Média® '56,16 i'3,27 '52,64 i'1,36 '45,82 i'3,07
0 26,80 + 045 68,73 |+ 0,60 | 52,44 + 0,52
- 7 71,51 + 1,07 60,38 + 2,03 6192 + 3,98
§ 14 50,77 + 2,63 5143 + 1,59 60,31 =+ 11,31
g 21 36,44 + 591 43,53 + 1,89 58,77 |+ 19,61
= 28 42,19 | 1,46 3545 +| 3,77 52,75 + 1482

Média’ 50,23 + 2,77 47,70 + 2,32 58,44 + 12,43

* DP — desvio padrao da média; "Média de duas repeticoes (frasco ambar) de cada
composto, de cada material, nos diferentes periodos avaliados; *Média geral do grupo de
cada material.
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Analisando os grupos de voléteis oriundos da decomposicao de
cada material, dentro dos periodos, para o brdcolis observa-se que os dlcoois, ésteres e
“outros” apresentaram tendéncia a diminuir ao longo dos periodos avaliados (Tabela 14).
Esse comportamento foi semelhante ao que se observou para a sobrevivéncia das estruturas
de resisténcia dos fungos avaliados na Primeira Etapa deste trabalho. J4 o grupo das
cetonas e dos sulfurados exibiram, de acordo com a média dos compostos detectados, um
comportamento inverso, ou seja, baixa porcentagem de gases no inicio e tendéncia de
aumento nos ultimos periodos avaliados. Os 4cidos, entretanto, apresentaram um
comportamento varidvel de seus voldteis, ou seja, no primeiro periodo avaliado a
porcentagem foi baixa, aumentou e depois diminuiu nos ultimos periodos (Tabela 14,

Figura 14).
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Area Normalizada dos Volateis (%)

Alcoois Cetonas Acidos Esteres Sulfurados Outros
Grupos de Volateis

07 dias @14 dias O 21 dias 028 dias

Figura 13. Area normalizada média relativa dos grupos de voldteis oriundos da

decomposicdo da parte aérea do brécolis para cada periodo avaliado.

No caso dos grupos de volateis presentes na mamona, 0 que se
observa é que, assim como foi constatado para o brocolis, os dlcoois, ésteres e outros
apresentaram, em média, uma tendéncia a reduzir sua drea normalizada ao longo do tempo.

Para os 4cidos, o que se verifica é uma tendéncia a aumentar sua porcentagem, em média,
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no decorrer dos periodos (Tabela 14; Figura 15). Vale ressaltar que a drea normalizada
refere-se a uma estimativa de tentar saber o comportamento do volétil ou do grupo de
volateis quanto a sua concentracdo no interior do frasco ambar.

100+
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20+

Area Normalizada dos Volateis (%)

Alcoois Cetona Acidos Esteres Outros

Grupos de volateis

O7 dias @ 14 dias O 21 dias 028 dias

Figura 14. Area normalizada média relativa dos grupos de voldteis oriundos da

decomposicdo da parte aérea de mamona para cada periodo avaliado.

Para a mandioca mansa, os 4lcoois, cetonas e o0s outros
apresentaram, em média, uma tendéncia de diminuicdo ao longo do tempo. J4 os dcidos e

os ésteres apresentaram, em média, comportamento varidvel (Tabela 14).
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Figura 15. Area normalizada média dos grupos de volateis oriundos da decomposicio da

parte aérea de mandioca mansa, para cada periodo avaliado.

Para todos os materiais foi verificado uma tendéncia de
diminui¢do ao longo dos periodos avaliados para os alcodis e “outros”. Assim como a
andlise comparativa, a andlise descritiva pode auxiliar na detec¢do de possiveis grupos de
volateis ou voldteis responsaveis pela diminui¢cdo da sobrevivéncia das estruturas dos

fitopatdgenos testados.
6.2.3. Volateis versus Sobrevivéncia das estruturas dos fitopatégenos

Nas Tabelas 15, 16 e 17 podem ser observados todos os volateis
oriundos da decomposicdo do brdcolis, mamona e mandioca mansa, cujas porcentagens ao
longo dos periodos se correlacionaram de maneira significativa com a sobrevivéncia de
cada fitopatégeno testado. E importante ressaltar que a correlagio pode ser positiva,
indicando um comportamento diretamente proporcional entre as porcentagens dos volateis
e os dados de sobrevivéncia dos fungos, ou negativa, indicando um comportamento

inversamente proporcional.
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Para o brécolis, no grupo dos dlcoois, verificou-se correlacdo
positiva (p<0,05) para os volateis 1-propanol, 1-butanol e para a média do grupo apenas

com relagdo ao fungo M. phaseolina (Tabela 15).

Tabela 15. Andlise de correlagcdo de Pearson entre as dreas normalizadas dos volateis e do
grupo de voldteis, oriundas da decomposi¢do do brdcolis, com os dados de
sobrevivéncia de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raga 2,
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani AG-4 HGI e Sclerotium

rolfsii, ao longo dos periodos avaliados (7, 14, 21 e 28 dias).

Grupos Fungos Fitopatogénicos Habitantes do Solo
de Volateis Fox' Macro’ Rhizo® Scler?
VOléteiS "r"s "p"6 nru npu nru npu urn npu
1-propanol - - 0,96* p<0.05 - - - -
Alcoois 1-butanol - - 0,96 p<0.05 - - - -
Média’ - - 0,96* p<0.05 - - - -
acetona - - -0,97*  p<0.05 -0,96* p<0.05 - -
2-butanona - - -0,97*  p<0.05 -0,98* p<0.05 -0,97* p<0.05
Cetonas s
2-pentanona - - - - - - 0,99%* p<0.01
Média® - . - - -0,97* p<0.05 -0,96* p<0.05
. 4cido butandico - - 0,96* p<0.05 - - - -
Acidos —
Média 0,98* p<0.05 - - - - - -
Esteres butanoato de butila - - 0,96* p<0.05 - - - -
Sulfurados Média'’ - - -0,99%% p<0.01 -0,96% p<0.05 - -
"Outros" - - - - - - - - -

" Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raga 2;

2 Macrophomina phaseolina;

3 Rhizoctonia solani AG-4 HGI;

* Sclerotium rolfsii;

> coeficiente de Pearson - pode variar de -1 a +1, e quanto mais proximos desses
valores, mais forte a associacdo das varidveis em exame. Quando zero, esse coeficiente
indica auséncia de correlacao;

6”p” — probabilidade, referente ao nivel de aceitacdo ou confiabilidade da correlacio;

7.8.9¢ 10 Medias respectivas dos grupos dos dlcoois, cetonas, acidos e sulfurados, oriundos

da decomposi¢do do brdcolis.

No caso das cetonas, observou-se que 2-pentanona apresentou
correlacdo positiva com a sobrevivéncia do fungo S. rolfsii. Os volateis 2-butanona e
acetona apresentaram correlac@o negativa com a sobrevivéncia dos fungos M. phaseolina e

R. solani AG-4 HGI e o volatil 2-butanona correlagdo negativa com o fungo S. rolfsii e a
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média geral do grupo, também, correlacionou-se negativamente com os fungos R. solani e
S. rolfsii.

No grupo dos 4cidos, o dcido butandico e a média do grupo
apresentaram correlacdo positiva com a sobrevivéncia dos fungos M. phaseolina e F.
oxysporum f. sp. lycopersici raga 2. Ja no grupo dos ésteres, o volatil butanoato de butila
correlacionou-se positivamente com a sobrevivéncia do fungo M. phaseolina. A média do
grupo dos sulfurados, por sua vez, se correlacionou negativamente com M. phaseolina e R.
solani AG-4 HGI, enquanto que os chamados “outros”, ndo se correlacionaram com a
sobrevivéncia de nenhum dos fitopatégenos testados.

Com relacdo aos volateis oriundos da decomposicdo da mamona,
para o grupo dos alcodis, assim como verificado para o brdcolis, na sua maioria, se
correlacionaram positivamente com a sobrevivéncia do fungo M. phaseolina (etanol, 1-
propanol e 3-hexen-1-ol e a média do grupo). O volatil 3-hexen-1-ol correlacionou-se,
também, positivamente com o fungo R. solani. Os volateis 2-butanol e 2-metil-1-butanol
correlacionaram-se negativamente com a sobrevivéncia dos fungos M. phaseolina e S.
rolfsii, respectivamente. A média do grupo apresentou correlagdo negativa com o fungo R.

solani.
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Tabela 16. Anélise de correlacdo de Pearson entre as dreas normalizadas dos volateis e do
grupo de volateis, oriundas da decomposi¢do da mamona, com os dados de
sobrevivéncia de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raga 2,
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani AG-4 HGI e Sclerotium

rolfsii, ao longo dos periodos avaliados (7, 14, 21 e 28 dias).

Grupos Fungos Fitopatogénicos Veiculados pelo Solo
de Volateis Fox' Macro® Rhizo’ Scler’
Volateis e "p"6 "r' "p" "r' "p" "r' '"'p"
etanol - - 0,96* | p<0.05 - - - -
1-propanol - - 0,98* | p<0.05 - - - -
. 2-butanol - - -0,99%*%* p<0.001 - - - -
Aleodis 2-metil- 1-butanol - |- - - - - -0,99%%% p<0.001
3-hexen-1-ol - - 0,99%* | p<0.01 | 0,97* | p<0.05 - -
Meédia’ - - 096%  p<0.05 -0,99%*  p<0.01 - -
Cetonas 2-butanona - - - - -0,98* | p<0.05 - -
2-heptanona - - 0,97* | p<0.05 - - - -
dcido 2-metil-propandico - - - - -0,96* | p<0.05 - -
acido 3-metil-butandico - - -0,97* | p<0.05 -0,99*%* p<0.01 - -
Acidos acido 2-metil-butandico - - - - -0,96* | p<0.05 - -
acido hexanodico - - - - -0,98* | p<0.05 - -
Média® - - -0,96* | p<0.05 | -0,96* | p<0.05 - -
acetato de 2-metil-propil - - - - 0,96* | p<0.05 - -
butanoato de etila - - 0,97* | p<0.05 - - - -
2metil-2-propenoato de propil - - 0,97* | p<0.05 - - - -
2-butenoato de 1-metil-propil - - 0,96* | p<0.05  0,97*  p<0.05 - -
butanoato de butila - - - - 0,96* | p<0.05 - -
Esteres 3-metil-butanoato de butila - - 0,96* | p<0.05 - - - -
2 metil-2-propenoato de metibutil| - - 0,98* | p<0.05 - - - -
hexanoato de 2-metilpropil - - - - -0,96* | p<0.05 - -
3-metil-butanoato de hexila - - 0,98*% | p<0.05 - - - -
hexanoato de 3-metil-butil - - 0,97* | p<0.05 - - - -
Média’ - - 097 p<005 - - - -
nonano - - 0,99%%*% p<0.001 0,96* | p<0.05 - -
"Outros" decano - - 0,99%%* p<0.001 - - - -
Média'’ - - 0,96% | p<0.05 0,99%%% p<0.001 - -

" Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raga 2;

2 Macrophomina phaseolina;

> Rhizoctonia solani AG-4 HGI;

* Sclerotium rolfsii;

> coeficiente de Pearson - pode variar de -1 a +1, e quanto mais proximos desses
valores, mais forte a associacdo das varidveis em exame. Quando zero, esse coeficiente
indica auséncia de correlacdo;

6> _ probabilidade, referente ao nivel de aceitacio ou confiabilidade da correlago;

7.8.9¢ 10 Vgdias respectivas dos grupos dos alcodis, acidos, esteres e “outros”, oriundos da

decomposicdo da mamona.
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Para as cetonas, constatou-se correlacio negativa para a 2-
butanona com R. solani AG-4 HGI e positiva para o 2-heptanona com M. phaseolina
(Tabela 16). J4 para os acidos, todos os compostos verificados na Tabela 16 apresentaram
correlacdo negativa com a sobrevivéncia de R. solani AG-4 HGI. J4 o volatil 4cido 3-metil
butanéico e a média do grupo correlacionaram-se negativamente com o fungo M.
phaseolina e a média do grupo correlacionou-se positivamente com a sobrevivéncia de R.
solani.

Nos ésteres, ao contrdrio dos 4cidos, constatou-se correlacdo
positiva para a maioria dos compostos (butanoato de etila, 2metil-2-propenoato de propil,
3-metil-butanoato de butila, 2 metil-2-propenoato de metilbutil, 3-metil-butanoato de
hexila, hexanoato de 3-metil-butil e média geral do grupo) para M. phaseolina, enquanto
que o acetatato de 2-metil-propil e 2 butenoato de 1-metil-propil para R. solani AG-4 HGI
e o hexanoato de 2-metilpropil negativamente com o fungo R. solani. Os volateis nonano,
decano e a média do grupo chamado de “outros” apresentaram correlagdo positiva com M.
phaseolina, enquanto que somente o nonano e a média apresentaram correlacio positiva
para a sobrevivéncia do fungo R. solani AG-4 HGI (Tabela 16).

Na mandioca mansa, um nimero menor de voldteis apresentou
correlacdo, seja ela negativa ou positiva para com a sobrevivéncia dos fitopatdgenos
testados (Tabela 17). No grupo dos dlcoois, apenas o volatil 3-hexen-1-ol correlacionou-se
positivamente com a sobrevivéncia dos fungos M. phaseolina, R. solani AG-4 HGI e S.
rolfsii, sendo que a média do grupo, também, correlacionou-se positivamente com a
sobrevivéncia do fungo F. oxysporum f. sp. lycopersici raga 2. Nas cetonas, a 3-pentanona
também apresentou comportamento proporcional a sobrevivéncia de M. phaseolina e R.
solani AG-4 HGI, enquanto que para o grupo dos 4cidos ndo foi verificada qualquer

correlacdo significativa com relacio aos fungos testados (Tabela 17).
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Tabela 17. Anélise de correlacdo de Pearson entre as dreas normalizadas dos volateis e do
grupo de volateis, oriundas da decomposi¢do da mandioca, com os dados de
sobrevivéncia de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raga 2,
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani AG-4 HGI e Sclerotium

rolfsii, ao longo dos periodos avaliados (7, 14, 21 e 28 dias).

Grupos Fungos Fitopatogénicos Veiculados pelo Solo
de Volateis Fox' Macro Rhizo® Scler’
2z . " "s " ”6 "o "o n "o "o "o "o
Volateis r p r p r p r p
. 3-hexen- 1-ol - - 0,96* | p<0.05 |0,99** p<0.01 0,97* p<0.05
Alcodis —
Média 0,96*% p<0.05 - - - - - -
Cetonas 3-pentanona - - 0,99%%* p<0.001| 0,98* p<0.05 - -
Acidos - - - - - - - - -
butanoato de metila 0,97* p<0.05 - - - - - -
butanoato de etila - - - - 0,96* p<0.05 - -
. 3-metil-butanoato de etila 0,98* p<0.05 - - - - - -
Esteres 5 ;
2-metil-propanoato de butila - - -0,96% | p<0.05 - - - -
2-metil- propanoato de 2-metilpropil - - -0,99%* | p<0.01 - - - -
2-metil- propanoato de 3-metibutil - - - - -0,96% p<0.05 - -
., ., 2,5-dimetilfurano 0,99** p<0.01 - - - - - -
Outros —
Média - - - - 0,96* p<0.05 0,99%* p<0.01

" Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raga 2;
2 Macrophomina phaseolina;
3 Rhizoctonia solani AG-4 HGI;

* Sclerotium rolfsii;

35 . . . . L.
”r” coeficiente de Pearson - pode variar de -1 a +1, e quanto mais préximos desses

valores, mais forte a associacdo das varidveis em exame. Quando zero, esse coeficiente

indica auséncia de correlacdo;

6> _ probabilidade, referente ao nivel de aceitaco ou confiabilidade da correlago;
7

8 PPN . L. . .~
¢ ® Médias respectivas dos grupos dos alcodis e “outros”, oriundos da decomposi¢do da
mandioca mansa.

Nos ésteres, oriundos da decomposicdo da mandioca mansa,
observou-se um comportamento bastante varidvel a correlacdo com a sobrevivéncia dos
fungos testados. Foi constatada correlacdo positiva entre a porcentagem dos volateis
butanoato de metila e 3-metil butanoato de etila para com F. oxysporum f. sp. lycopersici
raca 2 e butanoato de etila para R. solani AG-4 HGI. Correlacido negativa foi observada
para 2-metil-propanoato de butila e 2-metil-propanoato de 2-metilpropil para M.
phaseolina e 2-metil-propanoato de 3-metilbutil para R. solani AG-4 HGI. A média do
grupo dos “outros”, por sua vez, apresentou correlacdo positiva para com a sobrevivéncia
dos fungos R. solani e S. rolfsii, sendo o 2,5-dimetilfurano, em especifico, com F.

oxysporum f. sp. lycopersici raga 2 (Tabela 17).
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Além das correlacdes positiva e negativa do voldtil com a
sobrevivéncia dos fungos, constatou-se, em algumas situagdes, correlacdo com a média de
alguns grupos, indicando associacdo entre todos os volateis do grupo com a diminuicdo da
sobrevivéncia das estruturas dos fitopatégenos. Os grupos de voléteis ou volateis que
apresentaram correlacdo negativa com a sobrevivéncia dos fitopatégenos podem ser
apontados como os mais promissores no que diz respeito ao controle das estruturas de
resisténcia dos fungos estudos, uma vez que sua concentracdo aumenta com o tempo ao
ponto que a sobrevivéncia diminui.

Nao ha na literatura informagdes que associem qualquer um dos
voléteis que apresentaram correlagcdo (seja ela negativa ou positiva), com a sobrevivéncia
das estruturas de resisténcia dos fungos estudados. Entretanto, muitos destes volateis
apresentam alta toxicidade dependendo, sobretudo, da concentracio e do periodo de
exposicdo a eles.

O conhecimento a respeito da correlacdo positiva ou negativa e a
média do grupo versus a sobrevivéncia das estruturas dos fungos testados ird auxiliar na
elaboracdo de metodologias para futuros testes com volateis, isoladamente ou em
associacdo, quanto a sobrevivéncia das estruturas dos fitopatégenos, ou seja, hd volateis
isolados ou associados que deverdo ser incrementados em quantidade ao longo dos
periodos testados, enquanto que outros deverdo ser colocados em grandes quantidades no
inicio e diminuida a sua porcentagem ao longo dos periodos, visando correlacionar com a
diminuicdo da sobrevivéncia das estruturas dos fungos ou com a sua erradicagdo. Assim,
identificar-se-4, conclusivamente, o volatil ou os voléteis responsaveis pelo controle das
estruturas dos fitopatdgenos, fato ji constatado por Smolinska e Horbowick (1999) e

Kirkegaard e Sawar (1999) com alguns voléteis de isotiocianatos de Brassicas.
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7. CONCLUSOES

v' A temperatura de 37°C foi o fator responsével pelo efeito fungistitico e fungicida
observados no micélio de F. oxysporum f. sp. lycopersici Raga 2, R. solani AG-4 HGI e de
S. rolfsii em periodos diferentes;

v' A partir dos 21 dias de exposi¢do para F. oxysporum f. sp. lycopersici Raga 2, R.
solani AG-4 HGI e 28 dias para S. rolfsii foi observado efeito fungicida para com o
crescimento micelial destes fungos;

v’ Os fungos com efeito fungistitico apresentaram alteracdes na fisiologia de
crescimento quando incubados em suas temperaturas ideais de crescimento;

v' Para M. phaseolina, mais termo tolerante, a temperatura de 37°C causou efeito
in6cuo no seu micélio;

v' Todos os tratamentos solo+material vegetal, ao longo dos periodos testados,
reduziram, significativamente, a sobrevivéncia das estruturas de resisténcia de todos os
fungos estudados;

v' Entre os materiais vegetais, destacaram-se os materiais brécolis e mandioca brava,
para F. oxysporum f. sp. lycopersici Raga 2, R. solani AG-4 HGI e M. phaseolina, além da
mandioca mansa para S. rolfsii;

v" As redugdes de sobrevivéncia das estruturas de resisténcia dos fitopatégenos tiveram
como causas preponderantes a acdo da atmosfera anaerdbica e os volateis;

v" No tratamento solo+brécolis foram identificados 26 volateis divididos em seis grupos

de compostos: dlcoois, cetonas, dcidos, ésteres, sulfurados e os chamados “outros”. Com
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exce¢do do grupo dos sulfurados, foram identificados 37 voldteis para o tratamento
solo+mamona e 29 para solo+mandioca mansa;

v' Foram observadas correlagdes positivas e negativas entre alguns voldteis e a média
de alguns grupos de compostos com a diminuicdo da sobrevivéncia das estruturas de
resisténcia dos fitopatégenos estudados;

v" No presente trabalho, estudou-se o efeito e importincia de cada fator (temperatura,
anaerobiose, microorganismos antagonistas e compostos voldteis) no controle dos
fitopatogenos estudados;

v Com base nos resultados, conclui-se entio que o controle ou diminui¢do da
sobrevivéncia das estruturas dos fitopatégenos estudados € resultante de um conjunto de
fatores interagindo entre si (temperatura, anaerobiose, microorganismos antagonistas,
compostos volateis e o tempo do processo) e ndo atuando isoladamente;

v' H4 necessidade, em futuros projetos, testar o(s) voldtil(eis) purificado(s) que se
correlacionou(aram) positiva ou negativamente com a sobrevivéncia das estruturas dos
fungos fitopatogénicos habitantes do solo estudados, de modo a provar sua agdo no

controle.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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