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RESUMO

LIMA, André Oliveira, M.S., Universidade Federal de Vigosa, margo de 2006.
Biofumigacdo do solo com Brassica rapa para o controle de
fitonematdides. Orientadora: Rosangela D’Arc de Lima Oliveira. Co-
orientadores: Onkar Dev Dhingra e Gulab Jham.

Os nematoides das galhas, pertencentes ao género Meloidogyne
Goeldi, 1887, constituem o grupo de fitonematdides com maior importancia
econdmica na agricultura, causando a formagdo de galhas em raizes
hospedeiras. Os prejuizos sao maiores quando a infecgdo ocorre ainda na
fase de mudas. A familia Brassicaceae tem representantes como a mostarda
(Brassica rapa), que produzem glucosinolatos, que ao sofrerem hidrolise
enzimatica vao gerar produtos téxicos como os isotiocianatos. Acredita-se
que sua incorporagao permitira o controle de fitonematdides presentes em
substratos para viveiros e em pequenas areas destinadas ao cultivo de
olericolas. Assim, esta pode ser uma alternativa viavel ao uso de fumigantes
sintéticos, como o brometo de metila, prejudiciais ao meio ambiente. Para
avaliar o potencial biofumigante da mostarda no manejo de fitonematoides,
folha desidratada, farinha de sementes e farinha de sementes
desengordurada foram estudados para determinar a melhor dose destes
produtos a ser incorporada ao solo visando o controle de Meloidogyne
incognita. Conhecidas as doses, estas foram utilizadas para avaliar o efeito
“In vitro” sobre a mortalidade de Heterodera glycines, M. javanica, M. exigua,
M. mayaguensis e M. incognita. A agado biofumigante da mostarda foi
avaliada sobre populagdes microbianas do solo, assim como a quantificacido
de isotiocianato de alila liberado no solo durante o processo de
biofumigacdo. Folha, farinha de sementes e farinha de sementes

desengordurada foram eficientes no controle de M. incognita, sendo que a

vii



farinha de sementes desengordurada foi a que apresentou melhores
resultados. Foi possivel comprovar que o efeito nematicida da mostarda se
deve aos seus subprodutos volateis, e foi verificada a sua eficiéncia em
causar a morte dos juvenis de todas as espécies de nematdides testadas. A
folhna de mostarda ao ser incorporada ao solo aumentou o numero de ufc’'s
de bactérias e actinomicetos. A farinha de sementes desengordurada
apresentou as maiores quantidades de isotiocianato de alila liberadas
durante a fumigagao. Conclui-se que o uso da mostarda como biofumigante
de solo é uma alternativa para o controle de fitonematdides e apresenta
potencial para a substituicdo do brometo de metila no tratamento de solo e

substratos.
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ABSTRACT

LIMA, André Oliveira, M.S., Universidade Federal de Vigosa, March, 2006.
Soil biofumigation with Brassica rapa to control plant nematodes.
Adviser: Rosangela D’Arc de Lima Oliveira. Committee members: Onkar
Dev Dhingra e Gulab Jham.

The root knot nematodes, belonging to the genus Meloidogyne Goeldi,
1887, are economically most important group of plant nematodes in the
agriculture, producing knobs or galls on the roots of host plants. The losses
are greater when infection occurs at the seedling stage. In the botanical
family there are species like that of wild mustard (Brassica rapa), that contain
glucosinolates, which after enzymatic hydrolyses can generate toxic volatile
compounds such as isothiocyanates. It is believed that the incorporation of
mustard tissues controls plant nematodes present in the planting substrates
used in nursery and seedling production and in the small areas destined for
vegetable crops. Thus this can be a viable alternative to the synthetic soil
fumigants such as methyl bromide that are harmful to the environment. To
evaluate the biofumigant potential of mustard in the management of plant
nematodes, dried leaves, seed meal and defatted seed meal were studied to
find the efficient tissue and the dose to be incorporated to the substrate to
control Meloidogyne incognita. After determining the ideal tissue and the
dose they were also used to study the in vitro effect on the mortality of
Heterodera glycines, M. javanica, M. exigua, M. mayaguensis and M.
incognita. The biofumigant effect was evaluated on the general microbial
population of soil. The amount of allyl isothiocyanate liberated in the soil was
also determined. The leaves, seed meal and defatted seed meal efficiently
controlled M. incognita, but the defatted seed meal proved to be most

efficient. The nematicidal effect of mustered was attributed to the volatile



compounds. The defatted seed meal efficient in causing the mortality of
juveniles of all the nematode species tested. The dehydrated mustard leaves
when incorporated into the soil increased the population of bacteria and
actinomycetes. The maximum of allyl isothiocyanate was liberated by the
defatted seed meal during the biofumigation process. It was concluded that
the use of mustard as biofumigant is a viable alternative to control plant
nematodes and has the potential to substitute the methyl bromide for

seedling substrates treatment.



INTRODUCAO GERAL

Os nematoides formadores de galhas radiculares, pertencentes ao
género Meloidogyne Goeldi, 1887, constituem o grupo de fitonematdides
com maior importancia econdmica na agricultura, devido sua ampla
distribuicdo geografica e extensa gama de hospedeiros entre as plantas
cultivadas e daninhas (Eisenback & Triantaphyllou, 1991). Estes nematodides
sdo mais frequentemente encontrados em regides de climas quentes e
invernos curtos, onde varias geragdes do nematdide ocorrem durante o ano,
causando a formacado de galhas em raizes hospedeiras (Hussey, 1985).
Estas deformagdes radiculares diminuem a absorgao de agua e nutrientes, o
que consequentemente reduz a produtividade das culturas e o seu valor de
mercado. As perdas podem ser maiores ainda ou mesmo chegar a
destruicdo da cultura, quando plantas sao infectadas nas fases iniciais de
desenvolvimento (Agrios, 1988; Mai, 1985).

Estes fitoparasitas sdo encontrados atacando uma grande variedade
de hortalicas nas areas destinadas a olericultura. Devido aos danos
causados, principalmente por Meloidogyne incognita, o cultivo de culturas
importantes, como a do tomateiro (Lycopersicon esculentum. L), se torna
prejudicado e algumas vezes impossibilitado (Mai, 1985). Sasser (1979)
estimou que 23% das perdas ocorridas em culturas olericolas sdo causados
pelo ataque de nematdides. O mesmo autor, em 1989, publicou os
resultados de um levantamento mundial acerca das perdas provocadas
pelos nematdides nas diferentes culturas e mostrou que este grupo de
patdgenos era responsavel por 20,6% das perdas na cultura do tomate. Em
pepino, o ataque de M. incognita reduziu em mais de 50% a producgéo de

frutos (Huang & Viana, 1980; citados por Lima et al., 1995). O controle



nestas areas € dificil, visto que a maioria das hortalicas € suscetivel a este
patdgeno, o que dificulta a aplicagdo da rotagcédo de culturas como pratica de
manejo.

As medidas de manejo mais eficientes sdo aquelas que visam
prevenir a introducdo do patdégeno em lavouras sadias. Para isto é
importante que sejam produzidas mudas isentas de fitonematdides, e o
tratamento do substrato € sem duvida a melhor opgdo para garantir a
sanidade do material de plantio, evitando assim a disseminagao do patégeno
e que as mudas ja venham do viveiro infectadas por nematdides, o que
ocasiona prejuizos maiores a produtividade das mesmas. Para se ter uma
idéia, em 1977 foram destruidas 3.321.952 mudas de cafeeiro infestadas por
M. incognita no estado de Sao Paulo (Gongalves et al. 1978, citado por
Campos et al., 1985), e em Maringa (PR) foram destruidas 5.400.000 mudas
(Jaehn et al., 1977).

O uso de nematicidas € uma das mais importantes medidas adotadas
no manejo de fitonematodides, visando principalmente ao controle de
populagdes presentes no solo antes do plantio (Johnson, 1985). A produgéao
de varias culturas vegetais depende do uso do brometo de metila como
fumigante de solo para controlar uma vasta gama de fungos, nematoides,
insetos e ervas daninhas (Anonymous, 1992). No entanto, a sua utilizagéo
como fumigante sera limitada, de acordo com o Protocolo de Montreal
assinado por 128 paises, devido a sua alta toxicidade, reducdo da
biodiversidade do solo, contaminacao e principalmente a sua capacidade de
destruir a camada de ozdénio (Lopez-Pérez et al., 2003).

As restricdes quanto ao uso desse biocida fizeram com que
aumentasse o interesse no desenvolvimento de estratégias alternativas, com
baixo impacto ecoldgico, para o controle de nematoides. Esse passo é
fundamental para proporcionar aos produtores uma alternativa viavel a ser
usada no manejo de areas de plantio de hortalicas infestadas e para o
tratamento de substratos utilizados em viveiros comerciais.

Um estudo mais aprofundado deve ser realizado na ja conhecida
atividade biocida de plantas da familia Brassicaceae, as quais ao serem
incorporadas ao solo liberam gases oriundos do processo de decomposigao

de seus tecidos (Rosa et. al.,1997). A utilizacao destes subprodutos volateis



para o controle de pragas e doengas € uma pratica ja utilizada e conhecida
como biofumigagao (Bello 1998; Bello et al., 1997 e 2001). A biofumigagao
também proporciona uma vantagem em relagdo ao uso de matéria organica
sem efeito toxico, visto que para a utilizagdo de um biofumigante sao
necessarias quantidades menores de material a ser incorporado.

A comumente conhecida mostarda pode ser reconhecida em varias
espécies do género Brassica como B. rapa, B. nigra, B. juncea, inclusive tem
espécies no género Sinapsi (Fahey et al. 2001). As espécies de plantas
pertecentes a esses géneros sdo conhecidas por apresentarem uma alta
taxa de cruzamento interespecifico, gerando uma grande quantidade de
variedades e subespécies, que acabam sendo agrupadas e vulgarmente
chamadas de mostarda. Ela € uma planta originaria da Europa meridional e
se encontra disseminada amplamente pelo mundo, em regides de clima
temperado e subtropical (Kissmann & Groth, 1999). Nos tecidos destas
plantas sdo encontrados os glucosinolatos, que tém como fungao primaria a
defesa dos tecidos atacados por insetos e patdégenos. Os glucosinolatos sao
um grupo de glucosideos (B-D-tioglucosideos) portadores de enxofre em
suas cadeias (Zasada & Ferris, 2003). Durante a acdo de defesa, os
glucosinolatos, localizados no vacuolo das células (Poulton & Moller, 1993),
entram em contato com a mirosinase (EC 3.2.3.1), também conhecida como
tioglucosideo glucohidrolase, a qual é armazenada separadamente na célula
vegetal. Esta enzima catalisa a hidrélise dos glucosinolatos em glucose e um
intermediario instavel que sofre rearranjo nao enzimatico para formar
sulfatos, isotiocianatos, tiocianatos, nitrilas e enxofre elementar (Bones and
Rossiter, 1996; Foo et al., 2000).

O efeito téxico dos glucosinolatos esta ligado aos seus produtos de
degradacgao biologicamente ativa, principalmente aos isotiocianatos (ITCs)
(Brown & Morra, 1997; Chew, 1988). Donkin et al. (1995) confirmaram que o
efeito toxico das plantas da familia Brassicaceae € devido aos isotiocianatos
em um teste de mortalidade com Caenorhabditis elegans. Eles observaram
que o glucosinolato sinigrina, na auséncia da enzima mirosinase, nao
mostrou toxicidade ao nematdide, em nenhuma concentracdo testada,

enquanto que na presenga da enzima, a sinigrina apresentou toxicidade com



0,5 g/L (DLso). Ja o isotiocianato de alila, que € um subproduto da interagao
sinigrina-mirosinase apresentou uma DLsy de 0,04 g/L.

Zasada & Ferris (2003) estudaram o efeito de diferentes ITCs em
Tylenchulus semipenetrans e Meloidogyne javanica, € concluiram que os
ITCs oriundos de brassicas, isotiocianato de alila (2-propanil) e de benzila (2-
feniletil), sdo os mais promissores no manejo de nematoides parasitas de
plantas. Em 1949, Evenari (citado por Bialy, 1990) ja sugeria que o
isotiocianato de alila e seu precursor nao volatil, a sinigrina (glucosinolato),
eram alelopaticos.

Ja foram identificados mais de 20 isotiocianatos diferentes, dentre
outros aleloquimicos potenciais, oriundos de Brassica napus, B. hirta, B.
campestris, B. juncea, B. nigra e outras. Cada espécie tem um perfil de
glucosinolatos unico, resultando correspondentemente em diferentes
isotiocianatos (ITCs) (Brown et al., 1991; Brown & Morra, 1996; Spencer &
Daxenbichler, 1980).

Contudo, ha dificuldades em se interpretar o papel de ITCs nos efeitos
supressivos de nematoides, obtidos em muitos estudos, porque nenhuma ou
pouca informacgao € provida sobre o tipo ou concentragdo do glucosinolato
precursor nos tecidos incorporados. E a supressdo de pragas e doengas
obtida nestes estudos sugere que podem ser esperadas melhorias na
selecdo de biofumigantes e mais informagéo sobre o destino e atividade dos
compostos no solo. Este fato ressalta a importancia em se determinar a
quantidade e a eficiéncia de liberacédo dos ITCs no solo.

Tais achados possibilitam o estudo da incorporagao de material verde
de plantas da familia Brassicaceae, ao solo, como compostos biocidas
naturais e até mesmo de material seco contendo altos niveis do sistema
glucosinolatos-mirosinase (Lazzeri et al. 2004). Outrossim, a incorporagéo
de tecidos vegetal destas plantas traz outros beneficios como a melhoria na
estrutura do solo e como fonte de nutrientes (N) (Akhtar, 2000).

E indiscutivel o potencial de plantas da familia Brassicaceae utilizadas
como biofumigantes de solo no controle de microrganismos parasitas de
plantas economicamente importantes. Neste estudo, dar-se-a atencdo a
espécie selvagem de mostarda, Brassica rapa (Lorenzi, 2000), amplamente

disseminada no Brasil e considerada como infestante de areas cultivadas,



pois apresenta grande produgado de biomassa, ultrapassando 1,0 kg/ha/ano
na producédo de sementes e entre 530 a 1.260 kg/ha de matéria seca apos
45 dias do plantio em locais com temperaturas mais baixas (Matai et al.,
1973). Em estudos preliminares “in vitro” obtiveram-se resultados
promissores no controle de Meloidogyne spp. Por ser a espécie em questao
facilmente encontrada no Brasil e poder ser cultivada pelos préprios
agricultores aumentam-se as chances de se implementar essa tecnologia no
sistema produtivo brasileiro. Além disso, acredita-se que sua incorporacao
permitira o controle de fitonematdides em substratos para viveiros, em areas
destinadas a horticultura e em cultivos protegidos, criando-se assim uma
alternativa viavel ao uso de fumigantes sintéticos prejudiciais ao meio
ambiente.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial biofumigante da

mostarda (Brassica rapa), incorporada ao solo, no manejo de fitonematoides.
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CAPITULO 1

MOSTARDA COMO BIOFUMIGANTE DE SOLO NO CONTROLE DE
FITONEMATOIDES.



INTRODUCAO

Os fitonematoides formadores de galhas (Meloidogyne spp.) quando
encontrados em altas densidades populacionais, causam severos danos ao
sistema radicular de plantas hospedeiras, inviabilizando algumas vezes o
cultivo de culturas agricolas em areas infestadas.

O controle dos nematoides das galhas nestas areas e em substratos
de viveiros é altamente dependente da fumigagcdo com produtos quimicos. A
disponibilidade destes nematicidas estd sendo reduzida devido aos seus
efeitos deletérios ao meio ambiente. Assim, a procura de medidas
alternativas para controlar fitonematdides se tornou de fundamental
importancia (Lazzeri et. al., 2004).

O efeito de diferentes espécies vegetais incorporadas ao solo tem
sido bastante estudado quanto ao seu efeito sobre populacbes de
fitonematoides. Plantas da familia Brassicaceae, tais como mostarda,
canola, brocolis e outras produzem substancias chamadas glucosinolatos,
que por meio de agdo enzimatica transformam-se em isotiocianatos (ITC),
nitrilas, isocianatos e enxofre elementar, substancias muito eficientes como
biocidas naturais. Pesquisadores de diferentes partes do mundo tém
investigado, com sucesso, as propriedades biologicas do residuo da
extragdo do 6leo das sementes e a utilizagdo do material verde de brassicas,
incorporando-os ao solo de cultivo de plantas atacadas por fitopatdégenos
(Brown & Morra, 1997; Borek et al, 1995). A degradacao dos tecidos de
brassica no solo libera estes compostos que podem reduzir a incidéncia de
patdbgenos além de melhorar as condi¢bes fisicas e quimicas pela
incorporagdo de matéria organica (Kirkegaard et al., 1998; Brown, et al.,
1991).

O desenvolvimento de sistemas de producdo, ndo dependentes do
uso do brometo de metila ou outros quimicos danosos ao meio ambiente e
ao homem, se faz necessario principalmente num sistema de manejo
integrado, combinando técnicas de praticas culturais e redugdo de risco

(Kokalis-Burelle & Dickson, 2003). O uso da mostarda poderia se encaixar
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neste sistema e ser utilizada via aplicagao direta por pequenos produtores
de hortaligas, para o tratamento de substratos de sementeiras e viveiros e
até mesmo para o cultivo organico.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar as melhores concentragdes
de mostarda (Brassica rapa) na biofumigagao do solo visando ao controle de
M. incognita; estudar o efeito dos produtos volateis da mostarda sobre M.
incognita; e estudar o efeito da biofumigagcdo do solo com mostarda em

diferentes espécies de fitonematoides.

MATERIAL E METODOS

Obtencédo e multiplicacdo do in6culo

Os ovos dos nematdides de Meloidogyne spp. foram extraidos
segundo o método de Hussey & Barker (1973), modificado por Boneti &
Ferraz (1981): raizes de tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill), cultivados
em casa de vegetagado, foram lavadas cuidadosamente em agua corrente
para retirar as particulas de solo aderidas, picadas em pedagos de
aproximadamente 1 a 2 cm e trituradas em liquidificador com solugao de
NaOCI 0,5% por 15 a 20 segundos. Os ovos foram recolhidos em peneira
com abertura de 0,0254 mm (500 “mesh”), apds a passagem da suspensao
por uma peneira de 0,074 mm (200 “mesh”). A concentracdo de ovos foi
determinada em camara de contagem de Peters, e a suspensao calibrada
para 1000 ovos/mL.

Plantas de tomateiro Santa Cruz ‘Kada’ com dois a trés pares de
folnas definitivas foram transplantadas para vasos de plastico com
capacidade para dois litros, contendo uma mistura de solo e areia na
proporcao 2:1 previamente tratada com brometo de metila. A inoculacao foi
feita uma semana apds o transplantio. Para tanto, 5 mL da suspensdo de
ovos (5.000 ovos) foram aplicados, com o auxilio de uma pipeta, em quatro
orificios de cerca de 5 cm de profundidade, feitos no substrato ao redor das
plantas.

As plantas utilizadas para a multiplicacdo dos nematodides e realizagao

dos ensaios, foram mantidas em casa de vegetacdo do Departamento de
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Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa, com os tratos culturais
necessarios ao desenvolvimento das mesmas, de acordo com as
recomendagdes técnicas para a cultura.

Para a obtencao de juvenis de segundo estagio (J2), os ovos de cada
espécie foram depositados em funil de Baermann (Baermann, 1917, citado
por Jacob & Bezooijen, 1977) modificado, utilizando-se uma tigela, ao invés
de funil. Apés doze horas descartaram-se os nematoides eclodidos, com a
finalidade de se padronizar a idade dos J2. Apdés 24 horas do descarte
inicial, recolheram-se os juvenis de segundo estadio (J2) eclodidos e

ajustou-se a suspensao para 500 J2 por mL de agua.

Solo utilizado nos ensaios.
Em todos os ensaios, foi utilizado solo com textura franco-argilo-
arenosa (areia 64%; silte 7% e argila 29%) e com pH 6,06, previamente

tratado com brometo de metila, na dose de 100 cc/m® de solo.

Material vegetal utilizado nos experimentos

Os produtos de origem vegetal utilizados nos ensaios foram
produzidos a partir plantas de mostarda (Brassica rapa) cultivadas em
condigdes de campo no Departamento de Fitopatologia da UFV. Folhas
maduras e frescas foram coletadas, secas em estufas e trituradas para
compor o biofumigante de folha desidratada. A farinha de sementes foi
preparada a partir de sementes moidas, e a farinha de sementes
desengordurada foi obtida similarmente, exceto que as sementes passaram
por um processo prévio de extracdo de seus compostos lipidicos com

solvente.

12



Ensaio 01: Efeito das diferentes concentracdes de folha desidratada,
farinha de sementes e farinha de sementes desengordurada de
mostarda na biofumigacdo de solos infestados com Meloidogyne

incognita.

O ensaio foi montado em vasos de plastico de 2 litros de capacidade.
O solo de cada vaso foi umidificado com agua a 18% (v/v) ou 58,5% da
capacidade de campo (501 kPa) e infestado com 5.000 ovos de M. incognita.
A seguir, foi incorporado o material vegetal de B. rapa constituido de folhas
desidratadas e moidas nas doses de 0%; 0,1%; 0,2%; 0,4%; 0,8% e 1,6%
(p/v), farinha de sementes ou farinha de sementes desengordurada nas
doses de 0%; 0,05%; 0,1%; 0,2%; 0,4% e 0,8% (p/v). A mistura resultante foi
revolvida visando a homogeneizagéao dos substratos. Estes foram colocados
e vedados em sacos plasticos e permaneceram em camara de crescimento
a 26° C, por 7 dias. Em seguida, cada substrato foi envasado e, apds quatro
dias, recebeu uma muda de tomateiro por vaso, o qual foi mantido em casa
de vegetacgéo a temperatura média de 26 + 5 °C.

A avaliacdo foi realizada aos 60 dias apds o transplantio das mudas
de tomateiro. Foram mensuradas as seguintes variaveis: numero de galhas,
numero de massas de ovos e numero de ovos por sistema radicular. O

experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, com 8
repeticoes e os dados obtidos foram transformados em ./x+0,1, exceto na

variavel massas de ovos. Os dados foram submetidos a analise de
regressao nao linear, realizada pelo programa SAS (Statistical Analysis
System, 1995).

Ensaio 02: Efeito dos compostos volateis liberados no solo durante o
processo de biofumigacdo com B. rapa sobre a ecloséo de
Meloidogyne incognita.

O ensaio foi montado em potes de plastico de 500 mL de capacidade.
O solo de cada pote foi umidificado com agua a 18% (v/v) ou 58,5% da
capacidade de campo (501 kPa) e ao qual foi incorporado o material vegetal

de B. rapa constituido de folha desidratada nas doses de 0%; 0,1%; 0,2%;

13



0,4%; 0,8% e 1,6% (p/v), ou farinha de sementes nas doses de 0%; 0,05%;
0,1%; 0,2%; 0,4% e 0,8% (p/v). Apss a adigao de cada tratamento, revolveu-
se o solo tratado visando a distribuicdo uniforme da mostarda. Uma capsula,
preparada com filtro milipore (0,45um) contendo 1000 ovos de M. incognita
em seu interior, foi depositada sobre a superficie de cada solo. Os potes
foram vedados e permaneceram em camara de crescimento a 26 °C, por 7
dias. Apoés o periodo de biofumigagdo, as capsulas foram abertas e
colocadas em funil de Baermann por 48 h. Os nematdides extraidos foram
contados com o auxilio de microscépio 6tico. O experimento foi montado em
delineamento inteiramente casualizado, com 3 repeticdes e submetido a
analise de regressdo nao linear, realizada pelo programa SAS (Statistical
Analysis System, 1995).

Ensaio 03: Efeito da mostarda na mortalidade de juvenis de diferentes

espécies de nematdides.

A partir das melhores doses obtidas no primeiro ensaio, outras
espécies de fitonematoides da familia Heteroderidae foram avaliadas quanto
a biofumigagdo com mostarda: Heterodera glycines, Meloidogyne javanica,
M. exigua, M. mayaguensis e M. incognita. Seguindo a metodologia de
Zasada & Ferris (2004), aliquotas de 10 mL de solo incorporado com folha
desidratada (1,6% p/v), farinha de sementes (0,2 % p/v) ou farinha de
sementes desengordurada (0,1 p/v), foram depositados numa depressao no
centro dos frascos de vidro 1 mL de suspensdo contendo aproximadamente
500 nematoides de cada espécie. Agua foi adicionada aos frascos para
atingir uma umidade de solo de aproximadamente 60% da capacidade de
campo e entdo estes foram vedados e incubados por 48 h a 25 °C. Apds
este periodo de incubacgao, o solo foi retirado do frasco e colocado em funil
de Baermann por 48 h, quando os nematodides extraidos foram contados
com auxilio de microscopio o6tico. O experimento foi montado em
delineamento inteiramente casualizado com 5 repeticdes e as médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
A analise estatistica foi realizada pelo programa SAEG (Sistema para

analises Estatisticas e Genéticas) (Ribeiro Jr., 2001).
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RESULTADOS

Ensaio 01: Efeito de diferentes concentracdes de folha desidratada,
farinha de sementes e farinha de sementes desengordurada de
mostarda na biofumigagcdo de solos infestados com Meloidogyne

incognita.

Ao final do periodo de tratamento com B. rapa, os solos apresentaram
uma estrutura visualmente mais agregada e com menor umidade quando
comparados com a testemunha, principalmente os que receberam maior
quantidade de material vegetal. Outra caracteristica relevante notada nos
solos tratados, especialmente naqueles com doses mais elevadas, foi a
colonizacgao pelo fungo Trichoderma sp.

As mudas de tomateiro apresentaram sintomas de fitotoxidez, como
crescimento retardado, clorose nas folhas e algumas chegaram a morrer,
quando cultivadas em vasos contendo os solos tratados com farinha de
sementes na concentragcdo de 0,8% e com farinha de sementes
desengordurada a partir da concentragdo de 0,4%. No solo que recebeu a
farinha de sementes foi possivel observar o desenvolvimento de alguns
embrides de B. rapa, mas o0 mesmo nao foi observado quando se utilizou a
farinha de sementes desengordurada.

A biofumigagdo com folhas desidratadas de mostarda suprimiu a
populagdo de M. incognita a medida que a quantidade incorporada ao solo
aumentava. Estes resultados foram semelhantes para as trés variaveis
observadas: numero de galhas (Fig. 01), massas de ovos (Fig. 02) e ovos
(Fig. 03). Pode-se notar que o tratamento do solo com as duas menores
doses (0,1% e 0,2%) resultou em um baixo controle de M. incognita, mas a
partir de 0,4% o numero de galhas, de massas de ovos e de ovos nas raizes
comegou a diminuir até que na dose de 1,6% as supressdes foram de
92,7%; 97,7% e 94,2% em relacido a testemunha para as trés variaveis
analisadas, respectivamente.

As curvas de regressao ajustadas apresentaram tendéncia

exponencial e na concentragéo de 0,8% a taxa de supressao foi de 73% no

15



numero de galhas, 86,6% no numero de massas de ovos € 76% no numero

de ovos.
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Figura 01 — Numero de galhas por sistema radicular de tomateiros
inoculados com Meloidogyne incognita e tratados com diferentes
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Figura 02 — Numero de massas de ovos por sistema radicular de tomateiros
inoculados com Meloidogyne incognita e tratados com diferentes

concentragdes de folha desidratada de mostarda.
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Figura 03 — Numero de ovos por sistema radicular de tomateiros inoculados
com Meloidogyne incognita e tratados com diferentes concentragdes de

folha desidratada de mostarda. Os dados foram transformados em v** 01

A biofumigacdo com farinha de sementes apresentou efeito sobre a
populagcdo de Meloidogyne incognita a partir de 0,1%. As curvas de
regressao ajustadas para as trés variaveis apresentaram uma redugao
bastante acentuada até a dose de 0,2% na qual a supresséo foi de 94,1%
para o numero de galhas (Fig. 4), 96% para massas de ovos (Fig. 5) e
92,6% para ovos (Fig. 6). Nas doses de 0,4% e 0,8% as reducdes foram de

99,5% e 99,9% respectivamente para todas as variaveis observadas.
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Figura 04 — Numero de galhas por sistema radicular de tomateiros
inoculados com Meloidogyne incognita e tratados com diferentes
concentragbes de farinha de sementes de mostarda. Os dados foram

transformados em /x+01.
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Figura 05 — Numero de massas de ovos por sistema radicular de tomateiros
inoculados com Meloidogyne incognita e tratados com diferentes

concentragdes de farinha de sementes de mostarda.
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Figura 06 — Numero de ovos por sistema radicular de tomateiros inoculados
com Meloidogyne incognita e tratados com diferentes concentragdes de

farinha de sementes de mostarda. Os dados foram transformados em

Jx+01.

O uso da farinha de sementes desengordurada no solo ocasionou
grande reducdo na populagcdo de M. incognita. A quantidade desta
necessaria para reduzir 97,5% do numero de ovos, 99,4% de galhas e
98,1% de massas de ovos do fitonematodide foi de 0,05% (p/v), mas 100% de
supressao foi observada com a dose de 0,1% mantendo essa porcentagem

nas doses superiores (Fig. 07).

Tabela 07 - Numero de ovos, galhas e massas de ovos de Meloidogyne
incognita no sistema radicular de tomateiro cultivado em substrato tratado
com doses de farinha de sementes desengordurada de mostarda.

Tratamento Numero de
0vos galhas massas de ovos
0,0% 7326,0 +3222,8 346,4 +230,2 36,6 £22,4
0,05% 183,5 £449,4 22 44 0,7 £1,0
0,10% 0,0 +£0 0,0 £0 0,0 £0
0,20% 0,0 £0 0,0 £0 0,0 £0
0,40% 0,0 £0 0,0 £0 0,0 £0
0,80% 0,0 £0 0,0 £0 0,00

Média de oito repeti¢bes + desvio padréo.
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Ensaio 02: Efeito dos compostos voléteis liberados no solo durante o
processo de biofumigagdo com Brassica rapa sobre a eclosdo de

Meloidogyne incognita.

A acdo dos compostos volateis oriundos da decomposi¢cédo da
mostarda, tanto da folha quanto da farinha de sementes, resultou num
menor numero de juvenis J2 de M. incognita. Quando a folha de mostarda foi
utilizada como biofumigante a reducdo de J2 foi continua a medida que se
aumentava a dose do produto. Com a dose de 0,8% a supressao no numero
de juvenis foi de 58% em relacdo a testemunha e 82% de supressao foi
atingida quando esta dose foi dobrada (Fig. 08). Ja com a farinha de
sementes a reducao foi bastante acentuada e obteve-se uma supressao de
77% com 0,2% do produto e 99,7% de redugdao no numero de J2 foi

observado com a dose de 0,8% (Fig. 09).
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Figura 08 — Numero de juvenis J2 de Meloidogyne incognita eclodidos apés

exposig¢ao aos compostos volateis de diferentes doses de folha de mostarda.
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Figura 09 — Numero de juvenis J2 de Meloidogyne incognita eclodidos apés
exposicao aos compostos volateis de diferentes doses de sementes de

mostarda.

Ensaio 03: Efeito da mostarda na mortalidade de juvenis de diferentes

espécies de nematoides.

Notou-se que a agao nematicida dos produtos biofumigantes de
mostarda sobre outras espécies de fitonematdides foi efetiva, tanto para
Heterodera glycines (Fig. 10), como M. mayaguensis (Fig. 11), M. incognita
(Fig. 12), M. javanica (Fig. 13) e M. exigua (Fig. 14). De maneira geral, os
resultados foram semelhantes para todas as espécies, e houve diferenca
estatistica (P < 0,05) apenas entre a testemunha e os demais tratamentos,
mas estes ndo diferiram entre si. A mortalidade de juvenis atingiu mais de
95% para folha, de 98,5% para farinha de sementes e de 97,7% para farinha

de sementes desengordurada nas cinco espécies testadas.
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Figura 10 — Numero de juvenis de Heterodera glycines recuperados vivos
apos a biofumigagao do solo com farinha de sementes (0,2%), de sementes
desengordurada ou sem oleo (0,1%) e folha desidratada de mostarda
(1,6%). As barras verticais representam o desvio padrao das médias. C.V. =
42,8%
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Figura 11 — Numero de juvenis de Meloidogyne mayaguensis recuperados
vivos apos a biofumigagdo do solo com farinha de sementes (0,2%), de
sementes desengordurada ou sem oleo (0,1%) e folha desidratada de
mostarda (1,6%). As barras verticais representam o desvio padrdo das
médias. C.V.= 54,1%
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Figura 12 — Numero de juvenis de Meloidogyne incognita recuperados vivos
apos a biofumigagao do solo com farinha de sementes (0,2%), de sementes
desengordurada ou sem oleo (0,1%) e folha desidratada de mostarda
(1,6%). As barras verticais representam o desvio padrdao das medias. C.V.=

79%.
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Figura 13 — Numero de juvenis de Meloidogyne javanica recuperados vivos
apos a biofumigagao do solo com farinha de sementes (0,2%), de sementes
desengordurada ou sem Oleo (0,1%) e folha desidratada de mostarda
(1,6%). As barras verticais representam o desvio padrao das médias. C.V. =

55,1%

23



200 + [
©
> a
< 150 ~
()
=
o 100 A J‘
©
N
Law]
50 -
b b b
0 T T
Testemunha F. de gréos F. de gréos s/ Folha
Oleo
Tratamentos

Figura 14 — Numero de juvenis de Meloidogyne exigua recuperados vivos
apos a biofumigagao do solo com farinha de sementes (0,2%), de sementes
desengordurada ou sem oleo (0,1%) e folha desidratada de mostarda
(1,6%). As barras verticais representam o desvio padrao das médias. C.V. =
57,8%

DISCUSSAO

O fato dos solos tratados apresentarem-se colonizados pelo fungo
Trichoderma sp., pode ser explicado pela auséncia do efeito téxico da
mostarda ao saprdfita, o qual ja se mostrou bastante tolerante a agcéo de
isotiocianatos em outros estudos (Smith & Kirkegaard, 2002; Sanchi et al.
2005). Este microrganismo também pode ter sido beneficiado pela
supressao de seus competidores no solo. Esta constatacdo deve ser
ressaltada uma vez que este fungo € um antagonista natural de outros
fitoparasitas de solo e ja é utilizado como agente de controle biolégico, o que
possibilitaria o estudo da utilizagdo conjunta de mostarda e Trichoderma sp.
visando ao controle de fitoparasitas. Sanchi et al. (2005), relataram que o
tratamento do solo com farinha de sementes de Brassica carinata surtiu
efeito na interagdo Trichoderma harzianum - Sclerotinia spp., inibindo o

fungo Sclerotinia spp. e n&o influenciando o T. harzianum.
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O efeito fitotoxico de brassicas as mudas de tomateiros também foi
observado por Mojtahedi et al. (1991), que sugeriram que tal efeito
alelopatico fosse devido a uma substancia liberada pela decomposicédo de
Brassica sp., provavelmente um isotiocianato. Na pratica esse efeito pode
ser eliminado aumentando o tempo entre o tratamento do solo e o
transplantio das mudas. No entanto, as doses necessarias para controlar
99% de M. incognita nao causaram fitotoxidez as mudas de tomateiro.

Os resultados do ensaio com folha de mostarda comprovaram a
hipétese de que este produto apresenta acdo nematicida e pode ser utilizado
no manejo de fitonematdides. A dose de 1,6%, necessaria para suprimir 99%
de M. incognita, foi mais eficiente do que foi necessaria em outros trabalhos,
como o de Potter et. al. (1998), no qual 2% de folha de B. rapa e B. napus
causaram apenas 55% de mortalidade do fitonematdide Pratylenchus
neglectu. Mesmo no de Johnson et al. (1992), no qual a incorporacao de 1,3
- 2,7 % (p/p) de folha de B. napus n&o afetou a densidade populacional de
M. incognita e M. javanica. Mas, equiparou-se ao resultado obtido por
Zasada & Ferris (2004), em que 2% (p/p) de B. juncea foram suficientes para
o controle de 100% de M. javanica. A inconstancia dos resultados destes
trabalhos € explicada pelo fato de que cada espécie de Brassica apresenta
teores e tipos diferentes de glucosinolatos em seus tecidos. E devido a
essas diferencas que a escolha de uma espécie de brassica que apresente
altos teores de glucosinolatos € fundamental para o sucesso da
biofumigacéo.

No entanto, ha de se considerar ainda que a supressao da populagao
de M. incognita, quando se incorporou folha de mostarda, pode nao estar
restrita a acdo dos produtos derivados da hidrélise dos glucosinolatos
presentes em seus tecidos. Provavelmente, as alteracbes na estrutura e
ecologia do solo, como o estimulo de microrganismos parasitas, predadores
e antagonistas, devido a incorporagdo de material organico contribuiu a
supressao de nematodides neste ensaio. Isto pode ser vantajoso, pois além
de eliminar o fitonematodide, a incorporagdo de matéria organica traz
beneficios como uma melhor estruturacdo do solo, estimulo a biodiversidade
de microrganismos benéficos e disponibilizagdo de nutrientes para a cultura

de interesse.
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A aplicagao de farinha de sementes foi mais eficiente na supressao do
nematoide das galhas do que a folha desidratada. Esse resultado que ja é
relatado na literatura, deve-se ao fato de que cada tecido da planta contém
teores diferentes de glucosinolatos assim como seus padrdes de distribuicao
(Davis et al., 1989). Esta observagao também foi confirmada neste projeto
(Capitulo 2), em que a quantidade de isotiocianato de alila presente na
farinha de sementes foi 5 vezes maior que a concentragdo encontrada na
folha desidratada. Davis et al. (1989), relataram que a incorporagéo ao solo
de sementes de canola (B. napus) reduziu significativamente a populagéo de
Pratylenchus neglectus, o0 mesmo néao foi observado quando folhas foram
incorporadas.

Um ponto negativo na utilizagdo da farinha de sementes para o
tratamento de solos e substratos foi a germinagao de alguns embrides de B.
rapa, uma vez que plantas do género Brassica sao consideradas como
invasoras e competiriam por espacgo e nutrientes com a planta de interesse
econdmico.

A aplicagao da farinha de sementes desengordurada foi mais eficiente
do que o esperado pelos autores, e tudo indica que os glucosinolatos nao
sao perdidos e mantém-se estaveis durante o processo de extragdao do 6leo
das sementes de mostarda. Pelos resultados obtidos com o emprego da
farinha de sementes desengordurada, na dose de 0,1%, verificou-se que
esta foi suficiente para controlar 100% de M. incognita. Esta informacao
torna este produto uma alternativa em potencial a ser implementada como
medida de manejo de fitonematodides presentes no solo ou substrato. Além
de nao apresentar a desvantagem da germinagcédo de embrides, a dose
necessaria para inibir 100% da populagédo de M. incognita foi metade da
dose de farinha de sementes com 6leo necessaria para inibir essa mesma
taxa, e 8 vezes menor que a dose de folha de mostarda.

No ensaio 2, foi possivel comprovar que o efeito nematicida da
mostarda € devido a seus subprodutos volateis. Os ovos de M. incognita nao
entraram em contato direto com o solo, 0 que descarta a possibilidade de
que outras substancias que poderiam estar diluidas na solugdo do solo ou
mesmo a acgao direta de antagonistas sejam os responsaveis pela supressao

do fitonematdide. A acao ovicida ou supressora da eclosdo de juvenis foi
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menor que a agao toxica sobre o nematdide como visto nos ensaios de
dosagem conduzidos em casa de vegetagcdo. Mas, eles seguem a mesma
tendéncia de controle, pois a medida que se aumenta a quantidade de
mostarda incorporada ao solo maior é a supressao de M. incognita, o que é
justificado pela maior liberacdo de compostos toxicos volateis. Um préximo
passo para se conhecer melhor o processo de biofumigagdo com B. rapa,
seria identificar que volatil esta agindo como principio ativo e qual a
quantidade deste que esta sendo liberada no solo.

Um estudo mais especifico deve ser realizado para esclarecer se os
volateis agem sobre os ovos do nematdide, apresentando assim uma agao
ovicida, ou se é apenas sobre os juvenis ja eclodidos. Estudos “in vitro” ja
confirmaram a agéo tdxica do isotiocianato de alila (ITCA) sobre juvenis de
Meloidogyne incognita (Yu et al., 2005), no entanto o efeito ovicida ainda n&o
foi estudado. Esta informacao seria de grande utilidade para a escolha da
melhor estratégia de aplicagdo do produto, visto que os ovos sao as
estruturas de sobrevivéncia do patégeno no solo.

A exposicdo de diferentes espécies de nematdides aos produtos
volateis da mostarda mostrou que nao houve seletividade do efeito toxico
dentro da familia Meloidogynidae. Na realidade outros estudos ja haviam
demonstrado a sensibilidade de varios nematdides aos subprodutos das
brassicas como Meloidogyne javanica, Tylenchulus semipenetrans,
Heterodera glycines, M. incognita, M. hapla, H schachtii, Pratylenchus
penetrans e P. neglectus (Zasada & Ferris, 2004; Yu et. al., 2005). As doses
utilizadas foram suficientes para suprimir todas as espécies testadas neste
ensaio, apesar de haver relatos na literatura de grandes discrepancias de
sensibilidade dentro do mesmo género de nematoide ao ITCA (Yu et. al.,
2005). Com estes resultados, é viavel o uso da biofumigagédo com farinha de
sementes desengordurada, farinha de sementes e folha desidratada de
mostarda em solos infestados com mais de uma espécie do fitoparasita.

Baseado nos resultados deste trabalho, acredita-se que a
biofumigacdo com a B. rapa seja uma alternativa viavel a ser utilizada em
sistemas de manejo integrado, com o objetivo de suprimir fitonematoides
presentes em areas destinadas ao plantio de hortalicas e em substratos para

sementeiras e viveiros. Apesar das farinhas de sementes com dleo e
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desengordurada apresentarem maior eficiéncia que a folha de mostarda,
todos podem ser aplicados como biofumigantes, e a escolha ira depender da
disponibilidade da matéria prima economicamente acessivel e do interesse
de cada produtor. No entanto, outras informagdes devem ser adquiridas para
se estabelecer uma otimizagdo do uso destes biofumigantes, como as
melhores temperaturas e umidades a que deve ser exposto o produto e
consequentes beneficios para a produtividade de plantios comerciais.

Um grande potencial foi observado na farinha de sementes
desengordurada que, além das ja citadas, apresenta outras vantagens em
relacdo aos demais biofumigantes: além de se mostrar mais efetiva no
controle de fitonematdides, ela pode ser armazenada, n&o exigindo assim o
uso imediato do produto. Esse é um ponto comum na maioria dos
biofumigantes obtidos a partir de brassicaceas, uma vez que estes séo
incorporados ainda frescos e necessitam ser cultivados na entressafra das
culturas importantes. Estes atributos apresentados pelos biofumigantes a
base de farinha de sementes, sdo essenciais para difundir essa tecnologia

promissora no controle de fitonematdides.
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CAPITULO 2

INFLUENCIA DA MOSTARDA NAS POPULACOES MICROBIANAS DO
SOLO E QUANTIFICACAO DO ISOTIOCIANATO DE ALILA.
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INTRODUCAO

Os fitonematdides constituem um dos principais problemas para a
agricultura brasileira, causando grandes perdas na produtividade de culturas
de importancia econ6mica. Muitas dessas culturas ja vém do viveiro
infectadas por nematdides, o que ocasiona prejuizos maiores a rentabilidade
das mesmas. O controle quimico através de fumigantes vem se tornando
uma solugao insustentavel face aos problemas causados por nematdides
devido aos altos custos e danos ao meio ambiente.

As plantas da familia Brassicaceae sdo conhecidas por conterem
glucosinolatos em seus tecidos, os quais sao produtos do seu metabolismo
secundario e constituem um grupo diverso de glucosideos portadores de
enxofre em suas cadeias (Zasada & Ferris, 2003). Quando os tecidos destas
plantas sdo rompidos os glucosinolatos, localizados no vacuolo das células
(Poulton and Moller, 1993), entram em contato com a mirosinase, que é
armazenada separadamente na célula vegetal. Esta catalisa a hidrolise dos
glucosinolatos em sulfatos, isotiocianatos, tiocianatos, nitrilas e enxofre
elementar (Bones and Rossiter, 1996; Foo et al., 2000). Os isotiocianatos
(ITCs) sdo compostos que apresentam volatilidade e sdo reconhecidos como
o subproduto mais téxico da hidrélise dos glucosinolatos (Smolinska, 1997).
Dentre os varios ITCs ja identificados o isotiocianato de alila (ITCA) tem se
mostrado como o mais efetivo no controle de fitonematéides como
Meloidogyne javanica, Tylenchulus semipenetrans, Heterodera glycines, M.
incognita, M. hapla, H schachtii, Pratylenchus penetrans e P. neglectus
(Zasada & Ferris, 2004; Yu et al., 2005).

Brassica rapa € uma espécie de mostarda considerada como planta
daninha em cultivos de cereais de inverno no Brasil e o 6leo de suas
sementes é considerado téxico para o consumo do homem e de animais
(Lorenzi, 2000). Este fato talvez explique a pouca importancia dada a esta
espécie e pouco conhecimento sobre os seus subprodutos e agao destes
sobre 0s microrganismos presentes no solo. Obviamente, a incorporagao de

residuos organicos apresenta um forte impacto nas propriedades fisicas e
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biolégicas do solo e pode promover um ambiente favoravel para
microorganismos antagonicos a fitonematdides (Stirling, 1991).

O uso de plantas da familia Brassicaceae incorporadas ao solo
permite explora-las como uma alternativa promissora ao controle dos
fitoparasitas de solo devido a acao téxica de seus subprodutos.

Os objetivos deste estudo foram quantificar o isotiocianato de alila
produzido durante o processo de biofumigacdo do solo com mostarda
(Brassica rapa) e avaliar o efeito da mostarda nas populagdes microbianas

do solo.

MATERIAL E METODOS

Ensaio 01: Efeito da biofumigacdo com mostarda nas populacdes

microbianas do solo.

Neste experimento foram avaliadas as populagdes microbianas
durante o processo de biofumigagdo de um solo natural oriundo de uma area
de cultivo de hortalicas localizada na Universidade Federal de Vigosa, este
solo apresentava uma umidade de 54% de sua capacidade de campo. Ao
solo foram incorporados farinha de sementes (0,2% p/p), farinha de
sementes desengordurada (0,2% p/p) ou folha desidratada (1,6% p/p) de B.
rapa. Parcelas com solo n&o tratado corresponderam a testemunha. Os
solos tratados foram depositados em potes plasticos e estes devidamente
vedados para evitar a perda de gases produzidos durante o processo de
biofumigacéo, e foram mantidos a 25°C. Amostras destes solos foram
coletadas com 0, 48 e 168 horas apdés a incorporagcao dos materiais
vegetais. A partir das amostras coletadas foram preparados os extratos a
1:10 (10g de solo em 90 mL de solugao salina de NaCl a 0,85%), que foram
diluidos seqiiencialmente: 10", 102, 103, 10*, 10° e 10°. Um volume de
0,1 mL das diluigdes foi transferido para placas de Petri contendo o meio de
cultura correspondente a cada grupo de microrganismos estudado: bactérias

(agar-nutriente/ciclohexamida), fungos (meio de Martin/estreptomicina) e
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actinomicetos (dextrose nitrato/estreptomicina) (Dhingra & Sinclair, 1995). As
placas foram incubadas a 25° C e o aparecimento e contagem de colbnias
foram acompanhados diariamente durante 7 dias.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial (4 tratamentos X 3 periodos de avaliagao)
com 12 repetigdes. As médias dos resultados das foram comparadas pelo
teste de Tukey ao nivel de probabilidade de 5%. A analise estatistica foi
realizada no programa SAEG (Sistema para anadlises Estatisticas e
Genéticas) (Ribeiro Jr., 2001).

Ensaio 02: Quantificacdo de isotiocianato de alila produzido durante o

processo de biofumigacdo com mostarda.

Neste ensaio cada amostra foi constituida de 10 g de solo [franco-
argilo-arenoso (areia 64%; silte 7% e argila 29%), pH 6,06] umidificado com
agua destilada, para atingir 60% da capacidade de campo, e ao solo foram
incorporados farinha de sementes (0,2% p/p), farinha de sementes
desengordurada (0,2% p/p) ou folha desidratada (1,6% p/p) de B. rapa. Uma
amostra de solo ndo tratado correspondeu a testemunha. Imediatamente
apoés a incorporacado da mostarda os solos foram depositados em frascos de
vidro com 30 mL de capacidade, e estes foram devidamente vedados com
septos de teflon e tampas de plastico para evitar a perda de gases
produzidos durante o processo de biofumigacéo. Os frascos permaneceram
a 25°C no escuro.

Para a extragcédo do ITCA (isotiocianato de alila) produzido no solo, 10
ml do solvente ciclohexano foram adicionados a cada frasco e estes foram
agitados vigorosamente por 1 minuto para formar uma suspenséo de solo e
ciclohexano, e entédo os frascos ficaram sob agitagdo constante por mais 10
minutos em um agitador a 100 rpm. Com o auxilio de uma seringa, coletou-
se uma amostra de 1 mL do extrato de ciclohexano de cada frasco, durante
0s seguintes periodos de avaliagéo 0, 2, 4, 6, 12, 24, 36 e 48 horas apés a
incorporagdo da mostarda ao solo. As amostras foram injetadas num
cromatégrafo a gas, acoplado a um espectrdbmetro de massas CG/EM

(Shimadzu, modelo QP 5000), nas seguintes condi¢des: coluna Equity-5
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(Supelco) (30m x 0,25mm di x 0,25 um filme), com programacao de
temperatura iniciando a 40 °C (permanéncia: 5 minutos), taxa de
crescimento de 8 °C/min at¢é 260 °C (permanéncia: 30 minutos). A
temperatura da interface entre CG/EM foi de 260 °C. Hélio foi usado como
gas de arraste (30 kPa, vazdo 0,8 mL/min), injecdo em modo splitless. O
espectrémetro de massas, 70 eV, foi operado no modo scan, com faixa m/z
40-300.

Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial (4 tratamentos X 8 periodos de avaliagdo) com 3 repeticoes. As
médias dos resultados foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. A analise estatistica foi realizada pelo programa SAEG

(Sistema para analises Estatisticas e Genéticas) (Ribeiro Jr., 2001).
RESULTADOS

Ensaio 01: Efeito da biofumigacdo com mostarda nas populagdes

microbianas do solo.

Pela analise dos resultados observou-se que a incorporacdo da
mostarda no solo influenciou as populagdes microbioldgicas, tanto quanto o
tipo de material incorporado como o tempo em que as populagdes ficaram
expostas a biofumigacdo. Quando avaliada a populacéo total de bactérias
(Tab. 1), pode-se observar que houve interagao significativa (P < 0,05) entre
os dois fatores estudados. As populacbes de bactérias sofreram maior
influéncia da incorporacdo de mostarda quando foi utilizada a folha
desidratada como biofumigante. As 48 horas, houve um aumento
significativo em relagdo aos outros tratamentos, cuja densidade populacional
foi a mais elevada (664,67 x10’ ufc). Mesmo que a populacdo tenha
decrescido na avaliagdo seguinte (168 horas), ainda assim ela manteve-se
maior que nos outros materiais incorporados. Nos solos em que foram
incorporadas as farinhas de sementes com 6éleo ou desengordurada, assim
como a testemunha, a densidade populacional de bactérias nao diferiu

estatisticamente.
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Tabela 1 — Unidades formadoras de colbénias (ufc) de bactérias presentes no
solo apés a biofumigagédo com folha (1,6%), farinha de sementes (0,2%) e
farinha de sementes desengordurada (sem. deseng.) de mostarda (0,2%), em
trés periodos.

UFC (x10") g solo

Periodo de Farinha de

avaliacao Testemunha
¢ Folha Sementes Sem. deseng.

Ohoras 79,10 +21,3 Aa 71,90 +58,6 Ac 81,30 +31,0 Aa 85,00 +69,6 Aa

48 horas 7,23 £9,3 Ba 664,67 £374,0 Aa 51,83 +50,2 Ba 105,33 £125,4 Ba

168 horas 21,71 20,4 Ba 432,67 £329,2 Ab  261,5 +223,8 Aa 301,67 £351,0 Aa

Média de 12 repeticdes * desvio padrdo. Médias seguidas da mesma letra maiuscula na
linha e mindscula na coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (P <0,05). C.V. =
53,8%

Nao houve interacao significativa entre os tratamentos e os periodos
de avaliacdo. O numero de unidades formadoras de col6nias fungicas no
solo variou significativamente (P < 0,05) entre os tratamentos (Tab. 2). A
incorporagao de folha desidratada de mostarda ndo diferiu da testemunha
quanto a quantidade de fungos no solo, enquanto a farinha de sementes
desengordurada diminuiu a populagao fungica. Um aumento no numero de
colonias fungicas também foi constatado no decorrer do periodo de

biofumigacéo.

Tabela 2 — Unidades formadoras de colbénias (ufc) de fungos presentes no
solo ap6s a biofumigagcdo com folha (1,6%), farinha de sementes (0,2%) e
de sementes desengordurada de mostarda (0,2%), em trés periodos.

Tratamento UFC (x10%) g™ solo | Periodo de avaliagdo UFC (x10% g™ solo
Testemunha 6,00 £6,3 AB 0 horas 2,26 £+48 B
Farinha de Folha 9,51 £8,7 A 48 horas 6,59 +9,3 AB
F. sementes 5,66 +44 AB 168 horas 86876 A
F. sementes
desengordurada 221 £13 B

Média de doze repeticbes + desvio padrdo. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
entre si pelo Teste de Tukey (P < 0,05). C.V.=76,1%
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O numero de actinomicetos variou significativamente (P <0,05) e
houve interacdo entre os fatores estudados (Tab. 3). A populagcdo de
actinomicetos respondeu de forma semelhante a de bactérias, isto €, a maior
densidade foi detectada no solo tratado com farinha de folha e apds 48
horas de biofumigacao, o que se repetiu para os outros tratamentos, exceto
para a farinha de sementes desengordurada. Esta causou redug&o na
densidade populacional desse microrganismo a partir de 0 hora de
tratamento. Independente do material usado para a biofumigagao, estes
atuaram como substrato para os actinomicetos, cuja populacéo de foi maior

que na testemunha ap6s 168 horas de tratamento.

Tabela 3 — Unidades formadoras de colénias de actinomicetos presentes no
solo apos a biofumigagao com folha (1,6%), farinha de sementes (0,2%) e de
sementes desengordurada (sem. deseng.) (0,2%), em trés periodos.

Periodo de UFC (x10°) g™ solo

avaliagao Testemunha Folha F. sementes F. sem. deseng.
0 horas 528+3,2 Ab 6,61£6,3 Ac 425+21 Ac 5,13+26 Aa
48 horas 9,50+16,8Ca 62,83+355Aa 29,83+246Ba 2,83 +14,3 Dc
168 horas 0,83+53,3Ac 41,50+49,9Bb 7,50 +33,5Bb 3,50 +38,7 Bb

Média de doze repeticbes + desvio padrdo. Médias seguidas da mesma letra maiuscula na
linha ou mindscula na coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (P <0,05). C.V. =
45,9%

Ensaio 02: Quantificacdo de isotiocianato de alila (ITCA) liberado

na biofumigacdo com mostarda.

Para a construgdo da curva padrao foram injetadas amostras do
padrdo de ITCA a 0; 4,9; 6,2; 7,1; 9,9 e 12,3 ppm (Fig. 1), de uma solugéo
0,1 mg/mL de ciclohexano. Apds quantificagédo, o teor de ITCA foi expresso
em ppm.

Nas amostras injetadas no cromatégrafo gasoso acoplado ao
espectrémetro de massas o unico isotiocianato detectado foi o isotiocianato
de alila e apresentou um tempo de retengcdo de 10,06 minutos (Fig. 2),

semelhante ao tempo de retengado do padrao de ITCA, 10,00. (Fig. 3).
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Foi observada interacdo significativa (P < 0,05) entres os fatores
estudados para a quantificagdo do ITCA produzido pelos produtos
incorporados ao solo. O tratamento com farinha de sementes
desengordurada apresentou as maiores concentragdes de ITCA no periodo
total de avaliagdo. O ITCA comecgou a ser detectado apdés 2 horas de
incorporagao e atingiu seu pico as 6 horas, com uma concentracéo de 9,76
ppm. Apos esse tempo, o composto foi decrescendo gradualmente até 2,66
ppm, em 48 horas. A farinha de sementes, liberou suas maiores
concentracdes de ITCA entre 2 e 12 horas apds a mesma ser incorporada
ao solo e as 48 horas nao foi observada a presenga do composto. Nao foi
detectada a presencga de ITCA no solo tratado com folha até 24 horas, mas,
no tempo de 36 e 48 horas houve liberagcdo do composto em doses muito
baixas, as quais ndo diferiram estatisticamente dos demais tempos de

avaliacao (Tab. 4).
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Figura 1 - Curva padrao de isotiocianato de alila. Os pontos s&o referentes a
injecdes do padrao as concentracdes de 0; 4,9; 6,2; 7,1; 9,9 e 12,3 ppm, em
analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(coluna Equity-5 (Supelco), temperatura inicial 40 °C, taxa de crescimento de
8 °C/min até 260 °C. A temperatura da interface entre CG/EM foi de 260 °C.
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Gas de arraste hélio. Injecdo em modo splitless. O espectrébmetro de

massas, 70 eV, operado no modo scan, com faixa m/z 40-300).
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Figura 2 - Cromatograma obtido pela amostra de farinha de sementes
desengordurada, 2 horas apos sua incorporagdo ao solo, em analise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (coluna Equity-
5 (Supelco), temperatura inicial 40 °C, taxa de crescimento de 8 °C/min até
260 °C. A temperatura da interface entre CG/EM foi de 260 °C. Gas de
arraste hélio. Injecdo em modo splitless. O espectrometro de massas, 70 eV,

operado no modo scan, com faixa m/z 40-300). (tr 10,06).
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Figura 3 - Cromatograma total de ions representantes do padrdo de
isotiocianato de alila na concentragdo de 47,61 ng/uL, obtido por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (coluna Equity-
5 (Supelco), temperatura inicial 40 °C, taxa de crescimento de 8 °C/min até
260 °C. A temperatura da interface entre CG/EM foi de 260 °C. Gas de
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arraste hélio. Injecdo em modo splitless. O espectrometro de massas, 70 eV,
operado no modo scan, com faixa m/z 40-300). (tr 10,00).

Tabela 4 - Quantidade de isotiocianato de alila (ppm) produzido durante o processo de
biofumigacdo do solo tratado com folha desidratada, farinha de sementes e de
sementes desengordurada de mostarda, em oito periodos diferentes

Periodo de Testemunha Folha Farinha de sementes Farinha de sementes
avaliagao desengordurada
0 horas 0,0 £0 Aa 0,0 +0 Aa 0,94 +1,63 Acd 0,00 +0 Ad
2 horas 0,0 £0 Ba 0,0 £0 Ba 5,40 +0,90 Aabc 6,58 +1,12 Abc
4 horas 0,0 £0 Ba 0,0 +0 Ba 4,14 +0,77 Aabcd 6,06 + 1,33 Abcd
6 horas 0,0 +0 Ca 0,0 +t0 Ca 3,42 +2,17 Babcd 9,76 +3,51 Aab
12 horas 0,0 £0 Ba 0,0 +0 Ba 5,12 +0,39 Aabc 5,46 +1,63 Abcd
24 horas 0,0 +0 Ba 0,0 £0 Ba 2,25 +0,12 Bbcd 5,63 +0,82 Abcd
36 horas 0,0 +0 Ba 0,47 +0,82 Ba 1,42 +1,23 Bbcd 3,89 +0,87 Abcd
48 horas 0,0 £0 Ba 0,38 +0,67 ABa 0,00 +0 Bd 2,66 +2,39 Acd

Dados das médias de trés repeticdes = desvio padrdo. Médias seguidas da mesma letra
maiuscula na linha ou minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo Teste Tukey (P < 0,05).

DISCUSSAO

A folha triturada de mostarda, no geral, aumentou a populacdo de
microrganismos no solo durante o periodo avaliado. Essa observacgéao faz
sentido por dois motivos, primeiro porque a produgao de ITCA pela utilizacédo
da folha é mais baixa, especialmente nas primeiras horas, e segundo, a
mateéria organica quando incorporada ao solo disponibiliza nutrientes para os
microrganismos. Estes decompositores de matéria orgénica presentes no
solo vao atuar no substrato disponivel, o que pode explicar as maiores
contagens das populagdes microbianas no tratamento com folha de
mostarda com 48 horas apds a incorporacdo do material, uma vez que a
quantidade de matéria organica incorporada ao solo foi oito vezes maior com
a folha do que com os outros produtos. Mesmo com os outros materiais
usados, as populagbes de bactérias, actinomicetos e fungos no solo

tenderam a aumentar depois de certo tempo de tratamento.
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A populacédo total de fungos, cujas contagens foram menores no
tratamento com farinha de sementes desengordurada que nos outros
tratamentos, poderia levar ao questionamento acerca da sensibilidade deste
grupo de microrganismos ao principio ativo liberado pela mostarda durante a
biofumigacao. Contudo, parece que este efeito, se existiu, ndo é prolongado
no solo, ja que permitiu 0 aumento da populacéo fungica apds 168 horas de
aplicagao do produto, quando comparado com a testemunha.

A producdo de ITCA, que foi crescente nas primeiras horas de
biofumigacéao, pouco influenciou a populagdo microbiana no solo. Mesmo no
caso da farinha desengordurada que chegou a produzir 9,76 ppm de ITCA
em 6 horas, os microrganismos foram capazes de recuperar a sua
populacao ja com sete dias apos a aplicagao do biofumigante.

A influéncia da microbiota do solo na degradacdo dos tecidos
vegetais e producao de isotiocianatos (ITCs) apresenta dados contraditérios.
Bending & Lincoln (1999) sugerem que as enzimas produzidas por
microrganismos durante a decomposi¢ao da parede celular vegetal podem
degradar rapidamente a mirosinase antes que essa entre em contato com o
glucosinolato, sendo prejudicial a producao de ITCs. Sugerem também que a
hidrolise dos glucosinolatos ocorre principalmente nos estagios iniciais da
colonizagao do tecido vegetal por microrganismos. Tsao et al. (2000) sugeriu
que a presencga de microrganismos no solo, ndo contribui para a degradagao
do ITCA, ja que os resultados foram semelhantes quando utilizou agua
esterilizada e nao esterilizada. E muito dificil interpretar a complexidade dos
resultados, visto que as populagcdes microbianas sofrem uma série de
influéncias de fatores intrinsecos do solo, e cabe aos pesquisadores
identificar e administrar estas sutilezas com o objetivo de otimizar os
resultados da biofumigacao

Quanto a producdo do ITCA, notou-se que a hidrélise enzimatica dos
glucosinolatos teve inicio imediatamente apds a incorporagao da farinha de
sementes e apdés 2 horas a incorporagdo de farinha de sementes
desengordurada ao solo. O contato do tecido vegetal com a agua, permitiu
que a enzima mirosinase entrasse em contato com os glucosinolatos e
catalisasse a reacao de hidrodlise. Estes dados sdo importantes uma vez que

o controle de um organismo necessita da liberagdo de quantidade suficiente
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de ITCA num determinado tempo. Considerando a rapida liberacdo do ITCA
no solo, recomenda-se que apds a aplicacdo da mostarda no solo ou
substrato devera se cobrir o solo o mais rapido possivel, para que fique
retida uma maior quantidade de gases toxicos e, consequentemente, o
controle de fitonematdides sera mais eficiente.

O ITCA tem uma vida util no solo de aproximadamente 48 horas e &
um composto bastante reativo, interage com reagentes nucledfilicos,
formando ésteres e outros derivados (Borek et.al., 1995). Por isso, houve um
decréscimo nas concentragdes apds atingirem seus picos de liberagdo. No
caso da folha em que a primeira detecgcao de ITCA s6 ocorreu com 36 horas,
pode ser explicado devido a esse tipo de tecido gastar mais tempo na sua
decomposicdo que a farinha de sementes, a qual estaria mais prontamente
exposta a agcao da mirosinase.

Corroborando com os resultados deste experimento, em que os
maiores teores de ITCA foram observados logo apds a incorporagdo dos
tecidos vegetais no solo, Chin & Lindsay (1993) observaram que as
concentracdes mais altas, obtidas em diferentes cultivares de B. oleracea
pelo método de “headspace” foram observadas logo aos 10 minutos apds o
preparo das amostras, e as concentragcdes tenderam a decrescer a medida
que o tempo de avaliagdo aumentava. No trabalho de Tsao et al. (2000) a
concentragdo de ITCA atingiu seu apice aos 54 minutos apds a
incorporacdao. Morra & Kirkegaard (2002) também encontraram a maxima
liberagdo de isotiocianatos logo na primeira aavaliagdo, 2 horas apos a
incorporagao de tecidos triturados de B. juncea e B. napus, e a concentragéo
de ITCs chegou ao minimo na amostra de 48 horas.

Morra & Kirkegaard (2002) em suas conclusbes sugeriram que
grandes avangos com o uso de brassicas para o controle de fitoparasitas de
solo seriam alcancados pelo desenvolvimento de técnicas que aumentassem
a ruptura das células vegetais e, consequentemente, aumentasse a
liberagdo de ITCs. O que faz sentido, pois a taxa de transformacédo de
glucosinolatos em ITC ocorre em apenas 5 - 15% da quantidade prevista. O
uso da farinha de sementes desengordurada como biofumigante pode se
encaixar nessa hipotese, ja que o processo de moagem e extragado do doleo

podem disponibilizar a interagdo glucosinolatos-mirosinase a uma agao
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maior € mais rapida, potencializando a liberagcdo de ITCs e a eficiéncia do
biofumigante. Este fato ressalta a importdncia em se determinar a
quantidade e eficiéncia de liberagcao dos ITCA no solo.

Mas vale ressaltar que o ITCA oriundo de folhas ou de sementes pode
agir de forma diferente do produto sintético devido a existéncia de outros
componentes da planta que agem em conjunto, como nitrilas, tiocianatos e
até mesmo outros isotiocianatos que podem afetar a atividade quimica e
bioldgica do ITCA.

A utilizacdo efetiva da mostarda visando ao controle de fitoparasitas
ira depender principalmente da escolha do material com propriedades
biofumigantes baseado na composicédo e quantidade de ITCs produzidos por
este. Neste trabalho a farinha de sementes desengordurada se destacou
pelo alto teor de ITCA produzido e foi constatado que essa espécie de
brassica (B. rapa) apresenta grande potencial para atuar no manejo de
fitonematoides como biofumigante de solo, principalmente quando utilizada
na forma de farinha de sementes desengordurada.

Este produto apresenta outras vantagens em relagdo aos demais
biofumigantes, além de se mostrar mais efetivo no controle de
fitonematoides, ele pode ser armazenado, ndo exigindo assim o0 uso
imediato do produto como é o caso dos biofumigantes testados maioria dos
estudos com brassicaceas, uma vez que estes sao incorporados ainda
frescos e necessitam ser cultivados na entressafra das culturas importantes.
Estes atributos apresentados pelos biofumigantes a base de farinha de
sementes, sdo essenciais para difundir essa tecnologia promissora no

controle de fitonematdides.
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