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RESUMO

Dentre os métodos alternativos aos agrotdxicos utilizados nos cultivos agroecoldgicos, o uso de
subprodutos de plantas medicinais € uma importante estratégia para 0 manejo de pragas e
doencas. As plantas medicinais apresentam alta diversidade de metabolitos secundarios que estéo
envolvidos em funcgdes especificas para a protecdo contra organismos invasores e atracdo de
polinizadores. Muitos destes possuem acdo fungitoxica, eliciadora, inibitoria do crescimento
micelial e germinacdo de esporos, e acdo indutora de fitoalexinas. A utilizagdo de extratos
vegetais e Oleos essenciais, dependendo da concentracdo, pode proporcionar relacdes de
sinergismo, causando efeito antagdnico a determinadas espécies de microrganismos e alelopatia
a determinadas espécies vegetais. Poucos estudos sobre a influéncia dos metabdlitos secundarios
vém sendo conduzidos sobre a microbiota do solo e os formadores de simbiose mutualistica.
Diante disso, o presente trabalho tem por objetivo analisar os efeitos de extratos vegetais aquosos
de Mentha spicata, Tagetes patula, Cymbopogon nardus e Allium sativum sobre: 1) a microbiota
do solo, de forma geral e 2) sobre o microrganismo fitopatogénico Fusarium oxysporum e
analisar os efeitos do extrato Allium sativum sobre 3) aqueles formadores de simbiose
mutualistica como os fungos micorrizicos arbusculares (FMA). Para a obtencdo do extrato
aquoso, foram adicionados 100 mL de &gua destilada sobre 10 g de biomassa seca para resultar
no extrato aquoso bruto. Para a avalia¢do do efeito na microbiota do solo (1), determinaram-se
atividade, biomassa e coeficiente metabolico, sendo os extratos diluidos em agua destilada para
10,0, 7,5, 5,0 e 2,5% m/v. Para a avaliacdo da atividade antifingicos dos extratos em F.
oxysporum (2), os mesmos foram incorporados em meio de cultura BDA onde um disco de
micélio do fitopatdgeno foi repicado para o centro de cada placa. Foi determinada a percentagem
de inibicdo do crescimento micelial. A avaliacdo do extrato vegetal na formacao micorrizica (3)
foi realizada em recipientes plasticos, os quais tiveram seu volume preenchido por substrato
composto por amostra de solo e areia. Cada substrato foi infestado com 50 esporos de FMA.
Apdbs a semeadura, 0s vasos receberam a aplicacdo do extrato vegetal nas suas respectivas
concentragOes. Foram avaliadas a colonizacdo e intensidade de colonizagdo micorrizica pelos
FMA. Ao contrario da biomassa microbiana, os extratos vegetais influenciaram negativamente
os indicadores metabdlicos. Os extratos aquosos de A. sativum, M. spicata e C. nardus
apresentaram atividade fungistatica sobre o desenvolvimento de F. oxysporum, sendo o extrato
de A. sativum o que apresentou maior efeito na porcentagem de inibi¢édo do crescimento micelial.
As concentracdes do extrato aquoso de A. sativum interferiram negativamente na colonizacao
micorrizica do FMA Gigaspora rosea e na intensidade de colonizagdo micorrizica dos FMA
Gigaspora rosea e Rhizophagus clarus inoculados em plantas de milho. No geral, a espécie de
fungo micorrizico arbuscular R. clarus, nas condi¢des experimentais, proporcionou maior altura
e producdo de matéria seca da parte aérea das plantas colonizadas.

Palavras-chave: Fusarium sp. Microbiota do solo. Fungos micorrizicos arbusculares.



ABSTRACT

Among the alternative methods to pesticides used in agroecological crops, the use of medicinal
plants by-products is an important strategy for the management of pests and diseases. Medicinal
plants have a high diversity of secondary metabolites that are involved in specific functions to
protect against invading organisms and attract pollinators. Many of these have fungitoxic,
eliciting, inhibiting mycelial growth and spore germination, and phytoalexin inducing action.
The use of plant extracts and essential oils, depending on the concentration, can provide
synergistic relationships, causing an antagonistic effect to certain species of microorganisms and
allelopathy to certain plant species. Few studies on the influence of secondary metabolites have
been conducted on soil microbiota and the formation of mutualistic symbiosis. Therefore, this
work aims to analyze the effects of aqueous plant extracts of Mentha spicata, Tagetes patula,
Cymbopogon nardus and Allium sativum on: 1) the soil microbiota, in general; 2) on the
phytopathogenic microorganism Fusarium oxysporum and 3) those forming mutualistic
symbiosis such as arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). To obtain the aqueous extract, 100 mL
of distilled water was added over 10 g of dry biomass to result in the crude aqueous extract. To
evaluate the effect on the soil microbiota (1), activity, biomass and metabolic coefficient were
determined, with the extracts diluted in distilled water to 10.0, 7.5, 5.0 and 2.5% w/v. For the
evaluation of the antifungal activity of the extracts in F. oxysporum (2), they were incorporated
in a BDA culture medium where a phytopathogenic mycelium disk was peaked in the center of
each plate. The percentage of inhibition of mycelial growth was determined. The evaluation of
the plant extract in the mycorrhizal formation (3) was carried out in plastic containers, which had
their volume filled by substrate composed of soil and sand sample. Each substrate was infested
with 50 spores of AMF. After sowing, the pots received the application of the plant extract in
their respective concentrations. Colonization and intensity of mycorrhizal colonization by AMF
were evaluated. Unlike microbial biomass, plant extracts negatively influenced metabolic
indicators. The aqueous extracts of A. sativum, M. spicata and C. nardus showed fungistatic
activity on the development of F. oxysporum, with A. sativum extract having the greatest effect
on the percentage of inhibition of mycelial growth. The concentrations of the aqueous extract of
A. sativum interfered negatively in the mycorrhizal colonization of AMF Gigaspora rosea and
in the internality of mycorrhizal colonization of AMF Gigaspora rosea and Rhizophagus clarus
inoculated in corn plants. The species of arbuscular mycorrhizal fungus R. clarus, under the
experimental conditions, provided greater height and dry matter production of the aerial part of
the colonized plants.

Keywords: Fusarium sp. Soil microbiota. Arbuscular Mycorrhizal Fungi.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos derivados da industria quimica para o controle de pragas,
doencas e plantas daninhas tem sido questionada pela sociedade, em decorréncia dos efeitos
adversos causados por esses (JAMAL et al., 2008). O uso inadequado das tecnologias,
principalmente dos agrotoxicos, tem promovido diversos danos ambientais, como a
contaminacgdo do solo, agua, animais (incluindo os insetos benéficos e inimigos naturais), entre
outros. Esses produtos também podem causar o desenvolvimento de resisténcia de patdgenos, de
pragas e de plantas invasoras, o surgimento de doencas iatrogénicas (as que ocorrem devido ao
uso de agrotoxicos), desequilibrio bioldgico, alterando a ciclagem de nutrientes e da matéria
organica, eliminacdo de organismos benéficos e a reducdo da biodiversidade (BETTIOL;
MORANDI, 2009).

Diante dessa realidade e do avancgo dos sistemas agroecoldgicos de producéo, surgiu a
necessidade de desenvolver praticas agricolas de baixo impacto ambiental, que substituissem os
métodos convencionais de controle de pragas e doencas. Na busca de alternativas de controle
menos agressivos, tem-se verificado que muitos dos extratos de plantas medicinais,
condimentares e aromaticas apresentam propriedades antifungicas (SILVA et al., 2009).

Os beneficios do uso dos produtos naturais na agricultura sdo inimeros. Segundo Duke
et al. (2002), vale a pena salientar trés deles: 1) S&o produtos que apresentam uma meia-vida
curta j& que as estruturas quimicas estdo presentes na natureza e sdo, portanto, de féacil
degradacéo; 2) O risco do desenvolvimento de novos mecanismos de resisténcia devido ao uso
continuo diminui muito se os produtos forem aplicados na forma de extratos com mais de um
principio ativo; e 3) Sdo produtos que possuem poucos halogénios ligados em suas moléculas e,
portanto, apresentam menor risco de impacto ambiental.

Vaérios extratos de plantas ja foram testados sobre fungos fitopatogénicos em diversos
trabalhos (CARNELOSSI et al., 2009; VENTURQOSO et al., 2011; KOONA; BUDIDA, 2011;
BIGATON et al.,, 2013; BONA et al.,, 2014), mostrando seu potencial no controle de
fitopatdgenos. Embora a literatura relate varios casos de controle de doencas pelo uso de extratos
vegetais e Oleos essenciais de diversas plantas, sdo escassos 0s estudos desses métodos
alternativos de controle sobre a microbiota do solo.

O solo é um sistema vivo e heterogéneo, composto de muitas associa¢cdes microbianas.
Estas associac¢Oes séo sensiveis a modificacdes fisicas e quimicas tais como alteragdes no modo
de cultivo, uso de agrotdxicos ou de substancias biologicamente ativas que podem afetar o
equilibrio microbiano. Entre os organismos afetados estdo os fungos micorrizicos arbusculare

(FMA). Esses simbiontes atuam como extensdes do sistema radicular das plantas, aumentando
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sua capacidade em absorver nutrientes (principalmente os ions de baixa mobilidade no solo),
melhorando seu estado nutricional e fisiologico. Os FMA possuem fungdo ecoldgica bastante
ampla, atuando na ciclagem de nutrientes, na estabilidade de agregados do solo, na diminuicéo
da ocorréncia de doencas e na capacidade de suportar estresse hidrico (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006).
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2 OBJETIVOS
2.2 Objetivo geral
Analisar o efeito de extratos aquosos vegetais sobre microrganismos de importancia

agricola e ambiental, presentes no solo.

2.3 Objetivos especificos
e Determinar atividade, biomassa e quociente metabdlico (qCO2) em amostras de solo
tratadas com extratos vegetais;
o Identificar extratos vegetais que possuem acdo antifungica sobre o fungo Fusarium
oxysporum, in vitro;
e Determinar o efeito de concentracbes do extrato vegetal que apresentar maior agéo
antifungica sobre o fungo Fusarium oxysporum, na formacao de micorriza e crescimento

vegetativo de milho como planta-teste.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 A modernizacao da agricultura no Brasil

A agricultura é uma das praticas mais antigas e importantes para a humanidade e foi
responsavel por diversas mudancas econémicas, sociais e ambientais de sua histdria. Inicialmente
desenvolvida com a formacdo de pequenos grupos sociais e com pequena demanda em termos
de produtividade, a atividade foi se modificando ao longo do tempo.

Em meados do século XX a agricultura sofreu intensificadas alteracbes no modo de ser
conduzida com o objetivo de uma ampliacdo da producédo mundial de alimentos e por interesses
inseridos dentro de um processo histérico no qual a inddstria, que tinha sua producéo voltada
para a producdo bélica, comecou a produzir fungicidas, inseticidas, herbicidas e fertilizantes para
abastecer o mercado que estava em expansdo (FOLEY et al., 2005; TSCHARNTKE et al., 2005;
ANDRADES; GANIMI, 2007; ALBERGONI; PELAEZ, 2007; CARNEIRO et al., 2015;
PELAEZ; TERRA; SILVA, 2010).

Essa modernizacdo, denominada Revolugéo Verde, teve inicio na década de 1950, nos
Estados Unidos, e foi baseada no incremento e incentivo ao uso de agrotoxicos e fertilizantes e
na tecnologia investida na producdo de maquinario e controle genético para o uso agricola
(SIQUEIRA et al., 2013; TILMAN, 1999; ANDRADES; GANIMI, 2007; LONDRES, 2011).
Para Altieri (2002), esses pilares contribuiram para a pratica da monocultura que implicou na
diminuicdo da biodiversidade, gerando, como resultado, um ecossistema artificial que requer
constante intervencdo humana por meio do uso de insumos agroguimicos, com elevados custos
ambientais e problemas sociais nao desejados.

No Brasil, esse movimento chegou na década de 1960 e, com a implantagéo do Programa
Nacional de Defensivos Agricolas (PNDA), ganhou impulso nos anos de 1970. O programa
vinculava a utilizacdo dessas substancias a concessao de créditos agricolas (JOBIM et al., 2010).

Entre os anos de 1980 e 1990, a crise macroecondmica no Brasil forcou uma recessao da
politica de credito agricola, o que, todavia, ndo se traduziu em proporcional reducdo da
produtividade média nacional (PELAEZ; TERRA; SILVA, 2010). O bom desempenho da
agricultura nacional nesse periodo e no periodo subsequente dos anos 2000 levou o Brasil aos
maiores indices mundiais de consumo de agrotoxicos. De fato, desde 1975, o pais sempre esteve
entre os seis maiores mercados de agrotoxicos do mundo (TERRA, 2008).

Desta forma, segundo Santos e Silveira (2008, p.120), “houve uma desvaloriza¢ao das
agriculturas alimentares basicas e de tradi¢cdo nacional (como arroz, feijdo e mandioca), com a
colaboragéo do crédito publico, da informagao, da propaganda e dos novos consumos”. A terra

passou a ser utilizada para o cultivo de produtos exportaveis.
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A utilizacdo deste pacote moderno acarretou efeitos negativos, prejudiciais a satde do
homem e da natureza. Surgiram varios problemas no ecossistema, como a compactacao do solo
e alteracédo da flora microbiana do solo; absorcéo desequilibrada de nutrientes; perda ou reducéo
acentuada do potencial produtivo do solo; poluicdo e um encarecimento do custo de producéo
devido ao aumento dos insumos basicos como os fertilizantes, agrotoxicos e 0s maquinarios
agricolas (BONILLA, 1992).

Primavesi (1997, p.159) escreve que “arrancou-Se a agricultura do seu contexto biologico
inserindo-a no capitalismo. Era a ultima atividade econdmica que néo estava ainda encaixada no
sistema técnico-cientifico”. Ainda segundo a autora, “desenvolvem-se novas tecnologias
agricolas aumentando o mercado para a inddstria, mas ndo se sabe como manter os solos
produtivos, uma vez que a producdo ndo depende somente de agroquimicos, hibridos e irrigacéo,
mas também da vida no solo”.

Em 1962 foi publicado o livro "Primavera Silenciosa"” de Rachel Carson, considerado um
marco do movimento ambientalista na década de 1970 e, até hoje, é uma referéncia tedrica. Seu
alerta desencadeou um debate nacional sobre o uso de pesticidas quimicos, sobre a
responsabilidade da ciéncia e sobre os limites do progresso tecnoldgico, dando inicio a uma
transformac&o na relacdo entre os seres humanos e o0 mundo natural e incitando o despertar da
consciéncia ambiental (BONZI, 2013).

Devido a todos os danos causados pela agricultura convencional surgiu uma preocupacao
perante a sociedade e novas discussdo sobre estes problemas ganharam forca. Modelos contrarios
a agricultura convencional somente ganharam espaco no Brasil apds a consolidacédo do processo
de ‘modernizagdo da agricultura’, quando os resultados negativos desse modelo foram

identificados e disseminados a sociedade.

3.2 Sistemas de producdo sustentaveis e a Producéo Organica

Em 2003 foi criado, no Brasil, a Lei n° 10.831 como uma alternativa de controle do uso
intensivo de agrotdxicos, a qual dispde sobre o sistema organico de producdo, compreendendo
sistemas de producdo sustentaveis, tais como organicos, ecoldgicos e agroecoldgicos. Tais
modelos de agricultura contribuem com a reducdo dos impactos ao meio ambiente, preservam os
recursos naturais e possibilitam a produtividade no longo prazo (GLIESSMAN et al., 2007,
GLIESSMAN, 2010). O Decreto n° 7.794 regulamentou a Lei e constituiu, em 2012, o Plano
Nacional de Agroecologia e Producdo Orgénica (PLANAPO), incentivando a producdo livre de
agrotoxicos e definindo normas técnicas para a produgdo orgénica e sua estrutura de gestéo a

partir da integracdo de politicas, programas e acfes em apoio a transicdo agroecologica e a



18

agricultura orgénica e de base ecoldgica, orientadas ao desenvolvimento rural sustentavel
(CIAPO, 2013).

Agricultura sustentavel refere-se a possibilidade de se utilizar biomassa de um sistema
perpétuo, passivel de se renovar ou ser renovado sem prejuizos. As praticas que podem ser
incorporadas ao sistema produtivo para garantir a sustentabilidade da agricultura relacionam-se
a ciclagem de nutrientes, uso de materiais locais e fontes de energia renovaveis, manejo integrado
de pragas, reestabelecimento de interacdes bioldgicas, consideracdo do potencial produtivo das
culturas e limitacGes fisicas da paisagem, adaptacdo da biologia e genética de plantas e animais
para as condicGes ecoldgicas locais, valorizacdo da satde geral do agroecossistema e conservagao
integrada do solo, &gua, energia e recursos biolégicos (GLIESSMAN et al., 2007).

A Agricultura Organica € uma forma sustentavel de producéo, que promove e estimula a
biodiversidade, os ciclos bioldgicos e a atividade bioldgica do solo. Essa agricultura baseia-se no
uso minimo de insumos externos e em metodos que recuperam, mantém e promovem a harmonia
ecoldgica (KOECHLIN, 2003).

O cultivo organico ndo utiliza agrotoxicos e fertilizantes quimicos sintéticos; pelo
contréario, empenha-se em desenvolver um solo saudavel, fértil e sadias rotacbes de culturas.
Desse modo, a propriedade permanece biologicamente equilibrada, com uma ampla variedade
de insetos e outros organismos que agem como predadores naturais de pragas, e um solo pleno
de microrganismos que mantém a sua vitalidade (PENTEADO, 2000).

A Tabela 1 mostra as diferencas entre os sistemas de producédo convencional e o sistema
de Producdo Orgéanico (PENTEADO, 2007).
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Tabela 1 - Diferencgas entre o sistema convencional e Organico na producédo de alimentos.

Convencional (Tecnologia de produtos)

Organico (Tecnologia de processos)

Cultivo baseado na aquisicdo de insumos para
a producdo agricola.

Leva em consideracdo a relacdo planta-solo-
ambiente, aproveitando os recursos locais
(sustentabilidade).

Uso de pesticidas agressivos, que contaminam
0 homem e a natureza. Emprego de adubos
quimicos de alta solubilidade, que
desequilibram as plantas, liberando radicais
livres.

Ativa a defesa natural e emprega defensivos
alternativos, que favorecem a resisténcia da
planta. Uso de adubos orgéanicos e de lenta
liberacéo de nutrientes.

Falta de cobertura de protecdo do solo.
Monocultura. Falta de manejo adequado da
agua, solo e das ervas nativas do terreno.
Erradicacéo das ervas nativas.

Mantém a cobertura do solo, seja viva com
plantas (adubos verdes ou ervas nativas
manejadas), ou cobertura morta.
Biodiversidade ou rotacdo de cultivos.
Preservacdo dos mananciais de &gua, sem
contaminantes e manejo das ervas nativas.

Erosdo do solo via mecanizagdo excessiva,
causando empobrecimento quanto ao humus e
vida microbiana. Solo com baixa capacidade
de reservas de agua e nutrientes.

Equilibrio do solo e ambiente. Rico em
matéria organica e vida microbiana. Solos
com elevada capacidade de retencdo de agua
e nutrientes.

Erradicacdo dos inimigos naturais, devido ao
emprego de agrotdxicos e falta de areas de
reflgio.

Presenca de inimigos naturais, que favorecem
0 controle fitossanitario, com reducdo da
necessidade de controle.

Desequilibrio nutricional da planta, sendo
obrigado o emprego de fertilizantes foliares
de alto custo.

Equilibrio nutricional, plantas rdsticas e
produtivas, uma vez que ha alta
disponibilidade de nutrientes para a planta no
solo, pela matéria organica.

Alimentos contaminados, com sabor e aroma
alterados pelos insumos quimicos e baixa
conservacao.

Alimentos sadios, com sabor e aroma
caracteristicos e maior conservacdo em pdés-
colheita.

Contaminacao e deterioracdo do ecossistema.
Precos instaveis no mercado. Produto sem
garantia de qualidade. Produtor ndo tem
garantia de comercializagéo pelo preco justo.
Alto risco de descapitalizacdo na atividade.

Ecossistema  equilibrado, com  menor
necessidade de intervencdo do produtor
(adubacéo e protecdo). Sistema
autossustentavel, com menor custo de

producdo. Alimentos de alta qualidade e
elevada cotagdo no mercado. Vantagens na
comercializagdo, com venda direta e precos
estaveis e mais elevados. Atividades de menor
risco.

Fonte: Penteado (2007).

3.3 Teoria da Trofobiose

De acordo com a Teoria da Trofobiose, formulada pelo cientista francés Francis

Chaboussou, pragas e doencas sé proliferam em plantas com desequilibrio metabdlico através de

niveis exagerados de amino&cidos livres e agucares soluveis na seiva. Numa planta sadia esses
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niveis sdo baixos, visto que a sintese de proteinas (proteossintese) e sua degradacao (proteolise)
estdo equilibradas. Os niveis exagerados de aminoacidos podem acontecer por inibicdo da
proteossintese ou aceleracdo da protedlise, podendo ocorrer por erros de manejo da cultura,
nutricdo desequilibrada ou forte influéncia da presenca de fatores que conduzam ao desequilibrio,
como os agrotdxicos (PASCHOAL, 1996; POLITO, 2005).

Segundo Primavesi (1994), os parasitas sO aparecem porque encontram condicOes
favoraveis para sua alimentacdo, maturacdo e reproducdo. Todos os fatores desfavoraveis a
formacdo de novo citoplasma, proteinas, vitaminas, enzimas, aclcares, graxas, hormoénios,
substancias aromaticas, fenois e outros, e que provocam a acumulacdo de substancias soltveis
na seiva, como substancias nitrogenadas, aminoacidos, acglcares simples etc., favorecem a
nutricdo e procriacdo de microorganismos e insetos.

De acordo com Paschoal (1996), ao contrario dos fertilizantes minerais solGveis, 0s
adubos organicos fornecem 0s macros e micronutrientes que as plantas precisam e em doses
proporcionais, sem excessos nem caréncias. Por isso, culturas adubadas organicamente tende a
ser equilibradas, ndo ocorrendo acumulos de substancias solGveis, o que as tornam mais
resistentes a acdo deletéria de organismos. A base da sustentabilidade da agricultura é a
conservacao da fertilidade do solo, com atencédo para o papel fundamental da matéria organica e
dos microorganismos do solo (como a associacdo micorrizica e as bactérias fixadoras de
nitrogénio) (PAULUS, 1999).

A teoria da trofobiose estd diretamente relacionada ao manejo agroecologico das
culturas, contribuindo para a resisténcia fisiologica vegetal e sustentabilidade dos
agroecossistemas (VILANOVA,; SILVA JUNIOR, 2009). Na agroecologia, torna-se evidente a
necessidade de se adotar um enfoque holistico e sistémico em todas as intervengdes que visem
transformar ecossistemas em agroecossistemas (ALTIERI, 2002; CAPORAL; COSTABEBER,
2004). A abordagem sistémica visa ao estudo do desempenho total de sistemas, em vez de se
concentrar isoladamente nas partes. Na agricultura, o enfoque sistémico tem-se tornado cada vez
mais necessario, devido a crescente complexidade de sistemas organizados e manejados pelo

homem e da emergéncia do conceito de sustentabilidade (PINHEIRO, 2000).

3.4 Alternativas para o controle de pragas e doencas na Producédo Organica

Embora as praticas do sistema organico envolvam o manejo do solo e praticas culturais
gque mantém a saude do solo e 0s servigos ecossistémicos, buscando o equilibrio ecoldgico e a
prevencdo de problemas fitossanitarios (SOUZA; RESENDE, 2006), frequentemente, 0s

produtores organicos enfrentam problemas com pragas e doencas em suas culturas
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(LETOURNEAU; BRUGGEN, 2006). Nesse caso, como Ultima opcdo, o produtor pode usar
medidas curativas para manter a populacdo da praga e doencas sob controle, porém, isso deve
ser feito respeitando os principios agroecolégicos (ZEHNDER et al., 2007). Este sistema segue
uma abordagem diferenciada quanto as formas de controle de pragas e doencas, onde produtos
quimicos sintéticos comumente utilizados em sistemas convencionais sdo substituidos por
alternativas naturais a base de fungos, bactérias, insetos e extratos vegetais (LETOURNEAU;
BRUGGEN, 2006; SOUZA; RESENDE, 2006; MAPA, 2016). A legislacdo brasileira da
producdo orgénica trata de forma diferenciada os insumos destinados a agricultura organica,
como objetivo de simplificar e agilizar o processo de registro (BRASIL, 2003; BRASIL, 2007),
sem deixar de lado a preocupacdo com a salde, meio ambiente e a eficiéncia agrondmica
(MAPA, 2011; MAPA/ANVISA/IBAMA, 2011; MAPA, 2014). Estes insumos recebem a
denominacdo de “produto fitossanitdrio com uso aprovado para a agricultura organica”
(MAPA/ANVISA/IBAMA, 2011).

A principal vantagem da utilizacdo dos extratos vegetais para a protecdo de plantas,
guando comparados aos agrotoxicos, deve-se ao fato de gerar novos compostos, 0s quais 0S
patdgenos ndo se tornaram capazes de inativar além das substancias produzidas pelas plantas
serem rapidamente degradadas (ndo se acumulando no meio natural), apresentar acdo rapida,
baixa toxicidade a mamiferos, seletividade (geralmente menos danosos a insetos benéficos),
baixa fitotoxicidade e possui um amplo modo de acdo (FERRAZ; LOPES; AMORA, 2008).

Os extratos vegetais sdo preparacdes liquidas ou em po obtidas da retirada dos principios
ativos de matéria-prima vegetal por diversas metodologias (SONAGLIO at al., 2003). Esses
principios ativos sdo compostos quimicos que participam da atividade alelopatica dos vegetais,
denominados de aleloquimicos, sendo produzidos no metabolismo secundario das plantas e
apresentam funcgdes especificas para sua protecdo contra pragas e doencas e atracdo de
polinizadores. Muitos destes possuem ac¢do eliciadora (atuacdo em mecanismos de defesa), acdo
fungitoxica direta, inibindo o crescimento micelial e a germinacao de conidios, e a¢do indutora
de fitoalexinas (BRAGA, 2008; SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2000).

Segundo De Conti et al. (2011), a alelopatia é um fendmeno de ocorréncia natural,
resultante da liberacdo de substancias capazes de estimular ou inibir o desenvolvimento de outras
plantas e organismos. Vale a pena ressaltar que o efeito alelopatico depende de qual composto é
adicionado ao ambiente. Segundo Ferreira e Aquila (2000), todas as plantas produzem
metabolitos secundarios, que variam em qualidade e quantidade de espécie para espécie. O que
se sabe desses aleloquimicos € que desempenham um papel importante nas interagdes complexas

entre organismos vivos e ambiente natural e quando liberados no ambiente podem ser absorvidos
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por outras plantas, influenciando no processo de germinacao, crescimento e desenvolvimento por
acOes em processos fisiologicos podendo provocar efeito direto ou indireto, benéfico ou danoso
(SAMPIETRO, 2016; EINHELLIG, 2002; FERREIRA, 2004).

A utilizacdo de metabdlitos secundarios na forma de extratos vegetais de plantas, alem de
poder causar de efeito antagénico a determinadas espécies de microrganismos (BATISH et al.,
2008) e alelopatia a determinadas espécies vegetais (GOETZE e THOME, 2004; CRUZ;
NOZAKI; BATISTA, 2000; FERREIRA; AQUILA, 2000;) também podem estimular ou inibir
fungos benéficos como os micorrizicos e o desenvolvimento de micorrizas (AKIYAMA;
MATSUZAKI; HAYASHI, 2005).

Os extratos vegetais sdo uma alternativa promissora para uso no controle de fitopatdgenos
devido a grande variedade de compostos metabdlicos produzidos, incluindo alcaloides,
flavonoides, isoflavonoides, taninos, cumarinas, glicosideos, terpenos, fenilpropanonas e acidos
organicos. O fato de serem constituidos por uma grande variedade de compostos confere-lhes
outras vantagens, como ter diferentes modos de ac¢do, o que dificulta o desenvolvimento da
resisténcia pelo patogeno, além de amplo espectro de acdo (CABRAL et al., 2013).

Pesquisas desenvolvidas com extratos vegetais e/ou 6leo essencial de plantas medicinais
indicam o potencial das mesmas no controle de alguns fitopatdgenos, tanto por sua acdo
fungitdxica direta, inibindo o crescimento micelial e a germinacdo de esporos, quanto pela
inducdo de fitoalexinas, indicando a presenca de compostos com caracteristicas elicitoras
(SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2000). Mesmo possuindo essas caracteristicas
quimicas, os extratos podem apresentar algumas limitacdes, como a baixa estabilidade dos
compostos organicos e 0 ndo monitoramento de possiveis substancias toxicas presentes nas
plantas ou resultantes da decomposi¢do dos produtos durante sua manipulacdo. Além disso,
alguns produtos vegetais podem ser toxicos a insetos ndo-alvo e peixes, como é o caso da
rotenona e da nicotina. Também, os compostos podem variar conforme a espécie e variedade da
planta e elementos climéaticos (como luz, temperatura, umidade relativa e chuvas). Essas
limitacOes instigam a necessidade de pesquisas mais aprofundada dos extratos de plantas sob o
meio ambiente, organismos ndo-alvo, pragas alvo, alimentos e ao ser humano, bem como o
desenvolvimento de produtos com maior nivel tecnolégico, para que produtores e consumidores
possam ter seguranca na utilizacdo de extratos brutos (SILVA et al., 2005; SAITO; SCRAMIN,
2000).

Na literatura tem-se verificado o registro da eficiéncia de extratos vegetais, obtidos de
diversas espécies botanicas na promocdo da inibicdo do desenvolvimento de vérios fitopatdgenos

de natureza fungica.
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Allium sativum L. pertence a familia Liliaceae e, a depender da regido, pode ter varias
sinonimias como alho-comum, alho bravo, alho-do-reino e alho branco (LORENZI; MATOS,
2002). E uma planta bulbosa e herbacea, com folhas estreitas, longas e pontiagudas, lineares,
subuladas, fistulosas, com inflorescéncia em umbela, pedunculada, com flores alvas ou
levemente esverdeadas (GALANTE, 2008). A caracteristica marcante é o bulbo (cabega) que é
envolvido por invélucros que rednem os bulbilhos (dentes), que por sua vez também s&o envoltos
por invélucros proprios que podem ter coloracdo esbranquicada, résea ou violeta. Possui forte
cheiro e sabor sendo usado pelo homem ao longo da historia na culinaria e como recurso
terapéutico (VIEIRA, 1992; SILVA,; DINIZ; OLIVEIRA, 2002).

O extrato e o 6leo essencial de alho vém sendo utilizados como bactericida, fungicida,
vermifugo, antiviral e antiprotozoario e isso ocorre devido aos componentes terapéuticos
presentes na cultura. Entre esses componentes a aliina (um aminoéacido) forma a alicina (dialil-
tiosulfinato), que é uma substancia que confere o aroma e atua na defesa no momento em que a
planta é atacada por patdgenos. Esse efeito proporcionado pela alicina se estende contra diversos
microrganismos, justificando sua grande utilizacdo (SOUZA; BLUM, 2013; SOUZA; ARAUJO,
NASCIMENTO, 2007).

A capacidade fungitdxica do extrato de alho vem sendo relatada na literatura, provando
ser eficiente como agente antimicrobiano sobre o crescimento micelial, capaz de diminuir a
germinacao de esporos e de conidios de diversos fungos fitopatogénicos, podendo, ainda, induzir
ou ativar o mecanismo de defesa da planta devido a presenca de alicina (SOUZA; BLUM, 2013;
ANTONIAZZI; DESCHAMPS, 2007).

Mentha piperita L. pertence a familia Lamiaceae sendo popularmente conhecida como
horteld-comum ou hortela-verde. E uma planta herbéacea e perene, podendo atingir até 60 cm de
altura possuindo folhas pubescentes e aromaticas (LORENZI; MATTQOS, 2008; DESCHAMPS
etal., 2008; GARLET, 2007).

As espécies da familia Lamiaceae, pelo rico grau em oOleos essenciais, tém sido
grandemente pesquisadas e estudadas tanto sob o ponto de vista agronémico quanto quimico,
ndo somente pelo fato de potencializar seu conteddo em 6leo essencial, como também a variagdo
dos constituintes importantes desses 6leos (MARTINS, 1998; VALMORBIDA et al., 2006).
Quimicamente, os 18 oOleos essenciais de Mentha sp. apresentam uma grande diversidade,
entretanto sdo os monoterpenos (mentol, mentona, carvona, linalol e acetato de linalila) os
componentes de maior valor econdmico (GARLET et al.,, 2007; SANTOS et al.,, 2012;
DESCHAMPS et al., 2013).
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Cymbopogon nardus L., popularmente conhecida como citronela, € uma planta
pertencente a familia Poaceae, perene, cultivada em regides tropicais e reconhecida por suas
propriedades aromaticas. O cultivo no Brasil € muito importante para 0 mercado de produtos
naturais, sendo este 6leo muito utilizado como repelente, na industria cosmética e farmacéutica
(ROCHA: MING; MARQUES, 2000).

O oleo essencial de citronela contém componentes como citronelal (cerca de 40%),
geraniol e limonemo (PEREIRA, 2008). A substancia, citronelol, apresenta uma exceléncia como
aromatizante e repelente de insetos, ademais apresenta acdo antimicrobiana local e acaricida
(MATTQOS, 2000). Sua fungitoxicidade deve-se a presenga de monoterpenos e sesquiterpenos. A
producdo desses metabdlicos secundarios pode variar com as relacdes ecoldgicas e genéticas da
planta (OOTANI et al., 2011; CASTRO et al., 2010).

Tagetes patula L. ou “cravo de defunto”, pertencente a familia Asteraceae, € uma planta
herbacea anual, possuindo caule baixo, de 20-30 cm de altura, de folhagem de coloracdo verde
escura e com cheiro caracteristico. Suas flores estdo dispostas em capitulos simples ou dobrados,
solitarios, as quais podem apresentar trés tonalidades: amarelo, alaranjado e marrom-
avermelhado (LORENZI; SOUZA, 1995).

Das folhas, flores e sementes de T. patula extrai-se o 6leo essencial, rico em terpenoides,
flavondides, alcaldides, tiofenos e acidos graxos entre outro. Além de ornamental, apresenta
propriedades nematicida, inseticida, bactericida, fungicida, sendo também utilizada como planta
medicinal e como corantes de alimentos (VASUDEVAN; KASHYAP; SHARMA, 1997).

Na literatura tem-se verificado o registro da eficiéncia de extratos vegetais obtidos de
diversas espécies botanicas, como € o caso do alho, horteld, citronela e cravo-de-defunto, na
promocdo da inibicdo do desenvolvimento de varios fitopatdgenos de natureza fungica (Tabela
2).
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Tabela 2 - Relatos, na literatura, que comprovam a atividade antifingica das plantas Allium
sativum, Mentha ssp., Cymbopogon nardus e Tagetes patula.
Planta de Origem do

Extrato Fungos fitopatogénicos inibidos Referéncia
Colletotrichum musae Almeida et al. (2006)
Colletotrichum acutatum Almeida et al. (2009)
Allium sativum Elsinoe ampelina Botelho et al. (2009)
Sclerotium cepivorum Lozano et al. (2000)
Colletotrichum gloeosporioides Alves (2008)
Fusarium proliferatum Souza et al. (2007)
Fusarium oxysporum Morais et al. (2010)
Fusarium solani Venturoso et al. (2011)
Colletotrichum gloeosporioides Carnelossi et al. (2009)
Aspergillus ninger, A. flavus Pereira et al. (2006)
Mentha ssp. Rhizopus solani, Alternaria
solani, A. alternata, Rhizopus sp., Hussain et al. (2010)
Aspergillus flavus e A. niger
Fusarium moniliforme Diniz at al. (2008)
Fusarium solani Perreira et al. (2006)
Sclerotinia sp. Diniz et al. (2008)
Colletotrichum coffeicola Pereira et al. (2011)
Cymbopogon nardus Cereus jamacaru Mata et al. (2009)
Phakopsora pachyrhizi Medice (2007)
Pyricularia grisea Perini et al. (2011)
Fusarium subglutinans Seixas et al. (2011)
Botrytis cinerea e Penicillium )
digitatum Romagnoli et al. (2005)
Tagetes patula Xanthomonas campestris pv. ) )
_ Didwania et al. (2013)
campestris
Sitophilus zeamais Santos et al. (2016)

Confome descrito na Tabela 2, existe pesquisas relacionando os efeitos alelopaticos dos

extratos vegetais das mais variadas espécies de plantas e seus efeitos sobre fitopatdgenos, porém
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pouco se sabe sobre esses efeitos em relacdo a comunidade microbiana edafica, em especial aos

fungos micorrizicos.

3.5 Efeitos de extratos vegetais na microbiota do solo

Os extratos vegetais sdo muito utilizados para o controle de pragas e doencas,
principalmente no periodo de conversdo agroecologica de areas de cultivo convencional
(FERNANDES; LEITE; MOREIRA, 2008). No entanto, a utilizacdo desses extratos se da,
principalmente, no contexto de simples substitui¢do de insumos (ROSSET; ALTIERI, 1997), o
que pode igualmente desencadear problemas ambientais e para 0 homem. Em muitos casos,
assume-se que estes produtos sao indcuos. No entanto podem apresentar acdo antimicrobiana e
pouco se sabe sobre o efeito destas sobre 0 ambiente, especialmente sobre a microbiota do solo
(TEIXEIRA et al., 2017).

O solo é frequentemente descrito como um componente complexo, vivo e em
transformacdo dentro de um agroecossistema (GLIESSMAN, 2009). Os organismos do solo,
também denominados biota do solo, englobam todos os grupos de microrganismos como fungos,
bactérias e actinomicetos e, podem ser classificados em micro, meso e macrofauna (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). No solo, os microrganismos representam a parte viva e mais ativa de sua
matéria organica, sendo 0S responsaveis por processos importantes como a ciclagem
biogeoquimica de nutrientes e energia, a decomposi¢cdo de matéria organica, producdo de humus,
intemperizacdo de minerais, fixacdo bioldgica do nitrogénio, solubilizacdo de nutrientes,
formacdo da matéria orgéanica e estrutura do solo, producéo de fitos-hormonios, decomposicao
dos xenobidticos e controle biol6gico de pragas e antagonistas do solo (BRUSSAARD et al.,
2007; CARDOSO; ANDREOTE, 2016). Assim, 0s processos microbianos sdo de fundamental
importancia para o funcionamento dos sistemas ecoldgicos de producdo, executando fungbes
diretamente relacionadas com sua produtividade e sustentabilidade (DE-POLLI; PIMENTEL,
2005).

Como componente mais dinamico do solo, a comunidade microbiana pode ser afetada
diferentemente pelas praticas de manejo e alteracdes ambientais (TOTOLA; CHAER, 2002).
Desta forma, a resposta das populacdes microbianas do solo a aplicagao de produtos alternativos
pode servir de indicador do efeito destes extratos no ambiente (TEIXEIRA et al., 2017). Os
atributos microbianos do solo, tais como a diversidade de microrganismos, atividade enzimatica,
biomassa microbiana do solo, nitrogénio mineralizavel, respiracdo basal do solo, o quociente

microbiano e 0 quociente metabolico sdo indicadores sensiveis que podem ser utilizados no
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monitoramento de alteracbes ambientais decorrentes do uso agricola (EPELDE et al., 2014;
FERREIRA et al., 2010; FERREIRA; WENDLAND; DIDONET, 2011).

A biomassa microbiana é definida como o componente vivo da matéria organica do solo
(VANCE et al., 1987) excluindo-se a macrofauna e as raizes das plantas. A proporcéo de células
microbianas vivas contendo carbono geralmente compreende de 1 a 5 % do carbono organico
total (COT) enquanto para o nitrogénio compreende de 1 a 6 % do nitrogénio total (NT)
(ARAUJO et al., 2012).

A biomassa microbiana controla fungdes importantes no solo, como a decomposicéo e o
acumulo de matéria organica, ou transformagdes envolvendo os nutrientes minerais. Representa,
ainda, uma reserva consideravel de nutrientes, 0s quais sdo continuamente assimilados durante
os ciclos de crescimento dos diferentes organismos que compdem o ecossistema (ARAUJO;
MONTEIRO, 2007). Consequentemente, os solos que mantém alto conteldo de biomassa
microbiana sdo capazes ndo somente de estocar, mas também de ciclar nutrientes de forma mais
eficiente (GREGORICH et al., 1994).

A respiracdo ou atividade microbiana é um dos atributos que representa a oxidacao da
matéria organica por organismos aerdbicos do solo, ou seja, que usam 0 Oz como aceptor final
de elétrons até CO>. A partir dos dados de respiracdo e a biomassa microbiana pode-se calcular
0 quociente metabdlico qCO> liberado por unidade de C microbiano (ug C-CO; liberado g* mg
de C-biomassa h'Y) (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Pesquisas demonstram que esse indice pode auxiliar na avaliacao da qualidade dos solos,
pois indica o nivel de estresse da biomassa microbiana, que apresentara quocientes metabolicos
mais altos, indicando maior consumo de energia para sua sobrevivéncia (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). Por outro lado, em ecossistemas estaveis, onde predominam condic¢Ges
favoraveis, ha tendéncia de aumento da biomassa microbiana e, em consequéncia, 0 qCO; tende
a diminuir (POWLSON et al., 1987). Segundo Aradjo e Monteiro (2007), durante um estresse
na biomassa microbiana, havera direcionamento de mais energia para a manutencao celular, em
lugar do crescimento, de forma que uma proporcdo de carbono da biomassa sera perdida como
CO..

Portanto, indicadores microbiolégicos sdo ferramentas bastante Gteis no monitoramento
da poluicdo do solo. Texeira et al. (2017) concluiram que a aplicacdo de extratos vegetais
modificou o padrdo de respiragdo microbiana do solo interferindo no metabolismo dos
microrganismos, tendo os extratos de alho, pimenta e sabdo e de fumo desencadeados estresse

mais pronunciado nas populagdes microbianas.
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Apesar do crescente interesse em alternativas naturais para o controle de pragas e doencas
agricolas, trabalhos sobre o impacto de diferentes extratos vegetais na biomassa e atividade
microbiana dos solos s@o poucos. Estudos relacionandos com os efeitos causados por compostos
aleloguimicos é fundamental para uma agricultura mais consciente de seus impactos, visando o

desenvolvimento de tecnologia de producéo sustentavel.

3.6 Fungo fitopatogénico Fusarium sp.

Microrganismos fitopatogénicos sdo aqueles que, assim como endoéfitos, habitam o
interior dos tecidos vegetais. Estes, por sua vez, habitam o interior da planta, mas ndo causam
danos aparentes ao hospedeiro (HALLMANN et al., 1997). No entanto, 0S microrganismos
denominados como fitopatogénicos, diante de estresses bioticos e abidticos, tornam-se patdgenos
e causam doencas nas plantas por meio de distarbios em seu metabolismo celular (BOMFIM et
al., 2013).

Doencas em plantas causadas por fungos séo responsaveis por perda de 10% na producao
agricola mundial, o que causa grande impacto na economia (STRANGE; SCOTT, 2005;
BRZEZINSKA, 2014). Dentre os fungos de grande importancia para a agricultura mundial
encontra-se 0s do género Fusarium sp., ndo s6 por causar patologias em plantas, mas também,
porque algumas espécies produzem toxinas como tricotecenos, fumonisinas, zearalenona,
moniliformina e o acido fusarico (TINOCO, 2010).

Esse género exibe alto grau de diversidade em relacdo a atributos morfolégicos,
fisioldgicos e ecoldgicos podendo ser encontrado nas mais diversas regides geograficas do
mundo (BURGESS et al., 1997). Esse patdgeno ocorre, especialmente, em locais de climas
tropicais e subtropicais e é capaz de sobreviver por longos periodos no solo pela formacéo de
estruturas chamadas clamiddsporos. O fungo pode colonizar ramos, folhas, inflorescéncias e
frutos através de seus conidios, que sdo disseminados pelo ar, pela &gua, equipamentos agricolas,
pela complexidade do sistema solo e pela diversidade de espécies existentes nesse ambiente
(MILANESI, 2009).

Espécies de Fusarium sp. sdo associadas a doencas de grande importancia como:
Fusarium oxysporum f.sp. cubense, causador do mal-do-panama em bananeira; Fusarium solani
causador da podriddo do caule em café, da podriddo de fusario em Citrus sp. e da podridao-
radicular-vermelha em soja; Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli causador da murcha-do-fusario
em feijdo, Fusarium oxysporum f.sp. glycines causador da murcha-do-fusario em soja, Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici causador da murcha-do-fusario em tomateiro (MICHEREFF;
ANDRADE; MENEZES, 2005).
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Como varios outros fitopatégenos, Fusarium oxysporum tem vérias f. spp. que infectam
muitos hospedeiros causando diversas doengas. F. oxysporum é uma espécie com consideravel
variacdo morfolégica e fisioldgica. O interesse nesses fungos surge por causa de sua habilidade
em causar doencas de importancia econdmica na planta hospedeira (ARMSTRONG e
ARMSTRONG, 1981).

Os sintomas da doenca caracterizam-se pela clorose e queda prematura de folhas, redugéo
do crescimento e, finalmente, murcha e morte das plantas. A murcha é mais comum na fase
reprodutiva da planta, podendo ocorrer também em plantas jovens, que em determinadas
situacBes apresentam um rapido murchamento que precede a morte da planta (POLTRONIERI;
TRINDADE; SILVA, 1994). Os tecidos vasculares adquirem coloragéo castanha escura e pode
haver formacéo de intumescéncias na parte mais baixa do caule.

Pesquisas relacionadas ao uso de extratos e/ou 6leos essenciais tém demonstrado a
viabilidade de utilizacdo destes produtos naturais para o controle de doencgas causadas pelo fungo
do género Fusarium sp. Souza et al. (2007) constataram que os extratos de alho e capim-santo
reduziram a taxa de crescimento micelial e a germinacao dos esporos, como também a incidéncia
de Fusarium proliferatum em gréos de milho, aumentando a germinacdo das sementes e também
controlando o tombamento e a podriddo do colmo das plantulas.

Morais et al. (2010) determinaram os efeitos fungistaticos dos extratos de alho e agave
sobre o fungo Fusarium oxysporum S. Os extratos inibiram a germinacdo de conidios e o
crescimento micelial do fungo na medida em que se aumentaram as concentracdes, tornando o
efeito fungitoxico mais evidente. Os autores também observaram na cultura de feijdo-vagem, em
solo ndo estéril, menor incidéncia de plantulas afetadas quando tratadas com extratos de alho e
agave um dia ap6s o plantio. Venturoso et al. (2011) também verificaram in vitro atividade
antifangica aos fitopatogenos Aspergillus sp., Penicillium sp., Colletotrichum sp., Phomopsis sp.,
Fusarium solani e Cercospora kikuchii, apenas com a utilizacdo dos extratos aquosos de cravo-
da-india, alho e canela. Dado parecido também foi verificado por Oliveira (2008), em
experimento avaliando o manejo pré e pos-colheita da fusariose em abacaxi, que o extrato
hidroalcoolico de alho mostrou-se eficiente na diminuicdo da esporulagdo de Fusarium
subglutinans nos frutos, independentemente de sua concentragéo.

Estudos realizados por Diniz at al. (2008) demonstraram que o0 0leo essencial de horteld,
em concentracdo de 100 pL, foi capaz de inibir em 100% o desenvolvimento dos fungos
Aspergillus sp., Penicillum rubrum, Sclerotinia sp., Fusarium moniliforme e Corynespora
cassiicola. Perreira et al. (2006) encontraram resultados parecidos, onde o 6leo essencial de

horteld inibiu o desenvolvimento micelial do fungo Fusarium sp. Nas concentracdes de 500 e
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1000 mg/mL Hussain et al. (2010) observaram elevada acéo fungitoxica do 6leo essencial de
horteld-pimenta sobre o desenvolvimento do fitopatdgeno Fusarium solani.

Seixas et al. (2011) concluiram que o 6leo essencial de citronela, nas aliquotas de 15, 20
e 25 pL, reduziu em 100% o crescimento micelial do fungo Fusarium subglutinans, aos 2 e 4
dias ap06s repicagem.

Dessa forma, ja tem sido bem relatada na literatura o efeito negativo de diversos extratos

vegetais no controle de fungos e, indiretamente, na ocorréncia de doencas.

3.7 Efeitos de extratos vegetais nos FMA

Micorrizas arbusculares (MA) sao associa¢fes simbidticas entre fungos pertencentes ao
filo Glomeromycota e raizes de plantas da maioria dos géneros das Gimnospermas e
Angiospermas, e alguns representantes das Bridfitas e Pteriddfitas. Essa simbiose entre plantas e
microrganismos heterotréficos sdo umas das inter-relagdes bioldgicas estabelecidas no solo
(SPATAFORA et al., 2016; SMITH; READ, 2008; SCHURLER; SCHWARZOTT; WALKER,
2001; MORTON; BENNY, 1990).

Entre os diferentes tipos de associagdes micorrizicas encontradas, 80% sao formadas por
espécies de fungos micorrizicos arbusculares (FMA). Estes microrganismos interagem com as
plantas formando associagcdes simbioticas mutualisticas, onde a planta disponibiliza ao fungo
compostos fotoassimilados que permitem seu crescimento e reproducdo, enquanto que o fungo
prové uma gama de servicos as plantas, destacando-se o incremento na nutricdo mineral
(especialmente P e N), viabilizando maior crescimento e produtividade, além da protecdo contra
patdgenos, resisténcia a seca e ao estresse por poluentes no solo. Além das vantagens diretas para
a planta, esses fungos também influenciam nas propriedades fisicas, quimicas e biol6gicas do
solo (BERBARA; SOUZA; FONSECA, 2006; SMITH; READ, 1997; SOUZA et al., 2006;
CARDOSO et al., 2010).

Atraves das hifas e micélios do FMA, a planta consegue realizar a absorcao de nutrientes
fora da zona de esgotamento do sistema radicular (regido que surge devido & maior absorcéao de
nutrientes pelas raizes), promovendo aumento da atividade bioldgica além do sistema radicular
das plantas devido a manutencdo de condi¢des favoraveis neste ambiente e pela exsudacéao
promovida pelos micélios (SCHUBLER, 2002). A melhor ramifica¢io do sistema radicular das
plantas, em consequéncia da massa de micélios formada, € um parametro morfolégico acentuado
em raizes micorrizadas (ATKINSON; BERTA; HOOKER, 1994; BERTA et al., 1995) o que

resulta em melhoria de absorcdo de nutrientes do solo e fornecimento de fontes de carbono da
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planta para o FMA, garantindo a manutencdo da MA (GRIGERA; DRIJBER; WIENHOLD,
2007).

A simbiose entre FMA e raizes de plantas € obrigatoria para que esses fungos completem
0 seu ciclo de vida (BENTIVENGA et al., 2013). Durante a simbiose, ocorre a formacdo dos
arbusculos, uma estrutura caracteristica e diferenciada, que se desenvolve entre a parede celular
e amembrana plasmatica da célula vegetal e é responsavel pela maioria das trocas que acontecem
entre o fungo e a planta (SOUZA et al., 2006).

A colonizacao das raizes pelos FMA ocorre através de trés possiveis fontes de inoculos:
esporos, fragmentos de raizes colonizadas e hifas presentes no solo (SMITH; READ, 2008). As
hifas formam estruturas de penetracdo nas raizes do tipo apressorio, onde através de uma
degradacéo parcial da parede celular das células radiculares, ocorre a penetracdo das hifas, e
posterior colonizacdo das células do cortex, onde sdo formados os arbdsculos, que sao
consideradas as estruturas responsaveis por suprir o fungo com o carbono e os fotoassimilados
da planta, e onde a planta obtém os nutrientes e a 4gua retirados do solo pelo fungo (MOREIRA,;
SIQUEIRA, 2006). As vesiculas sdo estruturas globosas ou elipticas, que armazenam lipideos e
glicogénio, e servem como 6rgaos de reserva para o fungo, e podem ser formadas dentro ou entre

as células do cortex das raizes (Figura 1).

Estruturas Micorrizicas nas Raizes
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Figura 1 - Representacdo esquematica das estruturas dos FMA nas raizes.
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Os FMA reproduzem-se, principalmente, de forma assexuada por clonagem de seus
esporos, denominados de glomerosporos (GOTO; MAIA, 2006), que constitui sua principal via
de propagacdo (SOUZA et al., 2010). Se os glomerosporos sdo as estruturas fundamentais para
0 inicio do ciclo de vida dos FMA, a germinacdo e o crescimento das hifas constituem as
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principais etapas no processo de estabelecimento da simbiose e de sobrevivéncia desses fungos
(MAIA; SILVA; GOTO, 2010).

Os esporos sdo considerados bons indicadores de processos ecologicos e da influéncia
antropica sobre as comunidades de FMA, ja que suas presenc¢as nos ambientes indicam uma
colonizagdo radicular eficaz, embora ndo se fagam presentes durante todo o ciclo de vida do
fungo (SOUZA; SILVA; BERBARA, 2008).

Considerando as diversas inter-relagdes ecologicas entre fungo-planta-ambiente, das
quais os FMA sdo parte integrante, e que tais interacdes estdo estritamente relacionadas, € de se
supor que os FMA sofram grande influéncia de fatores ambientais externos (Tabela 3), afetando
direta e indiretamente na sua formacdo, funcionamento e ocorréncia. Alguns fatores que
influenciam a diversidade, ocorréncia e eficiéncia da simbiose dos FMA sdo as condicGes
ambientais, como a temperatura (MCGONIGLE; MILLER, 1999), a umidade (OLIVEIRA
FILHO; CARVALHO, 1993), além da relacdo genotipo-hospedeiro (MELLONI; SIQUEIRA,;
MOREIRA, 2003), as quais podem atuar nos propagulos fangicos. Outras condic6es que afetam
a colonizacao das raizes e a producdo de esporos de FMA sdo a utilizacdo de fertilizantes e
agrotoxicos, intensidade de luz e defoliacdo, pois reduzem o suprimento de carbono pela
diminuicéo da fotossintese (CAVALCANTE; GOTO; MAIA, 2009).

Tabela 3 - Fatores que influenciam na formacéo e na ocorréncia de FMA.

Componente Principais Fatores
Sol Disponibilidade de nutrientes, pH, elementos tdxicos, salinidade, textura,
olo
estrutura e agregacéo, densidade, umidade e organismos.
_ Espécies, variedade, cobertura vegetal, estado nutricional, idade, ciclo e
Hospedeiro _ o _ ) o
taxa de crescimento, alelopatia, sistema radicular, exsudacao e senescéncia.
) Intensidade luminosa, temperatura, sazonalidade, precipitacdo, poluicdo
Ambiente . .
atmosférica e do solo e estresses diversos.
Historico da é&rea, tipo de cultivo, erosdo, irrigacdo, fertilizantes e
Manejo corretivos, controle de ervas daninhas, pastejo, mudangas na vegetagéo e

agrotoxicos.

Fonte: Moreira e Siqueira (2006).

Poucos estudos sobre a influéncia dos metabdlitos secundarios no desenvolvimento de
fungos micorrizicos vém sendo conduzidos com o objetivo de verificar se hd bioestimulacéo

dessas substancias na germinacao dos esporos, no crescimento dos FMA nos tecidos internos das
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raizes, na formacdo de micelio extra-radicular e no estabelecimento de simbiose (STEFFEN et
al., 2012; BAINARD; BROWN; UPADHYAYA, 2009; FARIA et al., 2009).

A manutencdo de uma comunidade de FMAs diversa e ativa na rizosfera das plantas é
importante para a sustentabilidade dos agrossistemas (BETHLENFALVAY; LINDERMAN,
1992). Em &reas onde ocorre a aplica¢do de compostos quimicos de origem natural, a comunidade
micorrizica pode ser afetada, tornando-se importante conhecer as espécies vegetais a serem
escolhidas no controle fitossanitario dessas areas, visto que sua utilizacdo pode alterar as
caracteristicas quimicas, fisicas e microbioldgicas do solo. Tal preocupacéo foi a linha mestre do

desenvolvimento deste trabalho.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do material vegetal

Para a obtencdo dos extratos, folhas frescas de Mentha spicata L. (horteld-comum) e
Tagetes patula L. (cravo-de-defunto), partes aéreas de Cymbopogon nardus L. (citronela) e
bulbos de Allium sativum L. (alho), foram coletados em janeiro de 2019 pela manh&, com o
objetivo de eliminar o efeito temporal sobre o teor das substancias bioativas sintetizadas pelas
plantas (SILVA et al., 1999), em uma propriedade de producao organica situada na zona rural de
Itajuba-MG (coordenadas: latitude 22°22°35.6” S e longitude 45°33°27.7” W). As folhas e os
bulbos foram submetidos a triagem visivel com a finalidade de selecionar amostras integras
(auséncia de fungos, degradacéo por insetos, entre outros) e encaminhadas ao Centro de Estudos
em Qualidade Ambiental (Cequam), na Universidade Federal de Itajuba, para o processamento.

O material vegetal foi lavado com agua corrente e disposto sobre papel toalha em uma
bancada para secagem, por um periodo de 12 horas. Em seguida, as folhas e os bulbos (sem
casca) foram colocados em sacos de papel kraft e permaneceram em estufa de ventilacdo forcada
a 45 °C até peso constante. Este procedimento minimiza as rea¢des enzimaticas (hidrolise de
glicosideos, por exemplo) que ocorrem com o tempo. As amostras foram trituradas
separadamente em um moinho de facas até a obtencdo de um pé fino e armazenado em frascos
de vidro herméticos, em temperatura ambiente, para utilizacdo em todos os ensaios (COSTA et
al., 2005). Nesta etapa, ocorre a ruptura de estrutura bruta do material, de forma que o torna mais
homogéneo e com maior area superficial, permitindo uma melhor penetracdo do solvente e,

consequentemente, uma maior eficiéncia na etapa seguinte de extracdo (PEREIRA et al., 2016).

4.2 Obtencao dos extratos vegetais

Para a obtencdo do extrato aquoso, foram adicionados 100 mL de &gua destilada sobre 10
g de biomassa seca para resultar no extrato aquoso bruto (10% m/v), permanecendo por 24 h em
temperatura ambiente e ao abrigo da luz, agitado 1 vez ao dia. Apds esse periodo, foi realizada a
filtracdo em papel filtro. O extrato resultante foi recolhido em um béquer e, a partir dele, foram
feitas diluicbes em agua destilada para 10,0, 7,5, 5,0 e 2,5% m/v (Figura 2) (UHLMANN;
OLIVEIRA; SANTOS, 2018; GRISE et al., 2012). Os extratos aquosos, em todos 0s ensaios,
foram utilizados no mesmo dia da filtracdo, permanecendo em refrigeracdo até 0 momento da

aplicacéo.
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ruto aquoso das folhas de Mentha spicata, Tagetes patula,
Cymbopogon nardus e bulbos de Allium sativum.
Fonte: o autor (2019).

4.3 Amostra de solo

As amostras de solo utilizadas neste estudo tiveram origem de um Argissolo vermelho
distrofico latossélico de textura argilosa e média. Esse material foi coletado nas seguintes
coordenadas: latitude 22°24°18.93” S e longitude 45°25°42.18” W, altitude 889 metros, em
mediagBes do perimetro urbano da cidade de Itajubd-MG. As anélises das amostras do solo foram
realizadas para determinar sua composicdo quimica (Tabela 4). Esse solo foi escolhido por ser

caracteristico da regido de Itajuba-MG.

Tabela 4 - Caracterizacdo quimica da amostra de solo utilizada na composi¢do do experimento.

pH K P Na Ca Mg Al H+ AL
--------------- (mg/dm?) (cmol,/dim3)
4,77 36,18 1.62 - 0.45 0.23 1.36 8.56
SB t T v m Materia P
Organica remanescente
--------------- (cmol./dm?*) (%) (dag'kg) (mg/L)
0.77 213 9.33 8.46 63.85 2.30 19.53

As amostras de solo foram coletadas a uma profundidade entre 0-10 cm, logo abaixo da
camada de vegetacdo que compunha o local da coleta. Em seguida, esse material foi peneirado
em particulas de tamanho inferior a 2,0 mm e submetido a refrigeracdo (+ 4°C) para a
manutencdo da umidade correspondente ao momento da coleta. E importante ressaltar que foi

necessario processar essa amostra de solo recém-coletado imediatamente, para fins de
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determinacdo de umidade e posterior conservacdo a + 4°C. A determinacdo da umidade de solo

é essencial para atividade microbiana, biomassa e coeficiente metabolico.

4.4 Avaliacdo do efeito dos extratos vegetais na atividade microbiana, biomassa e
coeficiente metabdlico

Para esse ensaio foram utilizados os extratos aquosos de alho, horteld, citronela e cravo-
de-defunto nas concentracdes de 2,5, 5, 7,5 e 10,0% m/v em duas etapas, conforme metodologia
proposta por Ferreira, Camargo e Vidor (1999): uma onde as amostras de solo ndo foram
submetidas a irradiagcdo por micro-ondas e outra, quando estas foram irradiadas.

Para as amostras ndo irradiadas, foram pesados 40,0 g do material em frascos de vidro
com capacidade para 1,0 L, as quais receberam, individualmente, 1,0 mL da solucéo que continha
0s extratos para cada concentracdo empregada. Foram utilizadas quatro repeticBes por
tratamento. Um conjunto de quatro amostras de solo foram mantidas sem os extratos (dose 0), na
qual se adicionou 1,0 mL de agua destilada, visando assim, manter as mesmas condicdes de
umidade para todas as amostras ndo irradiadas. Um controle também foi preparado em
quadruplicada e o que o diferia das outras amostras € que 0s seus respectivos frascos de vidro
ndo apresentavam as amostras de solo em seu interior (para descontar o CO> presente na amostra
de ar interno).

Em seguida, um béquer de 50,0 mL de plastico foi introduzido nos frascos de vidro e, no
interior destes béqueres, foram adicionados 10,0 mL de uma solucdo de NaOH 1,0 mol L7,
visando a captacdo do CO; liberado pela biomassa presente nas amostras de solo. A partir dai

esses frascos foram fechados e lacrados usando fita adesiva transparente (Figura 3).

Figura 3 - Esquema apresentando as etapas do preparo das amostras nao irradiadas para o ensaio de determinacéo
de atividade e biomassa microbianas.
Fonte: o autor (2019).
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J& para o preparo das amostras irradiadas, pesaram-se, primeiramente, 40,0 g deste
material em uma placa de Petri de massa conhecida (P1) para, em seguida, submeté-la a radiacdo
infravermelha maxima (2450 MHz) no interior de um micro-ondas por um periodo de 2 minutos
(FERREIRA; CAMARGO; VIDOR, 1999). Apo0s esse procedimento, aguardou-se esse material
chegar a temperatura ambiente para ser novamente pesado (P2), visando assim, obter o valor, em
massa de agua, que as amostras de solo perdiam com o processo de irradiacdo por micro-ondas
(P3). A partir desses resultados, foi possivel calcular, por meio da formula 1, de forma isolada,
guanto em massa de adgua foi novamente ser reintroduzida em cada amostra de solo, mantendo,

assim, a umidade relativa de todas as amostras (irradiadas ou ndo) ao conduzir o ensaio.

P1+P2=P3 @)

Onde:
P1 = é o peso da placa de Petri (Po) somado ao peso da amostra de solo (PA)
P2 = é o0 peso da placa de Petri com a amostra de solo ap6s a fumigacéo

P3 = é 0 peso de agua estimado, em gramas, que a amostra de solo perdeu

Como a densidade da agua é 1,0 g/cm?® a 25°C, a partir deste dado foi possivel converter
P3 em volume e verificar quanto de agua deveria ser adicionado em cada uma das amostras.

Apbs fazer o ajuste da umidade nos frascos de vidro, foi necessario adicionar aos mesmos
2,0 g de amostra de solo, agora com a finalidade de inocular esse material que deve estar livre de
organismos apos a irradiacdo. A partir dai, foram seguidos os mesmos procedimentos aplicados
anteriormente nas amostras nao irradiadas quanto ao numero de repeticdes, emprego de solucdes
de mesma concentracao dos extratos, utilizacdo de quatro amostras ndo enriquecidas, a colocacao
dos béqueres no interior dos frascos de vidro, adi¢do de NaOH 1,0 mol L™ aos béqueres, vedacio

dos recipientes e uso de quatro controles (Figura 4).
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de determinagdo de

Figura 4 - Esquema apresentando as etapas do preparo das amostras irradiadas para o ensaio
atividade e biomassa microbianas.
Fonte: o autor (2019).

Estando todos os frascos de vidro devidamente vedados (amostras de solo ndo irradiadas,
irradiadas e controles), os mesmos foram levados a uma incubadora, onde permaneceram, na

auséncia da luz, por um periodo de 14 dias a 28 °C (Figura 5).

¥
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Figura 5 - Frascos de vidro na cdmara de incubagéo.
Fonte: o autor (2019).

Ak

Passado esse intervalo de incubacéo, retiraram-se 0s recipientes e, em seguida, 0S seus
respectivos béqueres, anteriormente preenchidos com uma solugdo de NaOH 1,0 mol L7,
receberam 5,0 mL de uma solugéo de BaCl, 1,0 mol L, com o objetivo de estabilizar o titulado
e, ao final, adicionou-se uma gota de solucédo alcodlica de fenolftaleina 1%, como indicador. A

titulacdo foi realizada sob agitacdo, com o uso de um agitador magnético sem aquecimento e uma
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bureta graduada de 10,0 mL preenchida com uma solugéo de HCI 1,0 mol L padronizada (Figura
6).

Figura 6 - Esquema apresentando as etapas da titulagdo com HCI 1,0 mol L.
Fonte: o autor (2019).

A liberacdo de CO; retida na solucdo de NaOH 1,0 mol L foi calculada pela formula 2
(STOTZKY, 1965), visando assim, determinar a atividade microbiana (que corresponde a

respiracdo basal nas amostras ndo irradiadas e irradiadas).
mgCO.=(B-V)xMxE 2

Onde:

B = 0 volume de HCI necessario para titular o excedente de NaOH da prova em branco;
V = 0 volume de HCI necesséario para titular o excedente da amostra;
M = a molaridade do HCI 1,0 mol L?;

E = 0 peso equivalente do carbono.

Chegaram-se aos valores do carbono (C) presentes na biomassa microbiana por meio da
férmula 3, sendo que o C foi determinado ap06s a relacdo C/CO..

Cmic = (C1—CNI) /KC = pg g * de C no solo (3)

Onde:

Chmic = carbono presente na biomassa microbiana do solo;
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ClI = carbono presente na amostra fumigada ou irradiada;
CNI = carbono presente na amostra ndo fumigada ou n&o irradiada;
Kc = fator de converséo de 0,45 (DE-POLLI; GUERRA, 1996).

E, finalizando os célculos, o quociente metabdlico (qCO2) foi obtido por meio da formula

qCO2 = mg CO2 /Cic 4)

Onde:
mg CO; = atividade microbiana;
Chmic = carbono da biomassa microbiana (FERREIRA; CAMARGO; VIDOR, 1999).

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk (p<0,05)
(SHAPIRO; WILK, 1965) e a analise de variancia (ANOVA), utilizando-se o software SISVAR,
versdo 5.3 (FERREIRA, 2011). Posteriormente, os valores foram comparados pelo teste de Scott-
Knott a p>0,05 e realizadas analises de regressdo, pelo mesmo software. Para os dados que nao
seguiram o pressuposto da normalidade, aplicou-se a transformacio Vx+0,5 (STORCK et al.,
2016).

4.5 Avaliacdo da atividade antifingica dos extratos vegetais

O isolado de Fusarium oxysporum foi obtido na Universidade Federal de Lavras (UFLA),
no Departamento de Fitopatologia. Apds a obtencdo do isolado, discos de 5 mm do fungo foram
repicados em meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar) para obtencio de cultura pura. Em
seguida, as placas foram identificadas e levadas em incubacdo em camara de crescimento, com
fotoperiodo de 12, sob temperatura de 25°C £ 2 °C, por 10 dias, onde permaneceram até a
conducdo do experimento.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 4 x 2 sendo
quatro extratos aquosos (alho, citronela, horteld e cravo-de-defunto) e duas concentragdes de
cada extrato (0 e 10,0%) onde a concentracdo O corresponde ao tratamento controle. Foram
usadas quatro repeticbes para avaliacdo do crescimento micelial onde cada repeticdo foi

constituida por uma placa de Petri.
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Os extratos obtidos conforme o item 4.2. foram esterilizados por filtragdo em membrana
Millipore de 0,22 mm de didmetro e incorporados em meio de cultura BDA j& autoclavado e
semi-fundentes para obter a concentracdo de 10%. Os meios de cultura contendo os extratos
foram vertidos de placas de Petri e, apds a sua solidificacdo, um disco de micélio (5 mm de
didmetro) do fitopatdgeno, com 8 dias de idade, retirados de colénias puras, foi repicado para o
centro de cada placa, que foram vedadas com filme pléstico e colocadas em cAmara de incubag&o
a uma temperatura de 25°C * 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas. O tratamento controle foi
representado pelo cultivo dos discos de micélio do fungo em meio de cultura puro.

As avaliacOes foram realizadas por meio da medicdo do diametro das col6nias (mm)
(média de duas medidas diretamente opostas) com um paquimetro manual no sentido horizontal
e vertical da coldnia a cada 48 horas, a partir da instalacdo do experimento, perdurando até trés
avaliacdo (2, 4 e 6 dias de incubacéo), ou seja, até 0 momento em que as coldnias flngicas do
tratamento testemunha atingiram toda a superficie do meio de cultura (7 dias apds a montagem
do teste). A partir dos dados obtidos foi determinada a percentagem de inibicdo do crescimento
micelial (PICM) por meio da formula 5, para cada tratamento, em relacdo ao tratamento controle
(CELOTO, 2005).

PICM = [(DTE - DTR) / DTE] x 100 (5)
Onde:
DTE = diametro da testemunha;

DTR = diametro do tratamento.

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk (p<0,05)
(SHAPIRO; WILK, 1965) e a anélise de variancia pelo teste F (ANOVA). As médias dos
tratamentos foram comparadas por meio do teste de Scott-Knott a p>0,05 de probabilidade e
submetidas a uma regressdao. As analises foram realizadas pelo programa SISVAR, verséo 5.3
(FERREIRA, 2011).

4.6 Avaliacdo do extrato vegetal na colonizagdo micorrizica

Para esse ensaio, 0s tratamentos constaram de duas espécies de fungos micorrizicos
arbuculares (FMA), previamente identificados como Gigaspora rosea e Rhizophagus clarus. As
espécies de FMA fazem parte da colegdo da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
(ESALQ), Universidade de Sdo Paulo, Departamento de Ciéncia do Solo, Laboratério de

Microbiologia do Solo. A identificacdo destes fungos foi baseada em informac6es da Colecao
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Internacional de Fungos Micorrizicos (Vesiculo) Arbusculares disponiveis no site do INVAM
(http://invam.caf.wvu.edu/), em conjunto com metodologias tradicionais que utilizam a
morfologia do esporo, como presenca ou auséncia de caracteristicas (por exemplo, tubo
germinativo e células auxiliares), tipo de formacéo do esporo e estruturacao de sua parede celular
(GERDEMANN; TRAPPE, 1974; WALKER; SANDERS, 1986; MORTON; BENNY, 1990).

O experimento foi instalado e conduzido em casa de vegetacdo, com ventilagdo forgada
de ar, sob temperatura controlada, na Universidade Federal de Itajuba. Foi empregado o
delineamento inteiramente casualizado (DIC), organizado em esquema fatorial 1 x 5 sendo o
fator 1 correspondente ao extrato vegetal que apresentou melhor atividade antifungica (item 4.2)
e o fator 2 correspondente as cinco doses do extrato (0, 2,5, 5,0, 7,5 e 10%), com quatro repeticdes
por tratamento, totalizando 20 unidades experimentais. Foi montado um ensaio para cada espécie
de FMA.

Cada unidade experimental foi composta por recipientes plasticos de 700 cm?, os quais
tiveram seu volume preenchido por substrato composto por amostra de solo (mesmas amostras
obtidas no item 4.3) e areia média, ha proporcdo de 2:1, esterilizado em autoclave. A esterilizacao
das amostras de solo que receberam a inoculacdo foi realizada em autoclave com elevada
temperatura e pressdo (121°C - latm) por uma hora, seguida de repouso da amostra em
temperatura ambiente durante a noite. Este processo foi repetido por dois dias consecutivos.

Cada substrato foi infestado com 50 esporos de FMA, veiculado por porgdes de terra do
material recebido, a 1,5 cm de profundidade. Posteriormente, cada recipiente plastico recebeu
trés sementes de milho organico (Zea mays L.) variedade BRS Caimbé, previamente
desinfestadas com alcool a 70% e hipoclorito de sodio a 1%, de acordo com Lazarotto, Muniz e
Santos (2010). Nessa pesquisa optou-se em utilizar sementes de milho organico por néo
apresentarem tratamento quimico.

Foram aplicados 60 mL de solucdo nutritiva de Hoagland (Hoagland e Arnon, 1950) com
1/3 da dose de P. Foi aplicado baixa dose de fosforo, pois pequena quantidade desse elemento
favorece a colonizacdo e esporulacdo dos FMAs (FERNANDES et al., 1987). A umidade dos
substratos foi mantida em torno de 60% da capacidade de campo, sendo a sua correcédo feita com
agua destilada ap6s pesagens constantes. O numero de sementes germinadas foi verificado 8 dias

apos a semeadura, quando foi realizado o desbaste para uma planta por vaso (Figura 7).
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Figura 7 - Montagem do experimento. A- ReC|p|ente plastico com tres sementes de milho. B-Disposicdo dos
recipientes plasticos na casa de vegetacdo. C- Germinagdo das sementes de milho. D- Plantas de milho com 8 dias.
E- Recipientes com uma planta.

Fonte: o autor (2019).

O extrato vegetal, nas suas respectivas concentracdes, foi aplicado sobre o substrato dos
tratamentos correspondentes, com uma pipeta graduada, dez e trinta dias apés o plantio. As
plantas receberam 20 mL de extrato (Figura 8) (FARIA at al., 2009). Para o tratamento dose 0,

foi aplicada agua destilada.

Figura 8 - Aplicacédo do extrato de alho.
Fonte: o autor (2019).

As avaliacBes do experimento foram realizadas aos 45 dias apds a infestacdo do substrato.
Para a avaliacdo do crescimento vegetal do milho foram determinadas e analisadas as seguintes
variaveis: altura da muda (cm), massa seca da parte aérea (mg) e massa da matéria fresca das
raizes (mg).

A altura foi determinada com paquimetro, sendo obtida pela distancia do colo da planta
até a extremidade das Ultimas axilas foliares. Posteriormente, separou-se a parte aérea do sistema

radicular das plantas, cortando-se com tesoura o colo da planta, rente a superficie do solo, e
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acondicionadas, individualmente, em sacos de papel devidamente identificados. A matéria seca
da parte aérea do milho foi determinada apds secagem em estufa de circulacéo de ar forcado, a

temperatura de 60 °C, onde permaneceram até peso constante (Figura 9).

Figura 9 - Acondicionérheo, secaem e pesagem das amostras parte aérea do milho. A- Amostras identificadas.
B- Secagem em estufa. C- Pesagem das amostras em balanca analitica.
Fonte: o autor (2019).

A massa da matéria fresca das raizes do milho foi determinada pesando-se a raiz, apos

lavagem em agua corrente (Figura 10).

Figura 10 - Determinagdo da massa da matéria fresca da raiz. A- Secagem da raiz. B- Diferenca visual no
desenvolvimento das raizes. C- Pesagem da raiz em balanga analitica.
Fonte: o autor (2019).

Apbs a pesagem da massa da matéria fresca das raizes, estas foram acondicionadas em
frascos com alcool 70% identificadas e armazenadas a temperatura ambiente. Para a
determinacdo da colonizagdo radicular pelos FMA, foram determinadas intensidade e

porcentagem de colonizacdo micorrizica.
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As raizes finas foram lavadas em &gua corrente para retirar o excesso de alcool, cortadas
com o auxilio de um bisturi em pedagos de 1 cm, acondicionadas em cassetes plasticos
identificados e imersas em solucdo de KOH 10%. As amostras permaneceram em banho-maria
a 90 °C por 25 minutos.

As amostras de raizes foram removidas do banho-maria, lavadas em &gua corrente e
cobertas com é&cido acético 7% (CH3sCOOH) por 3 minutos para acidificar, facilitando a posterior
impregnacao do corante “Triphan Blue”. ApGs o processo de clareamento, as raizes foram lavadas
em &gua corrente em abundancia para a remocdo de todos 0s reagentes e posteriormente foram
adicionadas em solucao de azul de tripano 0,05%, &cido cloridrico 0,5% e glicerol, e fervidas em
banho-maria a 90 °C por 2 minutos, observando-se a intensidade da coloracdo das amostras (Figura
11) (PHILLIPS; HAYMAN, 1970).

Figura 11 - Procedimento de coloracdo das raizes. A- Acondicionamento das raizes em cassetes. B- Aquecimento
em solucdo de KOH 10% a 90 °C em banho-maria. C- Coloragdo em solugéo de azul de tripano 0,05%, acido
cloridrico 0,5% e glicerol.

Fonte: o autor (2019).

Ao retirar as amostras do banho maria, o excesso de corante foi descartado e as amostras
de raizes coradas foram armazenadas em tubos contendo solugdo de acido latico, agua destilada
e glicerina (1:1:1) até o momento da determinagéo da porcentagem e intensidade de colonizacao.

Ap0s a coloracdo das raizes, foi determinada a porcentagem de colonizagdo micorrizica
com auxilio de microscopio estereoscopico (lupa) com aumento minimo de 40x, utilizando o método
de intercessdao das linhas cruzadas (grid line method). Este método é baseado na observacdo de
fragmentos de raizes em placa quadriculada (1 cm por 1 cm) e determinagdo de fragmentos
colonizados e ndo colonizados pelo FMA, para o célculo da porcentagem de raizes colonizadas
(%CM) na amostra (GIOVANETTI; MOSSE, 1980). Foi anotado, em cada intersecao, se as raizes
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eram positivas ou negativas para as caracteristicas das micorrizas arbusculares, a presenca de

arbusculos, vesiculas e hifas (Figura 12). Os valores obtidos foram aplicados na seguinte formula

(7):

% de colonizacdo micorrizica = n° de intersecdes positivas x 100 (7)

n° de positivas + negativa

Figura 12 - Anélise da porcentagem de colonizagdo radicular. A- Raizes disposta em placa quadriculada e
visualiza¢do no microscépio estereoscdpico. B- Imagem do microscopio estereoscopico.
Fonte: o autor (2019).

Para avaliacdo da intensidade de colonizacdo radicular, laminas de microscopio foram
montadas contendo 10 segmentos de raiz de aproximadamente 1 cm e analisadas em microscopio
Optico em aumento total de 100x. Foram atribuidas notas de 0 a 100%, conforme a ocupacéo da
area radicular pelas estruturas fungicas (Figura 13) (BETHLENFALVAY et al., 1981).
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Figura 13 - Analise da intensidade de colonizacdo radicular. A- Preparacdo da lamina de microscopia com 10
segmentos de raizes. B- Visualizagdo em microscépio dptico. C, D e E- Imagens do microscépio 6ptico hifas
fingica colonizando a raiz de planta.

Fonte: o autor (2019).

Os dados obtidos de todos os atributos analisados foram submetidos ao teste de
normalidade por Shapiro-Wilk (p<0,05) (SHAPIRO; WILK, 1965) e a anlise de variancia pelo
teste F (ANOVA), utilizando-se o software SISVAR, versédo 5.3 (FERREIRA, 2011), para
avaliacdo das fontes de variacdo. Posteriormente, as médias foram comparadas pelo teste de
Scott-Knott a p>0,05 e realizadas analises de regressdo envolvendo o comportamento de FMA
em funcdo das doses de extratos, pelo mesmo software. Para 0s dados que ndo seguiram o
pressuposto da normalidade, aplicou-se a transformagio Vx+0,5 (STORCK et al., 2016).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
Os resultados obtidos nesse trabalho estdo sendo apresentados seguindo a ordem descrita
na metodologia, ou seja, o efeito dos extratos vegetais na microbiota do solo, no controle do
fungo Fusarium oxyporium e em FMA e formacdo de micorriza. A anélise dos resultados sera
apresentada para cada extrato e suas concentragcdes. Nao se fez a comparacao dos efeitos entre
extratos por se entender que cada um atua de forma diferente, conforme ja apresentado na

fundamentacao teorica.

5.1 Avaliagdo do efeito dos extratos vegetais na atividade microbiana, biomassa e
coeficiente metabdlico

N&o houve efeito das concentracdes de nenhum extrato vegetal na variavel biomassa
microbiana, ou seja, pela metodologia de irradiacdo por micro-ondas, as doses testadas nédo
interferiram na quantidade de microrganismos presente na amostra de solo, conforme mostra as
Tabelas 8, 9, 10 e 11 (anexo).

O comportamento da biomassa microbiana (Cmic) submetida as doses de cada extrato
encontra-se na Figura 14. Houve ajuste significativo apenas para o extrato aquoso de Tagetes

patula com comportamento representativo em regresséo linear crescente.
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Figura 14 - Biomassa microbiana em relacdo a diferentes concentragdes do extrato aquoso. A- Extrato aquoso de
Allium sativum. B- Extrato aquoso de Mentha spicata. C- Extrato aquoso de Cymbopogon nardus. D- Extrato aquoso de
Tagetes patula.

Fonte: o autor (2019).
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Moreira e Siqueira (2006) elencam trés principais razdes para a estabilidade ou
manutencdo da biomassa microbiana apds uma interferéncia: i) o material celular dos
microrganismos afetados e mortos pelos produtos pode tornar-se substrato disponivel para os
sobreviventes que, por ndo sofrerem competicdo no solo tratado, proliferam; ii) os residuos dos
produtos podem servir de fonte de carbono, energia e nutrientes para os sobreviventes; iii) 0s
produtos podem promover modificages fisico-quimicas no solo, favorecendo a proliferagédo
microbiana.

Alguns trabalhos relataram efeitos adversos de compostos a grupos diferentes de
microrganismos do solo. Por exemplo, um efeito toxico sobre as comunidades fungicas do solo
pode resultar em menor competicdo para degradacdo de compostos organicos, favorecendo o
crescimento de comunidades bacterianas heterotroficas (CYCON et al., 2006; MUNOZ-LEOZ
et al., 2012). Ademais, outros tipos de microrganismos edaficos que apresentam comportamento
fungivoro, como os protozoarios, também podem se beneficiar do enfraquecimento ou reducéo
das comunidades de fungos (GEISEN et al., 2016).

Desse modo, as concentracdes dos extratos vegetais utilizadas: i) podem ndo ter
promovido efeito na biomassa pelos compostos aplicados apresentarem baixa toxicidade,
necessitando de altas doses para promover efeito tdxico ou ao método usado na extracdo do
extrato e composicao quimica da planta coletada ou ii) pela susceptibilidade dos microrganismos,
podendo ter afetado grupos especificos, os quais, no geral, ndo foi suficiente para uma variagédo
na biomassa microbiana total (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; REGNAULT-ROGER; ISMAN,
2000; HAMRAOUI, 1995). Para a avaliacdo do efeito em grupos especificos, a técnica utilizada
teria que ser adaptada, ora adicionando fungicida para avaliar a biomassa bacteriana, ora uma
droga antibacteriana para avaliar a biomassa fungica.

Diferentemente dos resultados para biomassa microbiana, 0s extratos e suas
concentracdes afetaram a atividade microbiana das amostras de solo (Tabelas 12, 13, 14 e 15 em
anexo). A Figura 15 mostra o comportamento da atividade microbiana ao longo das
concentracdes dos extratos, com suas respectivas regressdes. Houve ajustes significativos para
todos os extratos aquosos testados com comportamento representativo em regressao linear
positiva, mostrando que, a medida que as doses do extrato aumentaram, diretamente houve

aumento da atividade microbiana.
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Figura 15 - Atividade microbiana em relag&o a diferentes concentra¢@es do extrato aquoso. A- Extrato aquoso de
Allium sativum. B- Extrato aquoso de Mentha spicata. C- Extrato aquoso de Cymbopogon nardus. D- Extrato
aquoso de Tagetes patula.

Fonte: o autor (2019).

A atividade respiratéria quantifica o carbono em forma de CO; advindo da respiracdo de
organismos do solo e, portanto, a atuacdo destes na decomposi¢cdo da matéria organica adicionada
(ALEF; NANNIPIERI, 1995). Como ndo foi observada inibicdo deste atributo nas doses
analisadas (Figura 15), os extratos foram utilizados como fonte de carbono pela comunidade
microbiana.

Em experimento semelhante, Teixeira et al. (2017) verificaram que a aplicacdo de caldas
vegetais modificou o padrdo de respiracdo microbiana do solo, tendo as caldas de alho, pimenta
e sabdo e de extrato de fumo desencadeado estresse mais pronunciado nas populagdes
microbianas. Para os autores, esse resultado esta relacionado primariamente com a atividade
antimicrobiana de alguns componentes presentes nestas caldas.

Os efeitos desses extratos sobre a respiracdo do solo revelam uma alteracdo no
metabolismo dos microrganismos submetidos a sua presenca, contrario ao observado para
biomassa microbiana. Dessa forma, a manutencdo da biomassa microbiana e um aumento da
atividade microbiana podem indicar uma possivel condicéo de estresse (TEIXEIRA at al., 2017),

0 que pode ser revelado pelo quociente metabdlico (ALVES et al., 2011).
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Nesse sentido, houve efeito de todas as concentracOes dos extratos para 0 quociente
metabdlico ( Tabelas 16, 17, 18 e 19 em anexo). Mais sensivel a variacdo de manejo agricola do
que a biomassa e atividade microbianas, o quociente metabdlico (qCO.) é usualmente utilizado
como indicador ecofisiolégico das mudancgas na comunidade microbiana do solo, representando
a relacdo entre as quantidades de CO> produzidas por unidade de C da biomassa microbiana, por
unidade de tempo (ANDERSON, 2003).

A Figura 16 mostra o comportamento do quociente metabolico mediante as doses dos
extratos vegetais por meio de regressao. Observou-se que 0s extratos aquosos de Allium sativum
e Mentha spicata apresentaram comportamento dose independente, isto €, com o aumento da
concentracdo de cada extrato, maior foi o quociente metabolico. Os extratos de Cymbopogon
nardus e Tagetes patula apresentaram comportamento representativo em regressdo linear
positivo, mostrando que a medida que as doses aumentaram houve diretamente aumento dos

valores de qCOs..

20 20

18
y=0,2134¢ -0,6412x + 3,0989
16 R2 = 0,9907*

14

y=01413¢ - 04253x + 3,668
R? = 0,9955*

12
10

qCO2 (ng CO2/pg C. g de solo seco. h)

qCO2 (ng CO2 /pg C. g de solo seco. h)

o N B o ©

0 25 5 75 10 10

Concentragéo (%) Concentragao (%)

14 y =1,0073x +1,0013

y =0,7748x + 25625
R? = 0,8941* .

12 R = 0,8003* .

qCO2 (ng CO2 /pg C. g de solo seco)
qCO2 (ng CO2/pg C. g de solo seco.h)

0 25 5 75 10 0 25 5 75 10

Concentragéo (%) Concentragao (%)

Figura 16 - Quociente metabdlico em relagdo a diferentes concentragdes de extrato aquoso. A- Extrato aquoso de
Allium sativum. B- Extrato aquoso de Mentha spicata. C- Extrato aquoso de Cymbopogon nardus. D- Extrato
aquoso de Tagetes patula.

Fonte: o autor (2019).

Para o extrato de Tagetes patula, houve um aumento na biomassa (Figura 14) e um

aumento na atividade microbiana (Figura 15), entretanto o acréscimo da biomassa ndo foi
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suficiente para minimizar o estresse nos microrganismos, uma vez que o quociente metabdlico
também aumentou (Figura 16). Valores elevados do quociente metabdlico podem significar
condicdes de estresse para as comunidades microbianas que, utilizando uma maior quantidade
de recursos energéticos para a propria sobrevivéncia, acabam por promover uma menor
conversdao do carbono organico em biomassa microbiana (ANDERSON; DOMSCH, 1985;
MUNOZ-LEOZ et al., 2013).

Ambientes com algum fator de estresse, como 0s extratos vegetais adicionados ao solo,
podem causar um distdrbio no metabolismo do solo, elevando o qCO: pela menor eficiéncia dos
organismos na incorporagdo de carbono orgénico a biomassa, e talvez afetando a mineralizagéo
e imobilizacdo de nutrientes importantes para a fertilidade do solo (ANDERSON; DOMSCH,
1993; BUSSE et al., 2001).

Esta observacdo indica que a utilizacdo destes extratos, no curto espaco de tempo deste
experimento (14 dias), interferiu na comunidade microbiana do solo. No entanto, o ambiente solo
é extremamente heterogéneo e dindmico, recomendando-se que novos periodos sejam avaliados,

para acompanhar o impacto dos extratos vegetais e suas sucessivas doses e/ou concentracdes.

5.2 Avaliacdo da atividade antifungica dos extratos vegetais sobre o fungo Fusarium
oxysporum

Os resultados da analise de variancia revelaram interacdo significativa entre o fator
extratos vegetais, pelo teste F a 5% de probabilidade (Tabela 20 em anexo). Sendo assim, a
atuacdo dos principios ativos dos vegetais utilizados difere em relagcdo ao controle no crescimento
micelial do F. oxysporum.

Os resultados referentes a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PICM) de
F. oxysporum pelos quatros extratos vegetais incorporados em meio de cultura soélido estdo
apresentados na Tabela 5.

Com relacgéo a inibicdo do crescimento micelial de F. oxysporum o0s extratos aquosos de
alho, horteld e citronela na concentragdo de 10% inibiram o desenvolvimento do fungo in vitro,
diferindo significativamente ao nivel de 5% de probabilidade em relacdo a testemunha (Tabela
5). Observou-se que o melhor resultado foi obtido com o extrato de alho, que reduziu o
crescimento micelial em 76,90% diferido estatisticamente das demais plantas testadas. Este
resultado pode indicar a existéncia de compostos secundarios biologicamente ativos com

capacidade de exercer acao antifingica sobre o patégeno.
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Tabela 5 - Efeito de extratos aquosos de Allium sativum, Mentha spicata, Cymbopogon nardus
e Tagetes patula a 10% de concentracdo, na porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de
Fusarium oxysporum em meio s6lido in vitro.

Tratamento % Inibicdo do Crescimento Micelial
Testemunha 0,00d

Extrato Allium sativum 76,90 a

Extrato Mentha spicata 54,72 b

Extrato Cymbopogon nardus 22,69 c

Extrato Tagetes patula 0,00d

CV (%) 25,22

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott p>0,05 de
probabilidade.

A toxicidade de extratos vegetais de alho sobre patdgenos tem sido constatada por
diversos pesquisadores. Morais et al. (2010) concluiram que os extratos de alho nas
concentragOes de 10 e 20% inibiram o crescimento micelial do fungo de F. oxysporum, onde
pode ser verificado que em todos os tratamentos os efeitos fungitoxicos se manifestaram a partir
do segundo dia do ensaio. Chalfoun e Carvalho (1991) obtiveram reducdo no crescimento de
Fusarium moniliforme em concentra¢des acima de 8% de extrato de bulbo de alho in vitro.

Stauffer et al. (2000), estudando o efeito de extratos de 98 espécies vegetais sobre 0
crescimento micelial de 9 fungos fitopatogénicos, citaram o alho, como o extrato de maior efeito
sobre os patdgenos, inibindo 7 dos 9 fungos testados, sdo eles: Penicillium italicum Welrmer;
Aspergillus flavus Link; Fusarium sp.; Rhizoctonia solani Kiihn; Alternaria sp.; Colletotrichum
sp.; e Pythium sp.

Lorenzi e Matos (2002) indicam que ervas aromaticas como o alho possui acao
bactericida e fungicida, pois apresentam em sua constituicdo quimica a alicina e a inulina,
conferindo a esta planta um alto potencial de controle de variados fitopatdgenos.

O extrato aquoso de horteld promoveu 54,72% de inibicdo do crescimento micelial do
fungo F. oxysporum. Resultados semelhantes foram encontrados por Silva et al. (2012), que
constataram para o extrato de horteld o controle do crescimento micelial dos seguintes
fitopatogenos C. gloeosporioides, P. oryzae e F. oxysporum f. sp. vasinfectum.

A efetividade da acgdo antifungica sobre o desenvolvimento do fitopatdgeno in vitro
evidenciou que 0s compostos presentes nas plantas de alho e horteld utilizadas no estudo, na
forma de extratos aquosos, apresentam potencial de utilizacdo no controle alternativo dos fungos

fitopatogénicos.



54

Constatou-se gque o extrato de cravo-de-defunto para o qual havia relatos de propriedades
antifungicas (MAIA; DONATO; FRAGA, 2015; ROMAGNOLI et al., 2005; DIDWANIA et al.,
2013, SANTOS et al., 2016) ndo proporcionou a inibi¢do do crescimento de F. oxysporum no
presente trabalho (Tabela 5). Ha de se destacar as divergéncias nos trabalhos que visam avaliar
a atividade antifungica de extratos vegetais sobre o crescimento de fitopatégenos, mesmo aqueles
que estudam a mesma planta. A diferenca nestes resultados pode estar associada as condic¢des
edafoclimaticas em que as plantas foram cultivadas, ou ainda, a época do ano em que as mesmas
foram coletadas. Di Stasi (1996) afirma ainda que a concentracdo de principios ativos nao se
apresenta uniforme no decorrer do ciclo da planta, podendo apresentar variagdes conforme as
condigdes de cultivo, a colheita e o processamento do material vegetal.

A acdo das fitoalexinas sobre os fungos inclui a granulacdo citoplasmatica, a
desorganizacdo dos contetdos celulares, inibicdo da germinacdo e elongacdo do tubo
germinativo por algumas enzimas, com consequente inibig&o ou reducdo do crescimento micelial
(LO et al., 1996).

Ressalta-se que ha necessidade de mais estudos sobre esse assunto, envolvendo testes de
amostras da mesma planta coletada em diferentes regides geograficas, diferentes épocas do ano
e diferentes horas do dia para: determinar a parte da planta onde se concentra maior quantidade
da substancia antiflngica, determinar a substancia antifingica presente, as doses dos extratos € a
toxicologia das plantas e avaliar os extratos em condi¢des de campo e a toxicidade ao ambiente

e ao homem.
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Exirato de Alium sabvum

de Gnmbopogm nardus  Extrato de Tagetes pateia

Figura 17 - Inibicdo do crescimento micelial de Fusarium oxysporum in vitro na presenca de extratos vegetais na
concentracdo de 10% com 7 dias de cultivo.

5.3 Avaliacéo do extrato vegetal na coloniza¢do micorrizica

Como demonstrado no topico anterior (5.2), o extrato aquoso de alho foi o tratamento que
apresentou maior porcentagem de inibicdo do crescimento micelial do fungo fitopatégeno F.
oxysporum e, em virtude disso, esse extrato foi escolhido para os testes com os FMA.

Os rsultados da analise de variancia demonstram interacéo significativa do efeito do extrato
de alho e suas concentracBes para a espécie fungica e sua capacidade de formar micorriza
(colonizacdo) em milho pelo teste F a 5% de probabilidade, conforme a 21 (anexo).

Os dados de comparacdo de médias da porcentagem de colonizagdo micorrizica do milho
inoculado com FMA, ao longo das doses do extrato de alho, encontram-se na Tabela 6, enquanto
0 comportamento por meio de regressao pode ser visto na Figura 18. Observou-se comportamento
diferenciado dos FMA ante as doses do extrato de alho na formacdo de micorriza, sendo de alta
sensibilidade para G. rosea e sem efeito para R. clarus (Tabela 6).
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Para G. rosea houve reducédo acentuada na porcentagem de colonizagdo ao longo das doses,

0 que pode ser representado por regressdo quadratica, enquanto para R. clarus houve baixo efeito

da formacéo de

colonizacao em

micorriza, representado por regressdo linear, sempre com os maiores valores de

relacdo a primeira espécie (Figura 18).

Tabela 6 - Comparacdo de meédias pelo teste de Scott-knott para a variavel percentual de
colonizagdo micorrizica de raiz de plantas de milho frente as doses crescentes de extrato aquoso
de Allium sativum e inoculacdo com fungos micorrizicos.

Concentracao do extrato Fungo micorrizico arbuscular
aquoso de ,(Az)ys)um sativum Gigaspora rosea Rhizophagus clarus
0 71,4029 a 85,8324 a
2,5 16,7107 b 74,4561 a
50 6,6367 b 80,4429 a
7,5 54374 b 66,6860 a
10,0 3,1231b 54,4118 a

Médias seguidas pelas mesmas letras na linha ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a p>0,05 de probabilidade.
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Figura 18 - Percentual de colonizagdo micorrizica de raiz de plantas de milho.

Fonte: o autor (2019).

Esse resultado evidencia o impacto negativo imediato das doses do extrato na formacéo da

micorriza pelo fungo Gigaspora rosea em milho. No entanto, apesar do efeito negativo linear das

doses para Rhizophagus clarus, esta espécie apresentou menor sensibilidade e manutencéo de sua

eficiéncia na colonizagdo do milho
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As maiores taxas de coloniza¢do nem sempre retratam maior efetividade. Esta, por sua vez,
esta relacionada aos beneficios adquiridos pelo vegetal com a presenca do micobionte, tais como
maior crescimento, produtividade e absorcdo de nutrientes. Por outro lado, a colonizacdo pode
contribuir na manutencéo de propagulos de FMA no solo aumentando, sobretudo, as chances de
permanéncia do fungo no solo (LINO, 2014).

A colonizacdo micorrizica é uma caracteristica que pode ser afetada, segundo Afek et al.
(1990), por inimeros fatores, como a espeécie vegetal, a idade da planta, a densidade de raizes,
numero dos propagulos de FMA, a eficiéncia de colonizacdo de FMA e o manejo do solo, dentre
outros. Assim sendo, as difentes concentracGes do extrato aquoso de alho empregados no presente
trabalho mostram interferéncia negativa na colonizagdo com o aumento das concentrages.

Algumas espécies de plantas podem interferir com espécies préximas por liberarem
compostos aleloquimicos. Faria et al. (2009) concluiram que os extratos aquosos de Pinus sp.,
milheto (Pennisetum americanum (L.) Leeke) e mucuna (Stizolobium aterrimum Piper & Tracy)
reduziram a colonizagcdo micorrizica e 0 nimero de esporos de fungos micorrizicos arbusculares
em soja, milho e feijdo. O nimero de esporos diminuiu com o aumento das doses dos extratos
utilizados. A adicdo desses extratos, possivelmente contendo compostos alelopaticos, pode ter
provocado alteragdes no meio, tornando-o ndo favoravel aos FMA.

Bainard et al. (2009) observaram que extratos aquosos de raizes e de caule de Sisymbrium
loeselii quando adicionados em meio de cultura, inibiram a germinacdo de esporos de Glomus
intradices. Em condicdes de campo, a presenca de S. loeselii acarretou a reducdo do potencial de
inoculacdo de FMA no solo e impossibilitou a associacdo destes com as demais espécies vegetais
existentes. O extrato utilizado reduziu o potencial de indculo no solo, sugerindo que a Sisymbrium
loeselii produz aleloquimicos que afetam diretamente o fungo. Piotrowskia, Morfordb e Rilliga
(2008) constataram que a colonizacdo de fungos micorrizicos arbusculares nativos foi reduzida
pelo extrato aquoso de Populus trichocarpa, onde a colonizagéo foi negativamente correlacionada
com as concentragdes do extrato.

Os resultados da analise de variancia para intensidade de colonizagdo micorrizica também
demonstram haver efeito da espécie fungica e doses do extrato do alho pelo teste F a 5% de
probabilidade (Tabela 22 em anexo).

A Tabela 7 contem a comparacgédo de média entre as espécies de FMA em funcéo das doses
do extrato de alho utilizadas para a intensidade de colonizagdo micorrizica. A intensidade de
colonizagdo foi maior no milho inoculado com o fungo Rhizophagus clarus quando comparada a

outra espécie utilizada em todas as doses testadas, mostrando que o extrato vegetal afetou de
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maneira diferente os FMA, assim como ja evidenciado para a porcentagem de colonizagdo

micorrizica.

Tabela 7 - Comparacdo de médias pelo teste de Scott-Knott para a variavel intensidade de
colonizagdo micorrizica de plantas de milho frente as doses crescentes de extrato aquoso de
Allium sativum e inoculacdo com fungos micorrizicos.

Concentracéao do extrato Fungo micorrizico arbuscular
aquoso de ,(A(\)yoi)um sativum Gigaspora rosea Rhizophagus clarus
0 5,5000 b 23,0218 a
2,5 0,4750 b 9,6500 a
5,0 0,4250 b 9,3000 a
7,5 0,5312 b 4,6125a
10,0 0,3000 b 3,6000 a

Médias seguidas pelas mesmas letras na linha ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a p>0,05 de probabilidade.

Dados transformados VY +0.5.

No entanto, independentemente do FMA, houve efeito negativo das doses, assim como

observado anteriormente, cujo comportamento pode ser representado por regressdo linear para

Rhizophagus clarus e regressa quadratica para Gigaspora rosea (Figura 19).
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Figura 19 - Intensidade de colonizacdo micorrizica de plantas de milho.
Fonte: o autor (2019).

Os resultados da colonizagdo e intensidade de colonizagédo indicam que a aplicagdo do

extrato vegetal de alho afeta negativamente a resposta ao FMA e a formagéo da micorriza.
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Portanto, diante de situacfes de estresse edafico, plantas pulverizadas com esse produto podem
ndo responder a simbiose. No entanto, o experimento aqui foi feito com apenas uma espécie
fangica. No solo, em condic¢Bes naturais, as plantas sdo expostas a varias especies fangicas ao
mesmo tempo, 0 que, provavelmente, teriam respostas diferentes daquelas obtidas utilizando
inoculagéo simples como a realizada.

Sdo apresentadas, na Figura 20, as estruturas fangicas observadas nas raizes de milho
inoculadas com os FMA. A Figura 21 apresenta uma escala de colonizagéo radicular, onde foram
atribuidas notas de 0 — 100 %, em funcdo da area colonizada por FMA no interior da raiz
(BETHLENFALVAY et al., 1981), para avaliar a intensidade de colonizagdo radicular. Nao

foram encontradas raizes com 100 % de colonizagéo.

. ) 2 ) ‘:_“ \ ) . A
i D\ y NN e R i / X
Figura 20 - Raizes de milho tratadas com extrato aquoso de Allium sativum e inoculadas com FMA. Ae B -

Vesiculas e hifas de FMA (indice de colonizag&o). C - Hifas extraradiculares.
Fonte: o autor (2019).

Figura 21 - Escala de notas de intensidade de colonizagdo radicular por FMA.
Fonte: o autor (2019).
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5.3.1 Variaveis de crescimento

Para as variaveis altura de planta e massa seca da parte aérea houve interacéo significativa
somente para o fator inoculacdo de FMA pelo teste F a 5% de probabilidade, conforme pode ser
observado nas Tabelas 23 e 24 (anexo). Nao houve efeito significativo para a variavel matéria
fresca de raiz (Tabela 25 em anexo).

Os valores médios de altura de planta e massa seca da parte aérea das mudas de milho
inoculadas com os FMA podem ser observados na Figura 22. Houve diferenca significativa pelo
teste de Scott-knott p>0,05 entres as duas espécies de FMA para altura de planta e massa seca da
parte aérea. Os resultados demonstraram que as plantas inoculadas com o fungo Rhizophagus
clarus apresentaram aumento significativo no crescimento quando comparadas as inoculadas

com a outra espécie de FMA.

30 A
25
20

15

Altura (cm)

10

Gigaspora rosea Rhizophagus clarus

10 B

08

0,6

04

Massasecada parte aérea (g)

0,2

0,0

Gigaspora rosea Rhizophagus clarus

Figura 22 - Crescimento do milho micorrizado com as espécies Gigaspora rosea e Rhizopahgus clarus. A- Altura
de plantas de milho (cm). B- Matéria seca da parte aérea (g). Médias com as mesmas letras ndo diferem pelo teste
de Scott-Knott a p>0,05 de probabilidade.

Fonte: o autor (2019).

O valor meédio da altura das plantas encontrado nesse trabalho, 20,37 cm para plantas
inoculadas Gigaspora rosea e 24,23 cm para as inoculadas com Rhizopahgus clarus, € proximo
aos dados obtidos por Campos et al. (2010) que tiveram uma média de 23,82 cm na altura das

plantas de milho submetidos a inoculacdo de FMA, 45 dias ap06s a emergéncia.
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Os efeitos da inoculagdo com FMA, segundo Smith e Read (1997), podem acarretar
diferentes resultados nas plantas hospedeiras, desde pequeno a um 6timo desenvolvimento. A
colonizacdo e intensidade micorrizica do fungo Gigaspora rosea foi afetada negativamente e de
forma mais direta pelas concentracdes do extrato vegetal, o que pode ter resultado em um menor
crescimento vegetal. Contudo, vale ressaltar que a capacidade do fungo micorrizico de estimular
0 crescimento das plantas é determinada pelas caracteristicas e por todos os componentes da
simbiose, principalmente do microbionte (fungo) que pode apresentar diferentes graus de
eficiéncia, podendo ser até mesmo ineficaz, dependendo da planta hospedeira e das condicGes de
crescimento da planta (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Em estudo sobre os beneficios da associa¢do de Rhizophagus clarus e adubacéo fosfatada
em cultivares de milho, Schuch (2013) concluiu que o FMA se mostrou eficiente no aumento da
altura e matéria seca da parte aérea de planta em doses de fosforo que estimulam a colonizacéao
micorrizica. Os maiores valores de massa seca observados para as plantas inoculadas
Rhizophagus clarus provavelmente estdo relacionados ao aumento da absor¢do de nutrientes,
ocasionado pela maior superficie de contato das hifas, e a efeitos fitoprotetores que os fungos
micorrizicos oferecem as plantas (BERBARA et al, 2006; GADD, 2007). Esses fatores propiciam
um melhor desenvolvimento das plantas, e 0 aumento de altura e diametro do caule destas
refletira em maior biomassa. Novais et al. (2013) avaliaram diversas espécies e gendtipos de
fungos micorrizicos arbusculares, com relacdo a colonizacgdo das raizes, crescimento e absorcao
de foésforo em milho, concluindo que a espécie Rhizophagus clarus esteve entre as mais
eficientes.

Nesse estudo ndo houve interferéncia no crescimento inicial das plantas de milho com o
aumento da dose de extrato vegetal aplicado, demonstrando que as substancias aleloquimicas
presentes no extrato nao apresentaram efeitos negativos no crescimento das plantas. Em muitos
estudos, observa-se um efeito alelopatico mais pronunciado sobre o desenvolvimento inicial de
plantulas (FERREIRA; AQUILA, 2000), porem para Tukey Junior (1969), nem todas as

substancias liberadas pelas plantas séo inibidoras, algumas podem ser até estimulantes.
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6 CONCLUSAO

Os extratos aquosos de alho, cravo-de-defunto, hortela e citronela, nas doses 2,5, 5,0, 7,5
e 10% ndo provocam efeito negativo na biomassa microbiana. No entanto, influenciam
negativamente a atividade microbiana e o quociente metabdlico.

Os extratos aquosos de alho, hortela e citronela, na concentragéo de 10%, apresentaram
atividade fungistatica sobre o desenvolvimento de Fusarium oxysporum, sendo o extrato de alho
0 que apresentou maior efeito na porcentagem de inibi¢éo do crescimento micelial.

As concentracfes do extrato aquoso de alho interferem negativamente na colonizacdo
micorrizica do FMA Gigaspora rosea e na internsidade de colonizacdo micorrizica dos FMA
Gigaspora rosea e Rhizophagus clarus inoculados em plantas de milho. No geral, a espécie de
fungo micorrizico arbuscular Rhizophagus clarus, nas condi¢cdes experimentais, proporciona

maior altura e producdo de matéria seca da parte aérea das plantas colonizadas).
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ANEXO A — Teste de variancias de todas as analises estudadas.

Tabela 8 - Teste de variancia para a concentracdo do extrato de Allium sativum na variavel
biomassa microbiana do solo.

FV QM Fc Pr<Fc
Concentracao 118601,380383 1,899 0,1631
Erro 62468,056458

CV (%) 14,43

Media Geral 1731,6917939 Numero de Observacdes 20

Tabela 9 - Teste de variancia para a concentracdo do extrato de Mentha spicata na variavel
biomassa microbiana do solo.

FV QM Fc Pr<Fc
Concentracao 8632,821622 0,178 0,9464
Erro 48546,299367

CV (%) 16,13

Média Geral 1365,5626718 NUmero de Observacbes 20

Tabela 10 - Teste de variancia para a concentracdo do extrato de Cymbopogon nardus na variavel
biomassa microbiana do solo.

FV QM Fc Pr<Fc
Concentracao 73638,767769 0,891 0,4931
Erro 82624,629164

CV (%) 20,54

Média Geral 1399,4896947 NUmero de Observacdes 20

Tabela 11 - Teste de variancia para a concentracdo do extrato de Tagetes patula na variavel
biomassa microbiana do solo.

FV QM Fc Pr<Fc
Concentracao 93981,852054 1,963 0,1521
Erro 47866,864332

CV (%) 14,98

Media Geral 1460,2756107 Numero de Observacdes 20
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Tabela 12 - Teste de variancia para a concentracdo do extrato de Allium sativum na variavel
atividade microbiana do solo.

FV QM Fc Pr<Fc
Concentracéao 30100,882247 60,786 0,0000
Erro 495,195348

CV (%) 11,14

Média Geral 199,7606931 NUmero de Observacbes 20

Tabela 13 - Teste de varidncia para a concentracdo do extrato de Mentha spicata na variavel
atividade microbiana do solo.

FV QM Fc Pr<Fc
Concentracéao 3184,350354 7,808 0,0013
Erro 407,851475

CV (%) 13,84

Media Geral 145,9469284 Numero de Observacdes 20

Tabela 14 - Teste de variancia para a concentracao do extrato de Cymbopogon nardus na variavel
atividade microbiana do solo.

FV QM Fc Pr<Fc
Concentracéao 3393,364983 6,909 0,0023
Erro 491,124235

CV (%) 17,85

Meédia Geral 124,1215316 Numero de Observacdes 20

Tabela 15 - Teste de varidncia para a concentracdo do extrato de Tagetes patula na variavel
atividade microbiana do solo.

FV QM Fc Pr<Fc
Concentracéao 5432,992459 10,148 0,0003
Erro 535,351324

CV (%) 15,43

Média Geral 149,9454744 Numero de Observacbes 20
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Tabela 16 - Teste de variancia para a concentracdo do extrato de Allium sativum na variavel
coeficiente metabolico microbiano do solo.

FV QM Fc Pr<Fc
Concentracéao 165,715547 13,374 0,0001
Erro 12,390908

CV (%) 44,59

Média Geral 7,8951030 Numero de Observacbes 20

Tabela 17 - Teste de varidncia para a concentracdo do extrato de Mentha spicata na variavel
coeficiente metabolico microbiano do solo.

FV QM Fc Pr<Fc
Concentracéao 72,249531 12,510 0,0001
Erro 5,775363

CV (%) 35,13

Média Geral 6,8411382 NUmero de Observacbes 20

Tabela 18 - Teste de variancia para a concentracao do extrato de Cymbopogon nardus na variavel
coeficiente metabolico microbiano do solo.

FV QM Fc Pr<Fc
Concentracéao 70,923239 11,943 0,0001
Erro 5,938315

CV (%) 40,36

Média Geral 6,0378080 Numero de Observacbes 20

Tabela 19 - Teste de varidncia para a concentracdo do extrato de Tagetes patula na variavel
coeficiente metabolico microbiano do solo.

FV QM Fc Pr<Fc
Concentracéao 46,363553 7,573 0,0015
Erro 6,122401

CV (%) 38,44

Média Geral 6,4365245 NuUmero de Observacbes 20
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Tabela 20 - Anélise de variancia para porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de F.
oxysporum submetido a diferentes extratos vegetais, em diferentes épocas de avaliacao.

FV QM Fc Pr<Fc
Extratos vegetais 4660,698457 271,974 0,0000
Erro 17,136574

CV (%) 13,41

Média Geral 30,8638889 NUmero de Observagdes 20

Tabela 21 - Teste de variancia para porcentagem de colonizacdo micorrizica.

FV QM Fc Pr<Fc
Fungo 26732,692083 140,720 0,0000
Concentracao 2929,092290 15,419 0,0000
Fungo x Concentracéao 1002,832064 5,279 0,0024
Erro 189,970859

CV (%) 29,63

Média Geral 46,5140456 NUmero de Observagdes 40

Tabela 22 - Teste de variancia para a variavel intensidade de colonizagdo micorrizica.

FV QM Fc Pr<Fc
Fungo 737,988379 46,939 0,0000
Concentracao 196,472984 12,496 0,0000
Fungo x Concentracao 64,257383 4,087 0,0092
Erro 15,722436

CV (%) 69,06

Média Geral 5,7415625 NUmero de Observagdes 40

Tabela 23 - Teste de variancia para altura de plantas de milho inoculadas com os

micorrizicos arbusculares.

fungos

FV QM Fc Pr<Fc
Fungo 148,996000 7,842 0,0088
Concentracao 16,038500 0,844 0,5083
Fungo x Concentracéo 6,117250 0,322 0,8610
Erro 18,999333

CV (%) 19,54

Média Geral 22,3050000 NUmero de Observagdes 40
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Tabela 24 - Teste de varidncia para matéria seca da parte aérea de plantas de milho inoculadas
com os fungos micorrizicos arbusculares.

FV QM Fc Pr<Fc
Fungo 0,346649 13,324 0,0010
Concentracéao 0,055787 2,144 0,0997
Fungo x Concentracao 0,006475 0,249 0,9081
Erro 0,026016

CV (%) 24,04

Media Geral 0,6710425 Numero de Observacdes 40

Tabela 25 - Teste de variancia para matéria fresca de raiz de plantas de milho inoculadas com
os fungos micorrizicos arbusculares.

FV QM Fc Pr<Fc
Fungo 2,912383 4,028 0,0538
Concentracéao 1,677760 2,321 0,0797
Fungo x Concentracéao 1,048115 1,450 0,2421
Erro 0,722966

CV (%) 24,37

Meédia Geral 3,4889775 Numero de Observacdes 40




