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RESUMO

Fusarium sp. ¢ um fungo fitopatogénico comum em diversas culturas, causando doengas que
podem comprometer o desenvolvimento das plantas e a produtividade. Este trabalho teve como
objetivo avaliar a eficiéncia da filtragdo lenta em areia, com e sem radiagdo UV, no controle de
Fusarium sp. em agua de irrigagdo, para aplicagdo em solugdo nutritiva em sistemas
hidroponicos fechados. O experimento foi conduzido na Embrapa Agroindustria Tropical em
Fortaleza (CE), utilizando um filtro lento de areia, com capacidade para 200 litros de agua,
vazio média de 100 L.h! e granulometria média (0,42 a 1,20 mm de didmetro), e um filtro UV
de 25 W. Foi utilizado arranjo fatorial (3x5), com o fator tipo de filtragdo em trés niveis (sem
filtragdo, filtracdo lenta em areia e filtracdo lenta em areia com radiagdo UV) e o fator tempo
de filtracdo em cinco niveis (0, 1, 2, 3 e 4 horas). O isolamento de Fusarium sp. foi realizado a
partir de raizes de pimentdo (Capsicum annuum) com sintomas de necrose radicular. Uma
suspensao de esporos do fungo foi inoculada em 100 litros de agua de irrigagdo, atingindo uma
concentragio final foi de 1 x 10* esporos.mL!, e inserida em um filtro lento de areia. Amostras
da 4gua foram coletadas no afluente e no efluente do filtro, € em seguida foram distribuidas,
utilizando-se a técnica de Spread Plate, em placas de Petri com meio BDA (batata dextrose
agar). Apos o periodo de cinco dias de incubacdo, realizou-se a contagem de colonias. Os
resultados mostraram que apenas as amostras do controle positivo apresentaram crescimento
significativo de colonias de Fusarium sp., enquanto as amostras ap0s filtragao lenta em areia e
filtracdo lenta em areia com UV ndo mostraram crescimento significativo. Conclui-se que a
filtragdo lenta em areia, isolada ou com a radiacao UV, ¢ eficiente na desinfestacao de Fusarium

sp., com eficiéncia superior a 99%.

Palavras-chave: Capsicum annuum, fungo fitopatogénico, esporos, colonias.



ABSTRACT

Fusarium sp. is a common phytopathogenic fungus in various crops, causing diseases that can
compromise plant development and productivity. This study aimed to evaluate the efficiency of
slow sand filtration, with and without UV radiation, in controlling Fusarium sp. in irrigation
water for application in nutrient solution in closed hydroponic systems. The experiment was
conducted at Embrapa Agroindustria Tropical in Fortaleza (Brazil), using a slow sand filter with
a capacity of 200 liters of water, an average flow rate of 100 L.h™!, a medium grain size (0.42
to 1.20 mm in diameter), and a 25 W UV filter. A factorial arrangement (3x5) was used, with
the filtration type factor at three levels (no filtration, slow sand filtration, and slow sand
filtration with UV radiation) and the filtration time factor at five levels (0, 1, 2, 3, and 4 hours).
Fusarium sp. was isolated from bell pepper (Capsicum annuum) roots showing symptoms of
root necrosis. A suspension of fungal spores was inoculated into 100 liters of irrigation water,
reaching a final concentration of 1 x 10 spores.mL"!, and then introduced into a slow sand filter.
Water samples were collected from the filter influent and effluent and subsequently distributed
using the Spread Plate technique in Petri dishes containing PDA (potato dextrose agar) medium.
After a five-day incubation period, colony counts were performed. The results showed that only
the positive control samples presented significant growth of Fusarium sp. colonies, while the
samples after slow sand filtration and slow sand filtration with UV did not show significant
growth. It is concluded that slow sand filtration, either alone or combined with UV radiation, is

efficient in the disinfestation of Fusarium sp., with an efficiency greater than 99%.

Keywords: Capsicum annuum, phytopathogenic fungus, spores, colonies.
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1 INTRODUCAO

A hidroponia ¢ um conjunto de técnicas agricolas para o cultivo de plantas sem solo,
que vem sendo usada em grande escala, principalmente em regides onde o solo ndo apresenta
condig¢des propicias para o cultivo, uma vez que na hidroponia utiliza-se uma solucdo nutritiva
para fornecer os nutrientes essenciais as plantas (BEZERRA NETO, 2017). No entanto, a
recirculacao dessa solugdao em sistemas hidropdonicos de circulagdo fechada pode favorecer a
disseminagdo de fitopatdgenos, dentre eles diversas espécies de fungos do género Fusarium,
que tém grande importancia econdomica devido sua patogenicidade e agressividade,
especialmente em climas tropicais e subtropicais. Atuando como agentes causadores de doencas
graves em diversas culturas agricolas, como leguminosas, hortalicas e frutiferas, esses
patégenos comprometem a produtividade das plantas e a qualidade da produgdo, além de
provocar perdas economicas significativas. (MICHEREFF et al., 2005).

Nesse contexto, o tratamento de solucdes recirculantes surge como uma estratégia
essencial para mitigar os riscos de dispersdao de doengas em sistemas hidropdnicos de circulacao
fechada. Dentre as técnicas de desinfestagao disponiveis, a filtragao lenta em areia destaca-se
por ser uma alternativa econdomica e eficiente na remoc¢do de microrganismos da dgua de
irrigacdo. Essa técnica, que combina processos mecanicos € bioldgicos, tem a capacidade de
remover uma ampla gama de contaminantes, incluindo esporos de fungos, bactérias e matéria
organica. A radiacdo ultravioleta (UV) € outra tecnologia amplamente utilizada para
desinfestagdo de adgua, exatamente por sua capacidade de inativar microrganismos, inclusive
aqueles resistentes a tratamentos convencionais. (EHRET et al., 2001).

O trabalho tem como objetivos avaliar a eficiéncia da filtragdo lenta em areia,
isolada ou combinada com radiag@o UV, na desinfesta¢do do Fusarium sp. em dgua de irrigagao
aplicada em solucdo nutritiva em sistemas hidropdnicos fechados. Dentre os quais avaliar as
concentracoes de esporos de Fusarium sp. em agua de irrigacao apos tratamento com filtragao
lenta em areia, com e sem radiagdo UV, avaliar o potencial da combinacao da filtragdo lenta em
areia com a radiacdo UV, determinar a influéncia do tempo de filtracdo nas concentragdes de
Fusarium sp., e verificar a estabilidade e eficiéncia da desinfesta¢do ao longo de quatro horas

de filtragao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Hidroponia

A hidroponia refere-se a um conjunto de técnicas utilizadas no cultivo de plantas
sem solo, em que os nutrientes minerais sao fornecidos por meio de uma solu¢do nutritiva
balanceada, adaptada as necessidades da cultura. O termo tem origem no grego, em que "hidro"
significa dgua e "ponos" que significa trabalho, resultando em "trabalho com dgua", o que, nesse
contexto, implica o uso de uma solu¢do nutritiva para possibilitar o cultivo das plantas
(BEZERRA NETO, 2017).

O cultivo hidropdnico pode ser feito em varios tipos de sistemas, como sistema de
fluxo continuo, sistema de filme nutriente, sistema de gotejamento, entre outros, cada um com
suas proprias vantagens e desvantagens. Esses sistemas sdo projetados para manter as raizes
das plantas em contato constante com a solugdo nutritiva e garantir que elas recebam agua e
nutrientes suficientes para crescerem saudaveis e fortes (HENDRICKSON et al., 2022).

Os sistemas hidroponicos de circulagcdo fechada, nos quais a solugdo nutritiva ¢
drenada e recirculada, reduzem o consumo de 4gua e a lixiviacdo de nutrientes. No entanto, o
seu manejo € mais dificil em comparacdo com sistemas abertos (drenagem livre). A par da
possivel disseminagdo de doengas transmitidas pelas raizes, a salinidade da 4gua de irrigagao ¢
a principal dificuldade para a gestdo de sistemas fechados (PARDOSSI, 2011). A contaminagao
da solucdo nutritiva por fitopatogenos pode ocorrer de diversas formas, incluindo o uso de agua
de irrigagdo infestada, substratos contaminados e material vegetal infectado (EHRET et al.,
2001).

Nos sistemas hidroponicos de circulagdo fechada, a desinfestacdo da solugdo
nutritiva recirculante ¢ de fundamental importancia para evitar a propagacdo de doencas
fitopatogénicas. De acordo com Runia (1995) citado por Van Os et al (1997) existem diversos
métodos para desinfestacdo da solugdo nutritiva recirculante. Entre esses métodos, citam-se:
tratamento térmico (> 95 °C por pelo menos 30 segundos), tratamento com ozo6nio (10 g de
0zdnio por hora por m?® de 4gua) e radiagio UV (100 mJ.cm™ para eliminar fungos patogénicos
e 250 mJ.cm™ para completa desinfestagio incluindo virus) como os métodos mais importantes
para desinfestacao de solugdes nutritivas. Algumas dessas técnicas de desinfestacao empregam

alta tecnologia e sdo de elevado custo.



17

2.2 Filtracao lenta em areia

Um dos métodos de desinfestagcdo utilizados na hidroponia ¢ a filtragcdo lenta em
areia, que ¢ um método ndo quimico, barato e robusto, pois apresenta um baixo custo de
constru¢do e manutengdo. Possui capacidade de remo¢do de microrganismos, toxinas
produzidas por cianobactérias, agroquimicos e matéria organica.

A desinfestacdo de agua de irrigagdo ou solugdes nutritivas por filtracdo deve
considerar o tamanho muito pequeno dos fitopatdogenos transmissiveis pela dgua. O tamanho
das estruturas infecciosas dos fungos esta principalmente na faixa de 3 a 50 um, o das bactérias
cerca de 1 um e dos virus fitopatogénicos geralmente 0,03 a 0,3 um. Obviamente, filtros padrao
com tamanho de poro de 80 a 100 um, comumente usados para evitar entupimento de linhas de
irrigagdo, gotejadores etc., ndo sdo eficientes na eliminacdo de fitopatdgenos. Para desinfestar
agua de irrigag@o ou solugdes nutritivas, principalmente a filtragdo por membrana ou a filtragao
lenta sdo consideradas técnicas de filtragdo adequadas (EHRET et al., 2001).

Nos filtros lentos de areia geralmente a filtragdo ocorre por gravidade. Consistem
basicamente em trés camadas diferentes dentro de uma caixa de filtro. Essas camadas sdo
dispostas de baixo para cima: o sistema de drenagem, a camada de cascalho e a areia. E apenas
a areia que desempenha qualquer parte no processo de tratamento (ELLIS; PURVIS, 1994)

Outros componentes incluem um difusor de 4gua, uma tubulacdo de saida com um
medidor de vazdo e valvulas de controle para regular a velocidade do fluxo de 4gua através do
leito filtrante. A espessura minima do leito filtrante deve ser de 50 a 60 cm, mas recomenda-se
80 a 120 cm. Dependendo da qualidade da agua bruta, a limpeza do leito filtrante sera necessaria
apds algumas semanas ou meses para evitar entupimentos. Isso ¢ feito raspando apenas a
camada superior. A camada de areia € suportada por duas ou trés camadas de cascalho graduado

(2-8, 8-16 e 16-32 mm) e algum tipo de drenagem subterrdnea (EHRET et al., 2001).

2.2.1 Principios da filtracdo lenta em areia

O principio da filtracdo lenta ¢ muito simples. A 4gua bruta percola muito
lentamente (taxa de filtragdo entre 100 e 300 L.h"!.m) através de um leito de areia fina ou outro
material filtrante. Logo apds o inicio do processo de filtragdo, um "Schmutzdecke" (camada de
sujeira ou pelicula de filtro) se forma na superficie do leito filtrante. Sua consisténcia varia
muito dependendo do material organico e inorganico que o compde. O "Schmutzdecke"

apresenta uma atividade bioldgica muito elevada com sua populacao de algas, protozoarios,
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bactérias, fungos, actinomicetos, diatoméaceas, rotiferos etc. (ELLIS, 1985).

Apesar da longa historia de filtragdo lenta em areia, os mecanismos de purificagdo
da 4gua ndo sao bem compreendidos. No entanto, parece muito claro que ¢ mais do que um
efeito de esfor¢o mecanico. Sugere-se que sedimentacdo, adsor¢do e outros fatores fisicos,
quimicos e bioldgicos sejam processos importantes da filtragdo lenta. Em comparag¢do com a
filtracdo rapida, a atividade biologica é considerada o mecanismo de purificagdo adicional mais
importante (HUISMAN,1974).

Durante o processo de “amadurecimento” ou “maturagdo” do filtro, material
organico sera depositado na superficie dos graos filtrantes possibilitando a formagdo de
microcoldnias e biofilmes na superficie das particulas individuais do filtro e da superficie do
filtro. Devido a baixa taxa de fluxo, particulas inorginicas e organicas, incluindo patdgenos,
ficam aderidas a essas superficies. As impurezas organicas aprisionadas sdo decompostas por
oxidacdo quimica e microbioldgica (EHRET et al., 2001).

Tais processos bioldgicos necessitam de tempo suficiente (baixa vazao), oxigénio
suficiente (> 3 mg.L™! no efluente) e temperatura adequada. Devido as interacdes entre fatores
bioticos e abidticos, um filtro lento de areia pode ser considerado como um ecossistema aberto
com entrada continua de nutrientes e saida de metabolitos (RANKIN; PAULITZ, 1994).

As populagdes bacterianas estdo adaptadas ao tipo e quantidade de nutriente
fornecido pela dgua que passa e, portanto, devem ser evitadas flutuagcdes na qualidade da dgua
bruta. A contribui¢do da atividade bioldgica para a eliminacdo de patdgenos pode variar
dependendo do organismo especifico (EHRET et al., 2001).

A identidade destes microrganismos e o seu papel na supressdo de doengas através
da recirculagdo de solugdes nutritivas ndo € bem compreendido. No entanto, eles podem
contribuir para a supressdo de fitopatégenos (POSTMA; WILLEMSEN-DE KLEIN; VAN
ELSAS, 2000).

2.3 Filtracao lenta em areia combinada com radiacao ultravioleta (UV)

A radiacgdo ultravioleta na faixa UV-C (comprimento de onda compreendido entre
200 e 280 nm) ¢ amplamente utilizada para desinfestagdo de agua devido a sua capacidade de
inativar uma vasta gama de microrganismos patogénicos, como bactérias, virus € protozoarios.
A faixa 6tima para inativagdo de microrganismos € no intervalo de comprimento de onda entre
245 e 285 nm. No entanto, o comprimento de onda de maior efeito ¢ o de 254 nm, que

corresponde a emissdo maxima das lampadas de baixa pressdo de vapor de mercurio. No
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mercado existem ldmpadas de baixa pressdo com poténcias que variam de 4 a 60 W,
correspondendo a maior oferta as lampadas de 30 W (MARTINS, 2021).

Nos processos com lampadas imersas, geralmente, as lampadas possuem um
involucro na forma de um tubo, em que o didmetro da sec¢ao transversal € ligeiramente superior
ao da propria 1ampada. A lampada ¢ inserida no seu interior, sendo hermeticamente protegida
do contato com o liquido uma vez fechado o tubo, o que lhe permite operar em condigdes
adequadas de temperatura (MARTINS, 2021).

A eficiéncia da radiagdo na desinfestagdo de microrganismos da agua, pode ser
comprometida por turbidez, sélidos em suspensdo e matéria organica. Por essa razdo, ¢
essencial que a agua seja previamente filtrada para garantir que a radiacdo UV atinja os
microrganismos de forma eficaz. Além disso, o tempo de exposicdo a radiacdo e a manutencao
regular das lampadas, que perdem eficiéncia ao longo do tempo, sdo fatores determinantes para

o sucesso da desinfestacdo (BITTON, 2010).

2.4 Género Fusarium

O género Fusarium pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Subdivisao
Pezizomycotina, Classe Sordariomycetes, Subclasse Hypocreomycetidae, Ordem Hypocreales
e Familia Nectriaceae. (INDEX FUNGORUM, 2024)

Os fungos do género Fusarium exibem alto grau de diversidade em relacdo a
atributos morfoldgicos, fisioldgicos e ecologicos. Representantes desse género ocorrem, na
maioria dos nichos ecologicos, nas mais diversas regides geograficas do mundo (BURGESS et
al., 1997). As principais estruturas morfoldgicas incluem macroconidios, microconidios e
clamiddsporos, que sdo fundamentais para a identificagcdo e diferenciagdo das espécies. Os
macroconidios, geralmente sdo fusiformes e apresentam varias septacdes, sendo produzidos em
estruturas especializadas chamadas esporodoquios. Por outro lado, os microconidios sao
geralmente menores, ovais ou elipticos, € podem ser produzidos em cadeias ou em falsas
cabegcas, dependendo da espécie. Clamiddsporos, que sdo estruturas de resisténcia, podem ser
produzidos terminalmente ou intercaladamente ao longo das hifas, contribuindo para a
sobrevivéncia do fungo em condi¢des adversas. A morfologia dessas estruturas, além de
caracteristicas adicionais como o tipo de hifa e a presenca de estruturas reprodutivas, € utilizada
para a identificagdo e classificagdo das espécies do género. Porém, a identificacdo das espécies
de Fusarium ocorre majoritariamente por meio da andlise do DNA do fungo, seguida de

amplificacdo por PCR (Polymerase Chain Reaction) e andlise de marcadores moleculares
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(LESLIE; SUMMERELL, 2006).

O género Fusarium ¢ responsavel por causar dois tipos principais de doencas em
plantas: murchas vasculares e podriddes corticais. As partes das plantas atacadas incluem raizes,
sementes, frutos e colmos. Especificamente, F. oxysporum ¢ conhecido por causar lesdes
vasculares, enquanto F. solani é associado a podriddes corticais. As doengas associadas a essas
espécies podem se manifestar de diversas formas, incluindo tombamentos, morte de plantulas,
podriddes de espigas e outras manifestacoes de podriddoes em diferentes partes da planta
(MICHEREFF et al., 2005).

A murcha de fusario na cultura do pimentao (C. annuum) é causada pelo fungo de
solo F. oxysporum f.sp. radicis-capsici Lomas-Cano, Boix-Ruiz, Cara-Garcia, Marin-Guirao,
Palm.-Llamas, Camacho-Ferre & Tello-Marq. e ocorre de forma esporddica, em plantas
isoladas ou em reboleiras, nas areas de maior umidade. As plantas afetadas apresentam sintomas
de murcha acompanhada de amarelecimento das folhas. Nestas verifica-se descoloracdo interna
do caule na regido do coleto e nas raizes com o progresso da doenga as plantas murcham de
forma definitiva e morrem (PEREIRA et al., 2016).

F oxysporum esta associado a murcha-de-fusario em algodao, em batata-doce, em
caupi, em chuchu, em feijao, em fumo, em maracuja, em melancia, em meldo e em uva. No
alho e cebola, F. oxysporum esta associado a podridao basal. F. solani estd associado a podridao
radicular em ervilha, em melancia e em meldo. Na soja, F. solani esta associado a podridao
radicular vermelha e a podriddo radicular seca. No café, F. solani esta associado a podridao do
caule. No mamao, no alho e cebola, F. solani esta associado a podridao radicular seca. F. solani
e F. oxysporum estdo associados a podridao de tubérculos, bem como em inhame e mandioca.

Fusarium spp. estdo associados a podridao seca em batata (MICHEREFF et al., 2005).
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3 MATERIAL E METODOS

A eficiéncia da filtragdo lenta foi avaliada com base no método descrito por Ehret
et al. (2001), que propde a comparagdo das concentragdes de patdgenos na entrada
(sobrenadante) e na saida (efluente) do sistema. Este método dispensa o uso de plantas e permite
a realizagdo de experimentos controlados para avaliar varidveis especificas, bem como,
diferentes meios filtrantes, taxas de filtracdo e outras varidveis importantes. A analise foi
realizada considerando o tempo de filtragdo como varidvel principal. Essa abordagem permitiu
avaliar a eficiéncia do sistema ao longo do tempo, garantindo maior controle das condigdes

experimentais.
3.1 Construcio do filtro lento de areia

O filtro lento de areia foi construido nas instalagdes da Embrapa Agroindustria
Tropical em Fortaleza (CE) em 2023. Na construgdo foram utilizadas duas bombonas plésticas
cilindricas, com dimensdes de 57 cm de diametro interno, 93 cm de altura e capacidade para
um volume de 200 litros de agua, as quais foram cuidadosamente lavadas para remover
quaisquer residuos. A parte superior de uma das bombonas foi cortada para criar uma abertura
ampla, enquanto o fundo da outra bombona foi removido. Em seguida, a bombona sem fundo
foi colada sobre a bombona com fundo utilizando-se selante poliuretano PU 40 (Vedacit),

formando uma estrutura tubular vertical inica conforme a Figura 1.

Figura 1 — Sistema de desinfesta¢do formado pelo filtro lento de areia
(a direita) e filtro UV (a esquerda)

Fone: Autor, ZOi .
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Na lateral da base da bombona inferior, foi realizado um furo e conectado um flange
onde foi instalado o tubo de drenagem, que consistiu em um tubo de PVC de 50 mm de didmetro
e 50 cm de comprimento com varias perfuracdes com cerca de 5 a 10 mm de diametro. O tubo
de drenagem foi posicionado dentro do filtro onde uma das extremidades foi fechada com um
cap soldavel de PVC, enquanto a outra foi conectada ao flange de saida do filtro conforme a

Figura 2.

Figura 2 — Tubo de drenagem instalado no fundo do
filtro lento de areia

Fonte: Autor, 2024.

Sobre o tubo de drenagem, na base da bombona inferior foi colocada uma camada
de pedra brita 1 com 30 cm de espessura, para formar o leito suporte. Ele serviu para dar suporte
ao tubo de drenagem e permitir que a dgua filtrada fluisse uniformemente para fora do filtro,
evitando entupimentos e garantindo a distribuicdo uniforme da 4gua através do leito filtrante.
Sobre o leito suporte foi adicionada uma camada de areia com granulometria média (0,42 a 1,2
mm de didmetro) com 60 cm de espessura e area de 0,2552 m? para formar o leito filtrante.

No flange de saida do filtro foi conectado um tubo de PVC de 50 mm de didmetro,
logo em seguida foi instalado um registro de esfera. A dgua filtrada saia pelo tubo de drenagem
passava pelo registro de esfera e era conduzida verticalmente por um tubo de PVC de 50 mm
de diametro e um metro de comprimento, para assegurar que a camada de areia sempre
permanecesse com uma lamina de 4gua de 10 cm acima do leito filtrante. Em seguida a dgua
era conduzida por um tubo de PVC de 35 mm de diametro para um filtro UV com uma ldmpada
UV-C de 25 Watts (AquaUV-Cristal, Clean Jump), com capacidade de vazao maxima de 2500
Lh'.

Na saida do filtro UV foi conectado um hidrometro e um registro de gaveta, que por
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sua vez foi ligado a um reservatorio de armazenamento. O registro de gaveta foi utilizado para
regular a vazao do filtro dentro da faixa recomendada de operacdo (taxa de filtracdo entre 100
e 300 L.h"".m™?) a qual foi ajustada para 25 L.h"!. A taxa de filtracdo foi definida pela razdo entre
a vazdo aplicada e a 4rea do leito filtrante (0,2552 m?) obtendo-se uma taxa de filtracio de
aproximadamente 100 L.h"".m™. O filtro foi coberto com uma tampa e uma tela para prevenir a
entrada de contaminantes, além de reduzir a evaporagdo e manter a temperatura constante
dentro do filtro. Apoés a montagem do sistema, foi adicionada dgua ao filtro e a estrutura foi
fechada para um periodo de maturacao de 40 dias.

Na Figura 3 ¢ apresentado o esquema do sistema de desinfestacdo de solugdo
nutritiva, similar ao sistema avaliado no presente trabalho, projetado para uma vazao de 250
L.h"!, com dois filtros lentos de areia, instalado em uma propriedade em Guaraciaba do Norte

(CE).

Figura 3 — Representagdo do sistema de desinfestagdo da solug¢do nutritiva para sistemas
hidroponicos instalado em Guaraciaba do Norte (CE)

Cabecal de
controle /
Femtiiacee Filtros de areia de
filtragem lenta Solugdo
- ~ drenada

e E 2 dos vasos

Registro gaveta

Filtro UV

Reservatorio de
agua 3

Reservatorio
solugdo
drenada

Motobomba

Boia de nivel

Boia de nivel

Fonte: Miranda, 2024.

3.2 Obtencao e purificacio do isolado de Fusarium sp.

Em outubro de 2023, foi recebido pelo Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa
amostras de raizes de plantas de pimentdo (C. annuum) que apresentavam sintomas de necrose

radicular oriundas da Fazenda Itaueira Agropecuaria, localizada em Sao Benedito (CE).
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Para a identificacdo do patogeno causador dos sintomas observados, foi empregada
a metodologia de isolamento indireto, obedecendo aos Procedimentos Operacionais Padrao
(CAROLLO, 2016). Primeiramente, fragmentos de tecido foram retirados da regido limitrofe
entre a area lesionada e a area sadia das raizes de pimentao, local onde o patdogeno apresentava
maior atividade. As areas necrdticas, situadas no centro das lesdes, foram descartadas, pois
frequentemente contém uma alta populacao de saprofitos. Em seguida, os fragmentos coletados
foram imersos em um béquer contendo dlcool a 70% por 2 minutos para desinfestagdao
superficial. Posteriormente, os fragmentos foram transferidos para um segundo béquer com
hipoclorito de so6dio a 0,5% por mais 2 minutos.

Ap6s a desinfestacdo, os fragmentos foram lavados trés vezes com agua destilada
esterilizada. Apds a lavagem, os fragmentos foram transferidos para um papel de filtro, onde
foram secos e, em seguida, levados para a camara de fluxo laminar. Com o auxilio de uma pinga,
pelo menos trés fragmentos foram dispostos em forma de tridngulo em uma placa de Petri
previamente preparada com meio de cultura BDA (batata dextrose agar). As placas de Petri
foram flambadas, fechadas com filme PVC e incubadas em uma estufa de germinacédo tipo BOD
(Biochemical Oxygen Demand) com fotoperiodo de 12 horas, a 25 °C, por um periodo de cinco
a sete dias.

Ap0s o periodo de incubagdo, observou-se a formagao de micélio de fungos a partir
dos fragmentos. As colonias foram repicadas para uma nova placa de Petri com meio de cultura
BDA, e incubadas a 25 °C, por um periodo de cinco a sete dias, onde obteve-se uma cultura
pura do fungo. Apds o segundo periodo de incubacao, as colonias do fungo foram identificadas
por microscopia de luz, com base em suas caracteristicas morfologicas, como cor, forma e
textura, tais como estruturas reprodutivas (esporos) e culturais como pigmentacao e estrutura
do micélio. Foi identificado um isolado de Fusarium sp. apds a andlise microscopica,
confirmando sua presenca nas amostras das plantas de pimentdo.

Para validar a hipotese de que o isolado obtido era o agente causal da doenga,
realizou-se um teste de patogenicidade utilizando-se o método baseado no Postulado de Koch.
Nesse processo, o isolado foi reinoculado em plantas de pimentdo sauddveis, onde se
reproduziram os mesmos sintomas de necrose radicular previamente observados. Apds a
reisolamento do fungo das plantas infectadas experimentalmente, foi confirmado sua identidade
como Fusarium sp., validando assim sua condicao de patogeno responsavel pela doenga. Esse
procedimento permitiu estabelecer a relagao causal entre o fungo e os sintomas observados nas
raizes das plantas de pimentdo.

O isolado de Fusarium sp. foi preservado utilizando o método de preservacao em
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agua. O método consiste em armazenar discos (6 mm de didmetro) de 4gar com colonias em
frascos de penicilina contendo agua destilada esterilizada, a uma temperatura de 5 a 15°C,
garantindo a viabilidade do fungo por longos periodos sem crescimento significativo. Este
procedimento ¢ amplamente utilizado para manter culturas fingicas por periodos prolongados,
permitindo estudos futuros sem a necessidade de subcultivo frequente (MENESES; ASSIS,
2004).

3.3 Preparo do indculo

Para a obtencdo do inéculo foi utilizado o isolado do fungo em cultura pura
conforme descrito no item 3.2. O in6culo de Fusarium sp. foi preparado em duas ocasides
especificas: nos dias 6 e 15 de maio de 2024. A preparagdo em momentos distintos permitiu a
repeticao do experimento envolvendo o filtro lento de areia, com um intervalo de uma semana
entre as execugoes.

Utilizou-se um cortador de discos de agar para cortar discos de 6 mm de didmetro
de micélio fungico de cultura pura de Fusarium sp. obtida em meio de cultura BDA. Os discos
foram transferidos para frascos Erlenmeyer contendo 166 mL de meio BD (batata dextrose).
Foram utilizados cinco frascos Erlenmeyer e em cada um foram inseridos cinco discos. Logo
apos, os frascos foram submetidos a agitacdo constante em mesa agitadora a 100 RPM (Figura
4), durante um periodo de aproximadamente 7 dias, para promover a multiplicagdo dos esporos
do fungo, visando atingir uma concentragdo final na ordem de 10° esporos mL"!, seguindo as

recomendacdes de Dhingra e Sinclair (1995) para o cultivo e manutengao de patdégenos fingicos.

Figura 4 — Frascos Erlenmeyer em mesa
agitadora para preparo da suspensao de esporos

Fonte: Autor, 2024.
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A concentragdo de esporos na suspensdo foi determinada apds o periodo de
incubac¢do, utilizando-se um microscopio de luz e uma camara de Neubauer (Figura 5), de
acordo com a técnica descrita por Meneses e Assis (2004). No dia 15 de maio de 2024, obteve-
se um volume de 830 mL de suspensio com uma concentracdo de 1,25 x 10° esporos.mL!. No
dia 22 de maio de 2024, obteve-se um volume de 830 mL de suspensdo com uma concentracao
de 1,35 x 10% esporos.mL"!. Apds o periodo de incubagio, as suspensdes foram inoculadas em

agua de irrigagdo e inseridas no filtro lento de areia em suas respectivas datas.

Figura 5 — Microscopio optico e
camara de Neubauer utilizados na
determinagdo da concentragdao de
€Sporos na suspensao

Fonte: Autor, 2024.

3.4 Inoculacio da suspensao de esporos
As suspensodes de esporos obtidas foram diluidas em 100 litros de 4gua de irrigagao
em suas respectivas datas. Apos as diluicdes, as concentracdes finais de esporos na solucao

resultante foram de 1 x 10% esporos mL™!' e 1 x 10* esporos.mL™! para os dias 15 e 22 de maio

respectivamente. Esses valores foram calculados usando a eq. (1).

Vix Ci=VfxCf (1)

Onde Vi € o volume inicial da suspensao, Ci ¢ a concentragao inicial, Vf é o volume
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final apds a dilui¢do e Cf ¢é a concentracdo final obtida.
Ap6s a diluigdo das suspensdes de Fusarium sp. em 100 litros de dgua de irrigacao,

nos dois dias de experimentacao, procedeu-se a inoculagdo no filtro lento de areia.

3.5 Delineamento experimental

Foi utilizado arranjo fatorial com medidas repetidas no tempo para avaliar o efeito
dos dois fatores, o tipo de filtragdo e o tempo de filtragdo, e suas possiveis interacdes sobre a
variavel dependente, a concentragdo de Fusarium sp. na agua de irrigacdo. Esse tipo de
delineamento ¢ especialmente util quando se deseja entender ndo apenas o efeito isolado de
cada fator, mas também como eles interagem e influenciam os resultados em conjunto.

O fator filtracdo foi dividido em trés niveis: sem filtragdo (controle positivo),
filtracdo lenta em areia e filtracdo lenta em areia com radiagdo UV. O fator tempo de filtracao
foi dividido em 5 niveis: 0, 1, 2, 3 e 4 horas. O controle positivo no tempo 0 hora foi a referéncia
para os demais tipos de filtracao e tempos de filtragao. A escolha destes intervalos de tempo foi
baseada em estudos anteriores que indicaram a influéncia significativa do tempo de exposicao
tanto na filtracdo como na radiagdo UV sobre a eficiéncia de remog¢do de contaminantes

(BITTON, 2010).

3.6 Amostragem

A solugdo inoculada passava pelo leito filtrante de areia por gravidade e era drenada
pelo leito suporte e pelo tubo de drenagem, em seguida passava pela cdmara de desinfestacao
UV e era recolhida em um reservatorio. No processo, a solugdo foi submetida aos trés niveis do
fator tipo de filtracdo: sem filtragdo ou controle positivo (CP), filtragdo lenta em areia (FLA) e
filtragdo lenta em areia com radiacao UV (FLA+UV).

A coleta das amostras foi realizada conforme os cinco niveis do fator tempo de
filtracdo, ou seja, apos 0, 1, 2, 3 e 4 horas ap0s a inoculacdo da solugao no filtro, permitindo a
avaliagdo da eficiéncia de cada tipo de filtragdo ao longo do tempo.

Para a coleta da amostra sem filtracdo, referente ao controle positivo (CP), foi
utilizada uma pipeta automatica para coletar 10 mL da solugdo inoculada diretamente do
afluente do filtro no tempo de 0 hora, em seguida a amostra foi transferida para um frasco de
vidro esterilizado.

As demais amostras foram coletadas de maneira sequencial apds a inoculagdo da
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solugdo no filtro. Primeiramente, foi realizada a coleta da solugdo apds a filtracao lenta em areia
(FLA). Durante a coleta, o tubo de PVC por onde a solucgao fluia foi desconectado antes da
camara de radiagao UV, permitindo que apenas a solucdo filtrada pela areia fosse coletada
diretamente em frascos de vidro esterilizados de 10 mL. Em seguida, o tubo era reconectado,
para realizar a coleta da solugdo apds a passagem pela cadmara de desinfestacdo UV, ou seja,
apos filtracdo lenta em areia com radiagdo UV (FLA+UV), também em frascos de vidro
esterilizados de 10 mL. Esse procedimento foi repetido nos intervalos de 1, 2, 3 ¢ 4 horas,
intervalos referentes aos 4 niveis do tempo de filtracao.

Cada conjunto de amostras foi separado e identificado de acordo com a data

correspondente ao dia da inoculagdo.

3.7 Plaqueamento das amostras

O plaqueamento foi realizado em triplicata utilizando-se a técnica Spread Plate ou
plaqueamento por semeadura em superficie conforme descrito por Vieira e Fernandes (2012).
Utilizou-se uma pipeta automatica para transferir uma aliquota de 0,1 mL (100 pL) das amostras
coletadas para placas de Petri contendo meio BDA, em seguida o contetido foi espalhado
uniformemente com uma al¢a de Drigalski, proporcionando completa absor¢do das amostras
no agar. As placas inoculadas foram embaladas com filme PVC para evitar contaminagdes, e
transferidas para sala de incubacdo onde foram incubadas com 12 horas de fotoperiodo a
temperatura de 25 a 28 °C por cinco dias (Figura 6). Ap6s o plaqueamento, as amostras foram

conservadas em geladeira a uma temperatura de 5 a 15°C.

Figura 6 — Placas de Petri inoculadas na sala de incubacdo no dia 15 de maio de
2024

Fonte: Autor, 2024.
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3.8 Contagem das colénias

Foi realizada a contagem de microrganismos vidveis em placa, onde, cada colonia
crescida numa placa corresponde a uma unidade formadora de colonia (UFC) proveniente do
material (VIEIRA; FERNANDES, 2012).

As contagens de colonias foram realizadas 24 horas apds a incubagdo e continuou-
se diariamente até o quinto dia, para determinar o numero de Unidades Formadoras de Colonias
por mililitto (UFC.mL™') de Fusarium sp. Esse procedimento foi realizado diariamente
utilizando-se um contador de coldnias e um marcador (Figura 7).

Observou-se que as colonias de fungo se tornaram visiveis a partir do quinto dia de
incubacdo, o que ja era esperado, enquanto as de bactérias, leveduras e algas, apresentaram
crescimento visivel ja nas primeiras 24 horas apds a inoculagdo. Depois de cinco dias de
incubagdo observou-se crescimento coalescente de colonias de fungos nas placas das amostras
do controle positivo (CP), tornando dificil distinguir colonias separadas. Portanto, foi
necessario realizar dilui¢des seriadas das amostras do controle positivo (CP), para obten¢do de
placas com quantidade de coldnias passiveis de contagem.

Figura 7 — Contador de coldnias utilizado

Fonte: Autor, 2024.
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Esse método de diluicdo seriada foi descrito em detalhes por Vieira e Fernandes
(2012) e ¢ amplamente utilizado para quantificar microrganismos quando as concentragdes
iniciais sdo muito altas. As amostras do controle positivo (CP) dos dois dias foram diluidas em
agua destilada esterilizada na propor¢ao 1:10, 1:100 e 1:1000. Logo apo6s, as amostras diluidas
foram novamente distribuidas em placas de Petri com meio BDA e incubadas, seguindo o
mesmo procedimento descrito na se¢do 3.7. A contagem de colonias foi novamente realizada
24 horas ap0s a incubagao e continuou-se diariamente até o quinto dia. Para uma maior precisao
da anélise foram contadas as placas com numero de coldnias entre 30 e 300. As placas que
apresentaram numero de coldnias nessa faixa foram as placas da diluigdo de proporg¢do 1:10.
O ntimero de colonias em UFC.mL"! para as placas dos tipos de filtracio FLA e
FLA+UYV, que ndo passaram por diluicdo seriada, foi obtido por meio das contagens realizadas

nas placas de Petri, através da eq. (2).

UFCmil- Numero de colonias contadas )
m =

Volume plaqueado (ml)

O ntimero de colonias em UFC.mL™! para as placas do controle positivo (CP), que
passaram pela diluicao seriada, foi obtido por meio das contagens realizadas nas placas de Petri,
através da eq. (3).

Numero de colonias contadas

)

UFCml™1 = ( > X fator de diluicdo

Volume plaqueado (ml)

Onde o fator de diluicdo foi igual a dez, significando que a amostra foi diluida em
uma proporcao de 1:10.

Durante o procedimento de contagens de colonias, constatou-se que, em
determinados casos, ndo houve crescimento de coldnias nas placas inoculadas, notadamente
para as placas das amostras ndo diluidas. Para fins estatisticos, essas placas foram consideradas
como contendo 5 UFC.mL"!, um valor conservador que estd abaixo do limite de detec¢iio padrio

de 10 UFC.mL"!' (VIEIRA; FERNANDES, 2012).
3.9 Identificacio por microscopia

ApoOs a contagem de colonias de fungos observadas nas placas, estas foram
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identificadas por microscopia dtica, com base em suas caracteristicas morfologicas, como cor,
forma e textura, tais como estruturas reprodutivas (esporos) e culturais como pigmentacao e

estrutura do micélio. A identificacdo foi realizada somente para as colonias de Fusarium sp.

3.10 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Jamovi (Versao 2.3),
que faz uso do ambiente de programacao R (THE JAMOVI PROJECT, 2022; R CORE TEAM,
2021). Além da estatistica descritiva, foram realizados testes para verificar a significancia
estatistica das diferengas observadas entre os fatores tipo de filtragao e tempo de filtracdo. Essas

analises incluem o Teste de Shapiro-Wilk, o Teste de Kruskal-Wallis e o Teste de Dunn

3.11 Eficiéncia da Filtracao

A eficiéncia da filtragdo da filtracdo lenta em areia (FLA), nos diferentes tempos de

filtragcdo analisados, foi realizada a partir da eq. (4).

X172 100 “)

Eficiéncia (%) =
1

Onde x; é a média dos valores de Fusarium sp. (UFC.mL™") do controle positivo e
x> é a média dos valores de Fusarium sp. (UFC.mL™") depois da filtracdo lenta em areia (FLA)
nos diferentes tempos de filtragdo analisados.

A eficiéncia da filtracdo lenta em areia com radiacdo UV (FLA+UV), nos diferentes
tempos de filtracdo analisados, foi realizada a partir da eq. (5).

17 %2 100 )

Eficiéncia (%) =
1

Onde X1 ¢ a média dos valores de Fusarium sp. (UFC.mL™") do controle positivo e
x> ¢ a média dos valores de Fusarium sp. (UFC.mL") depois da filtracdo lenta em areia com
radiagdo UV (FLA+UV) nos diferentes tempos de filtragdo analisados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Resultado do plaqueamento das amostras do dia 15 de maio

Observou-se que, nas placas do controle positivo (CP), nas quais a amostra nao
passou por dilui¢do seriada, apds cinco dias de incubacao, as colonias apresentaram crescimento

coalescente, impossibilitando a contagem de colonias de Fusarium sp. (Figura 8).

Figura 8 — Placas do controle positivo (CP) do dia 15 de maio sem

diluicao seriada apos 5 dias de incubacao

Fonte: Autor, 2024.

Ap6s diluigdo seriada da amostra, foi possivel mensurar a quantidade de colonias nas placas e

calcular o nimero de UFC.mL! (Figura 9).

Figura 9 — Placas do controle positivo (CP) do dia 15 de maio apds
dilui¢do seriada e ap6s 5 dias de incubagdo

=

Fonte: Autor, 2024.

Ap0s o periodo de cinco dias de incubagdo, ndo houve crescimento de colonias de
Fusarium sp. nas placas da filtracdo lenta em areia (FLA) nos diferentes tempos de amostragem
(Figura 10). Portanto, o valor de 5 UFC.mL"! para Fusarium sp. foi admitido para todas as

placas.
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Figura 10 — Placas da filtracdo lenta em areia (FLA) do dia 15 de maio ap6s 5 dias de
incubacao

Legenda: Placas da filtragdo lenta em areia (FLA) apds 5 dias de incubagdo. Na primeira coluna, réplicas
referentes ao tempo de 1 hora; na segunda coluna, réplicas referentes ao tempo de 2 horas; na terceira coluna,
réplicas referentes ao tempo de 3 horas; e, na quarta coluna, réplicas referentes ao tempo de 4 horas.

Fonte: Autor, 2024.

Apos o periodo de cinco dias de incubacdo das placas da filtragdo lenta em areia
com radiagdo UV (FLA+UV), observou-se o crescimento de uma colonia de Fusarium sp. na
placa 1 do tempo de 3 horas. Além disso, houve o crescimento de uma colonia de Curvularia
sp. na placa 2 do tempo de 3 horas (Figura 11). Nao houve crescimento de colonias de Fusarium
sp. nas demais placas dessa filtragdo nos diferentes tempos de amostragem, admitindo-se assim

o valor de 5 UFC.mL"! para as demais placas.
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Figura 11 — Placas da filtragdo lenta em areia com radiagdo UV (FLA+UV) do dia 15 de
maio apos 5 dias de incubagao

Legenda: Placas da filtragdo lenta em areia com radiagdo UV (FLA+UV) ap6ds 5 dias de incubag@o. Na primeira
coluna, réplicas referentes ao tempo de 1 hora; na segunda coluna, réplicas referentes ao tempo de 2 horas; na
terceira coluna, réplicas referentes ao tempo de 3 horas; e, na quarta coluna, réplicas referentes ao tempo de 4
horas.

Fonte: Autor, 2024.

O resultado da contagem das colonias em placas apos 5 dias de incubagdo foi convertido para

UFC.mL! (Tabela 1).
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Tabela 1 — Valores de Fusarium sp. (UFC.mL™") apos 5 dias de
incubagdo, em diferentes tipos de filtragao (CP, FLA e FLA+UV) ao
longo do tempo (0, 1, 2, 3 e 4 horas) para o dia 15 de maio

Eﬂ::;ﬁ) Tempo (h) Repeticdo Igﬁi«ftglﬁs}; )

1 2000
CP 0 2 700

3 1100

1 5
FLA 1 2 5

3 5

1 5
FLA 2 2 5

3 5

1 5
FLA 3 2 5

3 5

1 5
FLA 4 2 5

3 5

1 5
FLA+UV 1 2 5

3 5

1 5
FLA+UV 2 2 5

3 5

1 10
FLA+UV 3 2 5

3 5

1 5
FLA+UV 4 2 5

3 5

Fonte: Autor, 2024

4.2 Resultado do plaqueamento das amostras do dia 22 de maio

Novamente as placas do controle positivo (CP), sem dilui¢do seriada, apos cinco
dias de incubagdo, apresentaram crescimento coalescente de colonias, impossibilitando a

contagem de colonias de Fusarium sp. (Figura 12).
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Figura 12 — Placas do controle positivo (CP) do dia 22 de maio sem
dilui¢do seriada apods 5 dias de incubagao

Fonte: Autor, 2024.

Somente ap6s dilui¢do da amostra, foi possivel mensurar a quantidade de colonias

e calcular o nimero de UFC.mL™! (Figura 13).

Figura 13 — Placas do controle positivo (CP) do dia 22 de maio ap6s dilui¢do
seriada e apos 5 dias de incubagao

Fonte: Autor, 2024.

Ap6s o periodo de cinco dias de incubag@o, ndo houve crescimento de coldnias de
Fusarium sp. nas placas da filtracdo lenta em areia (FLA) nos diferentes tempos de amostragem
(Figura 14). Portanto, o valor de 5 UFC.mL™! para Fusarium sp. foi admitido para todas as

placas.
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Figura 14 — Placas da filtracdo lenta em areia (FLA) do dia 22 de maio apo6s 5 dias de
incubacgao

Legenda: Placas da filtracdo lenta em areia (FLA) ap6s 5 dias de incubacdo. Na primeira coluna, réplicas
referentes ao tempo de 1 hora; na segunda coluna, réplicas referentes ao tempo de 2 horas; na terceira coluna,
réplicas referentes ao tempo de 3 horas; e na quarta coluna, réplicas referentes ao tempo de 4 horas.

Fonte: Autor, 2024.

Ap6s o periodo de cinco dias de incubacdo das placas da filtragdo lenta em areia
com radiacdo UV (FLA+UV), ndo houve crescimento de colonias de Fusarium sp. nos
diferentes tempos de amostragem (Figura 15), admitindo-se o valor de 5 UFC.mL"! para

Fusarium sp. para todas as placas.
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Figura 15 — Placas da filtragdo lenta em areia com radiagdo UV (FLA+UV) do dia 22 de maio
apos 5 dias de incubacgao

Legenda: Placas da filtragdo lenta em areia com radiagdo UV (FLA+UV) apos 5 dias de incubagdo. Na primeira
coluna, réplicas referentes ao tempo de 1 hora; na segunda coluna, réplicas referentes ao tempo de 2 horas; na
terceira coluna, réplicas referentes ao tempo de 3 horas; e na quarta coluna, réplicas referentes ao tempo de 4

horas.
Fonte: Autor, 2024.

O resultado da contagem das colonias em placas do dia 22 de maio foi igualmente

convertido para UFC.mL"! (Tabela 2).
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Tabela 2 — Valores de Fusarium sp. (UFC.mL™), apés 5 dias de
incubagdo, em diferentes tipos de filtragao (CP, FLA e FLA+UV) ao
longo do tempo (0, 1, 2, 3 e 4 horas) para o dia 22 de maio

Eﬁ‘?@gg Tempo (h) Repeticdo I;ﬁigglﬁsg )

1 2600
CP 0 2 2400

3 2000

1 5
FLA 1 2 5

3 5

1 5
FLA 2 2 5

3 5

1 5
FLA 3 2 5

3 5

1 5
FLA 4 2 5

3 5

1 5
FLA+UV 1 2 5

3 5

1 5
FLA+UV 2 2 5

3 5

1 5
FLA+UV 3 2 5

3 5

1 5
FLA+UV 4 2 5

3 5

Fonte: Autor, 2024

4.3 Analise estatistica dos resultados do dia 15 de maio

4.3.1 Estatistica descritiva para o dia 15 de maio

A estatistica descritiva dos resultados do dia 15 de maio (Tabela 3), indicou que o
controle positivo (CP) apresentou média de Fusarium sp. (UFC.mL™") superior aos demais tipos
de filtracdo, o que era esperado, devido a elevada concentragdo de esporos na amostra do
sobrenadante. O desvio-padrao indicou variabilidade alta entre os valores das réplicas e o teste
de normalidade de Shapiro-Wilk ndo detectou desvios significativos da normalidade.

A filtracdo lenta em areia (FLA) e a filtracdo lenta em areia com radiagdo UV
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(FLA+UV) foram eficientes na redu¢do de Fusarium sp. (UFC.mL') em comparagio ao
controle positivo CP, uma vez que a média dos valores de Fusarium sp. (UFC.mL™") foram
abaixo do limite minimo detectavel de 10 UFC.mL"! em todos os tempos de filtragio. O desvio-
padrao nao indicou variabilidade entre as réplicas, devido a isso o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk ndo foi aplicavel, exceto para a filtragdo lenta em areia com radiacdio UV
(FLA+UV) no tempo de 3 horas, onde observou-se aumento na média dos valores de Fusarium
sp. (UFC.mL") e o desvio-padrio indicou aumento da variabilidade entre os valores das
réplicas, conforme significancia detectada pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Esse

aumento pode ser atribuido a possiveis contaminagdes laboratoriais.

Tabela 3 — Estatistica descritiva para Fusarium sp. (UFC.mL™!) para o dia 15 de maio

Tipos de Tempo N Fusarium sp. (UFC.mL") Shapiro-Wilk
Filtragao (h) ¥ Med s Min Max QI Q03| W  p

CP 0 3126667 1100 66583 700 2000 900 1550 0,953 0,583"
FLA 1 3 5 5 0O 5 5 5 5 NA NA
FLA 2 3 5 5 0O 5 5 5 5 NA NA
FLA 33 5 5 0O 5 5 5 5 NA NA
FLA 4 3 5 5 0O 5 5 5 5 NA NA
FLA+UV 1 3 5 5 0O 5 5 5 5 NA NA
FLA+UV 2 3 5 5 0O 5 5 5 5 NA NA
FLA+UV 33 6,67 5 289 5 10 5 7,5 0,750 <0,01
FLA+UV 4 3 5 5 0O 5 5 5 5 NA NA

Legenda: N: numero de observagdes; x: média; Med: mediana; s: desvio-padrao; Min: minimo; Max: maximo; Q1:
primeiro quartil; Q3: terceiro quartil; W: estatistica do teste de Shapiro-Wilk; p: valor de p do teste de Shapiro-
Wilk; ns: ndo significativo (p > 0,05); *: significativo ao nivel de 5% (0,01 < p <0,05); **: altamente significativo
ao nivel de 1% (p < 0,01); NA: ndo aplicavel.

Fonte: Autor, 2024.

A redugio dos valores de Fusarium sp. (UFC.mL"") para abaixo de 10 UFC.mL"!
ocorreu logo na primeira hora apos a filtragcdo lenta em areia (FLA) e filtracdo lenta em areia

com radiagdo UV (FLA+UV) e se manteve ao longo do tempo de filtragdo (Figura 16).
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Figura 16 — Valores de Fusarium sp. (UFC.mL™") obtidos no dia 15 de maio
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Fonte: Autor, 2024.

4.3.2 Teste de Kruskall-Wallis para o dia 15 de maio

O teste de Kruskal-Wallis para os valores médios de Fusarium sp. (UFC.mL™)
indicou que houve diferenga estatisticamente significativa entre os diferentes tipos de filtragao
aplicados. O valor p (< 0,01) indicou que pelo menos um dos tipos de filtragdo difere
significativamente dos outros em termos de eficiéncia na reducdo de Fusarium sp. (UFC.mL"
1. O teste de Kruskal-Wallis também indicou que houve diferenca estatisticamente significativa
entre os diferentes tempos de filtragdo aplicados. O valor p (< 0,01) indicou que a eficiéncia da

filtragdo varia ao longo do tempo (Tabela 4).

Tabela 4 — Teste de Kruskal-Wallis para Fusarium sp. (UFC.mL™") do dia 15 de maio

Variavel Dependente Variavel de Agrupamento x’ gl )
Tipo de filtragao 20,43 2 <0,01™

Fusarium sp. (UFC.mL™") .
Tempo de filtragdo 20,93 4 <0,01

Legenda: ns: ndo significativo (p > 0,05); *: significativo ao nivel de 5% (0,01 < p < 0,05) pelo teste de
Kruskal-Wallis; **: altamente significativo ao nivel de 1% (p < 0,01) pelo teste de Kruskal-Wallis.
Fonte: Autor, 2024.

4.3.3 Teste de comparagdao multiplas de Dunn para o dia 15 de maio

O teste de Dunn ¢ uma andlise de comparagdes multiplas que permitiu identificar
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quais niveis dos fatores foram significativamente diferentes.

Os resultados do teste de Dunn para o fator tipos de filtragao obtidos da analise dos
valores de Fusarium sp. (UFC.mL™") indicaram que a comparagio entre o controle positivo (CP)
e a filtracdo lenta em areia (FLA) mostrou diferenca estatisticamente significativa (p <0,01), a
comparagdo entre o controle positivo (CP) e a filtracdo lenta em areia com radiacio UV
(FLA+UV) mostrou diferenca estatisticamente significativa (p < 0,01) e a comparagdo entre a
filtracdo lenta em areia (FLA) e a filtragdo lenta em areia com radiacao UV (FLA+UV) nao
apresentou diferenga estatisticamente significativa (p > 0,05) (Tabela 5)

Assim como a filtracao lenta em areia (FLA), a filtragdo lenta em areia com radiagao
UV (FLA+UV) ¢ igualmente eficiente na redugio de Fusarium sp. (UFC.mL™"), ou seja, a
adi¢ao da radiacio UV ndo mostrou melhoria adicional significativa. Estatisticamente, a
filtracdo lenta em areia (FLA) foi tdo eficiente quanto a filtragcdo lenta em areia com radiagao

UV (FLA+UV) na reducio de Fusarium sp. (UFC.mL™).

Tabela 5 — Resultados do teste de Dunn para o fator tipos de filtragdo obtidos da analise dos
valores de Fusarium sp. (UFC.mL-1) do dia 15 de maio

Varidvel Dependente Comparacdes da Variavel VA )/
de Agrupamento
CP-FLA 4,42 <0,01°"
Fusarium sp. **
(UFC.mL™) CP - FLA+UV 4,10 <0,01
FLA - FLA+UV -0,50 0,618

Legenda: ns: ndo significativo (p > 0,05); *: significativo ao nivel de 5% (0,01 < p <0,05) pelo teste de Dunn; **:
altamente significativo ao nivel de 1% (p < 0,01) pelo teste de Dunn; Z: valor do teste estatistico de Dunn; p:
probabilidade associada ao valor de Z, ajustada para comparagdes multiplas.

Fonte: Autor, 2024.

Os resultados do teste de Dunn para o fator tempo de filtracdo obtidos da analise
dos valores de Fusarium sp. (UFC.mL™") indicaram que as comparagdes entre tempo de 0 hora,
tempo referente ao controle positivo (CP), e os outros tempos (1, 2, 3 e 4 horas) foram todas
altamente significativas (p < 0,01), ou seja, houve diferencas significativas entre o tempo de 0
hora e os demais tempos analisados. As comparacdes entre tempos 1, 2, 3 e 4 horas nao
mostraram diferencas significativas (p > 0,05), ou seja, ndo houve diferencas significativas
entre os tempos analisados (Tabela 6).

Esse resultado indicou que houve desinfestagdo significativa de Fusarium sp.
(UFC.mL") logo apés o inicio da primeira hora de filtragdo e que essa reducio se manteve ao

longo dos tempos subsequentes.



43

Tabela 6 — Resultados do teste de Dunn para o fator tempo de filtracdo obtidos da
analise dos valores de Fusarium sp. (UFC.mL-1) do dia 15 de maio

Variavel Comparacdes da Variavel de 7 »
Dependente Agrupamento
0-1 4,03 <0,01™
0-2 4,03 <0,01™
0-3 3,46 <0,01°"
0-4 4,03 <0,01™
Fusarium sp. 1-2 0,00 "
(UFC.mL™) 1-3 20,71 1ms
1-4 0,00 m
2-3 -0,71 s
2-4 0,00 "
3-4 0,71 s

Legenda: ns: ndo significativo (p > 0,05); *: significativo ao nivel de 5% (0,01 < p < 0,05) pelo
teste de Dunn; **: altamente significativo ao nivel de 1% (p < 0,01) pelo teste de Dunn; Z: valor
do teste estatistico de Dunn; p: probabilidade associada ao valor de Z, ajustada para comparagdes
multiplas.

Fonte: Autor, 2024.

4.4 Analise estatistica dos resultados do dia 22 de maio

4.4.1 Estatistica descritiva para o dia 22 de maio

A estatistica descritiva dos resultados do dia 22 de maio (Tabela 7), indicou que o
controle positivo (CP) apresentou média de Fusarium sp. (UFC.mL™") superior aos demais. O
desvio-padrado indicou variabilidade entre os valores das réplicas, porém o teste de normalidade
de Shapiro-Wilk nao detectou desvios significativos da normalidade. A filtragdo lenta em areia
(FLA) e a filtra¢do lenta em areia com radiagdo UV (FLA+UV) foram eficientes na redugdo de
Fusarium sp. (UFC.mL™") em comparagiio ao controle positivo CP, uma vez que a média dos
valores de Fusarium sp. (UFC.mL™") foram abaixo do limite minimo detectavel de 10 UFC.mL"
! em todos os tempos de filtracdo. O desvio-padrio nio indicou variabilidade entre as réplicas,
devido a isso o teste de normalidade de Shapiro-Wilk nao foi aplicavel.

Diferentemente da estatistica descritiva dos resultados do dia 15 de maio, nio foi
observado aumento na média dos valores de Fusarium sp. (UFC.mL™) para a filtragdo lenta em
areia com radiagdo UV (FLA+UV) em nenhum dos tempos de filtragdo. O que validou a

hipotese desse ocorrido tratar-se de um evento isolado, possivelmente associado a
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contaminagdes durante o processo de plaqueamento ou manipulacdo das amostras. A repeti¢ao
do experimento no dia 22 de maio validou os resultados dos métodos de filtragdo avaliados na

desinfestagdo de Fusarium sp.

Tabela 7 — Estatistica descritiva para Fusarium sp. (UFC.mL!) para o dia 22 de maio

Tipos de Tempo N Fusarium sp. (UFC.mL™") Shapiro-Wilk
Filtracdo (h) ¥ Med s Min Max Q1 Q3| W p
Cp 0 3 2333,33 2400 305,51 2000 2600 2200 2500 0,964 0,637
FLA 1 3 5 5 0 5 5 5 5 NA NA
FLA 2 3 5 5 0 5 5 5 5 NA NA
FLA 3 3 5 5 0 5 5 5 5 NA NA
FLA 4 3 5 5 0 5 5 5 5 NA NA
FLA+UV 1 3 5 5 0 5 5 5 5 NA NA
FLA+UV 2 3 5 5 0 5 5 5 5 NA NA
FLA+UV 3 3 5 5 0 5 5 5 5 NA NA
FLA+UV 4 3 5 5 0 5 5 5 5 NA NA

Legenda: N: numero de observacdes; x: média; Med: mediana; s: desvio-padrao; Min: minimo; Max: méaximo; Q1:
primeiro quartil; Q3: terceiro quartil; W: estatistica do teste de Shapiro-Wilk; p: valor de p do teste de Shapiro-
Wilk; ns: ndo significativo (p > 0,05); *: significativo ao nivel de 5% (0,01 < p <0,05); **: altamente significativo
ao nivel de 1% (p < 0,01); NA: ndo aplicavel.

Fonte: Autor, 2024.

A redugio dos valores de Fusarium sp. (UFC.mL™") para abaixo de 10 UFC.mL"!
ocorreu logo na primeira hora apos a filtragcdo lenta em areia (FLA) e filtracdo lenta em areia

com radiacdo UV (FLA+UV) e se manteve ao longo do tempo de filtragdo (Figura 17).
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Figura 17 — Valores de Fusarium sp. (UFC.mL™") obtidos do dia 22 de maio
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Fonte: Autor, 2024.

4.4.2 Teste de Kruskall-Wallis para o dia 22 de maio

O teste de Kruskal-Wallis para os valores médios de Fusarium sp. (UFC.mL™)
indicou que houve diferenga estatisticamente significativa entre os diferentes tipos de filtragao
aplicados. O valor p (< 0,01) indicou que pelo menos um dos tipos de filtracdo difere
significativamente dos outros em termos de eficiéncia na reducdo de Fusarium sp. (UFC.mL"
1. O teste de Kruskal-Wallis também indicou que houve diferenca estatisticamente significativa
entre os diferentes tempos de filtragdo aplicados. O valor p (< 0,01) indicou que a eficiéncia da

filtracdo varia ao longo do tempo (Tabela 8).

Tabela 8 — Teste de Kruskal-Wallis para Fusarium sp. (UFC.mL™") do dia 22 de maio
Variavel Dependente Variavel de Agrupamento x’ gl P

Tipo de filtragio 25,89 2 <0,017
Fusarium sp. (UFC.mL™")
Tempo de filtragdo 2589 4  <0,01”

Legenda: ns: nao significativo (p > 0,05); *: significativo ao nivel de 5% (0,01 < p < 0,05) pelo teste de
Kruskal-Wallis; **: altamente significativo ao nivel de 1% (p < 0,01) pelo teste de Kruskal-Wallis.
Fonte: Autor, 2024.

4.4.3 Teste de comparagdo multiplas de Dunn para o dia 22 de maio

O teste de Dunn ¢ uma analise de comparacdes multiplas que permitiu identificar
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quais niveis dos fatores foram significativamente diferentes.

Os resultados do teste de Dunn para o fator tipo de filtragcao obtidos da analise dos
valores de Fusarium sp. (UFC.mL™") indicaram que a comparagio entre o controle positivo (CP)
e a filtracdo lenta em areia (FLA) mostrou diferenca estatisticamente significativa (p <0,01), a
comparagdo entre o controle positivo (CP) e a filtracdo lenta em areia com radiacdo UV
(FLA+UV) mostrou diferenca estatisticamente significativa (p < 0,01) e a comparagdo entre a
filtracdo lenta em areia (FLA) e a filtragdo lenta em areia com radiacao UV (FLA+UV) nao
apresentou diferenga estatisticamente significativa (p > 0,05) (Tabela 9).

Assim como a filtracao lenta em areia (FLA), a filtragdo lenta em areia com radiagao
UV (FLA+UV) ¢ igualmente eficiente na redugio de Fusarium sp. (UFC.mL™"), ou seja, a
adi¢do da radiacio UV ndo mostrou melhoria adicional significativa. Estatisticamente, a
filtracdo lenta em areia (FLA) foi tdo eficiente quanto a filtracdo lenta em areia com radiagao

UV (FLA+UV) na reducdo de Fusarium sp. (UFC.mL™1).

Tabela 9 — Resultados do teste de Dunn para o fator tipo de filtragdo obtidos da analise dos
valores de Fusarium sp. (UFC.mL-1) do dia 22 de maio

Varidvel Dependente Comparacdes da Variavel VA )/
de Agrupamento
CP-FLA 4,83 <0,01"
Fusarium sp. *ox
(UFC.mL™) CP - FLA+UV 4,83 <0,01
FLA - FLA+UV 0 "

Legenda: ns: ndo significativo (p > 0,05); *: significativo ao nivel de 5% (0,01 < p <0,05) pelo teste de Dunn; **:
altamente significativo ao nivel de 1% (p < 0,01) pelo teste de Dunn; Z: valor do teste estatistico de Dunn; p:
probabilidade associada ao valor de Z, ajustada para comparagdes multiplas.

Fonte: Autor, 2024.

Os resultados do teste de Dunn para o fator tempo de filtracdo obtidos da analise
dos valores de Fusarium sp. (UFC.mL™") indicaram que as comparagdes entre tempo de 0 hora,
tempo referente ao controle positivo (CP), e os outros tempos (1, 2, 3 ¢ 4 horas) foram todas
altamente significativas (p < 0,01), ou seja, houve diferencas significativas entre o tempo de 0
hora e os demais tempos analisados. As comparagdes entre tempos 1, 2, 3 e 4 horas ndo
mostraram diferengas significativas (p > 0,05), ou seja, ndo houve diferengas significativas
entre os tempos analisados (Tabela 10).

Esse resultado indicou que houve desinfestagdo significativa de Fusarium sp.
(UFC.mL™") logo apés o inicio da primeira hora de filtragdo e que essa reducio se manteve ao

longo dos tempos subsequentes.
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Tabela 10 — Resultados do teste de Dunn para o fator tempo de filtragdo obtidos
da analise dos valores de Fusarium sp. (UFC.mL-1) do dia 22 de maio

Variavel Comparacdes da Variavel de 7 »
Dependente Agrupamento
0-1 4,41 <0,017
0-2 4,41 <0,01™
0-3 4,41 <0,01™
0-4 4,41 <0,017
Fusarium sp. 1-2 0 1"
(UFC.mL™) 1-3 0 1ms
1-4 0 s
2-3 0 s
2-4 0 "
3-4 0 s

Legenda: ns: ndo significativo (p > 0,05); *: significativo ao nivel de 5% (0,01 < p < 0,05) pelo
teste de Dunn; **: altamente significativo ao nivel de 1% (p < 0,01) pelo teste de Dunn; Z: valor
do teste estatistico de Dunn; p: probabilidade associada ao valor de Z, ajustada para comparagdes
multiplas.

Fonte: Autor, 2024.

4.5 Eficiéncia da filtracao

Na analise dos resultados sobre a eficiéncia da filtragdo lenta em areia (FLA) e da
filtragcdo lenta em areia com radiagdo UV (FLA+UV), observou-se significancia estatistica na
desinfestacido de Fusarium sp. (UFC.mL™") tanto no dia 15 quanto no dia 22 de maio.

No dia 15 de maio, a filtragdo lenta em areia (FLA) obteve 99,61% de eficiéncia na
desinfestacdo de Fusarium sp. (UFC.mL™") em todos os tempos analisados (1, 2, 3, e 4 horas).
A filtragdo lenta em areia com radiagdo UV (FLA+UV), manteve 99,61% de eficiéncia na
desinfesta¢io de Fusarium sp. (UFC.mL!) nos tempos de 1, 2 e 4 horas. A baixissima variacio
dos valores de Fusarium sp. (UFC.mL™) durante a terceira hora resultou em uma eficiéncia de
99,47%, ou seja, uma reducao de 0,14% na eficiéncia (Figura 18).

No dia 22 de maio, tanto a filtracdo lenta em areia (FLA) quanta a filtracdo lenta
em areia com radiagdo UV (FLA+UYV) apresentaram 99,79% de eficiéncia na desinfestacao de

Fusarium sp. (UFC.mL™) ao longo das quatro horas avaliadas (Figura 18).
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Figura 18 — Eficiéncia da filtracdo lenta em areia (FLA) e filtragdo lenta em
areia com radiacao UV (FLA+UV) na desinfestagao de Fusarium sp. ao longo
do tempo dos dias 15 e 22 de maio

99.9r

HE FLA - 15 de maio

N FLA+UV - 15 de maio

HEE FLA e FLA+UV - 22 de maio
9987

99.71

99.61

Eficiéncia (%)

99.51

99.4

12 hora 22 hora 32 hora 42 hora
Tempo (horas)

Fonte: Autor, 2024.

4.6 Discussio dos resultados

Os resultados demonstraram alta eficiéncia dos métodos de filtragdo avaliados para
controle do Fusarium sp. Os dados obtidos indicam que a filtragdo lenta em areia foi eficiente
na desinfestacao de Fusarium sp. Contudo, a combinacao com a radiacdo UV, € uma estratégia
que pode ser eficiente para a desinfestagdo de uma gama maior de microrganismos em sistemas
hidropdnicos.

A eficiéncia da filtra¢do lenta em areia na desinfestacao de Fusarium sp. foi relatada
em diversos estudos, que mencionam a capacidade desse método de remocdo de
microrganismos. Wohanka (1989), em um estudo com filtros lentos de areia ndo otimizados,
relatou uma eficiéncia de filtragdo de apenas 70 a 80%, um valor aproximadamente 20%
inferior as eficiéncias obtidas neste trabalho para a filtracdo lenta em areia (FLA) e filtragao
lenta em areia com radiagdo UV (FLA+UV), destacando o impacto de melhorias no filtro.
Estudos posteriores reportaram taxas de eficiéncia de até 99,9% utilizando areia e 12 de rocha
granulada como meios filtrantes (WOHANKA, 1995; WOHANKA; HELLE, 1996). Esses
resultados se assemelham com os valores de eficiéncia da filtracdo observados no experimento
realizado no dia 22 de maio, onde obteve-se eficiéncia de 99,79% em todos os tempos avaliados.

A taxa de filtra¢do do filtro lento de areia foi ajustada para aproximadamente 100
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L.h'.m?, o que pode ter contribuido para a alta eficiéncia observada, uma vez que taxas de
filtragao elevadas podem reduzir a eficiéncia dos filtros lentos de areia, variando entre 94 € 99%
para taxas de filtragdo superior a 300 L. h"'.m? (VAN OS et al., 2000; RUNIA et al.,1996).

Apesar dos altos valores de eficiéncia alcangados, ¢ importante destacar que, na
filtracdo lenta em areia com radiacdo UV (FLA+UV) houve crescimento de uma colonia de
Fusarium sp. na terceira hora de filtragdo no experimento do dia 15 de maio, porém a repeti¢cao
do experimento no dia 22 de maio validou a hipotese desse ocorrido tratar-se de um evento
isolado. Esse evento pode ser explicado por contaminacdes laboratoriais ou flutuagdes na
eficiéncia do sistema, conforme observado por Ehret et al. (1999), que relataram que a
eficiéncia da filtracdo pode variar entre 93 e 97% dependendo das condi¢des da condugdo do
experimento.

De maneira geral, os resultados do obtidos confirmam que a filtragdo lenta em areia,
tanto isolada quanto combinada com radiacao UV, ¢ altamente eficaz na remogao de Fusarium
sp., alcangando eficiéncia superior a 99% em todas as condigdes avaliadas. Esses resultados
reforcam a relevancia da filtracdo lenta em sistemas de irrigacdo, bem como em sistemas
hidroponicos de circulacdo fechada, sendo uma estratégia viavel para o manejo de patdgenos
fingicos. No entanto, ¢ importante ressaltar que a manutengao e limpeza regular do sistema de
filtragdo € essencial para garantir resultados consistentes ao longo do tempo, uma vez que, em
experimento realizado por Runia et al. (1996) foram detectadas altas concentragdes de

patdgenos no efluente apos periodos prolongados, como 57 ou 116 dias.



50

5 CONCLUSAO

A filtragcdo lenta em areia, isolada ou combinada com a radiacdo UV, ¢ uma
tecnologia eficiente na desinfestagdo do Fusarium sp. na solucdo nutritiva em sistemas
hidropdnicos, alcangando eficiéncia de mais de 99%.

A combinagdo da filtragdo lenta em areia com a radiagdo UV nao aumentou a
eficiéncia de filtragdo na desinfestagdo do Fusarium sp. (UFC.mL™") mas pode ser utilizada para

a reducdo de uma gama mais ampla de microrganismos na solugao nutritiva.
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