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Desenvolvimento in vitro de Sclerotium rolfsii em diferentes concentragoes de

extrato pirolenhoso de cana-de-agucar

RESUMO

O uso excessivo de fungicidas, pode ocasionar o aparecimento de organismos resistentes,
devido a isso compostos naturais de plantas tem sido pesquisado como op¢ao no controle de
doengas. O trabalho teve como objetivo, avaliar a eficacia do extrato pirolenhoso (EP) de cana-
de-agucar em diferentes concentragdes no desenvolvimento in vitro de Sclerotium rolfsii.
Foram testadas seis concentragdes do extrato (0; 1000; 2000; 3000; 4000; 5000 ppm) em discos
de micélio e esclerddios. As avaliagdoes consistiram em medi¢oes diarias do diametro das
coldnias fungicas. Foram avaliados indice de velocidade de crescimento micelial, o crescimento
médio micelial e a inibi¢do do crescimento fungico. Sclerotium rolfsii desenvolveu-se em todas
as concentragdes testadas, entretanto 5000 ppm ocorreu menor desenvolvimento. Conclui-se
que a dose mais eficaz para inibir o desenvolvimento do fungo foi na concentragdao de 5000

Palavras-chave: Saccharum officinarum, crescimento micelial, murcha de sclerotium
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In vitro development of Sclerotium rolfsii in different pyroligneous extract
concentrations of sugarcane

ABSTRACT

Resistance to fungicides has become a major issue in plant disease management, and several
options to the current available commercial products have been studied. In this study evaluate
the in vitro effect of the sugarcane pyroligneous extract on the mycelial growth of the fungus
Sclerotium rolfsii was evaluated. Six extract concentrations (0; 1000; 2000; 3000; 4000; 5000
ppm), were tested against mycelial disks and sclerotia. Evaluations consisted in daily
measurements of mycelial growth diameter. The mycelial growth index, mycelial growth
average and growth inhibition rate were calculated. Sclerotium rolfsii developed in all
concentrations except under 5000 ppm. It concludes that the most effective dose to inhibit
fungal growth was at a concentration of 5000 ppm.

Key-words: Saccharum officinarum, mycelial growth, wilting sclerotium



1. INTRODUCAO

Dentre os métodos de manejo de doengas de plantas, destacam-se o uso de fungicidas
devido ao resultado imediato e eficiéncia de controle. Contudo, o uso inadequado destes
produtos, pode ocasionar o aparecimento de organismos resistentes, além, de degradar solo e
agua e, reduzir a biodiversidade. Este fato, tem gerado preocupacdo e impulsionado o estudo
de novas alternativas de controle, de modo, a garantir um controle eficiente e que a0 mesmo
tempo minimize os impactos ambientais (COUTINHO, 1996).

Produtos derivados de recursos naturais renovaveis tém sido de suma importancia para
o desenvolvimento da agricultura sustentavel ou alternativa, ja que podem mitigar danos ao
meio ambiente, como por exemplo, a utilizacdo de extratos orginicos como nova medida de
protecdo das plantas contra as doengas (RODRIGUES, 2006).

De acordo com Venturoso (2009), a procura de fungicidas obtidos de compostos
naturais de plantas tem aumentado. Tem se constatado na literatura, pesquisas in vitro
demonstrando que diversos patdogenos podem ser controlados com eficiéncia por meio de
extratos vegetais, como Fusarium proliferatum por extratos de alho e capim-santo (SOUZA et
al., 2007), Colletotrichum gloeosporioides por extratos de meldo de sdo caetano e eucalipto
(CELOTO et al., 2008) e Bipolaris sorokiniana por extrato de canfora (FRANZENER et al.,
2003).

Neste contexto, vem sendo pesquisada a utilizagao de extrato pirolenhoso na agricultura,
especificamente no controle de pragas e doencas de plantas (SOUZA-SILVA et al., 2006). O
extrato pirolenhoso ou acido pirolenhoso € um subproduto organico aquoso de cor amarela a
marrom avermelhada, gerado durante o processo de carbonizagdo da madeira ou de diferentes
materiais vegetais, sendo constituido de 80% de dgua e o restante de sua composi¢do por
compostos organicos, dentre eles 4cido acético, alcoois, cetonas e fendis (ZANETTI, 2005).
Por conter alcatrao soluvel, o extrato pirolenhoso bruto ndo pode ser utilizado na agricultura, e
precisa ser destilado ou decantado para a obtengdo do produto purificado, sem a presenga de
alcatrdo, pois este contém componentes cancerigenos (CAMPOS, 2007).

Segundo Saigusa (2002), o efeito ativador ou inibidor do EP sobre os organismos vivos
depende de sua concentragdo, e a eficiéncia do produto esta relacionado com a matéria prima
vegetal utilizada na queima, o método de obtencao do extrato e o preparo das solugdes.

Lorenzetti et al. (2012) desenvolveram experimentos conduzidos in vitro e em
condi¢des de campo, onde avaliaram produtos naturais em diferentes concentragdes no controle

da ferrugem das folhas do capim-limao, e constataram que in vitro o extrato pirolenhoso de



eucalipto, nas duas maiores concentracdes (40 e 50 g L) utilizadas inibiram 100% a
germinagdo dos uredinidsporos do patdgeno Puccinia nakanishikii. Entretanto, a campo o
extrato nao demonstrou um controle efetivo da doenga.

Dentre os inumeros fungos que causam doencas de plantas, destaca-se o Sclerotium
rolfsii, que produz numerosos e diminutos esclerodios com uma camada exterior melanizada, e
seu interior contendo hifas enoveladas. O patdgeno € responsavel pelo tombamento de mudas,
murcha de sclerotium, cancro da haste, podridao de raiz e colo, culminando a morte da planta,
e afetando a reducao da produtividade de diversas espécies de cultivo, como culturas folhosas,
raizes, bulbos, tubérculos e frutos (AGRIOS, 2005).

Existem poucos fungicidas registrados no controle da doenga, sendo inexistente para a
maioria das culturas agricolas, e a literatura ¢ escassa no estudo do uso de compostos naturais
para o controle, o que dificulta o manejo da doenca (AGROFIT, 2016).

Dessa forma, o trabalho teve como objetivo, avaliar a eficacia do extrato pirolenhoso de

cana-de-agucar em diferentes concentragdes no desenvolvimento in vitro de Sclerotium rolfsii.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local do experimento

Dois experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Microbiologia Agricola e
Fitopatologia, da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA), da UFGD — MS, entre os meses de
marco a abril de 2016. Avaliou-se o efeito inibitério do extrato pirolenhoso na inibi¢do no
crescimento de S. rolfsii, foram realizados dois experimentos, em delineamento inteiramente
casualizados com seis tratamento e seis repeti¢cdes, tendo como principal fator de estudo, o

estado fisiologico do fungo e a concentragdo do extrato.

2.2. Obtencao do extrato pirolenhoso

O extrato pirolenhoso foi obtido da carbonizagdo da cana-de-acucar e cedido pela

empresa Bioware tecnologia, Campinas-SP

2.3. Origem dos esclerddios

Os esclerddios utilizados nos ensaios foram coletados da cultura de mandioquinha salsa,
no Horto de Produgao e Pos-Colheita de Plantas Olericolas da Faculdade de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal da Grande Dourados - FCA/UFGD em fevereiro de 2016 e foram

armazenados na micoteca do Laboratdrio de Microbiologia Agricola e Fitopatologia.
2.4. Obtenc¢ao dos discos de micélio
Inicialmente os esclerddios passaram por assepsia em alcool 70%, agua destilada,
hipoclorito de sodio 1% e dgua destilada novamente por um minuto em cada recipiente e foram
multiplicados em placas de Petri descartaveis e estéreis, contendo 10 mL do meio de cultura
batata-dextrose agar (BDA) para obtencdo da germinagdo miceliogénica.

2.5. Conduciao do experimento

Foram testadas diferentes concentragdes de extrato pirolenhoso de cana-de-acucar sobre

o desenvolvimento in vitro do S. rolfsii. As concentragdes testadas foram 1000, 2000, 3000,



4000 e 5000 ppm e o tratamento testemunha (0 — sem adi¢ao de extrato). Em um experimento
o fungo foi repicado para as unidades experimentais na forma de disco de micélio e em outro
experimento foram plaqueados ao centro da placa esclerddios assepsiados. Os discos de micélio
utilizados apresentavam 3 dias de incubagdo e foram retirados das bordas das placas. Em
seguida, foram incubadas em cadmara de crescimento do tipo BOD a temperatura de 25°C e
fotoperiodo de 12 horas. As avaliagdes foram realizadas 24 horas ap6s o inicio da incubagao
até a coldnia fingica atingir a borda da placa.

Para ambos experimentos foram utilizadas 6 repeti¢des e utilizou-se apenas um disco

de micélio de 10 mm ou um esclerddio por repeticao.
2.6. Avaliacoes

Apds 24 horas da incubacdo, as placas foram avaliadas medindo-se diariamente o
diametro da coldnia fungica (média de duas medidas diametralmente opostas na placa), com
auxilio de um paquimetro digital, durante 4 dias. A partir dos resultados obtidos foram avaliadas

o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), o crescimento micelial médio por
diametro e a porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial (PIC).

O IVCM foi medido segundo Nechet (1999) e estimado utilizando-se a féormula

apresentada por Oliveira (1991):
(D — Da)
N

IVCM =

Sendo:

IVCM-=indice de velocidade de crescimento micelial.

D=diametro médio atual da colonia.

Da=diametro médio da colonia do dia anterior.

N=numero de dias apds a inoculacao.

Para o calculo da porcentagem de inibigdao do crescimento micelial (PIC), foi aplicada a
formula:

Cresc. testemunha — Cresc. tratamento
PIC = X 100
Cresc. testemunha

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro, com o uso do programa estatistico SISVAR
5.6 (FERREIRA, 2014), e os dados foram submetidos a analises de regressao polinomial.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Velocidade do crescimento micelial in vitro

Entre as concentragdes de extrato pirolenhoso de cana-de-agticar avaliadas para o
desenvolvimento de coldnias a partir de discos de micélio de S. rolfsii, as concentragdes de
4000 e 5000 ppm (partes por milhdo) promoveram uma diminuicao significativa da velocidade
do crescimento micelial do fungo, sendo verificado uma relagdo inversa, proporcional ao
aumento da concentracdo do extrato, obtendo resultados de menores desenvolvimento em
relagdo a testemunha. A testemunha e a concentracdo de 1000 ppm apresentaram uma
velocidade de crescimento rapida, e as concentragdes de 2000 e 3000 ppm apresentaram
velocidades de crescimento intermedidrias entre a maior concentracao ¢ a testemunha. Por fim,

a concentragdao de 5000 ppm apresentou a menor velocidade de crescimento micelial (Figura

).
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Figura 1. Indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) do desenvolvimento in vitro
de coldnias a partir de discos de micélio de S. rolfsii em meio BDA na presenca de diferentes



concentragdes do extrato pirolenhoso de cana-de-acticar durante 120 horas, Dourados-MS,
2016.

Similarmente aos resultados do experimento anterior, o indice de velocidade de
crescimento micelial do ensaio in vitro do desenvolvimento de esclerodio de S. rolfsii, notou-
se que em concentragdes de 4000 e 5000 ppm o fungo apresentou uma diminuicao significativa
da velocidade, nas demais concentragdes o fungo obteve crescimentos rapidos e/ou
intermediarios em relacdo a maior concentracao, também havendo uma relagdo inversa entre a

concentragdo ¢ o IVCM (Figura 2).
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Figura 2. Indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) do desenvolvimento in vitro
de colonias a partir dos esclerddios de S. rolfsii em meio BDA na presenca de diferentes
concentragdes do extrato pirolenhoso de cana-de-agucar durante 120 horas, Dourados-MS,

2016.

Donde et al. (2013) avaliando extratos vegetais de alho, gengibre, pimenta e licor
pirolenhoso no desenvolvimento micelial de Phytophthora sp. in vitro observaram que o indice
de velocidade de crescimento micelial médio foi maior para dose 0 € menor para a dose 2mL
(maior dose) ou seja, uma redugdo significativa na velocidade de crescimento micelial quando

aumenta a dose.



3.2. Crescimento micelial

A avaliagdo foi realizada por 4 dias através da medi¢ao diaria do diametro das coldnias
(média de duas medidas diametralmente opostas na placa). No primeiro dia de avaliagdo as
placas contendo o disco de micélio do fungo em todas as concentracdes testadas apresentavam
crescimento micelial exceto na concentragdo de 5000 ppm, onde S. rolfsii teve o seu
desenvolvimento totalmente suprimido. A partir do segundo dia, o crescimento ocorreu em
todas as concentragdes, apresentando-se menor desenvolvimento nas maiores doses do extrato
(4000 e 5000 ppm) quando comparada a testemunha. Na concentragdo de 5000 ppm o extrato
teve acdo fungistatica, ou seja, dificultou o desenvolvimento do fungo (Figura 3). O aspecto
geral do crescimento micelial diario do disco de micélio de S. rolfsii obtido em diferentes

concentragdes de extrato pirolenhoso pode ser observado na Figura 4.
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Figura 3. Crescimento micelial de coldnias a partir de discos de micélio do fitopatdgeno S.
rolfsii na presenga de diferentes concentragdes de extrato pirolenhoso de cana-de-aglicar. As
linhas representam as médias do crescimento dos 4 dias, Dourados-MS, 2016.
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Figura 4. Aspecto geral do crescimento micelial in vitro de colonias a partir de discos de
micélio de S. rolfsii na presenca de diferentes concentragdes de extrato pirolenhoso, onde a
circunferéncia preta representa o crescimento no primeiro dia de avaliagdo, a vermelha no
segundo ¢ a azul no terceiro, Dourados-MS, 2016.

No segundo experimento, avaliando o desenvolvimento de coldnias a partir de
esclerodios, igualmente ao resultado anterior observou-se que na concentragdo de 5000 ppm
nao houve crescimento micelial no primeiro dia de avaliacdo. Nos demais dias de avaliacdo o
crescimento aconteceu em todas as concentragdes, porém nas maiores doses do extrato o
crescimento foi menor, e verificou-se que a dose de 5000 ppm teve acdo fungistética, ou seja,
dificultou o desenvolvimento do fungo (Figura 5). O aspecto geral do crescimento micelial
diario do disco de micélio de S. rolfsii obtidos em diferentes concentragdes de extrato

pirolenhoso pode ser observado na Figura 6.
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Figura 5. Crescimento micelial de colonias a partir de esclerddios do fitopatdogeno S. rolfsii na
presenca de diferentes concentracdes de extrato pirolenhoso de cana-de-actcar. As linhas
representam as médias do crescimento dos 4 dias, Dourados-MS, 2016.
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Figura 6. Aspecto geral do crescimento micelial in vitro de colonias a partir de esclerddios de
S. rolfsii na presenga de diferentes concentragdes de extrato pirolenhoso, onde a circunferéncia
preta representa o crescimento no primeiro dia de avaliacdo, a vermelha no segundo e a azul no
terceiro, Dourados-MS, 2016.



10

Os resultados verificados neste experimento para a taxa de crescimento micelial diferem
do encontrado por Mello et al. (2005) que trabalhando in vitro com extrato pirolenhoso no
controle de Sclerotinia Sclerotiorum verificaram que a aplicagdo do extrato nao se mostrou
efetiva, permitindo o desenvolvimento micelial e a produgdo de esclerodios do fungo

semelhante ao controle positivo (sem adi¢ao de extrato).

3.3. Inibicao de crescimento

O efeito inibitorio de diferentes concentragdes do extrato pirolenhoso sobre colonias a
partir do disco de micélio de S. rolfsii estd representado na Figura 7. Observou-se que a
concentragdo de 5000 ppm do extrato pirolenhoso nas 48 horas promoveu 100% de inibi¢ao de
crescimento do micélio do fungo. Nas concentragdes de 4000 e 3000 ppm a inibi¢ao foi mais
efetiva a partir de 96 horas, sendo de 62% e 50% respectivamente. Na concentragcdo de 2000
ppm a inibi¢cdo ocorreu a partir de 72 horas, sendo 37%. Na concentragdo de 1000 ppm em
todos os periodos avaliados houve uma inibi¢ao do crescimento menor em relagdo as demais
concentragdes, porém em todas as concentragdes a avaliagdo de 120 horas o efeito de inibi¢ao

de crescimento micelial perde a eficiéncia comparada com as avaliagdes anteriores.
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Figura 7. Inibicdo do crescimento micelial de colonias a partir de discos de micélio do
fitopatdgeno S. rolfsii na presenca de diferentes concentragdes de extrato pirolenhoso. As barras
representam as horas em que as placas foram avaliadas. Dourados-MS, 2016.

A 1inibi¢do do crescimento micelial de coldnias a partir do esclerédio foi semelhante a
do disco de micélio, na primeira hora avaliada (48 horas) a concentracdo inibitoria total
encontrada foi de 5000 ppm de extrato, nas concentragdes de 4000, 3000 e 2000 ppm a inibi¢ao
do crescimento do fitopatogeno foi de 68%, 53% e 39% respectivamente. A partir de 72 horas
houve um declinio na inibi¢cao do crescimento micelial em todas as doses, exceto a concentragao
de 1000 onde houve maior inibi¢ao de crescimento do micélio sendo de 30%. Porém em todas

concentragdes apos atingirem o pico de inibicdo, elas perdem a eficiéncia (Figura 8).
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Figura 8. Inibicdo do crescimento micelial de colonias a partir de esclerddios do fitopatogeno

S. rolfsii na presenca de diferentes concentragdes de extrato pirolenhoso. As barras representam
as horas em que as placas foram avaliadas.

Resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho foram obtidos por Bonaldo et al.
(2007) onde os autores trabalharam com o extrato bruto de eucalipto (E. citriodora) sobre os
fungos Rhizoctomia solani, Sclerotium rolfsii, Colletotrichum sublineolum, Phytophthora sp e
Alternaria alternata, onde verificaram que a partir de 20% da concentragdo do extrato bruto,
todos os fungos apresentaram inibicdo do crescimento micelial, € que para S. rolfsii a
concentragdo de 20 pnL houve 100% de inibi¢do do crescimento micelial. Calleros et al. (2000)
relataram que extrato purificado de afinina e extrato bruto das raizes de Heliopsis longipes na
concentracdo mais elevada inibiram completamente o desenvolvimento micelial de S. rolfsii e
S. cepivorum. Schwan- Strada et al. (2000) avaliando o efeito do 6leo essencial de manjericao
(O. basilicum), de arruda (R. graveolens) e de carqueja (B. trimera) sobre crescimento micelial
de S. rolfsii, in vitro verificaram que a presenca de 6leo de manjericio e arruda nas
concentragdes acima de 10% inibiram 100% o crescimento micelial de S. rolfsii.

De acordo com os experimentos realizados esses resultados podem ter sido
influenciados pela presenca de varios compostos presentes no extrato com acdo antifingica.

Comparando tratamento-testemunha em ambos experimentos (disco de micélio e esclerddio)
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tiveram efeito significativo na concentragdo de 5000 ppm, onde ocorreu o menor [IVCM, menor

crescimento micelial e maior PIC.
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4. CONCLUSOES

Concluiu-se que em Sclerotium rolfsii, tanto para as colonias oriundas de discos de micélio
quanto para esclerodio, o extrato pirolenhoso de cana-de-agucar a 4000 ¢ 5000 ppm afetou
negativamente o desenvolvimento do fungo.

A eficiéncia do extrato pirolenhoso de cana de agticar depende de sua concentragdo, novos
trabalhos devem ser realizados para testar maiores doses na inibi¢do do desenvolvimento

fangico.
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