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RESUMO

O arroz é cultivado e consumido em todo o mundo, assim desempenha um importante papel
na dieta de mais da metade da populacdo mundial. A produtividade e qualidade do gréo do
arroz pode sofrer perdas significativas devido a diversos fatores, dentre estes, destaca-se a
ocorréncia do fungo Magnaporthe oryzae, causador da principal doencga na cultura conhecida
como brusone. Esta tem causado sérios prejuizos econémicos devido aos danos causados na
cultura. O uso de cultivares resistente é considerado o metodo de maior eficiéncia para o
controle da doenca, porem a alta variabilidade do patégeno resulta em uma rapida perda de
resisténcia, assim deixando indispensavel o uso de fungicidas quimicos, e ocasionando um
grande custo de producdo. Neste sentido, como alternativa de controle desta doenca flngica
seria a utilizacdo de extratos vegetais que por terem diversos ingredientes ativos e Varios
métodos de uso, podem apresentar eficiéncia no controle do patdgeno e ser utilizado em
diferentes tipos de manejo da doenca. Assim 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar a
eficiéncia dos extratos vegetais alcoolicos de alho, alecrim e citronela nas concentracdes de
10% e 25% (v/v) no crescimento vegetativo do fungo M. oryzae. O experimento foi
conduzido no laboratério multidisciplinar do centro Universitario de Goias Uni-
ANHAGUERA em delineamento inteiramente casualizado. Foram realizados trés estudos que
testaram o efeito dos extratos vegetais no crescimento vegetativo do fungo. No primeiro, foi
feita uma suspensdo do fungo com os extratos vegetais em diferentes concentracdes e em
seguida estes foram inoculados em meio de cultura BDA. No segundo, apenas foram
armazenadas as suspencfes anteriormente preparadas por sete dias e em seguida inoculadas
em meio de cultura BDA. No terceiro estudo, as diferentes concentracfes dos extratos
vegetais foram adicionadas ao meio de cultura BDA e logo inoculado o fungo. Medic6es
diarias do crescimento do fungo foram realizadas por um periodo de aproximadamente doze
dias. Os extratos vegetais de alho , alecrim e citronela na concentracdo de 25% inibiram o
crescimento de M. oryzae quando comparados com a testemunha. Extratos vegetais de alho,
alecrim e citronela possuem inibicao no crescimento vegetativo de Magnaporthe oryzae.

PALAVRAS-CHAVE: Controle alternativo. Fungicida vegetal. Brusone.



SUMARIO

1 INTRODUCAO

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia da cultura do arroz

2.2 Arroz: (Oryza sativa)
2.3 Pat6geno: Magnaporthe oryzae

2.4 Interacao Patdgeno hospedeiro

2.5 Extratos vegetais no controle de fitopatdgenos

2.6 Potencial de 6leos essenciais utilizados no controle de fitopatogenos
2.6.1 Alho

2.6.2 Citronela

2.6.3 Alecrim

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Colecao é multiplicacédo de isolados de Magnaporthe oryzae
3.2 Preparacao dos extratos alcodlico vegetal

3.3 Estudos realizados e tratamentos utilizados

3.4 Analise estatisticas

4 RESULTADO E DISCUSSAO

5 CONCLUSOES

REFERENCIAS

08

10

10
11
12
14
15
16
16
18
18

19

19

19

21

23

24

29

30



1 INTRODUCAO

A cultura do arroz possui uma grande importancia econémica mundial, pois € considerado
como uma das principais, fontes de energia para a maioria da populacdo humana,
principalmente para os povos asiaticos. A preferéncia dos consumidores deste cereal, na maior
parte das vezes esta relacionada a aspectos econdmicos, tradicionais e culturais, porém alguns
mercados consumidores de arroz, tiveram aceitacéo e preferéncia por diferentes variedades do
cereal, 0 que deveu-se por motivos e caracteristicas culinarios de cada cultura (PEREIRA et
al., 2014).

As variedades de arroz, mais consumidas no mundo sdo o “Basmati” que é consumida
na (india e no Paquistdo), Jasmim consumida na (Tailandia), Moti consumido no (Jap&o),
Arborio e Carnalori consumidos na (italia) todos essas variedades de arroz sdo de arroz
branco (PEREIRA et al., 2014). O Brasil € um dos maiores produtores do arroz no hemisfério
ocidental, e tem o cereal como um dos componentes de maior participacdo na dieta alimentar
dos pratos brasileiros, tendo como preferéncia de consumo a cultivar do tipo branco comum
que é classificada como arroz longo-fino (PEREIRA et al., 2014).

O Brasil é considerado um dos maiores produtores de arroz no mundo, ocupando a 6°
posicdo no ranking mundial, onde os Estados de maior producdo do Brasil €, Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Maranhdo, Mato Grosso e Tocantins. Este cereal é produzido pela a
agricultura familiar que é responsavel por 34% da producéo de todo o cereal que e produzido
no pais (IBGE, 2018). Os responsaveis pelo restante da producéo do cereal, é a agricultura
empresarial que representa 66% da producao nacional (CONAB, 2018).

No Brasil a safra de 2018/2019 foi apresentado uma estimativa nacional de area
destina a cultura do arroz na ordem de 1.705,4 mil hectares. Desse total, cerca de 79,2%
(1.350,9 hectares) e correspondido pelo cultivo de arroz irrigado os outros 20,8% (354,5 mil
hectares) esta relacionado ao cultivo de arroz de sequeiro (CONAB 2018).

A producdo de arroz pode sofrer perdas causadas tanto por fatores abioticos
(deficiéncia hidrica, toxidade por ferro, profundidade de semeadura entre outras) quanto por
fatores bidticos (doencas, pragas, planta daninhas e etc). Entre estes ultimos destacam-se a
brusone, que é considerada a principal doenca da cultura causada pelo fungo Magnaporthe
oryzae, presente em todas as areas produtoras de arroz do Pais (PEREIRA et al., 2014).

A adocdo de um manejo adequado da cultura contribui para o controle da doenga. O

uso de fungicidas quimicos ainda é a principal estratégia de controle do brusone em lavouras
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de arroz. Entretanto, estes produtos geralmente apresentam eficiéncia variavel de controle
entre diferentes cultivares de arroz e ainda quando sdo utilizados de forma indiscriminada,
pode ser agressivos ao meio ambiente e a organismos benéficos (SCHEUERMANN et al.,
2012).

Entre os métodos de controle para brusone sdo recomendados uma série de medidas,
desde o plantio até a colheita: préaticas culturais, uso de fungicidas no tratamento de sementes
e aplicacdo na parte aérea e uso de cultivares moderadamente resistente (PRABHU et al.,
2002). A aplicacdo excessiva de fungicidas sintéticos para o controle de doencas de grande
importancia econémica, como a brusone, pode as vezes estimular novas doengas ou doencas
de importancia secundaria (GRIFFITHS, 1981).

Com tudo isto, a procura de métodos alternativos e ndo sintéticos vem sendo estudado
no controle de doencas na cultura do arroz, como a brusone, com o objetivo de reduzir os
riscos causados pelo uso excessivo de produtos quimicos sintéticos. Alguns estudos tém
demonstrado que 0 uso de extratos vegetais e Oleos essenciais possuem potencial para o
controle de doencas de plantas. . Alem disso, sdo considerados pesticidas nao fitotoxicos e
biodegradave(SINGH, 1994; QASEM E ABU-BLAN, 1996; MASON E MATHEW, 1996).

Porém, muitas espéecies vegetais ainda ndo tém sido exploradas para o controle de
doenca de plantas quando na utilizagdo do seu extrato na agricultura e em especial para o
controle de M. oryzae. Portanto o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de extratos

vegetais no crescimento vegetativo do fungo M. oryzae in vitro.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia da cultura do arroz

Cultivado e consumido em todos os continentes a cultura do arroz, ressalta pela sua
area cultivada, possui desempenho importante no aspecto econémico e social, importante
cereal da dieta alimentar de grande parte da populagdo mundial (EMBRAPA, 2014).

O arroz é uma cultura das mais cultivadas no mundo (PEREIRA, 2002). Sua historia
confusa, sendo impossivel determinar com precisdo a época em que 0 homem comegou a
cultiva-lo. A importancia do arroz é tdo marcante que alguns povos orientais chegam a elegé-
lo como simbolo de tributos de honras em ceriménias (PEREIRA, 2002).

Na Ameérica do Sul, o arroz foi introduzido pelos espanhois, e no Brasil, pelos
portugueses por volta do século XVI, como alimento destinado a subsisténcia dos escravos e
colonos que trabalhavam nas grandes fazendas (AZAMBUJA et al., 2002). Relatos sobre a
ocorréncia da cultura do arroz na capital de Sdo Vicente ja corria pelo Brasil, porém o inicio
de lavouras de arroz se deu na Bahia antes de 1587 (DE PAULA, 2011) e posteriormente no
Maranhdo (ABADIE et al., 2005)

Com D. Jodo VI dando abertura as portas, em 1808, o cereal comegou a entrar em uma
vasta diversidade de regides pelo pais, fazendo sucesso ao ponto de modificar habitos
alimentares da populacéo que eram mais consumidos durante o periodo, assim cederam entdo
o0 lugar ao recém-chegado cereal (FARSUL, 2012). Comumente encontrado nos pratos de
grande parte dos Brasileiros diariamente.

O Brasil é o segundo maior produtor e consumidor de arroz, perdendo apenas para a
Asia. Seu suprimento anual alcanca, em média, 15 milhdes de toneladas de arroz em casca
para atender ao consumo de 12,14 milhdes de toneladas (EMBRAPA, 2015).

Com a restricdo da cultura do arroz em areas com melhor potencial de producéo,
juntamente com a reducdo de cultivo de arroz de sequeiro nos locais onde ha conservacdo de
pastagens para producdo de grdos, contribuiu para a reducdo de area na safra de 2018, que
deve atingiu 1.949 mil hectares (CONAB, 2018). E a sétima reducdo seguinte na &rea
produzida com arroz em relacdo ao ano anterior. As areas perdidas vém sendo substituida por

cultuaras mais rentaveis como soja e milho (CONAB, 2018).
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2.2 Arroz (Oryza sativa)

O arroz é uma planta autbgama, monocotiledénea de ciclo anual, assim sendo
cultivada em todos os continentes. Oryza sativa naturalmente de espécie hidrofila, com
processos evolutivos e interferéncia humana, a cultura se adaptou as diversas condi¢des
ambientais e climaticas, podendo ser cultivada em sistemas de terras altas (irrigado) e terras
altas (sequeiro) (AGROLINK, 2015).

A nomenclatura de origem do género Oryza ndo é determinante ainda. Houve o
convencimento de que o arroz tem origem asiatica, na regido do vale rio Yangtze
(VAUGHAN, 2008). S6 que de acordo com Roschevicz (1976), o género foi oriundo do
continente africano; ou do supercontinente “Gondwana”, com sua sedimentacdo, teve-se a
possibilidade das espécies em distintos habitats (CHANG, 1976).

Consequentemente, também ha controversas quanto a domesticacdo Zhu e Ge (2005)
relataram que as subespécies indicam e japbnica tiveram a origem apds serem domesticadas
da espécie O. sativa. J& Huang et al. (2012), em um estudo mais recente e aprofundado,
especificaram O. rufipogon, ao redor da area central do Rio das Pérolas (Pearl River), no sul
da China, enquanto o arroz Oryza sativa indica foi posteriormente desenvolvido a partir de
cruzamentos entre arroz japonica e arroz selvagem local, sendo essas as primeiras cultivares a
serem distribuidas pelo Sudeste e Sul da Asia.

O arroz ¢ cultivado e consumido em todos os continentes destacando-se pela producao
e area de cultivo. Pois esta entre os trés cereais mais cultivado do mundo, perdendo apenas
para milho e trigo, desempenhando papel estratégico tanto em nivel econdmico quanto social.
No Brasil, o arroz é produzido sob diversos sistemas de cultivo, tanto emundado quanto de
sequeiro (EMBRAPA, 2004). Em territério nacional ocupa posicdo de destaque entre as
culturas anuais (NEVES et al., 1994).

O arroz é considerado pela FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations) como o alimento mais importante para a seguranca alimentar do mundo. Além de
fornecer um excelente balanceamento nutricional € uma cultura extremamente rustica, o que
faz ela também ser considerada a espécie de maior potencial de aumento de producdo para o
combate a fome no mundo (EMBRAPA, 2004). Rico em carboidratos, o arroz, na sua forma
natural, € um alimento essencialmente energético, mas pode ser também importante fonte de
proteinas, sais minerais (principalmente fosforo, ferro e célcio) e vitaminas do complexo B,
como B1 (tiamina), B2 (riboflavina) e B3 (niacina). Segundo Embrapa (2004), o arroz fornece

20% da energia e 15% da proteina necessarias ao homem e se destaca pela sua facil digestéo.
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2.3 Magnaporthe oryzae na cultura do arroz

O fungo Magnaporthe oryzae pertence a familia Magnaporthaceae, reino Fungi e €
considerado como o fungo fitopatogénico com maior importancia cientifica e econémica
devido ao fato deste ser o patdgeno mais destrutivo na cultura de arroz (DEAN et al., 2012).

Na década aproximadamente de 1637, ocorreu os primeiros relatos de ocorréncia de
brusone na (china KIMATI, 2005). A partir dai a doenca foi registrada em grande parte dos
paises que cultivavam arroz, assim sendo a doenca mais importante da cultura (RIBEIRO;
TERRES, 1987). No Brasil, a brusone teve seu primeiro relato em 1912 no Estado de Sao
Paulo (PRABHU; FILIPPI, 2006)

A doenca ocorre em qualquer fase vegetativa do arroz, atinge as folhas e o colmo
(Figura 1), assim diminuindo a area fotossintética. Apos a emissdo das primeiras paniculas, a
brusone pode ocorrer tanto pesco¢o quanto nas ramificagdes secundarias, sendo que impede o
fluxo de fotoassimilados e interfere no enchimento de grdos consequentemente causando
grande percas na produtividade e qualidade de grédo (DIAS NETO, 2008).

L

i N
Figura 1. Danos foliares causado por M. oryzae na cultura do arroz
Fonte: Agrolink (2019).

O fungo agente fitopatogénico do brusone pode ser encontrado na literatura com varios outros
nomes. Pyricularia oryzae é utilizado para referir-se a fase assexuada do fungo (anamorfo), a
qual é comum ser encontrada em campo. No inicio, o fungo foi denominado Trichothecium

griseum Cooke .Em 1880, a espécie passou chamar-se de Pyricularia grisea (Cooke) Sacc. e
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classificada como espécie-tipo do género Pyricularia (COOKE; ELLIS, 1879).

A fase do fungo anamorfica Pyricularia oryzae apresenta conidios (esporos assexuais)
piriformes, onde normalmente a dois septos por conidio, com sua base circular e pice fino
(KIMATI et al., 2005).

E a sua fase sexual (teleomorfica) que foi descoberta em 1971 por Hebert, que a
denominou primeiramente de de Ceratosphaeria grisea, do isolado de P. grisea proveniente
de Digitaria sanguinalis. Em 1972, Krause e Webster criaram o género Magnaporthe para
acomodar a espécie-tipo, M. salvinii (Catt), que logo ela foi descrita como podriddo nas hastes
do arroz. Pyricularia o teleomorfo dos isolados, obtidos de gramineas assemelhou-se ao de
Diaporthaceae e foi sugerido inclui-los no género Magnaporthe ao invés do género
Ceratosphaeria (YAEGASHI; NISHIHARA, 1976).

A Magnaporthe grisea foi utilizado comumente até que Couch e Kohn em 2002, com
um estudo que teve o objetivo de investigar relacdes filogenética entre isolados de M. grisea
em diferentes hospedeiros, realizando uma genealogia multilocus a partir de fragmentos de
sequéncia de DNA de trés genes (actina, beta-tubulina e calmodulina) e um teste de fertilidade
entre isolados. Eles concluiram que se deve ser separado em espécie que infectam Digitaria
spp. (capim-colchd@o), denominando de M. grisea, enquanto que M. oryzae se referiria aos
outros isolados caracterizados, incluindo o patogénico do arroz.

Em uma determinacdo pelo Comité Internacional de Micologia deve-se referir ao
fundo patogénico como um holomorfo, por tanto, o fungo devera ser tratado como um unico
microrganismo quando conhecido sua fase, sexuada ou assexuada. Devido a determinacdo e a

descoberta da sua fase, foi utilizado a nomenclatura Magnaporthe oryzae (NCBI, 2014) .

ev2524 80

Figura 2. Visualizacdo de Magnaporthe oryzae em microscépio optico: conidios do
patdgeno(A); apresentacdo do conidio maduro com ornamentacdo e apéndice basal (B).
Fonte: Brusone em arroz: controle genético, progresso e perspectiva (EMBRAPA 2006).
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2.4 Interacao Patogeno hospedeiro

O ciclo de vida do Magnaporthe oryzae é iniciado com a infec¢do do patdgeno que
através dos seus conidios (Figura 3) entram em contato com a superficie das folhas do
hospedeiro(HAMER et al., 1988; PRABHU; FILIPPI, 2006). A germinagdo dos conidios ocorre
sob condicGes de ambientes favoraveis, umidade de 92% a 96%, e logo ap6s 30 a 90 minutos na
presenca de dgua (PRABHU; FILIPPI, 2006).

No periodo de maturagdo, o apressorio desenvolve uma camada de melanina, que
facilmente permeével a 4gua, mas ndo ao soluto. Assim permite a manutencdo de uma alta pressao
interna de turgor, possibilitando a penetracdo. Com a maturacdo completa, uma hifa estreita de
penetracdo, denominando peg de penetracdo, que se diferencia em hifas infectivas primarias,
ndo ramificada que, por sua vez, desenvolvem hifas invasivas lobadas e bulbosas, nas células
da planta. Resultando no desenvolvimento da les6es da brusone (TUCKER; TALBOT, 2001)
logo o fungo produz mais conidios para reiniciar o ciclo de infeccdo (DING et al., 2009), aléem do
mais, podem permanecer em resto culturais ou em plantas de arroz que permanecem no campo
(KIMAT]I et al., 2005).

f Germlnatlon % lnvasuve GrowthN
Ascospore M

Hyphae Yy ¢ Lesion Penetration
Sexual \ Asexual Infection Er M\
glerm tube . Appressorium
Ascus ongatuon Sporulatnon /
Dn
% %_ Hooking

Gennnnatlon Attachment A
\ %—
Penthecrum Germination
Mating

Figura 3. Ciclo de vida de Magnaporthe oryzae.
Fonte: Talbot (2009).

Nas folhas, os sintomas e iniciado com pequenas lesdes necroticas, de cor marrom, que
crescem, tornando-se elipticas, com sua margem marrom e centro cinza ou podendo ser
esbranquicado. As lesdes podem causar a morte da folha, e muita das vezes a morte da planta
inteira. Os sintomas visualmente a partir do escurecimento da area infectada, impedindo a

circulacdo da seiva e provocando o acamamento da planta ou a quebra no local que foi infectado.
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Nas paniculas, se a infeccdo ocorrer antes da fase leitosa, ocorre a morte inteira da panicula,
apresentando uma coloracdo parda. Se a mesma ocorrer mais tardiamente, os danos sdo limitados
a area afetadas. Em condi¢bes muito elevadas de umidade, o fungo produz conidios nas
espiguetas, causando graos chocados na fase leitosa (PRABHU et al., 1995).

No Brasil todas as regides produtoras de arroz sao afetadas pelo brusone (KHUSH; JENA,
2009). Apesar do uso de cultivares que sdo resistente a doenca, a resisténcia acaba sendo
frequentemente suplantada, um resultado em cultivares que se tornam suscetiveis, que pode levar
a perdas significativas, que varia de 20% a 100%, dentro de um ou dois anos de cultivo
(SOBRIZAL; ANGGIANI, 2007; KHUSH; JENA, 2009).

2.5 Extratos vegetais no controle de fitopatdgenos

Nos dias atuais a uma grande preocupacgéo da sociedade com impacto ambientais com
as praticas agricolas, a contaminacdo com pesticidas vem alterando o senario agricola, o que
resulta na presenca de segmento de mercado que visam adquirir produtos diferenciados
(MORANDI; BETTIOL, 2008).

Dentre as alternativas de controle, o controle bioldgico e a utilizacdo de extratos de
plantas antagonistas, vem sendo mais estudado nos ultimos anos, tendo apresentado avancos
com um grande significativo na agricultura de sustentabilidade (FREITAS, 2008).

Diversas alternativas de controle vém sendo estudadas e utilizadas por agricultores
organicos. A atividade de exploracdo bioldgica de compostos secundarios, apresentado no
extrato bruto ou 6leo essencial de plantasem mais uma forma de controle alternativo
(SCHWAN ESTRADA, 2009).

Os 6leos essenciais sdo misturas complexas de compostos volateis, que sdo0 compostos
naturais caracteristicos por um forte odor aromatico e obtidos a partir de plantas aromaticas
como metabdlitos secundarios (BAKKALI et al., 2008).

Os extratos vegetais sdo liquidos, volateis, limpidos e raramente colorido, solGveis em
lipideos e solventes organicos e geralmente com densidade mais baixa que da agua. Os
extratos podem ser sintetizados por todos os érgdos das plantas, flores, folhas, hastes, ramos,
sementes, frutos, raizes, madeira e casca, e sdo armazenados em células secretoras, cavidades,
canais, células epidérmicas ou tricomas glandulares (BAKKALI et al., 2008).

Os extratos vegetais sdo extraidos de plantas através de técnicas de arraste a vapor.
Flores, folhas, cascas, rizomas e frutos sdo matérias-primas para sua producéo, a exemplo dos

6leos essenciais de rosas, eucalipto, canela, gengibre, laranja, alho, citronela e alecrim,
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respectivamente (HUMBERTO et al., 2009).

Diversos estudos visando a utilizacdo de extratos de 6leos essenciais de planta vém
sendo realizados no controle de fitopatdgenos como alternativa ao uso dos defensivos
agricolas sintéticos (SOUZA et al., 20017; VENTUROSO et al., 2011).

2.6 Potencial de extratos vegetais utilizados no controle de fitopatdgenos

O Brasil € um dos maiores consumidores de defensivos agricolas do mundo. Gasto
anualmente cerca de 25 bilhdes de dblares com a aquisicdo desses produtos, sendo o pais com
consumo de 50% da quantidade de defensivos utilizados na América Latina (MMA, 2000).
Em decorrer da consequéncia, ocorrem graves desequilibrios ambientais, resultando na
contaminagdo dos alimentos, animais e reservas hidricas. Desse modo se faz necesséria a
busca de medidas alternativas de manejo fitossanitario compativeis com a qualidade
ambiental visando no manejo sustentavel, o controle de doencas, na maior parte e feita com a
utilizacao de fungicidas sintéticos (FRAGOSO et al., 2002).

Visando o controle alternativo de doencas de plantas, pesquisas vém sendo
desenvolvidas com a utilizacdo de Oleos essenciais e extratos vegetais (SCHWAN-
ESTRADA; STANGARLIN, 2005) visando reduzir os danos de doencas que causam sérias
perdas econémicas. Algumas plantas apresentam diversas substancias em sua composicao,
muitas delas com alto potencial fungicida ou fungistatico, as quais devem ser estudadas para a
utilizacdo direta dos produtores rurais, bem como para servir de matéria prima para
formulacdo de novos produtos (GARCIA et al., 2012).

Dentre estas plantas com potenciais fangicos encontram-se Baccharis dracunculifolia
(alecrim-do-campo), Porophyllum ruderale (arnica-brasileira) e Schinus terebinthifolius
(aroeirinha). Entretanto sdo poucas as informacgfes quanto aos seus efeitos a alguns fungos
fitopatogénicos que atacam culturas economicamente importantes. Tais informacdes poderiam
contribuir para o controle alternativo de algumas doencas e desenvolvimento futuro de novos
produtos (DEVINCENZI et al., 1996; FENNER et al., 2006; SOUZA et al., 2008)

2.6.1 Alho

O alho (allium sativum L.), da familia das Alliaceae é uma planta aromaética, da

mesma familia da cebola. Suas folhas tem o formato estreito e alongado, com um
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recobrimento de uma cera em camadas. No Brasil, as regifes Sul e Sudeste sdo mais propicias
para o seu cultivo, pés a uma boa faixa de temperatura para seu cultivo e desenvolvimento, a
temperatura deve variar entre 13°C e 24°C. A uma necessidade que a temperatura no inverno
reduza para menos de 15°C, o que estimula a formacao de bulbo (EMBRAPA, 1993)

O alho caracterizado por um bulbo arredondado, conhecido como cabega. Por sua vez
é composto de 10 a 12 bulbilhos (dentes) que é envolvido por uma casca, podendo ser branca
ou roxa. Partindo dos bulbos, desenvolve-se um talo longo, e fino, que no centro localiza-se
uma flor. Em toda a literatura tem sido uma das plantas mais citadas para fins medicinais e
nos ultimos anos decorrentes vem sendo a mais vendido nos Estados Unidos (SOUZA et al.,
2010).

Sua principal substancia que a compdem o sabor caracteristico no alho é a dialila
dissulfeto que e composta aproximadamente 70% dos compostos volateis, além do mais
possui acidos fenolicos como o acido caféico, galico e siringico (WU; TANG; LIU, 1996).
Para Chung (2006), o extrato do alho com suas propriedades antioxidantes, decorrente de
compostos presentes como a aliina, alicina, alil cisteinas e dissulfeto. Ja para o Cavallito e
Bailey (1994) a propriedade alicina tem principios antimicrobianos e para Machado, Gutierres
e Cross (1948) a propriedade garlicina tem 0os mesmos principios ativo.

Curtis et al. (2004) verificam atividade antifungica de extrato de alho contra
Magnaporthe oryzae e Plectosphaerella cucumerina (Fusarium tabacinum). E foi
comprovado o efeito em A. Flavus (CURTIS et al., 2004), A. niger (SOUZA et al., 2010),
Phomopsis viticola e Elsinoe ampelina (LEITE et al., 2009).

2.6.2 Citronela

A Cymbopogon winterianus Jowit (citronela), pertencente a familia
Cardioptericadaceae, é planta bastante aromatica, que se aparenta muito com capim-liméo e
seu 6leo essencial possui varios compostos, sendo 0s mais abundantes o citronelal, geraniol e
limonemo. Também conhecida por sua propriedade repelente de mosquitos, e vem sendo
pesquisada como agentes antifungicos e antibacteriano (COSTA et al., 2008).

O grande potencial do 6leo de essencial em manejos de fitopatdgenos tem sido
evidenciado em varios pesquisas e trabalhos (CRUZ et al., 2012). Ao avaliar a atividade do
6leo de hortela-pimenta para isolados de F. solani observou que a partir da aliquota de 10 pL

excedeu a inibi¢do total do desenvolvimento “in vitro”. O 6leo essencial de citronela foi
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testado contra Magnaporthe oryzae sendo que na aliquota de 10 pL proporcionou 100% de
inibicdo do crescimento micelial do fungo (PERINI et al., 2013).

Estudos sobre o 6leo essencial de citronela no controle de bactéria fitopatogénica
Erwinia carotovora verificou que o mesmo promoveu reducdo do galo de crescimento da

bactéria superior ao obtido com o uso de tetracinina.

2.6.3 Alecrim

A Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) mais conhecido alecrim é um arbusto
bastante aromatico, verde (ORHAN et al., 2008; SEREITI et al., 1999). Originario do
Mediterraneo e é cultivado em todo 0 mundo (GONZALEZ et al., 1999). As folhas possuem
glandulas contendo Oleo essencial (SERIETI et al., 1999) estd planta muito usada para
condimentar uma grande variedade de alimentos além de possuir aplicagdes medicinais
(CARVALHO et al., 2004).

Dentre as suas acOes farmacoldgicas de R. officinalis tem-se observado atividade
hipoglicemiante, inibidor de enzimas acetilcolinesterase e a amilase, contando sabe-se que
melhora a circulacdo sanguinea local, alivia a dor e tem atividade anticancerigena
(BARBOSA et al., 2005; BARBOSA et al., 2006). Do mesmo modo foi encontrado atividades
antimicrobiana sobre algumas espécies de fungos e bactérias gram-positiva e gram-negativa
(ALONSO, 1998)

Os constituintes do 6leo essencial de alecrim sdo conhecidos por apresentarem acao
inseticida, antioxidante e antimicrobiana, 0 mesmo que seja conhecida a acdo antimicrobiana
de 6leos de inumeras plantas, 0 mecanismo de acdo ndo e conhecido, o 6leo essencial de
alecrim se mostra eficiente na sua acdo bactericida (CLEFF et al., 2012).

Os fungos estdo distribuidos de maneira abundante na natureza e apresentam
importancia econdmica, sdo utilizados na producdo de alimentos, medicamentos, enzimas e
acidos organicos é algumas espécies de fungos sdo considerados fitopatogénicas e promovem
deterioracdo com alimentos, por isso os fungos se tornam motivo de preocupacdo para a
industria alimenticia, pois além de reduzirem o valor nutricional dos alimentos também
podem produzir microtoxinas (TIBOLA et al. 2011; LINS et al., 2014 e NI et al., 2011)
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3 MATERIAL E METODOS

Foram realizados trés experimentos conduzidos no laboratério multidisciplinar do
Centro Universitario de Goids Uni-ANHANGUERA - Goiania latitude 16°58°22” Sul,
longitude 48°46°45” Oeste, temperatura média anual em de 24,9 °C, e pluviosidade média
anual de 1924 mm. A instalacdo e avaliagdo dos experimentos ocorreram em condic¢oes
ambientais durante os meses de agosto e setembro de 2019.

3.1 Colecao e multiplicacéo de isolados de Magnaporthe oryzae

A colbnia inicial de M. oryzea utilizada para a multiplicagdo do fungo durante a
realizacdo dos experimentos foi concedida pela EMBRAPA Arroz e Feijao.
Os isolados foram multiplicados em placa de Petri, contendo meio de cultura BDA, onde
permaneceram em temperatura ambiente, media de 27,6°C, para o crescimento e deteccdo das

coldnias viaveis (Figura 4).

Figura 4. Metodologia da repicagem de uma cultura pura de M. oryzea: Isolado do patégeno
(A); repicagem para placa de Petri com meio de cultura BDA (B); parte superior da
placa de Petri com quinze dias apds a repicagem (C); parte inferior da placa de Petri

com quinze dias apo6s a repicagem (D).

3.2 Preparacéo dos extratos alcoolico vegetal

Os extratos vegetais utilizados nos estudos foram provenientes de folhas de alecrim e

citronela e bulbilhos de alho. Estes foram preparados nas concentragfes de 10 e 25%. Essas
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concentragdes foram determinadas por uma relacdo de peso dos extratos vegetais pelo volume
do extrator (alcool 99%). Dessa forma, foram utilizadas as seguintes proporc¢des: 10% (40g
do extrato vegetal para 400ml de &lcool), 25% (100g do extrato para 400ml de alcool).

O alecrim (Rosmarinus officinalis) e citronela (Cymbopogon winterianus Jowit) foram
provenientes de cultivo em casa de vegetacdo sob regime de irrigacdo diaria. O alho foi
adquirido no local (Figura 5). Foi utilizado o bulbo completo.

Para o preparo dos extratos vegetais, de acordo com a concentracdo descrita
anteriormente, bulbos e partes foliares foram triturados em liquidificador doméstico e
misturados com o alcool para novamente serem triturados durante o periodo de um minuto
(Figura 5). Apds a preparagdo do extrato alcodlico, o0 mesmo ficou armazenado durante sete
dias em balGes de ensaio cobertos com papel aluminio para evitar interferéncia da
luminosidade nos extratos. Apos esse periodo os extratos foram filtrados em peneira, papel
filtro e por ultimo em dupla camada de gaze (Figura 6). Apds a filtragem, os extratos foram
armazenados em vidraria ambar em temperatura ambiente durante dez dias antes de sua
utilizacao (Figura 6).

Figura 5. Preparacdo dos extratos vegetais (exemplo demonstrativo do alho): descricéo e
marca do alho utilizado no preparo dos extratos (A); pesagem do alho (B); Alho
com &lcool no liquidificador (C); extrato pronto (D); baldo coberto com papel

aluminio para armazenamento (E).
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Figura 6. Processo de filtragem dos extratos (exemplo demonstrativo alho): extrato pronto
apos armazenagem (A); primeira filtragem em peneira domestica (B); segunda
filtragem em papel de filtro (C); terceira filtragem em tripla camada de gases (D);

vidraria @mbar onde foram armazenados os extratos depois de pronto (E).

3.3 Estudos realizados e tratamentos utilizados

Foram realizados trés ensaios em que foram testaram o efeito dos extratos vegetais no
crescimento vegetativo de M. oryzae. Nos dois primeiros estudos foram feitas suspensdes de
esporos do fungo com as diferentes concentracGes dos extratos vegetais. Para isso pegou-se o
M. oryzae onde foi feito a raspagem de propagolos do fungo e foi adicionado a 10ml de
(Tween a 0,005%) em tubo Falcon® para o preparo de uma suspensdo fuingica padrdo. A partir
dessa, foram feitas as suspensdes do fungo com as diferentes concentragcBes dos extratos
vegetais. Para a concentracdo de 10% dos extratos foi utilizado 1ml do extrato vegetal + 8
ml de Tween + 1ml da suspensdo padrdo. Para concentragdo de 25% dos extratos foi utilizado
a proporcao de 2,5ml de extrato vegetal + 6,5ml de Tween + 1ml da suspenséo padréo.

No primeiro ensaio, logo apds o preparo das suspensdes do fungo com os extratos
vegetais, 10ul de cada suspensdo foi adicionado no centro de placas de Petri contendo 6 ml de
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meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) sob condi¢Bes assépticas em camara de fluxo.
No segundo ensaio, as mesmas suspencdes foram armazenadas por um periodo de trés dias
para serem entdo adicionados em meio de cultura BDA, como descrito anteriormente. Apoés a
inoculacdo das suspensdes, as placas foram mantidas em condigdes ambientais por um
periodo de 12 dias. A partir das 48 h desse periodo, foi aferido diariamente, com auxilio de
um paquimetro, o diametro médio das col6nias do fungo que cresceu no centro das placas de
cada unidade experimental (Figura 7).

No terceiro ensaio, as diferentes concentragdes dos extratos vegetais foram
adicionadas em meio de cultura BDA néo solidificado. Para a concentracdo de 10% dos
extratos vegetais foi adicionado 0,8 mL dos extratos em 7,2mL do meio BDA. Para a
concentragcdo de 25% dos extratos, foi adicionado 2,5 mL do extrato em 7,5 mL do meio
BDA. Em seguida, foi transferido aproximadamente 10 mL dos meios de cultura contendo os
extratos vegetais em placas de Petri e aguardado a sua solidificagdo. Ap6s a solidificacdo dos
meios de cultura, foi adicionado um disco de BDA de aproximadamente 3 mm contendo micélio
jovem de M. oryzae na regido central da placa. Estas foram mantidas por um periodo de oito dias
em condicGes ambientais para haver o crescimento do fungo no centro da placa. A partir das 24
horas desse periodo foi feita medi¢cdes diarias do crescimento micelial do fungo no interior das
placas (Figura 7).

O delineamento experimental utilizado nos estudos foi o inteiramente casualisado,
com sete tratamentos repetidos quatro vezes no primeiro ensaio e cinco vezes no segundo e
terceiro ensaio. Para comparar do crescimento vegetativo de M. oryzae entre os diferentes

tratamentos foi utilizada uma testemunha experimental em cada ensaio.

Figura 7. Analise do ensaio do crescimento do M oryzae: marcacdo com caneta (A); medicdo
com utilizacdo de paquimetro digital (B); termino de avaliacdo do patdgeno (C).
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3.4 Analises estatisticas

Os dados da ultima avaliacdo do crescimento vegetativo de M. oryzae foram submetidos a
andlise de variancia, sendo sua medias do tratamentos comparadas pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade.

Os dados de crescimento vegetativo do M. oryzae foram submetidos a andlise de

regressdo para verificar o comportamento dos tratamentos nos periodos de avaliacéo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos trés ensaios realizados houve diferenca significativa entre os tratamentos ao nivel
de 1% ou 5% de probabilidade pelo teste de F apenas nos experimentos de suspenséo de
Magnaporthe oryzae + extratos vegetais quando armazenados durante sete dias e no

experimento do BDA tratado com extrato vegetal (Tabela 1).

Tabela 1. Analises de variancia para crescimento vegetativo (mm) do fungo M. oryzae (fungo
causador do brusone em arroz) cultivado em sete extratos vegetais (controle,
alho 10%, alho 25%, alecrim 10%, alecrim 25%, citronela 10% e citronela 25%)
em trés ensaio sete dias ap6s inoculacgéo.

1° Ensaio (Suspensao de M. oryzae + extratos vegetais)

F.V. GL SQ QM Fecaic P-valor
Extratos 6 2006,4 334,4 1,2683 0,3137"™
Residuo 21 5536,9 263,66
Média 64,07
CV% 25,34

2° Ensaio (Suspenséo de M. oryzae + extratos vegetais)
F.V. GL SQ QM Fealc P-valor
Extratos 6 50698 8449,7 418,99 0,000001™
Residuo 28 565 20,2
Média 43,86
CV% 10,24

3° Ensaio (BDA Tratado com extrato vegetal)

F.V. GL SQ QM Fealc P-valor
Extratos 6 12769,1 2128,19 16,151 0,000001™
Residuo 28 3689,6 131,77
Média 20,36
CV% 56,38

ns** * ndo significativo, significativo a 1 ou 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

No primeiro ensaio de suspensdo de M. oryzae + extratos vegetais ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos analisados quanto ao crescimento vegetativo do fungo
(Tabela 2). Este resultado obtido, pode ter ocorrido pelo curto periodo de permanéncia do
patdgeno sobre o extrato vegetal no método de suspensdo. Assim ndo influenciando no

crescimento vegetativo do patdégeno (Figura8).
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Tabela 2. Valores médios de crescimento vegetativo (mm) do fungo Magnaporthe oryzae
(fungo causador do brusone em arroz) cultivado em sete extratos vegetais
(controle, alho 10%, alho 25%, alecrim 10%, alecrim 25%, citronela 10% e
citronela 25%) em trés ensaio sete dias ap0s inoculacao.

BDA tratado com

1° Ensaio de suspensdo 2° Ensaio de suspensao
extrato vegetal

Extratos

(mm) (mm) (mm)
Controle 55,67 a 77,25b 53,54 c
Alho 10% 59,47 a 79,86 b 37,22 bc
Alho 25% 52,07 a 0,002 3,05a
Alecrim 10% 74,69 a 78,43 b 26,37 b
Alecrim 25% 68,41 a 0,00 a 0,00 a
Citronela 10% 62,59 a 71,47 Db 22,35 ab
Citronela 25% 75,56 a 0,00 a 0,00 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Outros trabalhos realizados com 6leo essenciais no controle de fungos fitopatogénico
tem sido relatados por varios pesquisadores Lima (2007), o uso dos 6leos essenciais extraidos
de folhas de citronela, para o controle alternativo da ramulose do algodoeiro, foi constatada
que o Gleo essencial do capim citronela propiciou uma alta inibi¢cdo do crescimento micelial
do fungo (PATTNAIK et al. 1996)

Perini (2008) avaliou o efeito curativo e preventivo do 6leo essencial do capim
citronela no controle do brusone do arroz. Para o efeito curativo, a aplicacdo do fungicida
(tiofanato metilico) teve o mesmo efeito que a aplicacdo do dleo essencial do capim citronela
na concentracdo de 2%, isto é, as plantas ndo apresentaram sintomas do brusone em 50% das
linhas avaliadas.

Para o extrato de alho, segundo FRENCH (1992), a difusdo de tracos de compostos
volateis pode induzir ou inibir a germinacdo ou o crescimento, ou desencadear alteraces no
desenvolvimento em plantas e fungos. Nos estudos de Simdes e Spitzer (2000), uma possivel
atribuicdo para a reducdo do potencial de inibicdo pode ser a volatizacdo do extrato de alho.

Segundo Kubota et al. (1999), as substancias que apresentam os compostos volateis no
alho contem enxofre e um grupo alil, que possui propriedades antifungica.

Para o extrato vegetal de alecrim, tem demostrado atividades antimicrobiana contra
algumas bactérias como mencionam Gachkar et al. (2007) que evidenciaram uma alta
atividade deste extrato contra Listeria monocytogenes e E. coli, e uma atividade menor contra

S aureus.
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Figura 8. Grafico do crescimento vegetativo (%) do primeiro ensaio de suspenséo de

M. oryzae.

No 2° ensaio de suspensdo, apenas 0s tratamentos a base de extratos vegetais na
concentracdo de 25% diferiram significativamente da testemunha quanto ao crescimento
vegetativo de M. oryzae (Tabela 2). A maior concentracdo dos extratos de alecrim, alho e
citronela inibiram totalmente o crescimento do fungo (Tabela 2). Ap6s um maior periodo de
permanéncia sobre a suspensdo do extrato vegetal + patdgeno, obteve-se o controle efetivo do
M. oryzae. Assim inibindo totalmente o crescimento vegetativo sobre as concentracdes de

25%, devido reduzir a germinacao do fungo (Figura 9).
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Figura 9. Gréafico do crescimento vegetativo (%) do segundo ensaio de suspensédo de
M. oryzae.

No ensaio em que foi adicionada as diferentes concentra¢Bes dos extratos vegetais ao
meio de cultura BDA, apenas o tratamento a base de alho a 10% de concentracdo foi
semelhante a testemunha quanto ao crescimento vegetativo de M. oryzae (Tabela 2). Os
demais tratamentos foram diferentes e reduziram significativamente o crescimento do fungo.
Novamente a concentracdo de 25% dos extratos vegetais causaram maiores reducdes do
crescimento de M. oryzae (Tabela 2)., permitindo este fungo crescer entre 0 e 3,5 mm. A
concentracdo de 10% dos extratos de alecrim e citronela permitiu o crescimento do fungo de
apenas 26,37 e 22,35 mm, respectivamente (Tabela 2). Portanto nos estudos realizados as
concentracdes de 25% se demonstraram superior as demais para o controle micelial do M.

oryzae (Figura 10).
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Figura 10. Grafico do crescimento vegetativo (%) do BDA tratado com extrato
vegetal.

Para Chung (2006), o extrato do alho com suas propriedades antioxidantes, decorrente

de compostos presentes como a aliina, alicina, alil cisteinas e dissulfeto. Curtis et al. (2004)

verificam atividade antifungica de extrato de alho contra Magnaporthe oryzae.

O dleo essencial de citronela foi testado contra Magnaporthe oryzae sendo que na

aliquota de 10 pL proporcionou 100% de inibicao do crescimento micelial do fungo (PERINI

etal., 2013).

Oleo essencial de alecrim s3o conhecidos por apresentarem acdo inseticida,

antioxidante e antimicrobiana, 0 mecanismo de acdo ndo é conhecido, o 6leo essencial de

alecrim se mostra eficiente na sua acao bactericida (CLEFF et al., 2012).
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5 CONCLUSOES

Os extratos vegetais de alho, alecrim e citronela na concentracdo de 25% quando em
suspencao de conidios de Magnaporthe oryzae ou adicionados em meio de cultura BDA
reduzem significativamente o crescimento vegetativo do fungo, apresentando potencial efeito

fungicida no controle do fipatégeno.
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O arroz é cultivado e consumido em todo 0 mundo, assim desempenha um importante papel
na dieta de mais da metade da populacdo mundial. A produtividade e qualidade do grdo do
arroz pode sofrer perdas significativas devido a diversos fatores, dentre estes, destaca-se a
ocorréncia do fungo Magnaporthe oryzae, causador da principal doenca na cultura conhecida
como brusone. Esta tem causado sérios prejuizos econdmicos devido aos danos causados na
cultura. O uso de cultivares resistente é considerado o método de maior eficiéncia para o
controle da doenca, porem a alta variabilidade do patdgeno resulta em uma rapida perda de
resisténcia, assim deixando indispensavel o uso de fungicidas quimicos, e ocasionando um
grande custo de producdo. Neste sentido, como alternativa de controle desta doenca fungica
seria a utilizagdo de extratos vegetais que por terem diversos ingredientes ativos e varios
métodos de uso, podem apresentar eficiéncia no controle do patdgeno e ser utilizado em
diferentes tipos de manejo da doenca. Assim 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar a
eficiéncia dos extratos vegetais alcoolicos de alho, alecrim e citronela nas concentracdes de
10% e 25% (v/v) no crescimento vegetativo do fungo M. Oryzae. O experimento foi
conduzido no laboratério multidisciplinar do centro Universitario de Goias Uni-
ANHAGUERA em delineamento inteiramente casualizado. Foram realizados trés estudos que
testaram o efeito dos extratos vegetais no crescimento vegetativo do fungo. No primeiro, foi
feita uma suspensdo do fungo com os extratos vegetais em diferentes concentracdes e em
seguida estes foram inoculados em meio de cultura BDA. No segundo, apenas foram
armazenadas as suspencdes anteriormente preparadas por sete dias e em seguida inoculadas
em meio de cultura BDA. No terceiro estudo, as diferentes concentracbes dos extratos
vegetais foram adicionadas ao meio de cultura BDA e logo inoculado o fungo. Medicgdes
diarias do crescimento do fungo foram realizadas por um periodo de aproximadamente doze
dias. Os extratos vegetais de alho, alecrim e citronela na concentracdo de 25% inibiram o
crescimento de M. Oryzae quando comparados com a testemunha. Extratos vegetais de alho,
alecrim e citronela possuem inibicdo no crescimento vegetativo de Magnaporthe oryzae.

PALAVRAS-CHAVE: Controle alternativo. Fungicida vegetal. Brusone.







