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RESUMO

O tomate (Solanum lycopersicum L.) € uma cultura com alto indice de doencas, dentre estas o
mofo branco causado pelo fungo Sclerotium rolfsii. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito dos extratos e 0leos essenciais extraidos de plantas de alho (Allium sativum) e alecrim
(Rosmarinus officinalis) no desenvolvimento in vitro e in vivo do fungo S. rolfsii. O extrato
bruto aquoso foi obtido partir da trituracdo em agua de folhas verdes de alecrim e bulbilhos de
alho. O extrato foi filtrado, diluido nas doses de 0, 5, 10, 15, 20 e 30%, incorporados em
BDA, autoclavados e distribuidos em placas de Petri. Para avaliacdo in vitro com o0leo
essencial foram utilizadas concentragdes crescentes de 0, 50, 100, 250, 500 e 1000 ppm do
6leo essencial de alho e 0, 250, 500, 1000 e 2000 ppm do 6leo essencial de alecrim. Aliquotas
dos 6leos foram adicionadas em meio de cultura BDA fundente e além do 6leo foi adicionado
antibidtico Streptomincina e Penicillina 500 mg/L? e Tween 20® a 0,5 %. Apos a
solidificacdo dos meios, um disco de micélio do fungo foi repicado para o centro de cada
placa, vedadas e incubadas em camara de crescimento (25°C e fotoperiodo de 12 h). A
avaliacdo iniciou-se 24 h apoés a instalacdo do experimento. O delineamento foi inteiramente
ao acaso com 5 repeticdes. A avaliacdo da incidéncia do fungo foi realizada em mudas de
tomate cv. Galcho as quais estas receberam tratamento do extrato de alho e alecrim a 30%,
6leo essencial de alecrim a 2000 ppm, dleo de alho a 100 e 1000 ppm, fungicida quimico
Fluazinam e &gua. Os tratamentos foram realizados 24 h antes e 24 h apds a inoculagdo do
fungo e as avaliaches 24 e 48 h ap0Os os tratamentos. O extrato bruto de alho inibiu o
crescimento micelial do S. rolfsii a partir da concentracdo 15%, e diminuiu a velocidade de
crescimento do fungo. O extrato de alecrim ndo demostrou efeito fungitoxico sobre o S.
rolfsii. Os dleos essenciais de alho e alecrim inibiram o crescimento do fungo a partir da dose
100 ppm e 2000 ppm, respectivamente. Apesar de observado o efeito inibitério do extrato
bruto e 6leos das plantas em condigdes in vitro, em condi¢fes de campo o resultado néo foi
promissor, sendo necessario um maior estudo sobre a dose e método de aplicagdo dos
tratamentos na condigdo in vivo. Além disso o S. rolfsii foi inoculado na plantula com a

presenca de esclerodios o que pode ter interferido na sua agressividade.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum. Allium sativum. Rosmarinus officinalis.



ABSTRACT

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is a crop with high diseases rates, among them the fungus
Sclerotium rolfsii, causer white mold is very important. The objective was evaluated the effect
of extracts and essential oils extracted from garlic (A. sativum) and rosemary (R. officinalis)
plants in vitro and in vivo on development of S. rolfsii fungus. The crude aqueous extract was
obtained from green leaves of rosemary and garlic bulbs in water trituration. The extract was
filtered, diluted in doses of 0, 5, 10, 15, 20 and 30%, incorporated in BDA, autoclaved and
distributed in Petri dishes. For essential oil in vitro evaluation, was used increasing
concentrations of 0, 50, 100, 250, 500 and 1000 ppm of essential garlic oil, and 0, 250, 500,
1000 and 2000 ppm of rosemary essential oil. Aliquot of oils was added in fondant BDA
culture medium, besides oil, was added antibiotic (Streptomincina e Penicillina) 500 mg/L*
and Tween 20® in 0.5%. After means solidification, a fungus mycelium disk was peaked to
the center of each plate, sealed and incubated in a growth chamber (25° C and 12 h
photoperiod). The evaluation initiated 24 hours after experiment installation. The design was
completely random with five repetitions. The evaluation of fungus incidence was performed
on tomato seedlings cv. Gaucho, treated with garlic and rosemary extract 30%, rosemary
essential oil 2000 ppm, garlic oil 100 and 1000 ppm and Fluazinam chemical fungicide. The
treatments were performed 24 h before and 24 h after fungus inoculation and ratings 24 and
48 h after treatment. The crude extract of garlic inhibited the mycelial growth of S. rolfsii
from the 15% concentration, and decreased the fungal growth rate. Besides rosemary extract
not demonstrated fungitoxic effect on S. rolfsii. The essential oils of garlic and rosemary
inhibited the fungus from 100 ppm and 2000 ppm dose, respectively. Even the effect of the
crude extract and plant oils in vitro conditions, in field conditions the results it wasn’t
promising, a larger study of dose and treatment methods of application in vivo conditions is
necessary, besides that S. rolfsii was inoculated in seedlings with sclerotia presence

that can interfered with their aggressiveness.

Key words: Solanum lycopersicum. Allium sativum. Rosmarinus officinalis.
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1 INTRODUCAO

No cultivo de hortalicas podem ocorrer diversas doencas prejudiciais ao seu
crescimento e desenvolvimento, destruindo tecidos e até levando a morte da planta, o que
afeta diretamente a produtividade e/ou a qualidade. As condi¢bes ambientais como umidade
relativa, temperatura e precipitacdo na regido onde sdo cultivadas sé@o determinantes no
aparecimento de doengas. Quando o cultivo das hortalicas ¢ feito de forma intensiva e sem 0s
devidos cuidados essas, doencas podem causar uma reducdo de até 100% na sua
produtividade (PEREIRA et al., 2013).

Atualmente o tomate (Solanum lycopersicum L.) é uma das hortalicas com maior
importancia econémica mundial (SILVA, 2015), estando presente em todo o mundo e sendo
uma das hortalicas que possui maior consumo (TOMAZONI et al., 2013). Ela possui grande
importancia comercial, sendo utilizado para a industria e para 0 consumo in natura (ITAKO
et al., 2009). Porém o aumento do cultivo da cultura surgiram problemas fitossanitarios
(ARAUJO et al., 2002).

Entre esses problemas estd o fungo Sclerotium rolfsii, um patégeno importante
habitante do solo, sendo responsdvel por causar murcha, tombamento de plantulas e
podridGes. O fungo ataca mais de 200 espécies de plantas, dentre essas a cultura do tomate
(MARCUZZO; SCHULLER, 2014). Como o patdégeno forma uma estrutura de resisténcia,
denominada de esclerddio, o seu controle é de dificil realizacdo, sendo o uso de produtos
quimicos a forma mais utilizada (LOPES; AVILA, 2005).

Atualmente o uso de produtos quimicos tem gerado grande sucesso no controle de
varias doencas, mas 0 seu uso em grande escala tem ajudado na selecdo de patégenos
resistentes (SANTOS NETO et al., 2016), além de provocar a contaminacdo do ambiente, de
trabalhadores e consumidores, levando ao aumento do valor da producdo, e outros fatores
(TOMAZONI et al., 2013). Essa preocupacdo faz com que as populagdes se preocupem cada
vez mais com a saude humana e ambiental (LOPES et al., 2005), fazendo com que cada vez
mais novas tecnologias voltadas a sustentabilidade do meio ambiente ganhe espago, um
exemplo disso € o uso de extrato bruto e 6leo essencial oriundas de plantas medicinais
(ITAKO et al., 2009).

Os oOleos essenciais e 0s extratos brutos aquosos sdo produtos naturais derivados de
plantas medicinais, que possuem potencial no controle de doengas em plantas, pois possuem
caracteristicas antifungicas, antibacterianas e inseticidas, além disso sdo pouco tdxicos ao
meio ambiente e ao ser humano (TOMAZONI et al., 2013).
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Dentre as varias espécies de plantas com acdo fungicida, algumas tem se destacado,
como o alho (Allium sativum L.) e o alecrim (Rosmarinus officinalis L.) que sdo usadas como
plantas condimentares e aromaticas e possuem caracteristicas medicinais e atividade contra
patogenos de espécies vegetais (LEITE et al., 2012). O alho possui propriedade bactericida,
fungicida, vermifugo, antiviral e antiprotozoério. Possuindo cerca de 30 componentes
biologicamente ativos como compostos sulfurados, como a alicina, o ajoeno, o tiosulfinatos e
0 organosulfurados (SOUZA; SOARES, 2013). O alecrim possui propriedade analgeésica,
espasmolitica, antiinflamatoria, antifungica e possivel propriedade antineoplasica, bem como
atividade antimicrobiana (ALVES et al., 2008).

Sendo assim, este trabalho foi desenvolvido com objetivo de avaliar o efeito dos
extratos e Oleos essenciais extraidos de plantas de alho (A. sativum) e alecrim (R. officinalis)

no desenvolvimento in vitro e in vivo do fungo S. rolfsii.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CULTURA DO TOMATE

O tomate (S. lycopersicum L.) € uma planta perene que é cultivada anualmente,
pertencente a familia Solanaceae, acredita-se que sua origem ocorreu na parte ocidental das
Américas Central e do Sul (FERREIRA, 2004). Possui porte arbustivo, suas flores séo
hermafroditas com 1-2 cm de didmetro, com cinco ou mais pétalas e sepalas de forma
helicoidal, seu ovario é bi ou plurilocular e 0 seu nimero de estames € de cinco ou mais
(HAYASHI et al., 2013).

O tomate tem destaque por ser uma hortalica cultivada e consumida no mundo inteiro,
sendo os maiores produtores China, india e EUA (WEBER, 2015). A maioria da producéo
brasileira e chinesa sdo dedicadas a tomate de mesa (in natura), ja a producdo americana é
dedicada a industrializagdo (FERREIRA, 2004).

O Brasil fica com a oitava posicdo na classificagcdo mundial, com um volume de
aproximadamente 4,2 milhdes de toneladas por ano (SILVA, 2015). Nacionalmente, o tomate
ocupa a 162 posicdo entre os produtos agropecudrios e o primeiro lugar na producédo horticola.
O cultivo de tomate no Brasil é concentrado nos estados de Minas Gerais, Goiés, Séo Paulo.
O estado de S&o Paulo possui uma area de 10,2 mil hectares plantados e producdo de
aproximadamente 675,2 mil toneladas de frutos (WEBER, 2015).

Existem dezenas de cultivares comerciais de tomate, que se diferenciam conforme as
caracteristicas do fruto: nimero de léculos, peso médio e formato. Mas para a escolha da
cultivar que sera plantada depende da sua produtividade, da adaptacdo as condi¢des de
cultivo, solo, clima, manejo, sua utilizagdo e destino do fruto (FERREIRA, 2004).

2.2 MOFO BRANCO

O tomate é uma cultura suscetivel a varios problemas fitossanitarios, sdo mais de 100
doencas de causas bidticas e abioticas que foram identificadas no mundo, sendo os fungos, 0s
principais causadores das mesmas (CABRAL, 2012). Elas provocam diferentes niveis de
reducdo de produtividade ou de qualidade do produto comercial. Alguns fungos causadores de
doengas sdo Cladosporium fulvum (Cladosporiose) (ITAKO et al, 2009), Alternaria solani
(podridao negra), Botrytis (podriddo por mofo cinzento), Geotrichum sp. (podridao acida),
Rhizopus sp. (podriddo algodonosa) (FERREIRA, 2004), S. rolfsii (mofo Branco)
(MARCUZZO; SCHULLER, 2014), entre outras.
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O fitopatégeno S. rolfsii € um fungo plurivoro que atinge um grande espectro de
hospedeiros pelo mundo, se destacando na regido tropical (DUARTE et al, 2006). Causa
sintomas de podriddo de raizes, do colo, de bulbos e frutos, além de causar murcha,
tombamento de plantulas e podrides (Figura 1). Apresentando uma ampla escala de
hospedeiros, chegando a mais de 200 espécies de plantas (MARCUZZO; SCHULLER, 2014).

Figura 1 - Micelio e formag&o dos esclerodios do fungo S. rolfsii.

Fonte: Marco Antonio Lucini (2013)
Os sintomas comegam com lesGes na cor acinzentada e aquosa no colo das plantas,

passando para uma coloragdo castanha que chega até a raiz principal. Na parte aérea da planta
ocorre 0 amarelecimento das folhas com posterior desfolha e murcha (FREIRE, 2015).

As condicdes ideais para o aparecimento da doenca sdo periodos quentes (25 a 35 °C)
com alta umidade, principalmente em lavouras como solos muito argilosos e/ou compactados
que favorecem o encharcamento do solo (KUROZAWA; PAVAN, 2005).

Em condi¢des de alta umidade o fungo apresenta um crescimento micelial muito
vigoroso (cor branca) na superficie dos tecidos que foram afetados, podendo também se
desenvolver na superficie do solo, rente ao colo da planta. Sob a superficie micelial pode
ocorrer a formacdo de pequenas estruturas arredondadas de cor marrom-clara chamadas de
esclerddios. O esclerddio é uma estrutura de resisténcia desse fungo no solo, podendo se
manter vivo por varios anos (SILVA et al, 2006).

A sua disseminacdo pode ser por movimentacdo de agua, ferramentas contaminadas,
transporte de solos ja infectados, utilizagdo de mudas infectadas, frutas e legumes infectados e

sementes que possuem a presenca de esclerdcios (SOUSA, 2012).
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2.2.1 Descricdo do patogeno

O S. rolfsii € um fitopatégeno habitante do solo, imperfeito ou mitospérico, da Ordem
Mycelia Sterilia (BARNETT; HUNTER,1972). O fungo caracteriza-se pela formacéo de
micélio vigoroso e grampos de conexao nas hifas, produz esclerddios arredondados, pequenos
(0,5 - 1,5 mm de diametro). A sua fase teleomdrfica condiz ao basidiomiceto Athelia rolfsii
(Curzi) Tu & Kimbrough, mas praticamente ndo € observado em condi¢fes ambientais
brasileiras. A sua sobrevivéncia é realizada pelo micélio que fica na matéria organica e pelos
esclerodios no solo, além disso, o fungo pode ser disseminado pela agua de irrigagéo,
implementos agricolas e sementes (REIS, 2014).

A germinacdo dos esclerddios ocorre em temperaturas entre 10 e 35°C, a germinacéao
diminui conforme vai aumentado a profundidade no solo. O pH ideal para essa germinacdo é
2,6 a 4,4. A germinacédo € induzida quando tem a presenca de compostos volateis liberados
pelos restos de cultura no solo, pois o fungo precisa crescer saprofiticamente sobre substrato
organico para depois atuar como patdégeno. Quando o hospedeiro possui ferimentos o S. rolfsii
é favorecido, mas ele pode penetrar de forma direta nos tecidos sadios nas proximidades da
superficie do solo (REIS, 2014).

2.3 CONTROLE DO MOFO BRANCO

O patamar da agricultura mundial de hoje ocorre devido ao descobrimento e a
utilizacdo dos produtos quimicos. A grande maioria das espécies cultivadas no Brasil como
soja, alho, cebola, tomate, citros, entres outras, apresentam uma produtividade alta e alta
qualidade devido o uso de fungicidas quimicos (SOUSA, 2012).

O controle do mofo branco € de dificil realizacdo, pois os esclerédios (estruturas de
resisténcia do patégeno) tem a capacidade de permanecer viaveis por anos no solo, mesmo
quando as condicdes séo adversas (DUARTE et al., 2006).

Medidas podem ser tomadas para minimizar os danos causados pela doenca, como por
exemplo, a rotacdo de cultura com cereais reduzindo-se o inoculo presente no solo (REIS,
2014) e a solarizagdo para a desinfeccdo do solo (JESUS JUNIOR et al., 2007), além disso
deve-se eliminar plantas daninhas suscetiveis ao patdgeno e destruir e incorporar os restos de
cultura. O plantio deve ser feito em solos com boa drenagem, evitando-se plantios densos e
em solos aridos (REIS, 2014).

Muitos trabalhos possuem resultados positivos no controle da germinagdo dos

esclerddios e do crescimento micelial do S. rolfsii, porém, também se encontra na literatura
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relatos da existéncia de isolados do fungo resistentes a fungicidas (SOUSA, 2012). Alguns
fungicidas demonstram boa eficiéncia no controle de S. rolfsii como o tebuconazol,

quintozene, iprodione e procimidona (DUARTE et al., 2006).
2.3.1 Controle alternativo

O uso indiscriminado de substancias quimicas para o controle de pragas e doencas
resulta em poluicdo ambiental, risco & saide humana e animal, selecdo de patdgenos
resistentes e alto custo ao produtor. Essas problematicas vém pressionando a sociedade na
busca pela reducdo do uso excessivo e Unico de métodos quimicos para controle de patdgenos.
O uso do controle alternativo tem sido eficaz na redugdo do uso dos defensivos, pois
proporciona um menor impacto ao meio ambiente e ao ser humano e diminui 0s custos
financeiros em relacdo ao controle quimico (SANTANA, 2015).

O uso de extratos ou Oleos essenciais sdo técnicas que se enquadram nesses
parametros, com isso vem sendo investigadas como estratégias de controle de patégenos.
Essas substancias naturais sdo provenientes de plantas medicinais com potencias de combate a
doencas em plantas, pois possuem propriedades antifungicas, antibacterianas, inseticidas e séo
pouco toxicas ao meio ambiente (TOMAZONI et al., 2013).

2.3.1.1 Alecrim

O alecrim (R. officinalis L.) é uma espécie vegetal, perene de haste lenhosa, ele
pertence a familia Lamiaceae, sua origem é a regido Mediterranea, atualmente se encontra
alecrim em todos os continentes. Seu uso ocorre devido suas caracteristicas aromaticas e
ornamentais, sendo suas folhas normalmente utilizadas como condimento e para fins
medicinais (OLIVEIRA, 2016).

Na literatura encontra-se relatos de algumas atividades do R. officinalis, como efeito
antimicrobiano,  antibacteriano, antifingico, antimicobacteriano,  anti-inflamatorio,
antitumoral, antioxidante, antimutagénico, neuroprotetivo, cardioprotetor, modulador de
estresse oxidativo e DNA-protetivo (OLIVEIRA, 2016). Em alguns estudos o alecrim
demostrou uma capacidade de interferir na filamentagdo in vitro de amostras de Candida
albicans (GAUCH et al., 2014). O bleo essencial de alecrim foi capaz de reduzir a severidade
da mancha da folha e do mildio da videira (Vitis labrusca) (MAIA et al., 2014). Camatti-
Sartori et al. (2011) comprovaram que 0 uso de extrato acético de alecrim tem potencial no

controle alternativo nas doencas fungicas de flores, sugerindo que existe compostos
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biologicamente ativos, com efeito fungitoxico e Lorenzetti et al. (2016) demonstraram
resultados que indicam o potencial do extrato de alecrim no controle de podridao cinzenta da

haste em soja (Glycine max L.).
2.3.1.2 Alho

A espécie A. sativum L. é conhecida como alho, pertence a familia das Lilidceas, seu
centro de origem é a Asia Central, mas ¢ cultivada em varios paises, sendo amplamente
conhecida no Brasil. Ela é considerada um ingrediente de grande importancia na culinaria,
além disso ela é rica em compostos sulfurados e possui grande concentracdo de fitoquimicos
terapéuticos localizados nos bulbos (KLASSA et al., 2013).

O extrato e o 6leo essencial de alho vém sendo utilizado como bactericida, fungicida,
vermifugo, antiviral e antiprotozoério, isso ocorre devido 0s componentes terapéuticos
presentes na cultura, dentre esses componentes a aliina (um aminoacido) forma a alicina
(dialil-tiosulfinato), que é uma substancia que confere o0 aroma e atua na defesa no momento
em que a planta é atacada por patdgenos. Esse efeito proporcionado pela alicina se estende
contra diversos microrganismos, isso justifica a sua grande diversidade de utilizacdo (SOUZA
etal., 2013).

A capacidade fungitoxica do extrato de alho vem sendo relatada na literatura,
provando que ele é capaz de diminuir a germinacdo de esporos e de conidios de diversos
fungos fitopatogénicos (SOUZA et al, 2013). Foi relatado que o extrato de alho e o 6leo
vegetal possuem um grande potencial no controle do mildio da videira, se destacando em
vinhedos (LEITE et al., 2011). Os compostos volateis que estdo presentes no extrato bruto
aquoso de alho possuem acdo fungitoxica sobre Aspergillus niger, agente causador da
podriddo vermelha na cultura de sisal (SOUZA et al., 2013).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DO EXPERIMENTO E OBTENCAO DO FUNGO Sclerotium rolfsii

O experimento foi realizado na Universidade Federal de Santa Catarina — Campus de
Curitibanos, no laboratério de Fitopatologia e em casa de vegetacdo da &rea experimental
didatica do Campus. A obtengdo do patogeno foi realizada a partir de plantas doentes de
tomate apresentando os sintomas de mofo branco, apés o isolamento foi identificado e

armazenado em BOD a 25°C e fotoperiodo de 12 h.

3.2 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO EXTRATO BRUTO E OLEO ESSENCIAL SOBRE
O FUNGO Sclerotium rolfsii

Bulbilhos de alho (A. sativum) foram adquiridos de areas produtoras da regido de
Curitibanos, SC. As plantas de alecrim (R. officinalis) foram obtidas da Horta de Plantas
Medicinais e Aromaticas localizado na Universidade Federal de Santa Catarina — Campus de
Curitibanos.

Para obtencédo de cada extrato bruto aquoso de 30%, 60 g de folhas frescas de alecrim
e 60 g bulbilhos de alho, foram triturados em 200 mL de agua destilada em liquidificador
industrial por aproximadamente 3 minutos. O homogenato foi filtrado e diluido com &gua
destilada nas doses de 0, 5, 10, 15, 20 e 30% para o alho e 0, 10, 20 e 30% para o alecrim, a
dose 0% consiste s6 em BDA com agua. Ambos os extratos foram incorporados em meio de
cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar) e em seguida autoclavados.

Para avaliacdo in vitro do 6leo essencial foram utilizadas concentracfes crescentes de
0, 50, 100, 250, 500 e 1000 ppm do 6leo essencial de alho industrial da marca Laszlo® e 0,
250, 500, 1000 e 2000 ppm do Gleo essencial de alecrim industrial da marca By Samia®.
Aliquotas dos 6leos foram adicionadas em meio de cultura BDA fundente com excecdo da
concentracdo de O ppm que continha somente agua e BDA. Além disso, foi adicionado
antibidtico Streptomincina e Penicillina 500 mg/L™ e Tween 20® a 0,5 %.

Para avaliagdo da atividade antifingica dos extratos e Oleos essenciais sobre o
crescimento micelial do fungo, os meios de cultura BDA com extrato e 6leos foram
distribuidos em placas de Petri. Apos a solidificacdo do extrato com BDA, um disco de
micélio (5 mm de didmetro) foi repicado no centro das placas de Petri. As placas foram
vedadas com filme plastico e incubadas em cémara de crescimento (BOD) a 25°C e

fotoperiodo de 12 horas.
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A avaliagdo do crescimento micelial iniciou-se 24 horas apdés a instalacdo do
experimento, utilizando duas medidas opostas do diametro da coldnia flngica e perdurou por
7 dias ou quando no tratamento testemunha (somente BDA) atingisse 80% do crescimento na
placa de Petri. Com os dados do crescimento foi calculada a area abaixo da curva de
crescimento micelial (AACCM) e o indice de velocidade de crescimento micelial do fungo
(IVCM). Utilizou-se a equacéo proposta por CAMPBELL & MADDEN (1990):

AACCM = ) (FE) - (6 — 1)

Em que yi e yi+1 sdo os valores de crescimento da colonia observados em duas

avaliacdes consecutivas, ti+1 e ti sdo os periodos das avaliacdes.
Para célculo do indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM) foi aplicado a
formula:

. didametro do halo de crescimento
Velocidade =

n° de dias de crescimento
Sendo o célculo realizado no dia em que foi avaliada a paralisacdo do crescimento do

patégeno.
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial 2 x 4 com 5 repeti¢cdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia, e

em seguida, analise de regressdo para as doses a 5% de probabilidade.

3.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO OLEO ESSENCIAL E EXTRATO BRUTO SOBRE
O MOFO BRANCO in vivo EM PLANTULAS DE TOMATE

Para obtencdo de mudas de tomate, foram semeadas sementes de tomate da variedade
Gaucho em bandejas de isopor de 128 células. Ap6s 25 dias da semeadura, as mudas foram
transplantadas para vasos de 4 litros com substrato industrializado a base de casca de pinus da
marca Macplant® e terra adubada na proporc¢éo 2:1.

A producdo de inoculo do mofo branco (S. rolfsii) foi realizada conforme a
metodologia de BARBOSA et al. (2010). Esta metodologia consistiu em repicar o fungo em
placas de Petri com meio de cultura BDA, vedar e colocar em BOD (25 °C e fotoperiodo de
12 horas) por cinco dias ou até o crescimento micelial dominar a placa. Ap6s os cinco dias
foram pesados 5 g de arroz parborilizado, submersos em agua destilada por duas horas,
coberto com papel laminado e autoclavado. Em seguida, o arroz autoclavado, foi distribuido
sobre a col6nia de S. rolfsii, vedadas e colocadas em BOD por mais 5 dias. Ap0s esse periodo

0 arroz ja se encontrava totalmente colonizado pelo fungo.
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Em um primeiro ensaio foi verificado uma grande agressividade do fungo, levando a
morte das plantulas de todos os tratamentos no periodo da cdmara Umida, devido a quantidade
de indculo. Com isso os ensaios posteriores foram realizados com algumas modificacGes da
quantidade de indculo da metodologia de BARBOSA et al. (2010). Sendo a quantidade de
inéculo reduzida em 25% (Figura 2).

Figura 2 - Producdo em placas de Petri de in6culo de S. rolfsii em arroz autoclavado (A).

Infestacdo do indculo na base do colo da planta de tomate (B).

Fonte: Autor

O tratamento foi realizado 24 horas antes da inoculagdo com o fungo. As mudas foram
tratadas com extrato bruto de alho e alecrim na concentracdo de 30%, fungicida quimico
Fluazinam (Cignus®) a uma concentracdo de 0,1% (dose comercial) e &gua e em um posterior
experimento com 6leos essenciais de alho a 100 e 1000 ppm e alecrim a 2000 ppm, fungicida
quimico Fluazinam (Cignus®) a uma concentracdo de 0,1% (dose comercial) e agua. O
segundo tratamento com os extratos e 0leos foi realizado 24 h apds a inocula¢do com o fungo.

Ap0s 24 horas do primeiro tratamento, foi realizada a inoculagdo com S. rolfsii e uma
camara umida em BOD a 25°C e fotoperiodo de 12 horas por 48 horas.

A avaliacdo da incidéncia da doenca foi realizado 24 e 48 horas ap0s os tratamentos,
com a presenca de plantas com sintomas de necrose e constricdo do colo devido a murcha-de-
esclerdcio causada pelo mofo branco (S. rolfsii).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) utilizando os

seguintes tratamentos: extrato de alho a 30%, extrato de alecrim a 30%, oOleo de alho 100 e
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1000 ppm, 6leo de alecrim 2000 ppm, fungicida Fluazinam a 0,1% e testemunha (Somente
agua), com cinco repeticdes. Cada parcela foi constituida por um vaso com duas plantas. Os

dados foram submetidos a analise de variancia a 5% de probabilidade.



23

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXTRATO BRUTO
4.1.1 Avaliacéo do crescimento micelial

O crescimento micelial de S. rolfsii (Figura 3), demostrou que o extrato de alho a
partir da concentragéo de 15% inibiu totalmente o desenvolvimento do fungo. O extrato de

alecrim ndo apresentou efeito inibitério no desenvolvimento do fungo.

Figura 3 - Area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) de S. rolfsii para 0 meio

de cultura BDA com extrato bruto de alho (A) e extrato bruto de alecrim (B).
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Fonte: Autor

Alguns extratos ja vém demostrando efeitos satisfatorios em alguns patossistemas, tais
como, os extratos de eucalipto-limdo (Corymbia citriodora), capim limdo (Cymbopogon
citratus) alho (A. sativum), canela (Cinnamomum zeylanicum) e alecrim (R. officinalis)
(VIVAS, et al., 2011; FLAVIO et al., 2014) em varios tipos de patdgenos como o
Colletotrichum acutatum, Colletotrichum fragariae (VIVAS, et al., 2011), Curvularia
(FLAVIO et al., 2014) Alternaria alternata e Fusarium sp. (VENZON et al., 2006).

O efeito inibitdrio no crescimento micelial constatado neste trabalho com extrato de
alho, também foi observado por outros autores. Sendo constatado em fungos causadores de
antracnose em morangueiro (C. acutatum) (ALMEIDA et al.,, 2009), Colletotrichum
gloeosporioides, Pyricularia oryzae e Fusarium oxysporum f. sp vasinfectum (SILVA et al.,
2012) e no agente causal da antracnose da videira (Elsinoe ampelina) (BOTELHO et al.,
2009; LEITE et al., 2012).
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Em trabalhos com extrato bruto aquoso de alecrim o fungo Exserohilum turcicum
apresentou 54% de inibigdo sobre o crescimento (SCAPIN et al., 2010). Apesar de efeitos
positivos do extrato de alecrim no desenvolvimento de outros patdgenos, no presente trabalho
0 extrato de alecrim ndo apresentou inibicdo de S. rolfsii.

Em relagdo ao Indice de Velocidade Crescimento Micelial do fungo (IVCM) a partir
da concentragdo de 5% o extrato de alho reduziu a velocidade, pois a partir da concentragéo
de 15% nao houve desenvolvimento do fungo (Figura 4). O alecrim apresentou uma minima

reducdo na velocidade do crescimento micelial a partir da dose 20%.

Figura 4 - indice de velocidade crescimento micelial (IVCM) do fungo S. rolfsii avaliados
sob o desenvolvimento nos extrato bruto de alho (A) e para o extrato bruto de alecrim (B).
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Fonte: Autor
4.1.2 Avaliagéo da incidéncia do mofo branco em plantulas de tomate

Os ensaios com plantulas de tomate foram realizados duas vezes, no primeiro ensaio
foi realizado seguindo a metodologia para a producéo de indculo do mofo branco (S. rolfsii)
conforme BARBOSA et al. (2010), porém foi verificado uma grande agressividade do fungo.

No segundo ensaio ndo foi verificado a eficiéncia dos extratos tanto de alho como de
alecrim, nas doses de 30%, sendo que somente o fungicida Fluazinam inibiu o

desenvolvimento do fungo (Figura 5 e Tabela 1).
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Figura 5 - Vasos com plantulas de tomate apds inoculagdo com S. rolfsii e tratamento com
fungicida, alho, alecrim e &gua, da esquerda para direita.

Fonte: Autor

Tabela 1 — Resultados da avaliacdo da incidéncia do mofo branco em plantulas de tomate

tratadas com agua, fungicida, extrato de alho 30% e extrato de alecrim 30 %.

Tratamentos Testemunha Fungicida Alho 30% Alecrim 30%
Resultado Morte da Controle do Morte da Morte da
plantula fungo plantula plantula

Fonte: Autor
4.2 OLEO ESSENCIAL
4.2.1 Avaliacéo do crescimento micelial

Com base nos dados obtidos os dois 6leos inibiram totalmente o crescimento micelial
do fungo S. rolfsii, a partir da concentracdo 2000 ppm de oOleo de alecrim (Figura 6 e Tabela
2) e a partir da concentracdo 100 ppm para 0leo de alho (Figura 7 e Tabela 3).
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Figura 6 - Crescimento micelial S. rolfsii em 6leo essencial de alecrim nas doses de 0, 250,
500, 1000 e 2000 ppm.

Fonte: Autor

Tabela 2 — Resultados da avaliacdo da incidéncia do mofo branco em meio de cultura BDA

sem Oleo essencial e com 6leo essencial de alecrim nas doses 0, 250, 500, 1000 e 2000 ppm.

Tratamentos Testemunha Alecrim Alecrim Alecrim Alecrim
0 ppm 250 ppm 500 ppm 1000 ppm 2000 ppm
Resultado 100 % de 100 % de 100 % de 100 % de Inibicéo do
crescimento crescimento  crescimento crescimento fungo
do fungo na dofungona dofungona  dofungo na
placa placa placa placa

Fonte: Autor

Figura 7 - Crescimento micelial S. rolfsii em 6leo essencial de alho nas doses de 0, 50, 100,
250, 500 e 1000 ppm.

Fonte: Autor
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Tabela 3 — Resultados da avaliacdo da incidéncia do mofo branco em meio de cultura BDA
sem Oleo essencial e com 6leo essencial de alho nas doses 0, 50, 100, 250, 500 e 1000 ppm.

Tratamentos Testemunha Alho Alho Alho Alho Alho
0 ppm 50 ppm 100 ppm 250 ppm 500 ppm 1000 ppm

Resultado 100 % de 50 % de Inibicdo Inibicdo  Inibicdo  Inibicédo
crescimento crescimento dofungo  dofungo dofungo do fungo
do fungona do fungo na

placa placa

Fonte: Autor

Segundo Souza et al., (2004) o dleo essencial do alho, inibiu o desenvolvimento
micelial dos fungos Penicillium spp., Eurotium repens e Aspergillus niger in vitro, além de
inibir o fungo e a esporulacdo de Rhizopus stolonifer e o fungo C. gloeosporioides isolados da
cultura do morango (SILVA, 2008). O 6leo também foi capaz de reduzir o crescimento
micelial e inibir o crescimento Aspergillus flavus, isolados de sementes de amendoim
(VEIGAS et al., 2005).

Em trabalhos realizados com o 6leo essencial de alecrim (R. officinalis) constataram
que ele é capaz de reduzir a severidade da mancha da folha e do mildio da videira (MAIA et
al., 2014), inibindo distintamente o crescimento micelial de Alternaria carthami, Alternaria
sp. e Rhizoctonia solani (HILLEN et al., 2012) e reduzindo o crescimento micelial de

Phomopsis sojae obtido da soja.
4.2.2 Avaliacdo da incidéncia do mofo branco em plantulas de tomate

O ensaio com os 0Oleos essenciais em plantulas de tomate foram realizado de acordo
com a metodologia de BARBOSA et al. (2010), com a quantidade de in6culo reduzida em
25%, conforme descrito no item 4.1.2. N&o foi constatado a eficiéncia do 6leo essencial de
alho nas concentragdes 100 e 1000 ppm e do alecrim na concentragdo de 2000 ppm. Somente

o fungicida Fluazinam inibiu o desenvolvimento do fungo (Figuras 8 e 9 e Tabela 4).
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Figura 8 - Vasos com plantulas de tomate ap6s inoculagdo com S. rolfsii e tratamento com

agua, fungicida, alho 100 ppm, alho 1000 ppm e alecrim 2000 ppm da esquerda para a direita.

Fonte: Gabriela Carolina dos Santos

Figura 9 - Vasos com plantulas de tomate no dia da inoculacdo (A) e 24 h ap6s os
tratamentos com agua (B), fungicida (C), alho 100 ppm (D), alho 1000 ppm (E) e alecrim
2000 ppm (F).

Fonte: Autor
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Tabela 4 — Resultados da avaliagdo da incidéncia do mofo branco em plantulas de tomate
tratadas com &gua, fungicida, 6leo essencial de alho 100 e 1000 ppm e bleo essencial de

alecrim 30 %.

Tratamentos Testemunha Fungicida Alho Alho Alecrim
100 ppm 1000 ppm 2000 ppm

Resultado Morte da Controle do Morte da Morte da Morte da
plantula fungo plantula plantula plantula

Fonte: Autor

Apesar dos resultados promissores apresentados pelos 6leos essenciais de alecrim na
dose 2000 ppm e de alho a partir da dose de 100 ppm para inibicdo do desenvolvimento in
vitro do patdgeno analisado, no experimento in vivo ndo foi observado a inibicdo do fungo e
nem na inibicdo da severidade da doenca, isso pode estar ligado a presenca de esclerddios na
inoculacdo, tornando o fungo mais agressivo.

Outra explicacdo aos resultados in vivo, pode estar relacionada a quantidade do 6leo
utilizada no trabalho o que demanda mais estudos com doses, além disso, 0s 6leos essenciais
volatilizam em contato 0 meio ambiente sendo necessario estudos sobre a possibilidade do
uso de adjuvante. Os fatores ambientais favorecem o fungo o que ndo ocorre nos ensaios in
vitro, pois 0 ambiente é manipulado.

Outro autores também chegaram em resultados semelhantes, Inacio et al. (2009)
observou que os 6leos de erva-cidreira (Melissa officinalis), capim-cidreira (C. citratus),
citronela (Cymbopogon winterianus) e canela (Cinnamomum zeylanicum) demostraram
eficiéncia na inibicdo e diminuicdo do desenvolvimento dos fungos Phomopsis phaseoli var.
sojae, Fusarium sp. e Macrophomina phaseolina in vitro, porém in vivo nao foi eficiente,
sugerindo a realizacdo de testes com adi¢cdo de compostos que reduzam a evaporacdo dos
Oleos essenciais. Dias-Arieira et al. (2010) observaram que apesar do 6leo de Eucalyptus
citriodora ter inibido o crescimento micelial de C.acutatum, ndo ocorreu nenhum efeito

significativo no controle deste fungo em condic¢des de campo.
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5 CONCLUSAO

O extrato bruto de alho inibiu o crescimento micelial do S. rolfsii a partir da
concentracdo 15%, e diminuiu a velocidade de crescimento do fungo. O extrato de alecrim
ndo demostrou efeito fungitdxico sobre o S. rolfsii.

Os 06leos essenciais obtiveram resultados promissores no experimento in vitro. Ambos
inibiram o desenvolvimento micelial do fungo, confirmando a sua eficiéncia fungitoxica.

Apesar de ter sido observado o efeito inibitorio do extrato bruto de alho e dos 6leos
essenciais de alho e alecrim em condigdes in vitro e em condic¢Ges in vivo, os resultados
demostraram a ndo eficiéncia em inibir o desenvolvimento do fungo, sendo necesséario um
maior estudo sobre a quantidade do 6leo utilizado no trabalho, além disso, os 6leos essenciais
volatilizam em contato com o meio ambiente sendo necessarios estudos sobre a possibilidade

do uso de adjuvante.
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