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RESUMO

O agente etioldgico Scleriotinia sclerotiorum causador do mofo branco em mais
de 450 espécies de plantas é uma das doengas mais preocupantes nos paises
produtores de grao, além disso, o fungo produz estruturas de sobrevivéncia
denominada esclerddios que podem permanecer ativos no solo em torno de
dez anos causando doengas por varios anos tornando cada vez mais o seu
dificil controle principalmente em regides de clima mais ameno, devido essa
caracteristica favorecer a incidéncia do fungo. Dentre as diversas formas de
contencao e mitigacao dos danos causados, o controle alternativo com extratos
e Oleos essenciais de plantas vem ganhando cada vez mais espago com uma
opg¢ao de controle de microrganismos fitopatogénicos, uma vez que esses
vegetais produzem compostos antimicrobianos que interagem com agentes
causadores de doencga. Visando contribuir na busca por medidas alternativas
para o controle do mofo branco e no desenvolvimento futuro de novos
produtos, foi objetivo do presente trabalho avaliar o potencial preventivo e
curativo de diferentes concentracdes do extrato de Baccharis dracunculifolia no
controle de Sclerotinia sclerotiorum em folhas destacadas de canola (Brassica
napus). Para isso utilizou-se as concentragdes de 25 %, 50 %, 75 % e 100 %
do extrato de alecrim-do-campo, sendo ele aplicado de forma preventiva com
24 horas e 48 horas antes da inoculagdo do foliolo de canola com S.
sclerotiorum, e aplicado de forma curativa com 24 horas e 48 horas apos a
inoculagdo da lamina foliar de canola com o agente causador da doenca. As
avaliagdes foram realizadas de acordo com a nota de severidade que por fim
calculou-se a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD). Os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e regressao. No fator
qualitativo, as meédias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade, e no fator quantitativo foram ajustadas equagdes de regressao a
5% de probabilidade assim como no coeficiente de determinagcéo (R?). As
analises foram realizadas por meio do sistema computacional SISVAR. Com
relacdo ao efeito preventivo 24 e 48 horas antes da inoculagdo, as distintas
concentragbes nao proporcionaram diferenga significativa entre elas, porém
quando as aplicagbes sio realizadas com 48 horas de antecedéncia, as
AACPD fica reduzida quando comparada com a aplicagao realizada 24 horas
de antecedéncia. No efeito curativo as concentragdes, bem como os momentos
de aplicacdo 24 e 48 horas nao apresentaram diferenca significativa no
controle ou redugdo da AACPD, sendo portanto semelhante a testemunha
inoculada que nao recebeu nenhuma aplicagao.

Palavras-chave: Inoculagdo. Alecrim do campo. Mofo branco. Controle
alternativo.



ABSTRACT

The agent Scleriotinia sclerotiorum that causes white mold in more than 450
plant species is one of the most worrying diseases in grain producing countries.
Moreover, the fungus produces survival structures called sclerotia that can
remain active in the soil for up to ten years causing disease for several years,
making it increasingly difficult to control, mainly in regions of milder climate,
because of this reason characteristic contribute the incidence of the fungus
among the many forms of containment and mitigation of the damage
caused,alternative control with plant extracts and essential oils is increasingly
gaining ground with an option to control phytopathogenic since these
vegetables produce antimicrobial compounds that interact with disease-causing
agentes. Aiming to contribute contribute to the search for alternative measures
for the control of white mold and future development of new products, the
objective of the present work was to evaluate the preventive and curative
potential of different concentrations of Baccharis dracunculifolia extract in the
control of Sclerotinia sclerotiorum in detached canola leaves. (Brassica napus).
For this,we used the concentrations of 25%, 50%, 75% and 100% of field
rosemary extract were preventively applied 24 hours and 48 hours before
canola leaflets inoculation with S. sclerotiorum, and applied 24 hours and 48
hours after canola leaf blade inoculation with disease-causing agente.
Evaluations were performed according to the stringency score which finally
calculated the area under the disease progress curve (AACPD). Data were
subjected to analysis of variance (ANOVA) and regression. In the qualitative
factor, the means were compared by the Tukey test at 5% of probability, and in
the quantitative factor regression equations at 5% of probability nor is it a
coefficient of determination (R?). The analyzes were performed using the
computer system SISVAR. Concerning the preventive effect 24 and 48 hours
before inoculation, the diferente concentrations, provideded significant
difference between them, , but when the applications are performed 48 hours in
advance, the AACPD is reduced when compared to the application performed
24 hours in advance. In the curative effect, the concentrations, as well as the 24
and 48 hours of application time did not show significant difference in the
control or reduction of the AACPD, being therefore similar to inoculated witness
that has not received any applications.

Keywords: Inoculation. Rosemary of the field. White mold. Alternative control.
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1 INTRODUGAO

O mofo branco é uma das doengas mais preocupantes economicamente
no Brasil, Estados Unidos e Argentina, principais paises produtores de graos,
causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum com classificagdo taxondémica
pertencente ao filo Ascomycota e classe Discomiceto, o qual tem carater
polifago e necrotréfico, ou seja, pode chegar a causar doenga em mais de 450
espécies de plantas e ainda sobreviver em restos culturais, podendo afetar
tanto espécies de importancia econbmica quanto espécies invasoras, sendo as
leguminosas e oleaginosas com maior suscetibilidade ao patégeno (BOLAND;
HALL, 1994).

No territorio brasileiro, a doenga se agrava principalmente na regiao sul
e nas de altitude elevada (regido central), 0 monocultivo e a pratica de rotagao
de cultura com espécies hospedeiras do patdégeno séo as principais causas da
persisténcia das doencgas nas lavouras, fazendo com que, ao longo do tempo,

aumente as areas afetadas com a doenca (CUNHA, 2010).

A cultura da canola (Brassica napus), € encontrado na regido Sul do
Brasil no cultivo de inverno, fazendo parte do sistema de rotagcao de culturas na
producdo de graos, fazendo com que se haja o melhor uso de terras,
equipamentos, entre outros. Mesmo as areas sulistas beneficiada de condi¢des
edafoclimaticas para a produg¢ao do grao, diversos produtores se deparam com
condicbes fitossanitarias que obstaculiza a produgado, como é o exemplo da
canela preta (Phoma lingam), considerada como uma das principais doengas
no Brasil para esta cultura (SILVEIRA, 2016). Além dessa, destaca-se a
mancha de alternaria (Alternaria brassicae, Alternaria raphani e Alternaria
alternata), a podriddo negra das cruciferas (Xanthomonas campestres pv.
Campestris) e o mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) (MIGLIORINI et al.,
2012).

Fatores relacionados as préprias caracteristicas do fungo como a
formagdo de estruturas denominadas esclerédios, que podem chegar a

sobreviver ativamente no solo até dez anos, fonte de indéculo através da
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germinagao carpogénica e miceliogénica, auséncia de rotagao de culturas com
plantas ndo hospedeiras, ambiente favoravel ao patégeno de acordo com a
condigdo climatica de algumas regides e resisténcia do fungo a aplicagbes de
agentes quimicos, fazem com que o controle, sem considerar um manejo
técnico integrado das agdes citadas, seja um insucesso e, desta forma,
favorecendo a permanéncia do patégeno nas lavouras do pais (NAPOLEAO,
2001).

Segundo Paula Junior et al. (2006), estratégias de controle como o uso
de sementes sadias, a rotacido de cultura com plantas da familia das Poaceae,
o controle de irrigacao, a limpeza de implementos ao se introduzir em novas
areas, uma adequada densidade de semeadura evitando ambiente favoravel a
doenga, 0 uso de adubacdo e calagem conforme a necessidade, o plantio
direto, e, o uso do controle biolégico com o fungo Trichoderma hazianum, por
exemplo, controle quimico, quando efetuados de forma integrada podem
garantir um controle eficiente, principalmente, na manutencao das fontes de
in6culo, fazendo com que alcance baixos niveis de incidéncia da doencga

permitindo o convivio da cultura com a doenga no campo.

Dentre as estratégias de controle, o método alternativo vem ganhando
cada vez mais espag¢o no ramo de pesquisa, principalmente com extratos e
Oleos essenciais de plantas com propriedade medicinais e aromaticas, fazendo
com que se construa um novo modelo de controle em que se reduza,
principalmente, o uso de agentes quimicos (VENZON; JUNIOR TRAZILBO;
PALLINI, 2006).

Pensando nisso, um dos géneros que se destaca na produgdo de
compostos antimicrobianos é o Baccharis spp, dando destaque para a espécie
B. dracunculifolia, na qual o uso de seu 6leo essencial pode reduzir ou até
mesmo inibir o crescimento de varios fungos fitopatogénicos dependendo da
concentragcdo (FONSECA et al., 2005). Entre os compostos de maior
abundancia na planta encontra-se o nerolidol, sesquiterpeno de interagcéo
bioquimica com fungos (QUEIROGA, 1989).

Visando contribuir na busca por medidas alternativas para o controle do

mofo branco e no desenvolvimento futuro de novos produtos, foi objetivo do
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presente trabalho avaliar o potencial preventivo e curativo de diferentes
concentracbes do extrato de Baccharis dracunculifolia no controle de

Sclerotinia sclerotiorum em folhas destacadas de canola (Brassica napus).



13

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AGENTE ETIOLOGICO (Sclerotinia sclerotiorum)

A Sclerotinia sclerotiorum, patégeno causador do mofo branco, uma
doenga presente em escala mundial, chega a contaminar mais de 450 espécies
de plantas, excedendo apenas as espécies da familia Poaceae (JULIATTI et
al., 2015). Com relagéo as culturas com maior importancia comercial que séo
atacadas pelo fungo, podemos citar o feijao, a soja, o girassol, o tomate e o
algodao (DEMANT, 2010).

Referente a classificacdo taxondmica do fungo, Sclerotinia sclerotiorum
pertence ao filo Ascomycota, classe Discomiceto, da ordem Helotiales e familia
Sclerotiniacea. E classificado como um fungo necrotréfico e polifago, ou seja,
além de sobreviver em tecidos vegetais nao vivos, o patdgeno se hospeda em
diversas espécies de plantas, incluindo principalmente as que possuem
importancia no cenario econdmico e varias espécies de plantas espontaneas
(BOLAND; HALL, 1994).

As condi¢des 6timas para o desenvolvimento do fungo e expressao da
doenga variam entre 15° a 25°C em ambiente com alta umidade, pois
temperaturas abaixo de 0° e excedendo 32°C reduzem consideravelmente a
atividade do fungo. De acordo a incidéncia do patdgeno, clima, cultura e
cultivar utilizada, as perdas causadas por S. sclerotiorum podem chegar a
100% (PURDY, 1979), fazendo com que paises como Estados Unidos,
passassem a custear um gasto aproximado em torno de US$ 200 milhdes ao

ano para realizagdo do controle do mofo branco (BOLTON et al., 2006).

A sintomatologia do fungo esta relacionada principalmente com o
hospedeiro e as condigbes ambientais do local. Normalmente o
desenvolvimento do patégeno se inicia na fase de sobrevivéncia, ou seja, em
tecidos necroticos (restos culturais). Comumente os sintomas se apresentam
como uma aglomeragao de micélios geralmente de cor branca, com aspecto
cotonoso sobre a lamina foliar da planta afetada, dando a aparéncia
caracteristica da doenca de “mofo” e posteriormente apresenta a formagao de
esclerddios (CUNHA, 2010).
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Os esclerddios sao estruturas formadas pelo emaranhado de massa de
micélio compacto e endurecido possuindo reservas para o fungo. Essas
estruturas desempenham um papel importante durante o ciclo do patdgeno,
devido ao fungo possuir duas formas de germinagdo, miceliogénica e
carpogénica, fatores responsaveis pela produgdo de inéculo primario da
doencga. Essa estrutura de sobrevivéncia do fungo pode permanecer ativa entre
oito e dez anos, sendo considerado como fator de disseminacédo da doenga em
algumas culturas como soja, algodao e feijao, devido os esclerédios serem
misturados durante a colheita e propagar o patégeno em outras lavouras, ou

até mesmo na proxima implantacao da cultura (ADAMS; AYERS, 1979).

O ciclo de S. sclerotiorum se inicia com a sobrevivéncia do fungo na
lavoura através de esclerédios e restos culturais contaminados, com isso,
dependendo das condi¢des fisicas e climaticas do ambiente, a estrutura pode
realizar a germinagao miceliogénica quando ha tecido vegetal vivo proximo, na
qual micélios emergem realizando contaminacado direta na planta em partes
que estdo em contato com o solo (colo) e realizando a infecgdo primaria,
fazendo com que a area colonizada se deteriore e produza galerias
esbranquicadas na haste principal e laterais, formando esclerédios dentro e
fora do tecido. Na germinacéo carpogénica, ocorre a producao de apotécios,
estrutura que dara origem a ascos unitunicados, contendo ascosporos que
posteriormente sdo disseminados pelo vento e quando em contato com a flor
ou lamina foliar, germinam emitindo o pino de penetracdo (apressorio)
realizando a infecgdo e em seguida a colonizagao, com isso, dentro do tecido,
o micélio forma uma matriz micelial intracelularmente, rompendo sua parede e
utilizando o conteudo celular como reserva de alimento, assim, gradativamente
disseminando para as partes saudaveis da planta, formando um aglomerado de
micélio e com isso formando mais esclerédios sobre o local afetado
(WHARTON; KIRK, 2007).

De acordo com Bateman e Beer (1965), ao iniciar o processo de
infeccdo, existe um acumulo de acido oxalico (AO) no tecido, e, com o avango
da colonizacao, a concentragdo de AO aumenta, reduzindo o pH extracelular a

valores de 4 a 5 e aumentando a agdo de enzimas que atuam na degradagao
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de parede celular, como as pectinases, glucanases, celulases, xilanases e

cutinases, com o objetivo em facilitar a penetragao e colonizagao do fungo.

O mofo branco é uma das doengas com mais casos de ineficiéncia no
seu controle efetivo, devido ao fato de possuir inumeros hospedeiros, alta
persisténcia na lavoura através dos esclerodios que continuam patogénicos por
até dez anos, duas formas de contaminagao (carpogénica e miceliogénica), se
desenvolver em condi¢gbes climaticas que coincidem com a época de
implantagédo de culturas suscetiveis, além do fator associado a suscetibilidade
de culturas de importancia econémica a doenca. Aspectos nao relacionados as
culturas como manejo inadequado, monocultura e uso de sementes nao
certificadas, sao fatores que também favorecem o dificil controle do patégeno
em areas nao indenes (NAPOLEAO, 2001).

2.2 FORMAS DE CONTROLE (Sclerotinia sclerotiorum)

Os métodos de controles devem ser tomados de forma associada para
se tornarem mais eficientes, mas o principal fator € evitar que o patégeno entre
em locais onde a doenca ainda nao foi observada pois, apds a sua entrada, é
extremamente dificil realizar o seu controle e erradicagdao (BARBOSA et al.,
2012).

Para realizar o controle integrado da doencga, deve se conhecer o ciclo
da doencga, o histérico da area, os sistemas de cultivo utilizados, o tipo de clima
do local, a realidade da propriedade no momento, para que se possam utilizar
taticas agronbmicas de manejo, como a atenuacgédo da fonte de in6culo do
patdgeno, reduzir o progresso da doenga, aumentar a resisténcia das plantas,
tornar o ambiente desfavoravel para a doenga e utilizar organismos
antagonistas como forma de controle alternativo (GORGEN, 2009). Para Paula
Junior et al. (2006), deve ser adotado um manejo integrado de controle,
estratégia na qual se reduz a fonte de inéculo a niveis tdo baixos que permite e

convivio da doenga no campo.

E de grande importancia realizar a rotacdo de culturas com gramineas,
pois as plantas da familia Poaceae nao possuem suscetibilidade a S.

sclerotiorum, com isso ha a reducao drastica da fonte de indculo para os
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proximos cultivos. Além da rotagao, praticas como revolvimento do solo agem
de forma benéfica para diminuicdo de esclerddios, bem como reduzindo o
potencial da germinag&o carpogénica e a produgao de apotécios (SCHWATZ et
al., 2012). Segundo Gorgen et al. (2009), a producao de palhada de Brachiaria
ruziziensis sobre o solo, acarretou em uma reducao de 98% na formacéo de
apotécios, reduzindo a incidéncia do patégeno de 63,7% para 41,8% na cultura

da soja, apenas devido a presencga de palhada.

O uso de microrganismo como agentes de controle bioldgico tem se
mostrado como uma alternativa bastante promissora, contribuindo com a
diminuicdo do potencial de inéculo do patégeno no solo e uma reducéo da
severidade e incidéncia da doenca (LOBO JUNIOR, 2009). O uso do fungo
Trichoderma harzianum foi capaz de reduzir em até 62,5% o numero de
esclerédios com viabilidade para contaminacdo (MENENDEZ; GODEAS,
1998).

Outra forma de controle é a utilizagdo de fungicidas, que podera ter
eficiéncia satisfatéria quando considerados os aspectos da epidemiologia da
doenca. Durante o florescimento, estagio de maior suscetibilidade até o inicio
da formacdo de grdo, as flores fornecem nutrientes e servem como fonte de
infeccdo primaria na germinagdo carpogénica. O controle quimico pode ser
efetuado de forma preventiva no inicio do florescimento dando maior cobertura
das flores, com isso, a aplicacdo pode se repetir apos 10 a 14 dias quando as

condicdes climaticas estiverem favoraveis a doenca (VIEIRA et al., 2001).

Perante as estratégias de controle, o manejo ecolégico alternativo vem sendo
empregado como forma de substituicdo dos agrotoxicos utilizando agentes
naturais extraidos de certas plantas na forma de extratos ou 6leos essenciais,
apresentando efeitos metabdlicos que atuam como fungicidas naturais, inibindo
ou causando efeito alelopatico em patdogenos causadores de doengas como o
mofo branco (STANGARLIN, 1999; ATTI-SANTOS, 2010).

2.3 CONTROLE ALTERNATIVO

Ao decorrer dos anos, 0 uso de recursos quimicos para o controle de

doencas vem aumentando e com isso trazendo sérias consequéncias devido
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ao uso inadequado, provocando riscos ao meio ambiente e a saude dos seres
vivos, causando um desequilibrio no ecossistema, fazendo com que nao seja
apenas um problema ambiental, mas também de carater social (MOREIRA et
al., 2002).

Devido a essas questbes socio-ambientais, vem se desenvolvendo
linhas de pesquisa no ramo do uso de controles alternativos com extratos de
plantas, que de forma combinada com um ambiente desfavoravel para os
patogenos, podem até mesmo evitar a proliferagdo de doengas na lavoura, e, a
partir disso, gerar um novo modelo de controle no qual o uso desta pratica vem
a reduzir a quantidade de recursos quimicos sintéticos utilizados (VENZON;
JUNIOR TRAZILBO; PALLINI, 2006).

A composicao dos extratos vegetais pode conter algumas substancias
que sao efetivas no controle de fitopatdgenos e, na maioria das vezes, seus
impactos ao ambiente sdao quase irrisérios quando comparados aos recursos
sintéticos (CUNICO et al., 2004). De acordo com algumas pesquisas, existe um
grande numero de plantas que podem produzir compostos com atividade
antifungica que, a partir da extragdo, podem ser utilizados como forma de

controle alternativo para microrganismos patogénicos (SILVA et al., 2012).

A Azadiracthta indica, conhecido como nim indiano, tem sido estudado
por varios autores com a finalidade de controle de fitopatégenos, tendo como
principal composto envolvido a azadiractina com capacidade de controle de
fungos fitopatogénicos, possuindo aspecto biodegradavel e de fixagao reduzida
no meio ambiente (MARTINEZ, 2002). Plantas aromaticas como a pimenta-
longa (Piper aduncum), nativa da Amazonia, possui 6leo essencial rico em
dilapiol, com efeito fungistatico, moluscicida, acaricida, bactericida e larvicida,

tendo como vantagem a biodegradacao (SILVA, 2004).

Domingues et al. (2009), constataram que houve altas porcentagens de
inibicdo de crescimento micelial in vitro a partir do uso de extratos hexanicos
em relacdo a extratos etandlicos, sendo que a inibicao total do crescimento do
micélio foi alcangada com extrato de arruda (Ruta graveeolens), alamanda-
amarela (Allamanda cathartica) e maria-sem-vergonha (Impatiens walleriana)

para Sclerotium rolfsii e Alternaria solani. Por outro lado, a aplicagao de extrato
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bruto aquoso de gengibre (Zingiber officinalis) nao produziu efeito de inibicao

no desenvolvimento de Helminthosporium sp. (RODRIGUES et al., 2006),

Em trabalho realizado por Itako et al. (2008) os extratos brutos de
canfora (Artemisia camphorata), capim-limao (Cymbopogon citratus) e alecrim
(Rosmarinus officinalis) diminuiram a produ¢do e germinagdo de esporos de
Alternaria solani, enquanto que no fator protecdo da planta reduziram a
quantidade de lesdes comparados a testemunha. Extratos de cravo-da-india
(Syzygium aromaticum), alho (Allium sativum) e canela (Cinnamomum
zeylanicum), na concentragdo de 20%, se destacaram efetivamente em relacéo
a atenuacgao do crescimento micelial de fitopatégenos como Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Cercospora kikuchii, Colletotrichum sp., Fusarium solani e
Phomopsis sp., com atenc¢ao para o extrato de cravo-da-india, que cessou o
desenvolvimento de todos os fungos testados (VENTUROSO et al., 2011).

Pefia et al. (2006) constataram que os extratos de acgafrdo-da-terra
(Curcuma Ilonga) a 1% e 10% mostraram-se eficientes no controle da pinta
preta do tomate que tem como agente causal a Alternaria solani, obtendo
resultados semelhantes ao tratamento com o fungicida oxicloreto de soédio,
porém com efeito reduzido comparado ao azoxystrobin. Estudos realizados por
Stangarlin et al. (1999) com B. dracunculifolia avaliando seu extrato bruto no
controle in vitro dos fungos Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Alternaria
alternata, Phytophthora sp. e Colletotrichum graminicola, constataram que
houve um cessamento parcial do crescimento micelial dos fitopatogenos

testados.

2.4 CONTROLE CURATIVO E PREVENTIVO

O efeito protetor ou preventivo refere-se a protecao da planta conferida
pela aplicagdo do produto antes da infestagdo do patdégeno, enquanto que o
efeito curativo é aquele onde uma acdo dirigida contra o patégeno, apds o

estabelecimento de seu contato efetivo com o hospedeiro (KIMATI, 1995)

Em um trabalho realizado por Perini et al. (2011), para avaliagdo do
efeito curativo de alguns tratamentos, observaram que com a aplicagao do

fungicida e do 6leo essencial diluido do capim citronela na concentragao de 2%



19

nao impediu o desenvolvimento de sintomas, ja em relagdo a avaliagao do
meétodo preventivo, as plantas ndo apresentaram sintomas da doenga nas

concentragdes de 1,5; 1,75 e 2% do 6leo essencial do capim citronela.

Carvalho et al. (2008) observando o efeito curativo dos extratos aquosos
de capim-limdo no desenvolvimento da antracnose do pimentdo, ocasionada
pelos fungos Colletotrichum martinii e Colletotrichum gloeosporioides,
constataram que o extrato aquoso nao impediu o desenvolvimento da dencga. O
extrato aquoso de eucalipto (Eucalyptus citriodora) atenuou o0 numero de
lesbes em laminas foliares de pepino, inoculadas com C. lagenarium
(BONALDO et al., 2004). Soylu et al. (2010) observaram que o efeito curativo
do dleo essencial de orégano, em mofo cinzento do tomate, agente causador
da Botrytis cinerea, reduziu consideravelmente a doenca em relagao ao efeito

preventivo.

2.5 ALECRIM-DO-CAMPO (Baccharis dracunculifolia) NO CONTROLE DE
FUNGOS

O Baccharis dracunculifolia € uma espécie nativa arbustiva com
ocorréncia no nordeste, centro-oeste, sudeste e regido sul. O alecrim-do-

campo é uma Angiosperma pertencente a familia das Asteraceae, com
florescimento em forma de capitulos (FLORA DO BRASIL 2020, 2015).

Fonte: Gustavo Heiden, 2015.

O género Baccharis apresenta uma grande importancia nos estudos em
relacdo a novos compostos adquiridos de Oleos volateis, na qual estes
possuem propriedades antifungicas, antibacteriana e insecticida (CARREIRA,

2007). O sesquiterpeno denominado nerolidol € o componente principal do éleo
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essencial de B. dracunculifolia (QUEIROGA, 1989). Este composto esta
presente em diversos 0Oleos essenciais extraidos de diferentes espécies de
plantas aromaticas, podendo cessar o crescimento Plasmodium falciparum,
patdogeno responsavel pela causa da malaria (MACEDO et al., 2002),
possuindo efeito também na Leishmania amazonensis, que causa leishmaniose
tegumentar americana (ARRUDA et al., 2005).

Segundo Fonseca et al. (2015), o 6leo essencial de alecrim-do-campo
(B. dracunculifolia) reduziu parcialmente o crescimento de Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Macrophomina phaseolina, S. sclerotiorum, R.
solani, S. rolfsii e Sclerotinia minor, quando utilizado uma concentracdo de
3000 mg L-'* o crescimento de R. solani, S. rolfsii e S. minor foram 100%

inibidos.

2.6 CANOLA (Brassica napus)

A canola (Brassica napus) € uma cultura cultivada mundialmente, sendo
a terceira mais produzida entre as plantas oleaginosas, perdendo apenas para
o dendé e a soja (TOMM, 2006). Esta cultura pode ser usada na produgao de
graos, produgao de 6leos comestiveis, oleos para biocombustiveis, producgao
de farelo para racado para bovinos, suinos, ovinos e aves, rotacdo de cultura,
entre outros. Isso ocorre devido ao fato de ter em sua composicao 34 a 40% de
teor de dleo, 24 a 27% de teor de proteina, baixo teor de &cido graxos
saturados com 40% de gordura CIS, 6mega 3 e vitamina E (CONAB, 2010).

A canola esta cada vez mais sendo cultivada na regido sul do pais,
sendo esta cultura uma alternativa econdbmica, uma vez que utiliza dos
mesmos equipamentos de outros cereais, utilizada como uma das ferramentas
no manejo de pragas e doengas na cultura do trigo, na qual a rotagdo de
cultura entre elas reduz inéculos de fungos necrotréficos que atacam o cereal
(EMBRAPA, 2016).



Fonte: Elaborado pelo autor.
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3 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de Fitossanidade no periodo
de margco de 2019 a agosto de 2019, localizado nas dependéncias da
Universidade Federal da Fronteira Sul — UFFS no campus Cerro largo, mais
precisamente na latitude sul 28°08'29" S e longitude oeste 54°45°24" W.

3.1 OBTENCAO DO ALECRIM-DO-CAMPO E PRODUCAO DO EXTRATO
Para executar o trabalho foram, primeiramente, realizadas coletas de
plantas de alecrim-do-campo na linha Oito de Agosto, interior do municipio de
Senador Salgado Filho — RS em marco de 2019, mais precisamente na latitude
sul 28°00°01" S e longitude oeste 54°35’17" W. Amostras foram levadas ao
laboratério de Morfologia e Sistematica da UFFS campus de Cerro Largo e
submetidas a chave de identificacdo baseada em caracteres vegetativos para
as espécies vasculares do cerrado (BATALHA, 1999; MANTOVANI, 1985),

confirmando-se a espécie Baccharis dracunculifolia.

Na obtencdo do extrato, as plantas de alecrim-do-campo coletadas
foram acondicionadas em estufa convencional por 72 horas a 55 °C para
reduzir a umidade das folhas. Apds esse procedimento as folhas foram
trituradas em um triturador com peneira de 2 mm de granulometria, fazendo
com que o produto final ganhasse um aspecto de p6 e assim armazenado em

saco de papel.

Para produgdo do extrato aquoso, o pd obtido foi misturado a agua
destilada na quantidade de 1 g de alecrim triturado para 10 ml, sendo
posteriormente armazenado em geladeira comum por 48 horas em temperatura
entre 1 e 5°C. Apds isso, o extrato bruto foi passado em peneira de malha fina

para separar alguns residuos mais grosseiros do extrato aquoso.

3.2 ISOLAMENTO DO AGENTE ETIOLOGICO (Scleriotinia sclerotiorum)
A obtengao dos isolados de S. sclerotiorum foi realizada em placas de
Petri com meio de cultura BDA (140 g de batata, 10 g de agucar e 20 g de agair,

para 1 L de agua destilada). Para tanto, esclerédios do fungo coletados em
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plantas de canola, foram levados a camara de fluxo laminar, desinfestados em
alcool 70% e em hipoclorito de sodio a 1%. Apds a desinfestagdo e antes de
serem depositados nas placas com o meio de cultura, os mesmos foram
lavados em agua destilada esterilizada. As placas de Petri contendo os
esclerodios foram acondicionadas em camara climatica tipo BOD com

temperatura de 20°C.

3.3 COLETA DAS LAMINAS FOLIARES DE CANOLA

As folhas de canola (Brassica napus) cv. Diamond foram destacados da
planta com auxilio de uma tesoura em uma propriedade particular localizada
em Cerro Largo, RS proxima as dependéncias da Universidade Federal da
Fronteira Sul. A coleta foi realizada quando a planta estava no estadio
fenoldgico quatro, ou seja, no florescimento e como critério de coleta foram

selecionadas folhas de menores tamanhos.

3.4 INOCULACAO DO FUNGO

As laminas foliares coletadas foram lavadas em agua corrente e
secados em temperatura ambiente. Em caixas tipo Gerbox, previamente
desinfestadas com uma solugdo de hipoclorito de sédio a 1%, foram
acondicionadas duas folhas de papel Germitest e posteriormente umedecidas

com agua destilada.

As folhas destacadas de canola foram acondicionadas sobre um
conjunto de 6 ldminas de vidro (3 na base e 3 no apice das folhas), lembrando
que cada caixa Gerbox recebeu apenas uma folha, visando evitar o contato

direto com as folhas do papel Germitest.

Para inoculacao foi utilizado um disco de BDA de 7 milimetros de
didmetro, contendo micélio de S. sclerotiorum, mantendo-se a parte com o

micélio mais abundante em contato direto com a folha de canola.
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3.5 TRATAMENTOS

Foram utilizadas quatro concentragdes do extrato de alecrim-do-campo
sendo: 25%, 50%, 75% e 100%. Além das concentracdes, foram utilizados
duas testemunhas, uma inoculada e outra ndo inoculada, que em vez de

receberem a aplicagao do extrato, receberam aplicacdo de agua destilada.

Para aplicagdo do extrato foi utilizado um borrifador e, como critério de

uniformidade de aplicacao, foi utilizado até o ponto de escorrimento do produto.

Na aplicacdo preventiva, as folhas receberam o extrato em suas
respectivas concentragbes antes de serem inoculadas, sendo o fungo
inoculado 24 ou 48 horas depois da aplicacdo do extrato. Na aplicacéo
curativa, as folhas receberam a inoculagao com S. sclerotiorum e apés 24 ou

48 horas foi aplicado o extrato e suas respectivas concentragdes.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualisado (DIC)
possuindo seis tratamentos, aplicados em dois momentos (24 ou 48 horas) de

forma curativa ou preventiva, e, quatro repetigdes.

3.6 AVALIAGAO DOS ISOLADOS DE S. sclerotiorum PELO METODO DA
FOLHA DESTACADA

Apos 24 horas da inoculagédo do patdgenos em cada tratamento, iniciou-
se as avaliagbes de severidade da doengca com base em uma escala
diagramatica (GARCIA; JULIATTI, 2012) desenvolvida para soja (Figura 1),

estendendo-se por 120 horas.

Figura 1 — Escala diagramatica de sintomas de Scleriotinia sclerotiorum em
foliolos de soja (GARCIA, 2008).
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Fonte: Garcia, 2008.

Com as notas de severidade nas avaliagdes obtidas em cada avaliagao,
foi calculado para cada tratamento os valores da area abaixo da curva de
progresso da doenga (AACPD), através da respectiva equacdo (SHANER;
FINNEY,1997):

n
Yot Ny
AAcPD =) [*—}] “ [(Toy —T9]

Onde:
n — numero de observacoes;
Yi — severidade da doencga na “i"-ésima observacao;
Ti — tempo em dias na “i"-ésima observagao;
A AACPD é obtida entdo através da média das notas do dia anterior e
do dia avaliado em funcéo do periodo de tempo em dias de observagao que foi

1 devido as avaliagdes serem diarias.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e
regressao. No fator qualitativo, as médias foram comparadas pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade, e no fator quantitativo foram ajustadas equagdes de
regressao a 5% de probabilidade assim como no coeficiente de determinagao
(R?). As analises foram realizadas por meio do sistema computacional SISVAR
(FERREIRA, 2006).



26

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Apos a avaliacdo estatistica através das curvas de regressido, as
concentragbes do extrato x momentos de aplicagdo no controle preventivo,
obteve-se interagdo dos fatores, apresentando diferenga significativa a 5% de
probabilidade (p<0,05). Houve diferengas nos momentos de aplicagao de 24 e

48 horas dentro do controle preventivo (Figura 2 e 3).

No controle curativo ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre as
concentracdes do extrato x momentos de aplicagdo com 24 horas e 48 horas

apos a inoculagao.

4.1 CONTROLE PREVENTIVO

Na avaliagcdo do efeito preventivo do extrato de B. dracunculifolia,
aplicado 24 horas antes da inoculagdo de S. sclerotiorum, o tratamento com
menor severidade da doenga foi na concentragao 25 %, ja as concentragdes 75
% e 100 % foram as que apresentaram severidade intermediaria e a
concentracdo 50 % apresentou a maior severidade da doenca nas laminas
foliares, porém todas AACPD em funcédo das concentragdes do extrato foram
diferentes da testemunha inoculada que n&o recebeu nenhuma aplicagao
durante o periodo de avaliagdo, portando apresentando a maior AACPD
(Figura 2).

Figura 2 — Efeito preventivo do extrato de B. dracunculifolia, aplicado 24 horas

antes da inoculagao de S. sclerotiorum.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Quando foi avaliado o efeito preventivo do extrato aplicado 48 horas
antes da inoculag&o fungo, as concentragbes de 25 %, 50 %, 75 % e 100 %
apresentaram semelhantes valores de severidade da doenca, diferindo da
testemunha inoculada que desde do inicio das avaliagbes apresentou maior

severidade da doenca.

Figura 3 — Efeito preventivo do extrato de B. dracunculifolia, aplicado 48 horas

antes da inoculacao de S. sclerotiorum.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Em relagcdo a aplicacdo do extrato de forma preventiva, quando
realizado com 48 horas antes da inoculagao, observou-se que independente
das concentragoes, a severidade da doenga foi menor comparada na aplicagao
realizada com apenas 24 horas de antecedéncia a inoculagdo. Em funcao
disso, o controle preventivo proporciona maior mitigagdo da area abaixo da
curva de progresso da doenga (AACPD), assim como em um trabalho realizado
por Lima (2007), ao avaliar a area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD), constatou que os tratamentos preventivos do 6leo de citronela
(Cymbopogon nardus) e fungicida diferiram de forma significativa da
testemunha, validando entdo que o d6leo de citronela se mostrou eficaz no
controle preventivo da ramulose do algodoeiro sob condigdes de casa de

vegetacao.
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O controle preventivo acaba sendo mais eficiente devido a nao
exposi¢cédo da planta ao fungo causador da doenga, ou seja, quando a foliolo
recebe a inoculagéo, ja houve a interagdo do extrato com a planta, servindo
basicamente como um fator de protecdo (Figura 4). Celoto et al. (2011),
aplicando extrato de melao-de-sdo-caetano (Momordica charantia) sobre a
antracnose da banana, também observaram que os controles preventivos do
fungo Colletotrichum musae foram mais eficientes na redugéo da severidade da

doenga que os controles realizados apés a inoculagao do fitopatogénico.

Figura 4 — Efeito preventivo do extrato.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Da mesma forma quando Itako et al. (2009) avaliaram o efeito preventivo do
extrato aquoso de capim-limao (Cymbopogom citratus) sobre o fungo
Cladosporium fulvum do tomateiro, e constataram atenuagéo significativa das
lesbes foliares. Medice et al. (2007) observaram diminuigdo de até 66,77% da
severidade da ferrugem asiatica da soja, agente causal Phakopsora pachyrhizi,

com a utilizacado de oleo essencial de citronela.

Pereira et al. (2011) observaram maior eficiéncia do efeito preventivo do
Oleo essencial de citronela, reduzindo significativamente a severidade da
cercosporiose do cafeeiro, cujo o agente etioldgico € a Cercospora coffeicola.

Assim como Carneiro et al. (2008), observou a agao eficiente de 6leo de nim de



29

forma preventiva no controle da severidade da mancha angular do feijoeiro,

causando pelo fungo Phaeoisariopsis griseola.

Em um trabalho realizado por Carré et al. (2006) constataram a
dimunicdo de até 66% da severidade da antracnose da banana, causado pelo
fungo C. Musae, pelo 6leo essencial de canfora (Artemisia camphorata),

quando aplicado de forma preventiva.

Células vegetais enviam respostas quando sofrem injurias, quando
atacados por patdgenos, através de uma série de reagdes bioquimicas
associadas a producao de substancias fungitdxicas ao redor do sitio da injuria,
formando camadas protetoras como calo e cortica. Alguns desses compostos
produzidos podem apresentar concentracdes que sao suficientes para inibir o
crescimento da maior parte dos fungos que n&o consegue infectar o
hospedeiro, esses compostos incluem principalmente os compostos fendlicos,
como os acidos clorogénico e caféico e produtos de oxidagdo de compostos

fendlicos como as fitoalexinas (AGRIOS, 2004).
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4.2 CONTROLE CURATIVO

De acordo com as analises estatisticas ndo houve interagao no controle
curativo, para os fatorais concentragdes x momentos de aplicacao, seja ele
realizado 24 horas ou 48 horas apds a inoculagao (Figura 5 e 6). Desta forma,
todas as concentracbes aplicadas de forma curativa 24 ou 48 horas apos a
inoculagao proporcionaram evolugao constante da AACPD, nao diferindo da
testemunha inoculada que nao recebeu nenhuma aplicagdo do extrato,
tornando esse método de controle insuficiente para a redug¢ao do crescimento e

severidade da doenca.

Figura 5 — Efeito curativo do extrato de B. dracunculifolia quando aplicado 24

horas ap6s a inoculagao de Scleriotinia sclerotiorum.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 6 — Efeito curativo do extrato de B. dracunculifolia quando aplicado 48

horas ap6s a inoculagao de Scleriotinia sclerotiorum.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Portanto, com os resultados apresentados, observou-se que o efeito
preventivo do extrato de B. dracunculifélia sobre S. sclerotiorum foi mais
eficiente que o efeito curativo (Figura 7), bem como mostra o trabalho realizado
por Carvalho et al. (2008), que ao analisar o controle curativo dos extratos
aquosos de capim-limao na antracnose do pimentao, cujo o agente etioldgico é
o Colletotrichum martinii e Colletotrichum gloeosporioides, concluiram que o

extrato aquoso nao foi eficiente na atenuacao da severidade da doenca.

O controle alternativo utilizando extratos e 6leos essenciais no controle
de doencas fitopatogénicas vem se tornando uma forma eficiente na redugao
da incidéncia de algumas doencgas, atuando diretamente na diminuicdo do
crescimento micelial bem como a sua inibicdo. A agao de extratos e O6leos
essenciais sobre o desenvolvimento de Rhizoctonia solani é apresentada por

Zanandrea et al. (2004), que observaram a redugdo no desenvolvimento do
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patégeno in vitro sob tratamento com o 6leo essencial de orégano (Origanum

vulgare).

Figura 7 — Efeito Curativo do Extrato.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O crescimento micelial do patégeno in vitro, quando submetido a 1% do
extrato de acafrao (Curcuma longa) foi atenuado em 61% (AMARAL; BARA,
2005). Faria et al. (2006) constataram in vitro a inibicao de até 41 mm do fungo
sob o Oleo essencial de alfavacado (Ocimum gratissimum). O 6leo de nim
comercial Oleo Nim 50 CE, na concentracido de 25% in vitro, reduziu o
crescimento de Rhizoctonia solani em 40% (TRIANA; GONZALES, 2009). Al-
Reza et al. (2010) observaram reducéo de 80% do crescimento micelial in vitro
do fungo sob 1000 ppm do O6leo essencial de dama-da-noite (Cestrum
nocturnum). O Oleo essencial de alfavacdo (Ocimum gratissimum) inibiu
totalmente o desenvolvimento in vitro de Rhizoctonia solani (BENINE et al.,
2010). Costa et al. (2011) verificaram reducgao significativa do crescimento
micelial do fitopatégeno in vitro tratado com o 6leo essencial de cravo-da-india
(Syzygium aromaticum). Dan et al. (2010) observaram até 90% de inibigao do
desenvolvimento de Rhizoctonia solani in vitro sob o 6leo essencial de asaro

(Asarum heterotropoides var. mandshuricum).

Controle de doengas causada por fungos utilizando formas alternativas

reduz significativamente o uso de agente quimico artificial, principal agente de
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contaminagao ambiental quando utilizado em grande escala, ressaltando que o
seu uso intensivo pode proporcionar resisténcia por parte do agente etioldgico,
fazendo com que o efeito do principio ativo seja reduzido (STANGARLIN et al.,
1999; SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN, 2005). Uma série de estudos tém
comprovado o efeito de extratos e dleos essenciais de plantas medicinais com
capacidade de controlar doencas em plantas, devido a sua atividade
antifungica (CHAO; YOUNG, 2000; FIORI et al., 2000; BASTOS;
ALBUQUERQUE, 2004).

4.3 CONCENTRACOES DO EXTRATO DE ALECRIM DO CAMPO (Baccharis
dracunculifolia)

As concentragdes utilizadas no trabalho ndo mostraram efeito
significativo, porém pode se observar que segundo Queiroga (1989) o
sesquiterpeno denominado nerolidol adquirido de Baccharis dracunculifolia que

possui efeito antifungico.

Franzener et al. (2007) analisando a atividade antifungica, antibacteriana
e indutora da produgado de fitoalexinas dos hidrolatos de Helietta apiculata
(canela-de-veado), Conyza canadensis (buva) e Cymbopogon nardus
(citronela) verificaram que, independentemente da concentragdo adotada, néo
foi constatado interacdo no crescimento micelial de Alternaria brassicae,
demonstrando que existe sim a presenga dos compostos de interacdo com

microrganismos, porém em baixas concentragdes.

Devido a isso pode se dizer que apenas o extrato bruto aquoso de B.
dracunculifolia ndo possui concentracdes significativas de nerolidol para haver
diferenga em concentragdes diluidas em agua, sendo necessario o isolamento
desse composto ou até a producao de 6leo essencial, visto que em um trabalho
realizado por Wilson et al. (1997) utilizando extrato bruto de citronela
(Cymbopogon nardus), nao encontraram efeito antimicrobiano sobre Botrytis
cinerea, porém, em concentragao de 6,25% do 6leo essencial, constataram que
houve efeito fungitoxico sobre a germinacdo de esporos de B. cinerea,
mostrando que os compostos antifungicos sintetizados de C. nardus possam se
concentrar no Oleo essencial e estarem presentes em concentragcdes muito

baixas no hidrolato.
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Souza et al. (2005), observaram que a intensidade da atividade bioldgica
dos Oleos essenciais e extratos depende de alguns constituintes quimicos em
especial, tais como citral, pineno, cineol, nerolidol, cariofileno, elemeno,
furanodieno, limoneno, eugenol e carvacrol, todavia é importante ressaltar que
devido a complexidade da composi¢ao quimica de um o6leo essencial e extrato,
torna-se dificil atrelar a atividade biolégica com as substéncias presentes.
Normalmente, a acdo de um composto isolado pode ndo ser exata ou sofrer
interferéncia, em funcdo de possiveis interacbes que podem ocorrer entre os
seus compostos (APEL, 2001; SANTOS, 2006).
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CONCLUSAO

Com relacao ao efeito preventivo 24 e 48 horas antes da inoculagao, as
distintas concentragdes proporcionaram diferenca significativa entre elas,
porém quando as aplicagdes sao realizadas com 48 horas de antecedéncia, as
AACPD foi reduzida quando comparada com a aplicagao realizada 24 horas de

antecedéncia.

No efeito curativo as concentragbes, bem como os momentos de
aplicagcao 24 e 48 horas nao apresentaram diferenca significativa no controle
ou reducdo da AACPD, sendo portanto semelhante a testemunha inoculada

que né&o recebeu nenhuma aplicagéo.

Sendo assim, o controle preventivo na redu¢cdo da AACPD foi melhor

que o controle curativo no aspecto de momento de aplicagao.

Referente as concentragdes que ndo proporcionaram interagao
significativa, se faz necessario realizar outros estudos com o isolamento do
composto produzido pelo B. dracunculifolia que possui agao antifungica,
definindo entdo a melhor concentracdo do composto para o controle da doenga
ou reducao da AACPD.
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