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EFICACIA DE EXTRATOS PIROLENHOSOS DE CANA-DE-ACUCAR
(Saccharum officinarum L. ) E EUCALIPTO (Eucalyptus spp.) NO CONTROLE
in vitro DE PATOGENOS DA SOJA

RESUMO: O Brasil é segundo maior produtor mundial de soja [Glycine max (L.)
Merr.], que possui grande importancia no mercado pela expressiva participagdo no
contexto socioecondmico do Pais. Perdas na producdo ocorrem devido ao ataque de
patégenos de etiologias variadas, destacando-se o mofo branco (Sclerotinia
sclerotiorum), antracnose (Colletotrichum truncatum), podriddo de carvéo
(Macrophomina phaseolina) e a murcha de Sclerotium (Sclerotium rolfsii). O presente
estudo teve por objetivo avaliar a eficacia dos extratos pirolenhosos (EP) de cana-de-
acucar (Saccharum officinarum) e eucalipto (Eucalyptus spp.) em diferentes
concentragdes no controle in vitro de Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina
phaseolina, Colletotrichum truncatum e Sclerotium rolfsii. Os experimentos foram
instalados em delineamento inteiramente casualizado com seis tratamentos e seis
repeticGes para cada patégeno. As concentragdes testadas foram 0, 1000, 2000, 3000,
4000 e 5000 ppm, avaliando-se o crescimento micelial em milimetros (mm), indice de
velocidade do crescimento micelial (IVCM), inibi¢do do crescimento (%) para as quatro
espeécies de fungos e a germinacdo carpogénica para Sclerotinia sclerotiorum. O EP de
eucalipto nas concentracdes de 1000, 2000 e 3000 ppm favoreceu o desenvolvimento
micelial do fungo Sclerotinia sclerotiorum. As concentracfes de 4000 e 5000 ppm, para
ambos o0s extratos, apresentaram atividade antifungica. Os extratos, em geral,
apresentaram fungitoxicidade nas diferentes concentracdes e o efeito foi maior nas
primeiras horas de contato com o fungo. Para o crescimento e velocidade de
crescimento micelial houve reducdo a medida que se elevaram as doses. Na germinacéo
carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum, o EP de cana-de-agUcar na concentracdo de
5000 ppm promoveu reducdo na porcentagem de esclerddios germinados. O EP
dificultou e modificou o desenvolvimento de estipes, consequentemente, reduziu a
formacéo de apotécios.

PALAVRAS-CHAVE: Glycine max, &cido pirolenhoso, bio-dleo.



EFFICACY OF SUGAR-CANE (Saccharum officinarum) AND EUCALYPTUS
(Eucalyptus spp.) PYROLIGNEOUS EXTRACT in vitro CONTROL OF
SOYBEAN PATHOGENS

ABSTRACT: Brazil is the third largest soybean producer in the world [Glycine max
(L.) Merr.], which has great importance in business because of its significant
participation in the socioeconomic context of the country. Production losses occur due
to the attack of pathogens from different kinds of etiologies, highlighting the white
mold (Sclerotinia sclerotiorum), anthracnose (Colletotrichum truncatum), charcoal rot
(Macrophomina phaseolina) and Sclerotium wilt (Sclerotium rolfsii). This study aimed
to evaluate the efficacy of pyroligeneous extracts (PE) of sugarcane (Saccharum
officinarum) and eucalyptus (Eucalyptus spp.) in different concentrations for the in vitro
control of Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina, Colletotrichum
truncatum and Sclerotium rolfsii. The experiments were conducted in a completely
randomized design with six treatments and six repetitions for each pathogen. The
concentrations 0, 1000, 2000, 3000, 4000 and 5000 ppm were tested in order to evaluate
mycelial growth in millimeters (mm), mycelial growth rate index (IVCM), growth
inhibition (%) for the four species of Fungi and carpogenic germination for Sclerotinia
sclerotiorum. The eucalyptus PE at concentrations of 1000, 2000 and 3000 ppm favored
the mycelial development of the fungus Sclerotinia sclerotiorum. For both extracts,
concentrations of 4000 and 5000 ppm showed antifungal activity. The extracts, in
general, presented fungitoxicity at different concentrations and the effect was higher in
the first hours of contact with the fungus. Growth and mycelial growth velocity
decreased as the doses increased. In the carpogenic germination of Sclerotinia
sclerotiorum, sugarcane PE at 5000 ppm promoted a reduction in the percentage of
germinated sclerotia. The PE hindered and modified the development of stapes and
consequently reduced the formation of apothecia. In vivo research should be performed
in order to prove the efficacy of the PE, assessing the reponses when there is
environmental interaction in the field.

KEY-WORDS: Glycine max, pyroligneous acid, bio-oil.



1 INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merr.] é uma cultura de grande importancia para o
mercado brasileiro devido a expressiva participacdo no contexto socioecondmico do
Pais. O Brasil é segundo maior produtor mundial de soja e os indices de producao sdo
destaque no cenério agricola internacional (PRANDO, 2014).

A soja € uma das oleaginosas mais produzidas e consumidas mundialmente
(CARVALHO et al., 2012). Esse fato se justifica pela importancia do produto tanto para
0 consumo animal, por meio do farelo da soja, quanto para o consumo humano, com 0
6leo (SILVA et al., 2011). De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB), no primeiro levantamento da safra 2016/17, hé projecdo de crescimento de
6,7 a 9% na producdo, podendo atingir de 101,8 a 104 milhdes de toneladas (CONAB,
2016).

Das limitacbes impostas a producdo de soja, as doengas se apresentam como
uma das principais ameagas a cultura. A importancia econdmica de cada doenca varia
de acordo com o ano e regido, dependendo das condi¢bes climéaticas de cada safra
(GOMES, 2014). As perdas anuais de producao por doencas sdo estimadas em 15% a
20%, entretanto, algumas podem ocasionar perdas de 100% (EMBRAPA, 2011).

Dentre as doengas que atacam a cultura da soja, afetando hastes, vagens e
sementes, interferindo na produtividade, destacam-se o mofo branco (Sclerotinia
sclerotiorum) e a antracnose (Colletotrichum truncatum) (HENNING, 2009). As
doencas radiculares como a podriddo de carvdo (Macrophomina phaseolina) e a murcha
de Sclerotium (Sclerotium rolfsii), sdo doencas que também ocasionam perdas na
producdo (GRIGOLLI, 2014).

Como forma de controle das doencas, novas tecnologias tém sido estudadas e
desenvolvidas. Dentre essas tecnologias, os produtos oriundos de fontes renovaveis séo
alternativas promissoras. Um produto com grande potencial de exploragéo originado de
fontes renovaveis (madeira) é o carvao vegetal. Porém, durante o processo de producao
do carvéo, a queima da madeira libera gases que contribuem para a poluicdo ambiental
(SILVEIRA, 2010).

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de carvdo vegetal e as carbonizacdes
normalmente sdo efetuadas sem a recuperagdo dos gases. Através da recuperacdo e da

condensacdo dos gases Vvolateis, além de se obter o produto carvdo vegetal, ha



possibilidade de aproveitamento do seu subproduto, o extrato pirolenhoso (EP), também
chamado de &cido pirolenhoso ou vinagre da madeira, que, dependendo das
caracteristicas, pode representar alto valor agregado (SOUZA JUNIOR e KUPPER,
2013). O EP é composto por uma parte acida (extrato acido ou pirolenhoso) e uma parte
composta por hidrocarbonetos aromaticos, o chamado alcatrdo (VIERA et al., 2014).

Devido sua atividade antimicrobiana e a crescente necessidade da substitui¢éo
dos agroquimicos, a utilizagio do EP vem sendo estudada para a melhoria da
produtividade na area agricola (JUNG, 2007). O extrato possui acdo fungicida,
nematicida e também pode ser utilizado como fertilizante organico. Apesar dos efeitos
preconizados, existe escassez de informacGes cientificas que possam dar suporte a
utilizacdo deste produto e a compreensdo dos mecanismos pelos quais funciona,
especialmente no que se refere a protecdo das plantas contra doencas de grande
importancia econémica (ALVES et al., 2007).

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia de diferentes
concentragfes dos extratos pirolenhosos da cana-de-agtcar (Saccharum officinarum) e
do eucalipto (Eucalyptus spp.) no desenvolvimento in vitro dos fungos Sclerotinia
sclerotiorum, Macrophomina phaseolina, Colletotrichum truncatum e Sclerotium

rolfsii.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doencas na cultura da soja

A soja € uma cultura de grande importancia econémica para o Brasil. Ao longo
dos anos, a producéo brasileira apresentou um avanco, impulsionada ndo somente pelo
aumento de &rea semeada, mas também pela melhoria na aplicagdo de técnicas de
manejo avancgadas que permitiram o aumento na produtividade (FREITAS, 2011). De
acordo com a CONAB (2016) ha expectativa de incremento de area para o cultivo nas
principais regides produtoras em razdo da maior liquidez e rentabilidade. Contudo, a
expansdo da cultura vem sendo acompanhada pelo aumento do ataque de doengas, um
dos principais fatores que limitam a sua produtividade (ANDRADE et al., 2016). A
Organizacdo Mundial para Alimentacdo e Agricultura (FAO) estima que o0s
fitopatdgenos sdo responsaveis por 13,3% de perdas na producdo agricola e merecem
atencdo especial, devido as dificuldades para o diagndstico correto das doengas e dos
danos provocados as culturas (KREYCIl e MENTEN, 2013).

Aproximadamente quarenta patogenos atacam a cultura da soja. Dentre o0s
patdgenos estdo os fungos, virus, nematoides e bactérias, todos capazes de acarretar
grandes perdas na producdo e com perspectivas de aumento da incidéncia a cada safra
pela expansdo das &reas de cultivo da soja e da monocultura. Os impactos financeiros
destas doencas variam de ano para ano em funcdo das regides e das condicdes
climaticas, pois sua incidéncia pode se dar de modo restrito, esporadico ou generalizado
(ABAG, 2015).

O mofo branco, causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, é
uma das doencas que afeta a cultura da soja e interfere diretamente na sua
produtividade. A incidéncia desse patdgeno acarreta danos expressivos na producéo e na
qualidade dos grdos, podendo atingir perdas de até 80% (CUNHA, 2010). E uma
doencga de importancia para a cultura da soja em muitas regides do Centro-Sul do Brasil.
Isto se deve principalmente & alta precipitacdo pluvial durante a safra, aliada a
temperaturas amenas, rotacdo de culturas com espécies altamente suscetiveis e ao uso
de sementes contaminadas (GARCIA et al., 2012).

Sclerotinia sclerotiorum pertence ao filo Ascomycota, classe Discomycetes,
ordem Heliotiales e familia Sclerotiniaceae. E um fungo polifago e ataca 408 espécies

de plantas dentro de 278 géneros e 75 familias. Patbgeno muito agressivo, causa



sintomas em diversas partes da planta (AGRIOS, 2004). Na soja, 0s sintomas ocorrem
geralmente no terco médio, atingindo a haste principal, peciolos, folhas e vagens
(BUENO, 2004; LEITE, 2005). Os primeiros sintomas s80 manchas aquosas que
evoluem para coloracdo castanho-clara e logo desenvolvem abundante formacdo de
micélio branco e denso. Ocasionalmente, nas folhas, podem ser observados sintomas de
murcha e seca. A fase mais vulnerdvel da planta vai do estadio da floracdo plena ao
inicio da formacéo das vagens (EMBRAPA, 2011).

O controle de S. sclerotiorum é dificultado devido a formacdo de estruturas de
resisténcia, permitindo a sua sobrevivéncia no solo por longos periodos, sendo em
média de 6 a 8 anos (SILVA et al., 2011). A estrutura de resisténcia denominada
esclerddio, é uma massa negra e rigida com tamanho variével, e € produzida no interior
e na superficie dos tecidos colonizados, retornando ao solo com os restos culturais. Os
esclerodios sdo compostos por maltiplas hifas agregadas e sdo desenvolvidos em trés
fases: inicialmente ocorre a agregacdo das hifas, posteriormente, o desenvolvimento é
em relagcdo ao tamanho, com a exsudacdo de goticulas na sua superficie, em seguida
vem a maturacdo, com o delineamento e deposicdo de melanina, seguido da
consolidacdo interna. A melanina promove a protecdo dos esclerodios e reduz a
permeabilidade dos mesmos (AGRIOS, 2004).

Os esclerodios desempenham papel importante no ciclo de vida do fungo, pois
sob condicdes favoraveis e na presenca de hospedeiro suscetivel, o esclerdédio germina e
produz micélio (germinacdo miceliogénica), penetrando diretamente nos tecidos da base
da planta, ou forma apotécios (germinacdo carpogénica), que emergem na superficie do
solo e liberam os ascosporos (indculo primario). Ambos podem resultar em infecgdes
nas plantas, porém, o maior potencial epidémico € verificado pelos ascosporos liberados
na germinacao carpogénica. A ocorréncia da germinacdo € determinada pelos fatores
ambientais, como temperatura, umidade e luminosidade. A germinacdo carpogénica
ocorre em condicdes de alta umidade relativa, acima 70%, e temperatura de 20°C, com a
liberacdo dos ascosporos. Para germinacdo miceliogénica, a temperatura étima para o
desenvolvimento do micélio situa-se entre 18°C e 25°C (LEITE, 2005; BOLTON et al.,
2006; VENTUROSO, 2012). A disseminacdo do patdgeno, a longas distancias, ocorre
principalmente via semente, através de esclerodios misturados a elas ou de micélio
existente nos tecidos internos (HENNEBERG et al., 2012).

Outra doenga comum em areas onde se cultiva a soja é a podriddo negra das

raizes ou podriddo de carvao, causada pelo fungo Macrophomina phaseolina (Tassi)



Goidanish. E uma espécie polifaga, capaz de infectar mais de 500 culturas econémicas.
O fungo pertence ao filo Ascomycota, classe Coelomycetes, ordem Spharopsidales e
familia Botryosphaeriaceae (AMBROSIO, 2003).

O fungo é habitante natural dos solos e causa o apodrecimento de raizes e morte
das plantas. Os danos sdo variaveis conforme o0 ano, sendo mais severos em anos secos,
quando ocorrem veranicos e, especialmente, em solos compactados ou rasos, que
dificultam a penetracdo das raizes (HENNING, 2009). As condi¢fes ambientais que
favorecem a ocorréncia da doenca incluem altas temperaturas e baixa umidade do solo
(LINHARES et al., 2016).

A persisténcia dos fungos habitantes de raizes e de solo na auséncia de
hospedeiro ou em condi¢des ambientais desfavoraveis € comumente prolongada pela
formacéo de estruturas de resisténcia. Macrophomina phaseolina sobrevive na forma de
microesclerodios (principal fonte de indculo), multicelulares e de tamanho variavel,
produzidos em grande nimero no tecido hospedeiro infectado. Os microesclerodios séo
produzidos a partir do micélio, consistindo uma estrutura dura e resistente a condi¢oes
adversas. Sdo facilmente encontrados sob a epiderme das raizes ou na camada externa
do cortex e na regido do colo da planta. Pela decomposicdo dos tecidos, 0s
microesclerddios sao liberados no solo e, quando em contato com a regido do colo ou da
raiz da planta, germinam e infectam as raizes (VIANA e SOUZA, 2002). A
longevidade das estruturas de resisténcia tende a diminuir com o tempo no solo e,
qguando umidos, a sobrevivéncia é reduzida, devido a baixa oxigenacdo (EMBRAPA,
2011).

Os sintomas variam de acordo com a idade da planta no momento da infecgao.
Quando ocorre durante a emergéncia, causa lesbes de coloracdo marrom-escura na
regido do colo. Com baixa umidade do solo e alta temperatura, a infec¢do € mais severa.
As plantas infectadas ocorrem aleatoriamente nas fileiras ou em reboleiras, em
decorréncia da desuniformidade de distribuicdo dos microesclerédios no solo. Apos a
infeccdo inicial, as plantas vao apresentar sintomas de amarelecimento na época de
formacdo de vagens, similar & maturacdo normal. O amarelecimento é progressivo,
levando a murcha. As folhas permanecem aderidas, porém ficam caidas ao longo das
hastes, posteriormente, tornam-se secas e de coloragdo marrom-escura. Nessas plantas
as raizes apresentam a epiderme solta, deixando a mostra os microesclerodios. Quando
esses estdo incrustrados na camada externa do cortex é comum se ver a medula com
micélio cotonoso e escuro (ALMEIDA et al., 2014).



Uma das principais doencas da soja € a antracnose causada pelo fungo
Colletotrichum truncatum (Schw.) Andrus & Moore. A infeccdo nos ramos e nas
vagens, em anos com condic¢des climaticas favoraveis a doenca, diminui o rendimento
da cultura, podendo causar perda total na producdo em funcdo da alta reducdo do
numero de vagens (EMBRAPA, 2011).

Todos os estddios de desenvolvimento da cultura sdo afetados pela doenca,
podendo causar morte de plantulas, necrose nos peciolos e manchas marrons de formato
irregular nas folhas, hastes e vagens. Em condicGes de alta umidade e altas temperaturas
(28 a 34°C), pode ocorrer 0 apodrecimento e a queda das vagens, abertura das vagens
imaturas e germinagdo dos grdos em formagdo. As vagens infectadas adquirem
coloragdo castanho-escura a negra, ficando retorcidas. Além das vagens, o patdgeno
infecta a haste e outras partes da planta (GALLI et al., 2007; EMBRAPA, 2011). O
fungo também pode causar infeccdo nas sementes, tornando-as o principal veiculo de
disseminacdo e introducdo da doenca em novas areas de cultivo, além de causar uma
reducdo consideravel da sua germinacdo. As sementes infectadas apresentam manchas
deprimidas de coloragdo castanho-escura. Quando o fungo é transmitido pela semente,
0s primeiros sintomas sdo observados durante a germinacdo, causando tombamento em
pré ou pos-emergéncia. Nos cotilédones das plantulas que emergem, aparecem lesdes
necréticas deprimidas de cor cinza a negra, podendo ocasionar a morte da plantula
(BARRQOS, 2008).

Embora o fungo consiga sobreviver em outros hospedeiros as duas principais
fontes de indculo da antracnose sdo as sementes e 0s restos culturais, agravando ainda
mais a sua ocorréncia (PESQUEIRA, 2013). As fontes de indculo para ciclos
secundarios de infeccdo sdo os conidios produzidos em acérvulos quando o fungo esta
na fase anamorfica e os ascosporos nos peritécios, na fase teleomdrfica. As sementes
infectadas sdo o principal veiculo para disseminar esses patdgenos a longas distancias
(BARRQOS, 2008).

O fungo Sclerotium rolfsii Sacc. € um importante fitopatdgeno habitante do solo,
responsavel por podriddes do colo e raizes, murcha e tombamento de plantulas em
inimeras espécies economicamente importantes, dentre elas, a soja (AULER et al.,
2013). Pertencem ao filo Basidiomycota, classe Agaricomycetes, ordem Atheliales e a
familia Atheliaceae. Apresenta extensa gama de hospedeiros, cerca de 200 espécies

pertencentes a quase 100 familias botanicas, incluindo dicotiledéneas e



monocotileddneas, distribuindo-se em todas as regides agricolas do Brasil
(MARCUZZO e SCHULLER, 2014).

Este fungo é caracterizado pela producéo de micélio vigoroso. O diagndstico da
doenca é feito pelos sintomas na planta hospedeira que apresenta lesbes marrons e
aquosas no colo e, através do crescimento micelial branco, com a formacdo de
esclerécios (PACHECO, 2012).

Sclerotium rolfsii € um patégeno de dificil controle pela formacdo dos
esclerodios, 0s quais se apresentam globosos, pequenos, com 0,5-1,5 mm de diametro e
coloracdo branca a castanha (AGRIOS, 2004). Os esclerddios sdo formados por uma
massa compactada e melanizada de micélio, possuindo capacidade de sobreviver por
longos periodos no solo em condi¢Bes adversas. A sobrevivéncia do fungo também
ocorre através do micélio em matéria organica. CondicGes de temperaturas e umidades
do ar elevadas favorecem o desenvolvimento e a sobrevivéncia do patogeno (AULER et
al., 2013).

2.2 Extrato pirolenhoso

Produto de origem natural, derivado dos extratos de fumaca, conhecido como
extrato pirolenhoso (EP), acido pirolenhoso, vinagre de madeira, licor pirolenhoso,
fumaca liquida e bio-6leo. E um subproduto obtido a partir da producio do carvéo
vegetal, resultante da condensacdo dos vapores sob a forma de fumos, originados
durante o processo de pir6lise lenta. Apresenta-se como um liquido translicido, de
coloracdo amarela a marrom, com odor amadeirado (ENGASP, 2014).

A fabricacdo do EP é muito antiga. Existem relatos da sua utilizacdo para
embalsamar mimias no Egito Antigo e, na india e na China, foram atribuidos poderes
medicinais para curar doenc¢as. Na Europa, no século XVII, ja havia destilacdo seca de
madeira para producdo de alcatrdo, com aproveitamento do liquido pirolenhoso. A
producdo em larga escala teve inicio na Inglaterra em 1813, onde o produto era utilizado
na coloracdo do linho (CAMPOS, 2007).

As primeiras pesquisas sobre o EP iniciaram no Japdo e as publicagcdes de
resultados sdo datadas em 1874. Em 1893, as pesquisas experimentais visavam a
construcdo de fornos e técnicas de obtencdo de 6Oleo de terebentina e alcatrdo. Apods a
Segunda Guerra Mundial, iniciou-se o uso de EP na agricultura. Em 1945, foi lang¢ado o



primeiro livro intitulado: “Fabricagdo e Utilizagdo do Extrato Pirolenhoso”, por
Tatsujiro Fukuda, apresentando relatos do produto, sua eficiéncia na cultura do arroz, no
combate a pragas e na utilizagdo nos processos de compostagem e esterilizagdo
(ENGASP, 2014).

Em documento de 1987, da Organizacédo das Nagdes Unidas para a Agricultura e
Alimentacdo, o EP bDbruto foi descrito como um condensado cru composto
principalmente de agua. Descrevem-no como liquido corrosivo, nocivo e altamente
poluente. As recomendacdes técnicas para a sua producdo devem ser seguidas de forma
a evitar alta concentracdo de alcatrdo e outros compostos toxicos, 0s quais inviabilizam
0 produto para utilizacdo na agricultura (CAMPOS, 2007).

De acordo com a instrugdo normativa - MAPA N° 25, de 23 de Julho de 2009
(BRASIL, 2009) o EP ¢ classificado como agente quelante e complexante organico e
aditivo estabilizante autorizado para fertilizantes organicos e organominerais
(MENEGALE, 2013).

Pode ser obtido de diferentes espécies vegetais, como bambu, eucalipto, pinus e
cana-de-aglicar. E composto por a4gua em sua maior parte (80%) e uma mistura
complexa de mais de 200 compostos organicos, como &cido acético, alcoois, cetonas,
ésteres, furanos, fenol, guaicol, siringol, pirocatecol e seus derivados (MAEKAWA,
2002). A composicdo caracteriza-se em funcdo da espécie utilizada e da temperatura
com que o material € submetido durante o processo de fabricacdo. A temperatura pode
inibir ou ativar compostos bioativos e assim influenciar na composi¢édo e na qualidade
do produto (SILVEIRA, 2010).

A biomassa consiste em grande parte de celulose, hemicelulose e lignina,
biopolimeros complexos que sdo submetidos a varias transformaces com o aumento da
temperatura. A grande maioria dos extratos pirolenhosos constitui-se de é&cidos,
especialmente o acido acético. Em temperaturas acima de 180°C, o complexo de
celulose, hemicelulose e polimeros de lignina se rompem, liberando uma mistura de
gases ndo condensaveis e vapores condensaveis (MENEGALE, 2013). Os compostos
fendlicos e seus derivados sdo geralmente formados pela degradacdo da lignina
engquanto os acidos acéticos, metanol, aldeidos e cetonas se originam a partir da
hemicelulose. Geralmente, a quantidade de compostos fenolicos aumenta com o
aumento da temperatura de pirélise (ALMEIDA, 2012; KARTAL et al., 2004 ). Porém,

em condicOes de altas temperaturas, o produto principal € o carvao vegetal e o EP



coletado possui grande quantidade de alcatrdo, ndo recomendado para utilizacdo na
agricultura (SILVEIRA, 2010).

Wei et al. (2010) avaliaram os constituintes do &cido pirolenhoso obtido em trés
intervalos de temperatura, 90-230°C, 230-370°C e 370-450°C. Os componentes
quimicos do &cido pirolenhoso coletados na temperatura de 230 a 370°C foram os que
mostraram a maior atividade antimicrobiana. Cinquenta compostos foram encontrados
no &cido pirolenhoso coletado nesta faixa de temperatura, sendo acidos organicos,
fenois, cetonas, furanos e derivados de pirano, outros com menor conteldo foram
alcoois, eésteres e compostos nitrogenados. Os fendis e o0s &cidos organicos
representaram 63,46% dos constituintes totais detectados.

Estudo realizado por Higashino et al. (2005), em um total de 551 amostras de
EP, as proporcBes e a reprodutibilidade dos constituintes do extrato produzido por
método de destilacdo controlada mostraram 15 compostos padrdo. Os resultados
sugerem a possibilidade de estabelecer uma especificagéo oficial para a producéo de EP
destilado, possibilitando maior controle de qualidade associada a faixa de temperatura
para sua obtencéo.

Vieira et al. (2014) realizaram a caracterizacdo quimica do EP proveniente da
carbonizacdo de madeira da espécie Eucalyptus grandis em um forno tipo mufla. Pela
andlise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), os
autores identificaram a presenca de &cidos organicos e compostos fendlicos que sdo
componentes caracteristicos do extrato. Os mais abundantes foram guaiacol, cresol e
siringol, pelo fato do material utilizado como fonte para o preparo do extrato ter sido
proveniente do eucalipto, apresentando altas concentrac¢fes de ligninas. Os resultados
indicam que a formacdo dessas substancias deve-se a decomposicdo térmica da lignina
em altas temperaturas, ou seja, superiores a 300°C.

Os principais paises produtores de extrato pirolenhoso sdo o Japdo, China,
Indonésia, Malésia, Brasil e Chile, incluindo outros no Sudeste Asiatico e na América
do Sul (CAMPOS, 2007).

Até 0 momento, ndo existe controle de qualidade para a producdo dos extratos
pirolenhosos, ndo ha definigdes na especificacdo dos componentes e, principalmente, na
tecnologia utilizada. Porém, algumas condiges basicas sdo determinadas pela
Associacdo de Produtores de Agricultura Natural (APAN), como a densidade, pH,
acidez, cor, transparéncia, entre outras caracteristicas (Quadro 1). As normas aplicam-se

a extratos pirolenhosos oriundos de fornos de carbonizagdo de madeira ou bambu, feitos
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de barro ou de tijolos, coletados processados e comercializados sob orientacdo da

APAN, visando melhorar a qualidade do produto disponibilizado ao mercado
consumidor.

QUADRO 1. Caracterizacdo de extrato pirolenhoso pela Associagdo de Produtores de
Agricultura Natural (APAN)

CARACTERISTICAS EXTRATO PIROLENHOSO
DECANTADO DESTILADO
pH 35+-1.2 3,0+04
Densidade 1,007 ~ 1,020 1,002 ~ 1,010
Acidez (%) 29~6,0 1,5~3,0
Cor Amarelo claro a vermelho Incolor
achocolatado
Transparéncia Transparente, sem material ~ Transparente, sem material
em suspensao em suspensao
Condutividade elétrica >3,0 -
(mS/cm)
Teor de acgUcar (°Brix) >3,0 -
Temperatura de coleta-
fumaca (°C) (saida 80 ~120 80~ 120
chamine)
Condicéo de decantacao Acima de 6 meses Acima de 6 meses
(apos coleta)
Matéria prima Dentro de 6 meses Dentro de 6 meses

carbonizagéo (tempo de
estocagem apos corte)
Fonte: APAN, 1990.

O EP pode ser utilizado para diversos fins na agricultura, tais como esterilizante,
desinfectante do solo e do ambiente, possuindo propriedades anti-sépticas, inseticida,
fungicida, nematicida, bactericida e herbicida. Além disso, ha estudos realizados em
paises como o Brasil, Japdo e China que demonstram os efeitos benéficos da utilizacado
do extrato no aumento do aclcar nos frutos, tornando-se um aditivo de alimentos. Os
exemplos referidos nos estudos relatam a sua utilizacdo como fertilizante organico em
culturas de arroz, sorgo, meldo e batata-doce, ambas culturas existentes nos paises
acima descritos. Do mesmo modo, o extrato é utilizado na composi¢do de adubos
orgénicos e na compostagem e, em alguns casos, na pulverizacdo de hortaligas e de

frutos, tornando-os mais vigorosos quer no tamanho e no sabor como na cor e na
durabilidade (ENGASP, 2014).
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2.2.1 Pir6lise

Pirdlise ¢ a decomposicdo térmica de materiais contendo carbono na auséncia
parcial ou total de oxigénio. E um processo constituido por uma série de reagdes
quimicas e fisicas. Através do calor, a estrutura molecular da biomassa é fracionada,
liberando os compostos de carbono na forma sélida, liquida e gasosa, que poderdo ser
utilizados como combustiveis ou insumos quimicos (ALMEIDA, 2012). A fase sdlida
constitui o carvao vegetal, a gasosa, compreende 0s gases volateis ndo condensaveis e a
liquida é designada como a fragdo pirolenhosa, o bio-6leo. Este subproduto liquido é
subdividido em uma parte &cida (extrato acido ou pirolenhoso) e uma parte composta
por hidrocarbonetos aromaticos, o chamado alcatrdo (VIERA et al., 2014). A proporcao
relativa das fases varia em funcdo da temperatura do processo, da espécie da madeira e
do tipo de equipamento empregado na produgdo (CAMPQOS, 2007).

A pirdlise recebe diferentes denominag6es dependendo das condi¢es utilizadas.
Na pirdlise lenta, ou carbonizacdo, sdo empregadas baixas temperaturas (inferior a
500°C) e longos tempos de residéncia favorecendo a producédo de carvéo vegetal, como
ocorre nos fornos de alvenaria. A pirélise rapida é considerada um processo avancado,
onde se controla todos os parametros do processo (industria), obtendo elevadas
quantidades de liquidos. As temperaturas utilizadas neste caso variam entre 550°C e
650°C, processo conduzido para obtencdo de elevados rendimentos de bio-0leo. Para
esse tipo de pirdlise, observa-se um melhor rendimento na recuperacao de carvao e gas,
baixo impacto ambiental e aplicabilidade do bio-6leo em escala industrial (ALMEIDA,
2008; GOMEZ et al., 2003).

2.2.2 Coleta do extrato em forno artesanal

Para coleta do extrato, em forno artesanal, deve-se atentar para a temperatura das
chaminés e a coloracdo da fumaca. Quando a cor inicial da fumaca for branca opaca,
significa que a quantidade de adgua presente no liquido ¢ alta, desta forma a coleta do EP
deve ser evitada. Ap6s a mudanca de cor da fumaca para amarela acinzentada clara,
deve- se iniciar a coleta. Nesse momento, o liquido obtido possui menor teor de agua e
pouca quantidade de alcatrdo (CAMPOS, 2007).



12

Segundo Miyasaka et al. (1999), no Brasil, a producdo de EP tem como
recomendacdo a observacdo da temperatura nos 5 cm abaixo do topo no interior da
chaminé, que deve estar em torno de 85 a 90°C para inicio da coleta. Porém, quando as
temperaturas estiverem acima de 160°C, deve-se encerrar o processo. Em condicGes de
altas temperaturas, o produto principal é o carvao vegetal e o EP coletado possui grande
quantidade de alcatrdo (SILVEIRA, 2010).

2.2.3 Eliminacéo do alcatrdo e outras impurezas

A partir do liquido pirolenhoso, pelo processo de decantacdo ou destilacdo, é
separado o alcatrdo e o bio-6leo, obtendo-se o extrato pirolenhoso livre de toxicidade e
pronto para ser usado na agricultura (ALMEIDA, 2012). O liquido deve ser mantido
por um periodo de 3 a 6 meses em repouso, para que ocorra a decantacdo das impurezas.
Ap0s este periodo, o liquido ficara separado em trés camadas distintas, sendo a primeira
camada (10%) composta por 6leos vegetais e dgua, a segunda (60 a 75%) o liquido
pirolenhoso e a terceira (20-30%) o alcatrdo. Posteriormente a decantacdo, pode ser
realizada a filtracdo e/ou também a destilacdo do extrato pirolenhoso, para purificacao
do produto (CAMPQOS, 2007).



3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratdério de Microbiologia Agricola e
Fitopatologia (LAMAF), da Faculdade de Ciéncias Agréarias (FCA), da Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD) e conduzidos em diferentes periodos, entre abril
de 2015 e setembro de 2016.

3.1 Obtengao dos extratos pirolenhosos

Os extratos pirolenhosos (EPS) destilados de cana-de-agucar (Saccharum
officinarum) e de eucalipto (Eucalyptus spp.) foram fornecidos pela empresa Bioware
Tecnologia de Campinas-SP. Os frascos contendo os EPS, ap6s devidamente
identificados, foram armazenados no laboratério em condic¢Ges de temperatura ambiente

e ao abrigo da luz.

3.2 Solucéo estoque

Por questdes de praticidade e minimizacdo de erro foram preparadas solugdes
estoques de cada EP. As solucGes foram feitas de modo a obter-se uma concentragdo de
200.000 ppm. Cada extrato foi dissolvido em um béquer contendo &gua destilada e
esterilizada, na proporcdo de 20 mL de extrato pirolenhoso para 80 mL de dgua. A partir

dessas soluc@es estoques foram retiradas aliquotas para instalagdo dos experimentos.

3.3 Teste de solidificagdo do meio batata-dextrose-agar (BDA)

Foram conduzidos testes preliminares para determinar se 0s EPS
comprometeriam a solidificagdo do BDA, meio de cultura que seria utilizado nos
experimentos. A partir da solucdo estoque de concentracdo de 200.000 ppm, 5 mL
foram transferidos para 195 mL de meio BDA fundente, correspondendo a
concentracdo de 5.000 ppm, a maior utilizada no experimento. Posteriormente, 0 meio

foi vertido em placas de Petri para verificagao da sua solidificacéo.
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3.4 Obtencdo, multiplicacdo e manutencao dos isolados fangicos

3.4.1 Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii

O inoculo do patogeno S. sclerotiorum foi obtido em area naturalmente infestada
da Fazenda Experimental de Ciéncias Agrérias (FAECA), da UFGD, em é&rea cultivada
com céartamo (Carthamus tinctorius L.). Esclerédios foram removidos de plantas de
cartamo e armazenados em refrigerador a 5°C. Os esclerddios de S. rolfsii foram
coletados no Horto de Producdo e Po6s-Colheita de Hortalicas FCA-UFGD. Foram
retirados da cultura de mandioquinha salsa (Arracacia xanthorrhiza) e armazenados sob
refrigeracdo a 5°C.

Para multiplicacdo, os esclerodios de ambos os patogenos foram desinfestados
superficialmente em solucéo de alcool 70% por 1 minuto, hipoclorito de sédio a 1% por
2 minutos, seguido por lavagem em agua destilada e esterilizada por mais 1 minuto.
Posteriormente, os esclerddios foram transferidos para placas de Petri estéreis e
descartaveis com 80 mm de diametro, contendo meio de cultura BDA. As placas foram
vedadas com filme PVC e levadas a camara de incubagdo do tipo BOD (demanda
bioquimica de oxigénio) a temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas durante cinco
dias.

Apds germinacdo miceliogénica, para obtencdo de colbnias puras, discos de
micélio da margem das col6nias foram retirados e transferidos para novas placas de
Petri contendo meio BDA. As placas permaneceram incubadas novamente por cinco
dias. Apds esse periodo, para armazenamento do isolado, discos de micélios com
aproximadamente 5 mm de diametro foram retirados das bordas das placas e
acondicionados em microtubos do tipo eppendorfs (2 mL) contendo 6leo mineral
previamente esterilizado. Em cada microtubo foram acondicionados cinco discos de
micélio. Posteriormente, os mesmos foram identificados e armazenados em refrigerador

a 5°C. Todos os procedimentos foram realizados em camara de fluxo laminar.

3.4.2 Macrophomina phaseolina e Colletotrichum truncatum

Isolados de M. phaseolina e C. truncatum foram obtidos da micoteca do
LAMAF-FCA-UFGD.
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Para multiplicacdo dos patégenos, discos de micelios das col6nias armazenadas
na micoteca foram transferidos para placas de Petri, descartidveis e esterilizadas,
contendo meio de cultura BDA. As placas foram vedadas, identificadas e incubadas em
camara BOD, submetidas a fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25°C. Ap0s cinco
dias de incubacéo, para armazenamento dos isolados, discos de micélio de 5 mm de
diametro foram retirados das bordas das colonias e transferidos para eppendorfs (2 mL)
contendo 6leo mineral esterilizado. Foram depositados cinco discos de micélio por
microtubo. Apds a identificacdo, os mesmos foram acondicionados em refrigerador a

5°C. Os procedimentos foram realizados em camara de fluxo laminar.

3.5 Producéo de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum

Para avaliacdo da germinacdo carpogénica de esclerddios, houve a necessidade
de produzir tais estruturas. Os esclerddios foram produzidos pela producdo massal em
discos de cenouras esterilizados em autoclave (120°C/1atm/30min) (NASSER et al.,
1995).

Primeiramente, o patdgeno foi cultivado em placas de Petri contendo meio BDA.
Apos o periodo de 5 dias de incubacdo, foi repicado para erlenmeyers de 500 mL
contendo discos de cenoura em camadas previamente esterilizados. Apds a repicagem,
para a completa colonizacdo do substrato e formacdo de esclerddios, os frascos foram
incubados a 25°C, em escuro pleno, por aproximadamente 40 dias. Posteriormente ao
periodo de incubacdo, os esclerddios produzidos foram coletados em peneira de 40
“mesh” (abertura de 0,42 mm) e em seguida lavados em &4gua corrente, secos em
temperatura ambiente e armazenados a 5°C até o momento da instalacdo dos

experimentos.

3.6 Producéo de esclerddios de Sclerotium rolfsii

Os esclerddios de S. rolfsii foram obtidos de maneira artificial, com a producéo
induzida a partir de um esclerédio. No centro de placas de Petri contendo meio BDA,
um esclerddio foi alocado, as placas foram vedadas e acondicionadas por 10 dias em
camara de crescimento do tipo BOD a 25° C e fotoperiodo de 12 horas. Apos a

producdo dos esclerodios, com auxilio de pingas, os mesmos foram recolhidos das
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placas, secos em temperatura ambiente, por dois dias, e armazenados em refrigerador a
5°C.

3.7 Avaliacdo da eficacia dos extratos pirolenhosos de cana-de-agucar e eucalipto no
controle in vitro de Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina e
Colletotrichum truncatum

Para a avaliacdo da eficicia dos EPS de cana-de-acucar e eucalipto no controle
in vitro de S. sclerotiorum, M. phaseolina e C. truncatum foram utilizados discos de
micélios das coldnias dos patdgenos.

Os experimentos foram realizados separadamente e em periodos diferentes para
avaliacdo de cada extrato. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com
seis repeticOes e seis tratamentos para cada patdgeno. As concentracdes testadas foram
0, 1000, 2000, 3000, 4000 e 5000 ppm. Para a testemunha, utilizou-se apenas o meio de
cultura BDA.

A partir das solucdes estoques, com uma pipeta automatica, foram retirados os
diferentes volumes das solugbes adicionando-as no meio de cultura BDA fundente
(Quadro 2). Realizou-se a homogeneizacao por 3 minutos com auxilio de um bastéo de
vidro. Posteriormente, os meios foram vertidos em placas de Petri descartaveis estéreis
de 80 cm de diametro. Apds a solidificacdo do meio, discos de micélios (5 mm) de
colonias puras dos isolados, previamente incubadas em meio BDA (por trés dias para S.
sclerotiorum e por cinco dias M. phaseolina e C. truncatum) foram transferidos para o
centro das placas, as quais foram vedadas com filme PVC e incubadas em cdmara BOD
a temperatura de 25°C, com fotoperiodo de 12 horas. Todos os procedimentos foram

realizados em ambiente asséptico, na camara de fluxo laminar.

QUADRO 2. Concentracdo do extrato pirolenhoso, volumes da solucdo estoque e meio
de cultura batata-dextrose-agar (BDA)

Concentracéo do Meio de cultura BDA

extrato pirolenhoso Solucéo estoque (mL) (mL)
(ppm)

0 0 400

1000 2 398

2000 4 396

3000 6 394

4000 8 392

[HEY
o

5000 390
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As avaliagOes iniciaram a partir do momento em que a testemunha de cada
patdgeno apresentou crescimento micelial. No experimento com o extrato pirolenhoso
de cana-de-acucar, para os trés patogenos, as avaliacdes iniciaram 48 horas apo6s a
implantacdo e foram realizadas diariamente. Para S. sclerotiorum e M. phaseolina, as
avaliacdes foram encerradas no momento em que os tratamentos testemunha atingiram
as bordas das placas, 72 horas apds a implantagcdo. Para C. truncatum, as avaliacfes
encerram 120 horas ap6s a implantacdo. No experimento com o extrato pirolenhoso de
eucalipto, para os trés patogenos, as avaliacdes iniciaram 24 horas ap6s a implantagédo
do experimento, encerrando apds 48 horas para S. sclerotiorum, 96 horas para M.
phaseolina e 120 horas para C. truncatum.

Na avaliacdo do crescimento micelial, foram realizadas medicdes do diametro
das colbnias (média de duas medidas diametralmente opostas) usando paquimetro
digital. Os valores obtidos do crescimento micelial foram utilizados para o céalculo do
IVCM (indice de velocidade de crescimento micelial), conforme Oliveira (1991). Este

indice foi determinado através da equacéo:

IVCM=Y (D—D,) /N
Sendo:
D= didmetro médio atual da colonia;
D,= diametro médio da coldnia do dia anterior;

N= namero de dias ap6s a inoculaco.

A inibicdo do crescimento do patdgeno (%) foi obtida pela relacdo do diametro

médio, em cm, entre as coldnias sob os tratamentos e a testemunha, pela formula:

PIC = [(diametro da testemunha-diametro do tratamento) / didmetro da testemunha] x
100.
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3.8 Avaliacdo da germinacdo carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum sob o extrato
pirolenhoso de cana-de-agUcar

Na avaliacdo da germinacdo carpogénica em meio com extrato pirolenhoso de
cana-de-agucar, os tratamentos constaram das mesmas concentracfes testadas nos
ensaios de inibi¢do de crescimento micelial (0, 1000, 2000, 3000, 4000 e 5000 ppm).

Os esclerddios foram selecionados por tamanho e separados em seis grupos,
cada um com 120 esclerodios. Padronizou-se o tamanho dos esclerddios dentro de cada
grupo. Os esclerddios foram desinfestados superficialmente em solucéo de alcool a 70%
por 1 minuto e hipoclorito de sddio a 1% por 2 minutos, seguido por lavagem em agua
destilada e autoclavada por mais 1 minuto. As estruturas de resisténcia foram secas em
papel filtro esteéril.

Os diferentes volumes do EP de cana-de-agUcar foram retirados a partir da
solucdo estoque com auxilio de uma pipeta automatica, e adicionados ao meio agar-
agua fundente. Foi realizada a homogeneiza¢do com bastdo de vidro por 3 minutos e,
em seguida, o meio foi vertido em caixas tipo gerbox previamente desinfestadas. Apos a
solidificacdo do meio, 20 esclerddios foram distribuidos de forma equidistante em cada
caixa. As mesmas foram vedadas com filme pléastico PVC e incubadas a 18°C com
fotoperiodo de 12 horas.

As avaliacOes iniciaram a partir da emissdo de estipes na testemunha, 39 dias
apos a implantacdo do experimento. Foram quantificados o numero total de esclerodios
com emissao de estipes e apotécios, total de esclerédios com emissdo de estipes e o total
de esclerddios com apotécios formados (germinacao carpogénica). As avaliacBes foram

encerradas quando a germinacado dos esclerddios foi estabilizada.

3.9 Avaliacdo da eficacia do extrato pirolenhoso de cana-de-aglcar na inibicdo do
desenvolvimento micelial em diferentes formas de in6culo de Sclerotium rolfsii

Para avaliar o desenvolvimento micelial a partir de diferentes formas de in6culo
de S. rolfsii sob a acdo do extrato pirolenhoso de cana-de-agUcar, foram realizados dois
experimentos, simultaneamente, sendo um, utilizando discos de micélio do patdgeno e o
outro, esclerddio.

As concentracdes de extrato utilizadas foram 1000, 2000, 3000, 4000 e 5000

ppm e, para testemunha, utilizou-se apenas o0 meio de cultura. Nos dois experimentos, 0
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delineamento foi inteiramente casualizado com seis repeti¢des. Utilizou-se um disco de
micelio ou um esclerddio por repeticao.

No primeiro experimento, os esclerodios produzidos nas placas de Petri foram
submetidos a assepsia conforme descrito em 3.4.1. Apds desinfestacdo cada esclerddio
foi alocado no centro das placas de Petri, descartaveis e estéreis com 80 mm de
diametro, contendo 10 mL do meio de cultura BDA com adicéo do extrato pirolenhoso
nas devidas concentracdes. No segundo experimento, discos de micélio das bordas das
colbnias obtidas do isolamento foram transferidos para o centro das placas de Petri
contendo 0 meio BDA juntamente com o extrato nas mesmas concentragdes. As placas
foram vedadas com filme plastico PVC, identificadas e acondicionadas em cadmara do
tipo BOD a temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas.

Apds 24 horas da incubacdo, o desenvolvimento fungico foi avaliado medindo-
se 0 didmetro da colénia (média de duas medidas diametralmente opostas na placa),
com auxilio de um paquimetro digital, durante quatro dias. A partir dos resultados
obtidos foram avaliados o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), o
crescimento micelial médio por diametro e a porcentagem de inibi¢cdo do crescimento
micelial (PIC).

3.10 Analise estatistica

Foi realizada anéalise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey, com o
auxilio do programa SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2003). Constatada a significancia pelo
teste F, a analise de regressdo foi realizada para o fator concentracdo para cada tempo de
avaliacdo, dias ap6s inicio da incubagdo, com o programa SigmaPlot 12.5. Os dados
expressos em porcentagem foram transformados em arco seno da \(x+1) /100 e os
demais em ~x+1, para andlise de varidncia. Para comparacdo do efeito das
concentracdes dos extratos nos patdgenos foi utilizado o programa Assistat 7.7 beta.

Para todas as medidas analisadas o intervalo de confianca foi considerado 5%.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo da eficacia dos extratos pirolenhosos de cana-de-aglcar e eucalipto no
controle in vitro de Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina e

Colletotrichum truncatum

Concentracdes crescentes de extratos pirolenhosos de cana-de-agucar e eucalipto
afetaram negativamente o desenvolvimento dos fungos S. sclerotiorum, M. phaseolina e
Colletotrichum truncatum (Figura 1). Na analise de variancia, houve diferenca
significativa (p < 0,01) entre as concentragbes dos extratos para o controle do

desenvolvimento dos patégenos.
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FIGURA 1. Crescimento micelial (mm) do fungo Sclerotinia sclerotiorum sob
influéncia de diferentes concentragdes de extrato pirolenhoso de cana-de-
acucar (Saccharum officinarum), avaliados por 48 e 72 horas. Dourados-
MS, UFGD, 2016.

Foram realizados dois periodos de avaliacdes, 48 e 72 horas apds incubacdo.
Verificou-se que o extrato promoveu reducdo linear sobre o didmetro das colénias com

0 aumento das concentra¢@es. Todas as concentracdes testadas do EP de cana-de-agucar
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limitaram o crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum. Observou-se que, mesmo
a partir da menor concentragdo, 1000 ppm, houve inibicdo de 16,0% e 7,0% em relagéo
a testemunha, para o primeiro e segundo periodo de avaliacdo, respectivamente. A
maior porcentagem de inibicdo do patdgeno foi de 91,0%, na primeira avaliagdo apds
incubacdo (48 horas), submetidos a concentracdo de 5000 ppm (Figura 2). No periodo
de 72 horas, os tratamentos de 4000 e 5000 ppm né&o diferiram estatisticamente entre si

para a inibicao do desenvolvimento fungico.
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FIGURA 2. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) do fungo
Sclerotinia sclerotiorum sob influéncia de diferentes concentragcdes de
extrato pirolenhoso de cana-de-aclcar (Saccharum officinarum),
avaliados por 48 e 72 horas. Dourados-MS, UFGD, 2016. Barras
seguidas pela letra maitscula em colunas de mesma cor indicam que as
médias ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 %.

Pelos didmetros das colnias de S. sclerotiorum submetidos a diferentes
concentragOes de EP de eucalipto (Figura 3) observou-se que para o primeiro periodo de
avaliacdo (24 horas) as concentragcdes de 1000, 2000 e 3000 ppm favoreceram o
desenvolvimento fungico. A partir das concentracdes de 4000 e 5000 ppm, o patdgeno

apresentou menor crescimento micelial, resultando em colénias com diametros
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menores. Na segunda avaliacdo (48 horas) todas as concentracdes do EP de eucalipto
contiveram o crescimento fungico. As maiores concentragcfes (5000 e 4000 ppm)
resultaram em maior porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) ndo
diferindo estatisticamente entre si. A maxima inibicéo foi de 33% para a concentracdo

de 5000 ppm, em relacdo a testemunha (Figura 4).
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FIGURA 3. Crescimento micelial (mm) do fungo Sclerotinia sclerotiorum sob
influéncia de diferentes concentracbes de extrato pirolenhoso de
eucalipto (Eucalyptus spp.), avaliados por 24 e 48 horas. Dourados-MS,
UFGD, 2016.

O EP de eucalipto, para S. sclerotiorum, promoveu controle fangico a partir das
concentracdes de 4000 e 5000 ppm em ambos o0s periodos de avaliagcdes (24h e 48h). As
menores concentracdes (1000, 2000 e 3000 ppm) apresentaram acao de controle flngico
somente no periodo de 48 horas. Desta forma, a velocidade do crescimento micelial foi
inicialmente favorecida nas menores concentra¢cdes (1000 e 2000 ppm) com répido
crescimento do patdgeno, e indices superiores ao da testemunha (4,30), sendo 4,40 e
5,18, respectivamente. Na concentracdo de 2000 ppm, houve o maior indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM). A partir da concentracdo de 3000 ppm a



23

velocidade do crescimento fungico comecgou a sofrer reducdo, caindo para 2,6 na

concentragdo de 5000 ppm (Figura 5).

100 -
I 24h
80 B 4sh
60
e
S 40 A
o A A
< A
= i
2 2 B
B
0 -—B-—. C .—.
_20 .
'40 T T T T T
1000 2000 3000 4000 5000

Extrato pirolenhoso de eucalipto (ppm)

FIGURA 4. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) do fungo

Sclerotinia sclerotiorum sob influéncia de diferentes concentragcfes de
extrato pirolenhoso de eucalipto (Eucalyptus spp.), avaliados por 24 e 48
horas. Dourados-MS, UFGD, 2016. Barras seguidas pela letra maitscula
em colunas de mesma cor indicam que as médias ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 %.
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FIGURA 5. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) do fungo Sclerotinia
sclerotiorum sob influéncia de diferentes concentracbes de extrato
pirolenhoso de eucalipto (Eucalyptus spp.). Dourados-MS, UFGD, 2016.

Na velocidade do crescimento micelial do fungo Sclerotinia sclerotiorum
submetido a diferentes concentracGes de EP de cana-de-acgucar, verificou-se que com o
aumento da concentracdo ocorreu a reducdo da velocidade do crescimento fungico
(Figura 6). N&o houve aumento no desenvolvimento do patégeno como ocorreu com 0
EP de eucalipto nas menores concentracfes (1000 e 2000 ppm). Na testemunha, ocorreu
a colonizacdo de toda a placa 72 horas apds a incubacdo, com IVCM de 7,23. As
maiores concentracdes (4000 e 5000 pmm) apresentaram IVCM de 2,12 e 0,61
respectivamente. A acdo do EP de cana-de-acucar foi significativa na diminuicdo da
velocidade de desenvolvimento do patégeno. Quando comparado com a testemunha, a
reducdo foi de 92% na concentracdo de 5000 ppm. Esses valores corroboram com as
taxas de crescimento micelial, evidenciando que o extrato de cana-de-agucar apresenta
fungitoxidade nas diferentes concentracdes, inibindo o desenvolvimento do patdgeno,

interferindo na velocidade de colonizagdo do meio.



25

10
°
8 .
6 .
>
@)
>
4 .
2 7 °
°
®  y=74468-0,0013%*x R>=0,92
°
O T T T T T ._
0 1000 2000 3000 4000 5000

Extrato pirolenhoso de cana-de-agucar (ppm)

FIGURA 6. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) do fungo Sclerotinia
sclerotiorum sob influéncia de diferentes concentracBes de extrato
pirolenhoso de cana-de-agUcar (Saccharum officinarum). Dourados-MS,
UFGD, 2016.

A medida que as concentracdes do EP de cana-de-aclicar aumentaram, o
crescimento micelial de M. phaseolina (Figura 7) nos dois periodos de avaliagdes (48 e
72 horas) diminuiram, resultando em coldnias com menor didmetro. No primeiro
periodo (48 horas), comparando com a testemunha (60,48 mm), a maior reducdo
ocorreu na concentracdo de 5000 pmm, com média de 44,98 mm de diametro. Na
avaliacdo de 72 horas, os discos de micélio submetidos a concentracdo de 5000 ppm
também apresentaram crescimento micelial inferior a testemunha, a qual colonizou toda

a placa. Os didmetros médios reduziram de 80 para 69,07 mm.
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FIGURA 7. Crescimento micelial (mm) do fungo Macrophomina phaseolina sob
influéncia de diferentes concentracfes de extrato pirolenhoso de cana-de-
acucar (Saccharum officinarum), avaliados por 48 e 72 horas. Dourados-
MS, UFGD, 2016.

Na velocidade de crescimento micelial do fungo Macrophomina phaseolina,
submetido a diferentes concentracdes de EP de cana-de-acucar, foi observado que todas
proporcionaram velocidade de crescimento micelial inferior a testemunha. A
concentracdo de 5000 ppm promoveu menor velocidade do crescimento fdngico em
relacdo aos demais tratamentos (Figura 8). O indice no tratamento testemunha foi de

10,24, reduzindo a 5,60 na maior concentracao.
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FIGURA 8. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) do fungo
Macrophomina phaseolina sob influéncia de diferentes concentragdes de
extrato pirolenhoso de cana-de-acucar (Saccharum officinarum).
Dourados-MS, UFGD, 2016.

Os resultados para a porcentagem de inibicdo flngica, mostram que o EP de
cana-de-acucar foi eficiente nos dois periodos de avaliagbes (48 e 72 horas),
promovendo reducdo expressiva nas primeiras 48 horas. A maior inibicdo no
desenvolvimento fangico foi observada na concentracdo de 5000 ppm em relacdo a
testemunha e aos demais tratamentos, com 50,0 e 25,0% nos periodos de 48 e 72 horas,
respectivamente (Figura 9).
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FIGURA 9. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) do fungo
Macrophomina phaseolina sob influéncia de diferentes concentragGes de
extrato pirolenhoso de cana-de-acUcar (Saccharum officinarum), avaliados
por 48 e 72 horas. Dourados-MS,UFGD, 2016. Barras seguidas pela letra
mailscula em colunas de mesma cor indicam que as médias ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 %.

Verificou-se que houve reducdo no didmetro das coldnias do fungo M.
phaseolina conforme as concentragdes aumentaram e, para a concentracdo de 5000
ppm, ndo foi observado desenvolvimento fungico na avaliacdo das 24 horas (Figura 10).
Para avaliacbes seguintes (48 e 72 horas), a medida em que as concentracdes foram
aumentadas, houve diminuicdo no diametro das colénias. Quanto a variavel indice de
velocidade de crescimento micelial, com o aumento das concentragdes a velocidade do
desenvolvimento fungico também diminuiu (Figura 11). Para a testemunha foi
observado um IVCM de 2,65 enquanto que para a maior concentragdo (5000 ppm) a

velocidade de crescimento foi nula.
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FIGURA 10. Crescimento micelial (mm) do fungo Macrophomina phaseolina sob
influéncia de diferentes concentracbes de extrato pirolenhoso de
eucalipto (Eucalyptus spp.), avaliados por 24, 48 e 72 horas, Dourados-
MS, UFGD, 2016.
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FIGURA 11. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) do fungo
Macrophomina phaseolina sob influéncia de diferentes concentragdes
de extrato pirolenhoso de eucalipto (Eucalyptus spp.). Dourados-MS,
UFGD, 2016.

No primeiro periodo de avaliagdo (24 horas), as concentracdes de 4000 e 5000
ppm, foram significativamente eficientes na inibicdo do crescimento fingico (Figura
12). As concentracfes de 5000 e 4000 ppm promoveram as maiores porcentagens de
inibicdo fungica, nos periodos de 24 e 48 horas. O desenvolvimento do patégeno foi
inibido em 100% na concentragdo de 5000 ppm e 89% na de 4000 ppm, resultado para
as primeiras 24 horas . As concentracdes menores, também promoveram inibi¢cdo no
desenvolvimento do fungo, porém, ndo diferiram estatisticamente entre si em todos os
periodos de avaliagdes. Observou-se que nas primeiras horas de avaliacdo (24 horas) o
extrato apresentou maior poder inibidor e nos periodos seguintes foi perdendo

gradativamente o seu poder de acdo inibidora.
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FIGURA 12. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) do fungo
Macrophomina phaseolina sob influéncia de diferentes concentragdes
de extrato pirolenhoso de eucalipto (Eucalyptus spp.), avaliados por 24,
48 e 72 horas. Dourados-MS, UFGD, 2016. Barras seguidas pela letra
mailscula em colunas da mesma cor indicam que as medias nao
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 %.

Santos Junior et al. (2013), avaliando in vitro, a fungitoxidade de diferentes
concentracdes de extrato pirolenhoso de teca (Tectona grandis), sobre o crescimento
micelial de Rhizoctonia solani, fitopatdgeno do solo, assim como Macrophomina
pahseolina, também observaram que em todas as concentracGes utilizadas, o EP
proporcionou acdo fungitoxica sobre o fungo. As concentracBes de 100, 75 e 50%
inibiram totalmente o desenvolvimento do patégeno. Ndo foram encontrados estudos da
avaliacdo de EP na inibi¢do do desenvolvimento fangico de Macrophomina phaseolina.

Para o patogeno C. truncatum, submetido a diferentes concentracdes de EP de
cana-de-acucar, foram realizados quatro periodos de avaliacoes, 48, 72, 96 e 120 horas.
Houve reducéo gradativa linear no crescimento micelial & medida que a concentragédo do

EP foi aumentada (Figura 13). A testemunha apresentou 0s maiores diametros de
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col6nia em todos os periodos avaliados, ocorrendo reducéo significativa na colonizagédo

fangica quando submetidos a maior concentrag¢do, 5000 ppm.
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FIGURA 13. Crescimento micelial (mm) do fungo Colletotrichum truncatum sob
influéncia de diferentes concentracfes de extrato pirolenhoso de cana-de-
acucar (Saccharum officinarum), avaliados por 48, 72, 96 e 120 horas.
Dourados-MS, UFGD, 2016.

Todas as concentracbes promoveram inibicdo na atividade fungica. A maior
porcentagem de inibi¢&o foi observada na primeira avaliagéo, 48 horas, na concentragao
de 5000 ppm, com 42% de inibicdo do desenvolvimento fungico. A menor inibigcdo
ocorreu no tratamento de 1000 ppm, as coldnias apresentaram reducdo de 20% no
didmetro em relacdo a testemunha, poréem, ndo diferiu estatisticamente das

concentragdes de 2000, 3000 e 4000 ppm nos periodos de 48 e 72 horas (Figura 14).
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Observou-se que o EP de cana-de-acucar perdeu gradualmente a sua capacidade

na inibicdo flngica com o passar do tempo das avaliacBes. Este fato pode ser explicado

pela estabilizacdo do crescimento das coldnias que ocorreu entre os periodos de 96 e

120 horas (Figura 14).
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FIGURA 14. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) do fungo sob

Colletotrichum truncatum influéncia de diferentes concentragcdes de
extrato pirolenhoso de cana-de-acucar (Saccharum officinarum),
avaliados por 48, 72, 96 e 120 horas. Dourados-MS, UFGD, 2016. Barras
seguidas pela letra maitscula de mesma cor indicam que as médias nao
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 %.

Houve reducéo linear na velocidade de crescimento micelial de C. truncatum

submetido a diferentes concentracdes de EP de cana-de-agucar (Figura 15). O IVCM do

fungo na testemunha apresentou indice de 13,33 e na maior dose, 9,52, havendo reducao

de 29%.
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FIGURA 15. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) do fungo
Colletotrichum truncatum sob influéncia de diferentes concentracbes de
extrato pirolenhoso de cana-de-aglcar (Saccharum officinarum).
Dourados-MS, UFGD, 2016.

O crescimento micelial do fungo C. truncatum sob a agdo de diferentes
concentracOes de EP de eucalipto, estdo apresentados na Figura 16. No primeiro periodo
de avaliacdo (24 horas), os discos de micélio submetidos as doses de 3000, 4000 e 5000
ppm, apresentaram o desenvolvimento micelial totalmente suprimido. Nos periodos
seguintes (48, 72 e 96 horas), também foi constatada a reducdo nos diametros das

coldnias pelo aumento das concentragfes, porém menos acentuada.
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FIGURA 16. Crescimento micelial (mm) do fungo Colletotrichum truncatum sob
influéncia de diferentes concentracbes de extrato pirolenhoso de
eucalipto (Eucalyptus spp.), avaliados por 24, 48, 72 e 96 horas.
Dourados-MS, UFGD, 2016.

Os resultados para a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial do fungo
Colletotrichum truncatum sob efeito do EP de eucalipto corroboram com os resultados
encontrados para o crescimento micelial, evidenciando que o extrato estudado apresenta
fungitoxidade nas diferentes concentracdes e seu efeito € maior nas primeiras 24 horas
de exposicdo ao fungo (Figura 17). As concentracbes de 3000, 4000 e 5000 ppm
inibiram 100% o desenvolvimento do patégeno no primeiro periodo de avaliacdo. Nos
outros periodos (48, 72 e 96 horas) também houve inibi¢do, porém, ndo foi expressiva

como nas primeiras 24 horas.
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FIGURA 17. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) do fungo
Colletotrichum truncatum sob influéncia de diferentes concentracfes de
extrato pirolenhoso de eucalipto (Eucalyptus spp.), avaliados por 24,
48, 72 e 96 horas. Dourados-MS, UFGD, 2016. Barras seguidas pela
letra mailscula de mesma cor indicam que as meédias ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 %.

Para a velocidade de crescimento micelial houve diminuicdo a medida que as
concentracdes foram aumentadas, promovendo reducéo significativa no IVCM do fungo
Colletotrichum truncatum (Figura 18). A velocidade de crescimento dos discos de
micélio submetidos a concentracdo de 5000 ppm foi nula.

Resultados semelhantes foram encontrados por Rodrigues (2014), avaliando o
potencial de cinco doses (0, 25, 50, 100 e 150 mL L™) de extrato pirolenhoso de teca
(Tectona grandis) no crescimento micelial in vitro de Colletotrichum gloeosporioides.
Houve reducgéo no crescimento micelial de acordo com a elevacdo das doses e a maior
eficiéncia foi obtida na de maior valor (150 mL L™). Na avaliacdo do IVCM, a
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velocidade de desenvolvimento do fungo Colletotrichum gloeosporioides na testemunha
(0,55) foi duas vezes superior do que na maior dose (0,28), observando reducdo

significativa para o crescimento micelial.
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FIGURA 18. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) do fungo
Colletotrichum truncatum sob influéncia de diferentes concentracbes de

extrato pirolenhoso de eucalipto (Eucalyptus spp.), Dourados-MS,
2016.

Ribeiro et al. (2016), avaliando o efeito de diferentes produtos naturais, dentre
eles o extrato pirolenhoso de nome comercial Biopirol® (40 e 60 mL L™), no controle in
vitro e in vivo da antracnose causada por Colletotrichum gloeosporioides em frutos de
mamao (Carica papaya) na pos-colheita, verificaram que o EP nas duas concentracdes
obteve destaque, pois promoveu a inibicdo total do desenvolvimento do fungo in vitro.

No presente estudo, observou-se que tanto o EP, de cana-de-agucar quanto o de
eucalipto, com o passar das horas, foram perdendo o seu efeito de inibicdo no
crescimento fungico. Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho realizado

por Ribeiro et al. (2016) para a redugdo dos sintomas da antracnose. Na avaliagédo in
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vivo, 0s autores constataram que o produto Biopirol® (40,0 mL L), resultou em
menores lesdes em relacdo aos demais tratamentos (Acadian®, 40,0 e 60,0 ml L™;
Trichodermil®, 0,2 e 0,4 g L™ Rocksil®, 15 e 30 g L™; Protego FL®, 3,0 6,0 g L™
na primeira época de aplicacdo, ou seja, 48 horas antes da inoculacdo. Para a segunda
época de aplicacdo, 72 horas antes da inoculacgdo, o extrato mostrou-se eficiente, porém,
as lesdes foram maiores quando comparadas com as da primeira época de aplicagéo.

Sousa Junior e Kupper (2013) avaliaram o efeito preventivo e curativo de
diferentes concentracGes de EP, no controle do bolor verde (Penicillium digitatum) em
frutos de laranja lima. Verificaram que o extrato favoreceu o desenvolvimento da
doenca nos frutos que foram tratados de forma preventiva. Para o tratamento curativo 0s
melhores resultados foram observados nas maiores concentragdes (17,5 e 20%) as quais
ndo diferiram estatisticamente do tratamento com o produto quimico Imazalil®. Os
autores concluem que a utilizacdo do EP € viavel para o controle do bolor verde, porém,
de forma curativa.

A perda na capacidade fungicida ou fungistatica dos extratos com o passar do
tempo pode ser explicada pelo fato de os extratos vegetais, de maneira geral, possuirem
instabilidade quimica na presenca do ar, luz e altas temperaturas, levando a rapida
evaporacdo e degradacdo dos componentes, assim, sdo necessarias varias aplicacOes
para se conseguir controle satisfatorio. Outro fator é por ndao possuirem moléculas
sintéticas e serem instaveis, com baixo poder residual (LORENZETTI, 2009;
AZEVEDO et al., 2013).

O presente estudo com os extratos pirolenhosos de cana-de-agucar e eucalipto
foi realizado em condicGes de laboratério (in vitro), porém, as placas de Petri contendo
o0s extratos e os fungos, foram submetidas a fotoperiodos de 12 horas, o que pode ter
provocado a fotodegradacdo das moléculas e a diminuicdo gradativa do poder inibidor.
Outro fator é em relacdo a adaptacdo do fungo ao meio, que também pode ter ocorrido.

Diferente do que ocorre em testes in vitro, em condi¢Ges de campo (in vivo), ao
longo do ciclo de desenvolvimento da cultura sdo realizadas frequentes aplicacdes de
produto. Além disso, em condi¢des in vivo pode ocorrer inducdo de resisténcia.
Segundo Ribeiro et al. (2016), a resisténcia induzida envolve a ativacdo de varios
processos, incluindo o aumento de sintese de fitoalexinas. De acordo Tsuzuki et al.
(2000), o EP é capaz de ativar as substancias do metabolismo secundario, induzindo a
resisténcia das plantas ao ataque de pragas. Azevedo et al. (2005) afirmam que a

aplicacdo de EP no decorrer do desenvolvimento da cultura funciona como um ativador
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fisiolégico. Campos et al. (2005), relatam que a aplicacdo de EP em morango, promove
aumento na concentracdo de compostos fenolicos nos frutos. Segundo os autores, a
utilizacdo de acido pirolenhoso contribui na inducdo de resisténcia do morangueiro a
fitopatdgenos.

Vale ressaltar que as pesquisas realizadas in vitro sdo 0s primeiros passos para a
identificagdo do potencial dos produtos oriundos de vegetais no controle de
fitopatogenos, tendo importancia para a definicdo das doses e as concentragdes
inibitérias minimas, possibilitando assim posteriores testes in vivo.

Outra observacdo é em relacdo as diferentes potencialidades dos extratos na
diminuicdo ou inibicdo do desenvolvimento de determinada espécie de fungo. Foi
possivel verificar que os patégenos apresentaram sensibilidade diferenciada quando

submetidos a determinado extrato (Quadros 3, 4, 5 e 6).

QUADRO 3. Inibicdo do crescimento fangico (%) na primeira avaliagdo, submetidos a
diferentes concentragdes do extrato pirolenhoso de cana-de-agucar
(Saccharum officinarum). Dourados-MS, UFGD, 2016

Inibicéo crescimento fngico (%0)

Patdgeno Concentracdo extrato pirolenhoso (ppm)

1000 2000 3000 4000 5000

Sclerotinia sclerotiorum 16,67a 35,77a 41,43a 70,57a 91,54a
Macrophomina phaseolina 15,50a 21,40a 26,84a 34,71b 45,34b
Colletotrichum truncatum 19,62a 21,85a 23,63a 30,15b 41.96b

C.V (%) 19,08

As médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5%.

QUADRO 4. Inibicdo do crescimento fangico (%) na Gltima avaliagdo, submetidos a
diferentes concentracbes do extrato pirolenhoso de cana-de-aglcar
(Saccharum officinarum). Dourados-MS, UFGD, 2016

Inibicdo crescimento flngico (%0)

Patdgeno Concentracdo extrato pirolenhoso (ppm)

1000 2000 3000 4000 5000

Sclerotinia sclerotiorum 7,52a 26,91a 33,32a 57,58a 72,75a
Macrophomina phaseolina 6,07a 6,3b 13,65b 16,95b 26,89b
Colletotrichum truncatum 9,84a 7,02b 8,07b 12,92b 22.69b

C.V (%) 16,20

As médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5%.
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QUADRO 5. Inibigdo do crescimento fangico (%) na primeira avaliacdo, submetidos a
diferentes concentracdes do extrato pirolenhoso de eucalipto (Eucalyptus
spp.). Dourados-MS, UFGD, 2016

Inibicao crescimento flngico (%o)

Patogeno Concentracao extrato pirolenhoso (ppm)
1000 2000 3000 4000 5000
Sclerotinia sclerotiorum -2,23b -20,35b -7,68b 23,92b  29,07b
Macrophomina phaseolina  26,778a  41,538a 41,013a  89,572a 100a
Colletotrichum truncatum 46,122a  19,209a 100a 100a 100a
C.V (%) 30,62

As médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5%.

QUADRO 6. Inibi¢do do crescimento fungico (%) na ultima avaliacdo, submetidos a
diferentes concentracbes do extrato pirolenhoso de eucalipto
(Eucalyptus spp.), Dourados-MS, UFGD, 2016

Inibicdo crescimento fangico (%)

Patdgeno Concentracéao extrato pirolenhoso (ppm)

1000 2000 3000 4000 5000

Sclerotinia sclerotiorum 6,48a 5,26b 10,33a 26,36a 33,5a
Macrophomina phaseolina  4,439a 6,432b 9,907a  16,125b  29,44b
Colletotrichum truncatum 3,981a 10,773a 9,77a 12,582b 9,612c

C.V (%) 19,31

As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5%.

Na primeira avaliacdo, ndo houve diferenca significativa na acdo do extrato
entre 0s patdgenos estudados para as concentracdes de 1000, 2000 e 3000 ppm. Para as
concentracdes de 4000 e 5000 ppm, houve diferenca significativa na porcentagem de
inibicdo de crescimento. O fungo S. sclerotiorum, foi o que apresentou maior
sensibilidade as propriedades fungistaticas do extrato, com 70,57% e 91,54% de
desenvolvimento inibido nas maiores concentragdes (4000 e 5000 ppm) (Quadro 3). No
ultimo periodo de avaliacdo, observou-se que a partir da concentracdo de 2000 ppm
houve inibicdo do crescimento fangico, sendo que o patégeno S. sclerotiorum foi 0 mais
afetado pelo extrato (Quadro 4).

Para o EP de eucalipto, em relacdo a primeira avaliagdo, os fungos M.
phaseolina e C. truncatum foram os mais afetados no seu desenvolvimento, néo
diferindo entre si em todas as concentracdes avaliadas (Quadros 5). Observou-se na

avaliacdo final, que na concentracdo de 2000 ppm a maior inibi¢do ocorreu no patdégeno
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C. truncatum. Nas concentracdes de 4000 e 5000 ppm a maior inibicdo foi verificada
em S. sclerotiorum (Quadro 6).

Estudo realizado por Theisen et al. (2010) na avaliagdo dos efeitos de duas
formulacGes de EP, uma destilada e outra bruta decantada, na supressdo de doencas da
fase inicial de plantulas de soja, mostra que as melhores respostas foram obtidas com a
formulacdo destilada. O extrato suprimiu alguns fungos frequentes da fase inicial do
desenvolvimento da soja, como Alternaria e Penicillium, destacando a supresséo para
Sclerotinia sclerotiorum. Os autores, pelo fato do EP ser composto por diversos
componentes de acdo biologica, propdem algumas hipoteses para as diferentes agdes
nos fungos. Cada espécie fungica possui sensibilidade diferenciada aos componentes
quimicos do extrato. Entre os componentes do licor pirolenhoso alguns podem inibir ou
favorecer o desenvolvimento flngico.

Mello et al. (2005), avaliando o efeito in vitro de produtos alternativos na
inibicdo de Sclerotinia sclerotiorum, constataram que o meio de cultura preparado com
licor pirolenhoso permitiu o desenvolvimento micelial e a producdo de esclerodios
similarmente a testemunha. Para os autores a eficacia do EP também varia em relacédo
ao patégeno e a sua composicao.

De acordo com Kartal et al. (2004), a composicao do EP depende das condigdes
do processo como a temperatura, 0 processo de fabricagdo e a composi¢do do material
utilizado. Em temperaturas superiores a 180°C, ocorre um rompimento do complexo de
celulose, hemicelulose e polimeros de lignina, produzindo uma mistura de gases nédo
condensaveis e vapores condensaveis (MENEGALE, 2013). O liquido resultante pode
conter agucares fermentaveis, compostos de furano, varios compostos fendlicos, acidos
organicos, entre outros. Os compostos fendlicos, geralmente, sdo formados pela
degradacéo da lignina e os acidos acéticos se originam a partir da hemicelulose.

Na avaliacdo de diferentes EP (madeira de acécia e sugi) contra fungos
degradadores de madeira e cupins, Kartal et al. (2004) verificaram que as propriedades
fisicas dos extratos ndo sofreram alteracdes decorrentes da espécie de madeira e da
temperatura do processo de producdo. No entanto, a composicdo quimica dos filtrados
apresentou variabilidade com o aumento da temperatura. No processo de produgéo de
extrato da madeira sugi, as concentragdes dos compostos fendlicos aumentaram e as de
acidos organicos diminuiram. Também constataram que o extrato da madeira de acacia
resultou em maiores concentragdes de compostos fendlicos quando comparado com o

da madeira sugi.



42

Baimark et al. (2008) analisaram o0s componentes do extrato bruto (sem
destilacdo) e do extrato destilado (sem alcatrdo) e concluiram que os compostos
fendlicos estdo presentes em maior quantidade no extrato bruto quando comparado com
0 extrato destilado. Para eles, € possivel que alguns compostos fendlicos possam ter sido
removidos durante 0 processo de extracdo do alcatréao.

Segundo Saigusa (2002), o efeito ativador ou inibidor do EP sobre os
organismos vivos depende de sua concentracdo. Para Yatagai et al. (2002), s&o os
componentes dos vinagres de madeira os responsaveis pelas diferencas nas atividades
germicidas. Baimark et al. (2008), em estudos realizados para verificacdo da agdo
antifungica de EP de Eucalyptus globulus, relatam que o &cido acético e os compostos
fendlicos presentes no extrato promovem a inibicdo do crescimento fungico. Marumoto
et al. (2012), demonstrando a atividade germicida do EP de bambu contra o virus da
encefalomiocardite (EMCV), concluiram que a combinacdo do acido fendlico e do
acido acético é boa para a inativacdo do EMCV. Enfatizam ainda a atividade do EP
contra uma ampla gama de virus patogénicos. Ma et al. (2011) também sugerem que 0s
fenois e os acidos organicos sao 0s componentes ativos para a inatividade microbiana.

Os resultados encontrados pelos autores citados podem explicar a diferente acéo
dos EP de cana-de-acucar e eucalipto nos fungos analisados neste estudo. Apesar das
diferentes respostas, ambos 0s extratos exerceram acdo fungitdxica direta sobre o
crescimento in vitro dos fungos Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina e
Colletotrichum truncatum, sendo o primeiro passo para identificar o potencial desse
produto no controle de fitopatdgenos. Pesquisas in vivo devem ser realizadas para a
comprovacéo de sua eficiéncia, avaliando a resposta dos mesmos quando em interacdo

com fatores ambientais em situacGes de cultivo a campo.

4.2 Avaliacdo da eficacia do extrato pirolenhoso de cana-de-aglcar na inibicdo do

desenvolvimento micelial em diferentes formas de indculo de Sclerotium rolfsii

De acordo com a analise de variancia, o diametro das col6nias, a velocidade de
crescimento micelial e a porcentagem de inibi¢do do fungo Sclerotium rolfsii nas duas
formas de inoculo (disco de micélio e esclerédio) foram influenciados

significativamente (P<0,001) pelas concentra¢es do EP de cana-de-agucar.
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Os resultados para o crescimento micelial (mm) a partir de discos de micélio sob
influéncia de diferentes concentracGes de EP de cana-de-acucar, estdo apresentados na
Figura 19. Foram realizados quatro periodos de avaliacdes, 48, 72, 96 e 120 horas ap0s
a incubacao.

Para o primeiro periodo de avaliacdo (48 horas) a testemunha apresentou maior
didmetro de col6nia (16,28 mm). Nos tratamentos de 3000 e 4000 ppm, o
desenvolvimento fangico foi menor, 10,95 e 7,9, respectivamente . Na concentragdo de
5000 ppm, o desenvolvimento do fungo Sclerotium rolfsii inicialmente foi suprimido.
No segundo periodo de avaliacdo (72 horas) houve reducdo no crescimento micelial

com o0 aumento das concentracoes.
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FIGURA 19. Crescimento micelial (mm) do fungo Sclerotium rolfsii a partir de discos
de micelio sob influéncia de diferentes concentracbes de extrato
pirolenhoso de cana-de-agUcar (Saccharum officinarum), avaliados por
48, 72, 96 e 120 horas. Dourados-MS, UFGD, 2016.

Durante as primeiras avaliacdes (48 e 72 horas), observou-se que o fungo
apresentou crescimento radial nas menores concentragdes (0, 1000 e 2000 ppm) e nas
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maiores, 3000, 4000 e 5000 ppm, como mecanismo de defesa, seu desenvolvimento foi
aéreo, formando grande quantidade de hifas (Figura 20). Neste caso, para 0 Seu
desenvolvimento inicial, aparentemente o patdégeno nutriu-se das reservas presentes no
disco de micelio no qual foi multiplicado. Assim, o fungo conseguiu se desenvolver por
um determinado tempo em meio livre do EP, o que justifica a porcentagem entre 20 e
40% de inibicdo fungica do extrato no primeiro periodo de avaliacdo (24 horas) nas
concentragdes de 1000, 2000, 3000 ppm (Figura 21).

FIGURA 20. Desenvolvimento radial do fungo Sclerotium rolfsii a partir de discos de
micélio sob meio batata-dextrose-agar (BDA) (0 ppm) e desenvolvimento
apical na concentracdo de 5000 pmm de extrato pirolenhoso de cana-de-
acucar (Saccharum officinarum), periodo de avaliagdo 72 horas. Dourados-
MS, UFGD, 2016.

De acordo com Silva (2014), os sinais que controlam a germinagdo e o
crescimento apical incluem a percepcao das condi¢des ambientais e a presenga de fontes
de nutrientes. Considerando a diversidade dos fungos, é plausivel a existéncia de
mecanismos de percepcdo e controle, bem como o envolvimento de vias diversas de
sinalizacdo celular e variedade nas respostas. Para Bahn et al. (2007) os fungos possuem
mecanismos de deteccdo e respostas a diferentes tipos de estresse, incluindo choque
osmatico, temperatura, variagdes no pH, radiacdo ultravioleta, danos oxidativos e
exposicdo a antifungicos, mecanismos estes que S0 necessarios para a sua
sobrevivéncia.

Resultados semelhantes foram encontrados por Loureiro et al. (2011), na

avaliacdo do desenvolvimento micelial em diferentes formas de inoculo de S. rolfsii
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sobre a acdo do po de curcuma (Curcuma longa), o qual apresenta acdo antimicrobiana.
O estudo também foi delineado com dois experimentos, um com discos de micélio
(0,5cm de diametro) em meio de cultura, e o outro, com esclerddios do patdgeno. Foram
realizadas cinco avaliagdes, sendo a Ultima 120h apoés a instalacdo dos experimentos. Os
autores observaram que quando foram utilizados discos de micélio, a partir da quinta
avaliacdo, os resultados ndo diferiram ao da quarta avaliacdo, pois 0 patdgeno passou a
ter desenvolvimento micelial aéreo, devido as condi¢des inospitas do meio de cultura.
Concluem que, em funcdo desse experimento, é possivel afirmar que a circuma

interfere negativamente no crescimento micelial do S. rolfsii.
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FIGURA 21. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) do fungo
Sclerotium rolfsii a partir de discos de micélio sob influéncia de
diferentes concentracbes de extrato pirolenhoso de cana-de-agucar
(Saccharum officinarum), avaliados por 48, 72, 96 e 120 horas.
Dourados-MS, UFGD, 2016. Barras seguidas pela letra maiuscula de
mesma cor indicam que as médias ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5 %.
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Com o passar do tempo, devido a limitacdo dos nutrientes, o patdgeno iniciou o
crescimento radial, desenvolvendo-se no meio de cultura em que foram adicionadas as
diferentes concentracdes do EP. Segundo Silva (2014), a ramificacdo das hifas € um
fendmeno importante, pois aumenta a superficie da colénia e, desta forma, aumenta a
assimilacdo dos nutrientes. Assim, nos periodos de avaliacbes seguintes (96 e 120
horas) verificou-se que, com o aumento das concentracfes, houve reducdo linear no
diametro das colbnias. Nos tratamentos de 4000 e 5000 ppm, o crescimento micelial foi
menor, resultando em coldnias de menor diametro, comprovando a acdo fungistatica do
extrato, o qual dificultou o desenvolvimento do fungo. O aspecto geral do crescimento
micelial diario dos discos de micélio de S. rolfsii em diferentes concentracdes de EP de
cana-de-acucar pode ser observado na Figura 22.

FIGURA 22. Aspecto geral do crescimento micelial in vitro dos discos de micélio de
Sclerotium rolfsii na presenca de diferentes concentragbes de extrato
pirolenhoso de cana-de-agucar (Saccharum officinarum), no terceiro
periodo de avaliacdo (96 horas). Dourados-MS, UFGD, 2016.
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Para a varidvel velocidade de crescimento micelial houve reducdo linear
conforme as concentra¢cdes aumentaram (Figura 23). A testemunha apresentou indice
médio de 25,70 e nas doses de 4000 e 5000 ppm o indice reduziu para 12,29 e 10,09,

respectivamente, reducéo de 52 e 61% na velocidade de desenvolvimento do fungo.
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FIGURA 23. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) do fungo
Sclerotium rolfsii a partir de discos de micélio sob influéncia de
diferentes concentraces de extrato pirolenhoso de cana-de-aclcar
(Saccharum officinarum). Dourados-MS, UFGD, 2016.

Resultados semelhantes foram encontrados por Donde et al. (2013), na avaliacéo
do efeito in vitro de extratos vegetais sobre o crescimento micelial do fungo
Phytophthora sp.. Dentre 0s extratos vegetais avaliados, os autores analisaram
diferentes concentragdes do EP de teca (Tectona grandis) e também verificaram que a
maior velocidade de crescimento micelial ocorreu na dose 0 (zero), com indice de 0,74,
enquanto que para a dose de maior concentracdo (2 mL) o indice reduziu para 0,19, ou
seja, reducdo significativa no desenvolvimento do patdégeno sob a acdo do EP. Para a
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variavel crescimento micelial constataram que, em todos os tratamentos, houve reducéo
do crescimento medio micelial a medida que as doses foram elevadas, sendo a maior
dose (2 mL) a mais fungitoxica. Desta forma, os autores concluem que o EP de teca e 0
extrato aquoso de gengibre (Zingiber officinale) foram os extratos vegetais que
obtiveram os melhores resultados na inibicdo do crescimento micelial do fungo
Phytophthora sp. apresentando grande potencial de explorag&o na &rea fitossanitaria.

Na avaliacdo do desenvolvimento micelial a partir de esclerddios, igualmente ao
resultado para os discos de micélio, verificou-se que na maior concentragcdo, 5000 ppm,
no primeiro periodo de avaliacdo 48 horas, ndo houve crescimento micelial (Figura 24).
Nos demais periodos de avaliagdes o crescimento aconteceu em todas as concentragdes,

porém reduzindo-se nas maiores, 4000 e 5000 ppm.
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FIGURA 24. Crescimento micelial (mm) do fungo Sclerotium rolfsii a partir de
esclerddios sob influéncia de diferentes concentragbes de extrato
pirolenhoso de cana-de-agucar (Saccharum officinarum), avaliados por
48, 72, 96 e 120 horas, Dourados-MS, UFGD, 2016.
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No segundo periodo de avalicdo, 72 horas, o maior didmetro de coldnia foi

observado no tratamento testemunha (36,49 mm) e os menores didmetros foram obtidos

nas concentracbes de 4000 e 5000 ppm, com valores de 12,86 e 9,88 mm,

respectivamente. Para o ultimo periodo de avaliacdo (120 horas), no tratamento

testemunha, houve completa colonizacéo das placas pelo patégeno (80 mm), reduzindo

o0 diametro para 39,87 e 29,61 mm nas maiores concentrac¢des (4000 e 5000 ppm).

Para a porcentagem de inibicdo do desenvolvimento micelial das col6nias a

partir de esclerddios, observou-se que na primeira avaliacdo (48 horas) todas as

concentracdes inibiram o desenvolvimento do patégeno, sendo que a de maior valor,

5000 ppm, foi mais expressiva, promovendo 100% de inibi¢do fungica (Figura 25).
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FIGURA 25. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) do fungo
Sclerotium rolfsii a partir de esclerodios sob influéncia de diferentes
concentragfes de extrato pirolenhoso de cana-de-aglcar (Saccharum
officinarum), avaliados por 48, 72, 96 e 120 horas. Dourados-MS,
UFGD, 2016. Barras seguidas pela letra maiuscula de mesma cor
indicam que as médias néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey

a5 %.
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Nas concentraces de 4000, 3000 e 2000 ppm a inibicdo do crescimento do
fitopatdgeno foi de 73%, 59% e 49%, respectivamente (primeiro periodo de avaliagéo).
A concentracdo de 1000 ppm produziu porcentagem de inibigcdo de 21%. A partir de 72
horas houve reducdo na porcentagem de inibicdo do crescimento micelial nas
concentragdes de 2000, 3000, 4000 e 5000 ppm.

O desenvolvimento fungico a partir de esclerddios ocorreu de forma radial e
aerea conforme foram submetidos as diferentes concentra¢fes de EP de cana-de-agUcar
(Figura 26). Nos tratamentos de 3000, 4000 e 5000 ppm, observou-se que O
desenvolvimento do fungo tendeu ao aéreo, devido ao patdgeno obter os nutrientes
necessarios para 0 seu desenvolvimento a partir das reservas da estrutura de
sobrevivéncia, o esclerodio, sem se desenvolver no meio de cultura com adi¢cdo do
extrato. Este fato justifica a estabilizacdo da porcentagem de inibicdo nos periodos de
72,96 e 120 horas.

P

3000 ppm 4000 pom 9000 pom

FIGURA 26. Aspecto geral do crescimento micelial in vitro do fungo Sclerotium rolfsii
a partir de esclerédios na presenca de diferentes concentragdes de extrato
pirolenhoso de cana-de-agucar (Saccharum officinarum), no terceiro
periodo de avaliacdo (96 horas). Dourados-MS, UFGD, 2016.



51

Chagas (2012) avaliou produtos alternativos ao uso de fungicidas comerciais,
como: extrato etanodlico de meldo-de-sdo-caetano (Momordica charantia - folhas e
caule); extrato etandlico de laranja (Citrus sinensis); extrato etandlico de nim
(Azadirachta indica); extrato pirolenhoso; alcool 70% e hipoclorito de sédio a 2%, no
controle in vitro do fungo Amphobotrys ricini e também encontrou resultados positivos
com o uso do EP. O extrato etandlico do caule de M. charantia (meldo-de-sdo-caetano)
(1,66 cm) e 0 EP (1,58 cm) foram os que controlaram o crescimento micelial do isolado
de A. ricini, quando comparados a testemunha (2,41 cm). Na concentracdo de 2000 pL
L™, o extrato do caule de M. charantia e o EP mantiveram o efeito inibitério no controle
do crescimento micelial do patgeno, apresentando valores de 0,5 cm e 0,61 cm,
respectivamente. Para o autor, o tratamento com o produto comercial a base de EP foi o
que apresentou os melhores resultados em todas as concentracdes testadas.

Para a velocidade do crescimento micelial a partir de esclerddios, igualmente ao
experimento com discos de micélio, houve reducdo linear a medida que as
concentracdes aumentaram (Figura 27). A testemunha apresentou indice médio de
25,27 reduzindo para 7,78 na maior concentracao, reducdo essa de 70%. O EP de cana-
de-agUcar apresentou resultados satisfatorios na reducdo do IVCM, uma vez que, na
maior concentracao os valores apresentaram-se proximos ao controle total do patdgeno.

Na andlise estatistica para verificacdo de qual forma de indculo sofreu maior
inibicdo no desenvolvimento fangico pela acdo do EP de cana-de-agUcar, ndo houve
diferenca entre as formas de inéculo estudadas. Conclui-se que a forma de indculo
(disco de micélio e escler6dio) ndo interfere na acdo do EP, pois em ambos 0s
experimentos o extrato produziu efeito significativo na reducdo da velocidade de
crescimento, no diametro de coldnia e maior porcentagem de inibicdo do patdgeno na

concentragdo de 5000 ppm.
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FIGURA 27. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) do fungo
Sclerotium rolfsii a partir de esclerodios sob influéncia de diferentes
concentracdes de extrato pirolenhoso de cana-de-agucar (Saccharum
officinarum). Dourados-MS, UFGD, 2016.

4.3 Avaliacdo da germinacdo carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum sob o extrato
pirolenhoso de cana-de-agUcar

A primeira avaliacdo iniciou 39 dias apos a instalacdo do experimento (DAI),
momento em que foi observada a formacdo de apotécios nos esclerddios da testemunha
agar-agua. Nao houve efeito significativo nas concentracfes testadas para a germinacédo
carpogénica na avaliacdo dos 39 e 42 DAI (Figura 28). Para todas as avaliacOes a partir
de 46 dias apos incubacdo, foram observadas diferenca significativa na germinagéo
carpogénica entre os tratamentos avaliados. Houve reducgdo linear a medida que a

concentragédo do extrato aumentou.
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FIGURA 28. Porcentagem de esclerddios germinados com formacdo de apotécios sob
efeito de diferentes concentragfes do extrato pirolenhoso de cana-de-
acucar (Saccharum officinarum). Dourados-MS, UFGD, 2016.

Silva et al. (2011), na avaliacdo da germinacdo carpogénica de S. sclerotiorum
sob diferentes residuos de plantas cultivadas e seus extratos, encontraram resultados
semelhantes aos deste estudo. Os autores verificaram que, independente se por residuos
ou extratos/particdes, a supressdo da germinacdo carpogénica apresentou-se
permanente, com carater fungicida. Também constataram que todos os extratos dos
residuos das plantas com suas diferentes parti¢es influenciaram negativamente na
germinacdo carpogénica.

Um padrdo semelhante a porcentagem de germinacdo foi observado para o
namero de estipes por esclerddio (Figura 29). Verificou-se que em ambos os periodos

de avaliagdes houve reducdo gradual no numero de estipes conforme as concentracfes
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do EP de cana-de-acucar foram aumentadas. Na primeira avaliacdo, aos 39 dias apds a
incubacéo, verificou-se que as concentracdes afetaram negativamente na formacdo dos
primordios. Os esclerodios que foram submetidos a concentragdo de 5000 ppm, ndo
apresentaram desenvolvimento de estipes. Aos 42, 46 e 49 DAI houve reducao linear no
numero de estipes formadas por esclerodio, conforme as concentragdes do extrato foram
aumentadas. Aos 53 dias ap0s incubacdo, as menores concetracdes (1000 e 2000 ppm)
ndo apresentaram efeito de reducdo na formacdo de estipes nos esclerédios. Nas
concentracdes 3000, 4000 e 5000 ppm, a formacdo de estipes foi menor. A partir de 56

e 60 DAI, ndo houve efeito significativo entre os tratamentos.
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FIGURA 29. Numero de estipes formadas por esclerodio sob efeito de diferentes
concentragdes de extrato pirolenhoso de cana-de-aclcar (Saccharum
officinarum). Dourados-MS, UFGD, 2016.
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Com relacdo ao numero medio de apotécios formados por esclerodio, observou-
se que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos para a primeira avaliagéo
(39 DAI). Para os demais dias, verificou-se que houve reducdo linear na formacéo de
apotécios por esclerédios com o0 aumento das concentracdes. Aos 42, 46 e 49 dias apos
incubacdo, ndo houve desenvolvimento de apotécios nas concentracfes de 4000 e 5000

ppm (Figura 30).
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FIGURA 30. Numero de apotécios formados por esclerodio sob efeito de diferentes

concentracdes de extrato pirolenhoso de cana-de-aclcar (Saccharum
officinarum). Dourados-MS, UFGD, 2016.

Observou-se que o EP de cana-de-aglcar ndo inibiu a formacdo de estipes, mas
dificultou a sua diferenciacdo para apotécio principalmente na concentracdo de 5000
ppm. Verificou-se que em algumas unidades experimentais, onde os esclerodios foram
submetidos a concentracdo de 5000 ppm, ocorreu o desenvolvimento de estipes com
ramificagdes (Figura 31). Constatou-se que, embora o EP néo tenha inibido a formagao
de estipes na maior concentracdo, 0 mesmo ndo permitiu, em sua maioria, 0

desenvolvimento de apotécios conforme foram passando os dias apos a instalacdo do
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experimento (Figuras 31 e 32). Quando houve a formacdo dos apotécios, 0S mesmos
entraram em senescéncia em seguida.

Resultados encontrados por Huang e Blackshaw (1995) corroboram com o0s
achados neste estudo. Na avaliacdo do efeito de herbicidas na germinacéo carpogénica,
o0s autores verificaram que o herbicida atrazina, apesar de promover emissdo de estipes,
provocou a formacao de apotécios anormais. A estipe ndo se diferenciou em apotécio na
forma discoide, mas sofreu ramificacdo em estipes secundérias. Estas deram origem a
apotécios anormais, de forma globosa e filamentosa, as quais, de acordo com
microscopia realizada, mostraram poucos ascos com ascosporos. Outros autores
relataram que herbicidas do grupo das triazinas também levou ao desenvolvimento de
apotécios anormais e que, na maioria dos casos, ndo houve a expansdo do apotécio em
sua forma discoide, evitando a disseminacdo do fungo (RADKE e GRAU, 1986).
Oliveira (2005) também encontrou que o uso de herbicidas, embora ndo influindo na
formacdo de estipes, ndo permitiram o desenvolvimento de apotécios e ascdsporos,

prejudicando a propagacéo do fungo.

FIGURA 31. Estipes com ramificagdes em esclerodios submetidos a concentracdo de
5000 ppm de extrato pirolenhoso de cana-de-aglcar nos diferentes
periodos de avaliagdo apos a instalacdo do experimento (DAI). Dourados-
MS, UFGD, 2016.
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FIGURA 32. Germinacdo carpogénica de esclerédios de Sclerotina sclerotiorum, aos 56
dias apds a instalacdo do experimento (DAI), submetidos a diferentes
concentracdes de extrato pirolenhoso de cana-de-actcar. Dourados-MS,
UFGD, 2016.

Vrisman et al. (2014), avaliando o efeito inibitério de herbicidas e fungicidas
sobre a germinacgdo carpogénica de esclerddios do fungo S. sclerotiorum, observaram
que tanto os herbicidas quanto os fungicidas proporcionaram reducdo na germinacao.
Porém, os tratamentos com os fungicidas apresentaram as menores porcentagens de
germinacao dos esclerddios e proporcionaram a maior formacao de estipes inviaveis.

Costa e Costa (2004), na determinacdo do efeito de fungicidas sobre a
germinacdo carpogénica de esclerodios de S. sclerotiorum no solo, sob condicfes
controladas, verificaram que dentre os fungicidas avaliados o vinclozolin foi o produto
mais eficiente, apresentando 100% de inibicdo na formacdo de estipes e apotécios. O
fungicida fluazinan permitiu apenas a formacdo de estipes inviaveis, resultando na
auséncia de apotécios. Desta forma, é importante ter conhecimento sobre o efeito dos
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produtos que apresentam carater fungicida sobre a viabilidade de esclerddios de S.
sclerotiorum, uma vez que o fungo é agressivo, com vérias formas de infeccao.

A eficiéncia desses produtos no ciclo biolégico do fungo pode influenciar na
reducdo da densidade de inoculo no solo, inibindo tanto a germinagcdo miceliogénica
quanto a carpogénica dos esclerodios. Essas observaces quando encontradas em
condigdes de campo, sdo interessantes no sentido em que podem contribuir para a
reducdo da fonte de indculo na forma de ascosporos (COSTA e COSTA, 2004). No
presente estudo, o EP na concentracdo de 5000 ppm apresentou atuacdo semelhante aos
dos fungicidas citados. N&o inibiu a formacdo de estipes, mas quando formadas, as
mesmas apresentaram-se invidveis. Desta forma, sugere-se que o EP de cana-de-agUcar
apresenta componentes como o acido acético e os compostos fenolicos, ja mencionados
anteriormente, que interferem na germinacdo carpogénica do fungo Sclerotinia
sclerotiorum, dificultando e modificando o desenvolvimento de estipes,
consequentemente, reduzindo a formacéo de apotécios, conferindo ao extrato o carater
de fungicida.

E importante ressaltar que pesquisas in vivo devem ser realizadas para a
comprovacao da eficiéncia dos extratos pirolenhosos de cana-de-acglcar e eucalipto.
Sugere-se avaliar a resposta dos mesmos quando em interacdo com os fatores
ambientais em situacdes de cultivo a campo.



5 CONCLUSOES

Conclui-se que a concentracdo de 5000 ppm dos EP de cana-de-agUcar e
eucalipto apresentaram atividade antifingica sobre Sclerotinia sclerotiorum,
Macrophomina phaseolina, Colletotrichum truncatum e Sclerotium rolfsii. Os extratos
em geral apresentaram fungitoxicidade nas diferentes concentracdes e seu efeito foi
maior nas primeiras horas de contato com os fungos. Na germinagdo carpogénica de
Sclerotinia sclerotiorum o EP de cana-de-agUcar na concentragdo de 4000 e 5000 ppm
promoveu reducdo na porcentagem de esclerodios germinados, bem como reduziu o

numero de apotécios por esclerodio.
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