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Resumo: O fungo Bipolaris oryzae € um dos principais patdgenos que afetam a cultura do arroz. Seu
controle baseia-se na utilizacdo de fungicidas quimicos. Atendendo a necessidade de alternativas de
controle menos téxicas, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito fungitoxico dos extratos aquosos de
aracazeiro (Psidium sp.), pitangueira (Eugenia uniflora), goiabeira serrana (Acca sellowiana) e carqueja
(Baccharis trimera) e do 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis) sobre o fungo B. oryzae. O
delineamento foi inteiramente casualizado em esquema fatorial (4x5), com quatro repeticdes, sendo os
fatores de tratamento os quatro extratos com cinco concentragdes (0, 5, 10, 15 e 20%) e para o 6leo
essencial os tratamentos foram as concentragées (0, 62,5, 125, 250 e 375 mg.mL'l). Foram determinados o
indice de Crescimento Micelial (ICM) e a esporulacdo. Os resultados mostram inibicdo parcial do
crescimento micelial com o extrato de aracazeiro nas concentracdes de 5, 10 e 15%. O extrato de carqueja
apresentou reducdo na esporulagdo com o aumento da concentracdo. O extrato de pitanga mostrou-se
estimulante na esporulacdo do patdégeno na concentracdo de 20%. Ocorreu decréscimo do ICM com o
aumento da concentracdo do dleo de alecrim. As concentracdes de 250 e 375 mg.mL™" do 6leo de alecrim
reduziram a esporulacéo. Os extratos vegetais e o0 6leo de alecrim possuem efeito fungitéxico e fungistatico
em B. oryzae.

Palavras chave: Controle alternativo, Mancha parda, Atividade antifingica.

Fungitoxicity of plant extracts and essential oil o f rosemary in mycelial growth and
sporulation of Bipolaris oryzae

Abstract: Bipolaris oryzae is one of the main pathogens that affect rice culture. Its control is based on the
use of chemical fungicides. Given the need for less toxic control alternatives, the objective of this study was
to evaluate the antifungal effect of aqueous extracts of strawberry guava (Psidium sp.), Surinam cherry
(Eugenia uniflora), Pineapple guava (Acca sellowiana) and broom (Baccharis trimera) and essential oil of
rosemary (Rosmarinus officinalis) on the fungus B. oryzae. The experimental design was completely
randomized in a factorial scheme (4x5), with four replications and treatments factors constituted by the four
extracts with five concentrations (0, 5, 10, 15 and 20%) and for the essential oil the treatments were the
concentrations (0, 62, 5 125, 250 and 375 mg.mL'l). The Mycelial Growth Index (MGI) and sporulation were
determined. The results infer partial inhibition with the extract of Pineapple guava in the concentrations of 5,
10 and 15%. There was a decrease in MGI according to the increase in the concentration of rosemary oil.
The broom extract showed a decrease in sporulation, the higher its concentration. However, the extract of
Surinam cherry presented a stimulating effect on the sporulation of the pathogen in the concentration of
20%. Rosemary oil, at concentrations of 250 and 375 mg.mL™, had the lowest sporulation values. Plant
extracts and rosemary oil have a fungitoxic and fungistatic effect on B. oryzae.

Key words: Alternative control, Brown spot, Antifungal activity.
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Introducéo

O arroz encontra-se dentre as principais
atividades econdémicas do Brasil e, de acordo com
a Companhia Nacional de Abastecimento
[CONAB] (2015), o pais destaca-se no cenario
orizicola mundial como o nono maior produtor e 0
principal da América Latina. A cultura é
convencionalmente produzida em grandes areas
e caracteriza-se pelo uso intensivo de maquinas e
insumos agricolas sintéticos, responsaveis pela
degradacdo do meio ambiente e prejuizos a
salde humana. Frente a essa situacao, tem se
desenvolvido técnicas que procuram adaptar o
sistema convencional de producdo do arroz a um
tipo de producdo organica possibilitando a
reducdo do impacto ambiental e agregacdo de
valor a um produto diferenciado no mercado
(Diaz-Dellavalle, 2012).

Segundo a Sociedade Sul-Brasileira de
Arroz Irrigado [SOSBAI] (2015) a mancha parda
causada por Bipolaris oryzae (Breda de Haan)
Shoemaker esta entre as principais doengas que
afetam a cultura, manifestando-se em todos os
estadios de desenvolvimento da planta,
ocasionando lesGes necroticas em plantulas,
folhas, bainhas e glumela e causando reducéo
significativa do poder germinativo das sementes
com perdas entre 12 e 20% do peso do grdo. De
acordo com a Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina
[EPAGRI] (2010), o controle da doenca baseia-se
na implementacdo do tratamento quimico de
sementes e na pulverizacao foliar de fungicidas.

Pesquisas relacionadas a exploragdo de
alternativas de controle de doencas, compativeis
com o sistema orgénico de producdo vém sendo
realizadas, dentre elas o uso de compostos com
atividade antimicrobiana extraidos de plantas
(Tripathi, Dubey, 2004 & Igbinosa et al., 2009).
Grande parte das plantas possui resisténcia
natural a patdgenos, e esse mecanismo pode
estar relacionado a compostos fungicidas
produzidos naturalmente por elas (Salgado et al.,
2003). Considerando esse aspecto, metabdlitos
podem ser extraidos de folhas, flores, sementes,
e outras partes da planta, em forma de extrato
aquoso, etandlico ou outros solventes (Singh et
al., 1999), para utilizacdo no controle de doencas.

O Rio grande do Sul possui uma grande
diversidade de plantas nativas, dentre elas o
aracazeiro (Psidium sp.), pitangueira (Eugenia
uniflora L.), uvalheira (E. pyriformis Camb.),
goiabeira serrana [Acca sellowiana (O. Berg)
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Burret)], todas da familia Myrtaceae, e de
medicinais como a carqueja [Baccharis trimera
(Less.) DC.)] e o alecrim (Rosmarinus officinalis
L.) (Raseira et al., 2004). Estas espécies séo
comumente cultivadas por pequenos agricultores
e que, além de ja serem conhecidas na medicina
popular, possuem potencial para aproveitamento
no ambito da agricultura familiar e de base
ecologica.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar o
efeito fungitoxico e fungistatico dos extratos
aquosos de aracazeiro, pitangueira, goiabeira-
serrana e do Gleo essencial de alecrim sobre o
crescimento micelial e esporulacéo de B. oryzae.

Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratério
de Patologia de Sementes e Fungos
Fitopatogénicos do Departamento de
Fitossanidade da Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel [FAEM] da Universidade Federal de
Pelotas [UFPel].

0] delineamento foi inteiramente
casualizado com quatro repeticbes. Para os
extratos aquosos utilizou-se esquema fatorial
sendo, os fatores de tratamento constituidos por
guatro extratos e cinco concentracdes (0, 5, 10,
15 e 20%) e no caso do 6leo essencial os
tratamentos foram as diferentes concentracfes
(0,62,5 125, 250 e 375 mg.ml™).

Para o preparo dos extratos foram
coletadas folhas de pitangueira (E.uniflora),
aracazeiro (Psidium sp.), goiabeira-serrana (A.
sellowiana) e carqueja (B. trimera) nos campos
experimentais da Embrapa Clima Temperado. As
folhas foram desinfestadas superficialmente com
solucdo de hipoclorito de so6dio 1% e trituradas
(300g/L de agua destilada). A planta de alecrim
(R. officinalis) foi adquirida de distribuidora
comercial, sendo a extracdo conduzida segundo a
Farmacopeia Brasileira 1V, pelo método de
hidrodestilagcdo através do extrator de Clevenger
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
[ANVISA] (2010). Para isso foram pesados 100g
de folhas e adicionados 500 mL de agua destilada
dentro de um baldo de fundo redondo, sendo
submetidos a extracdo por arraste de vapor por
quatro horas, logo apds o Oleo foi seco com
sulfato de sdOdio anidro e armazenado em
refrigerador ao abrigo da luz.

A andlise da constituicdo quimica do 6leo
essencial de alecrim foi determinada através de
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cromatografo a gas (GC), associado ao
espectrofotdbmetro de massas (MS), modelo
GC/MS-QP 2010SE (Shimadzu, Japédo). O dleo
foi diluido em hexano e injetado no equipamento
através do auto injetor AOC-20i. A quantificacédo
do composto foi realizada através da area
normatizada e a identificacdo dos compostos pela
espectrofotometria de massas utlizando a
biblioteca NIST 8 do GC/MS.

O fungo B. oryzae foi isolado a partir de
sementes de arroz infestadas. O patégeno foi
repicado para placas de Petri (90 x 15 mm)
contendo meio batata-dextrose-agar (BDA). A
identificacdo foi com base em observactes
microscoépicas de estruturas como colbnia, micélio
e esporos, em microscépio Optico, comparando-
as com as descricdes da literatura (Sivanesan,
1987).

Para avaliar o efeito dos extratos vegetais
no crescimento micelial de B. oryzae, estes foram
diluidos em agua destilada esterilizada para
ajuste das concentracbes em 0, 5, 10, 15 e 20%
de cada extrato, incorporados em meio fundente
(BDA + extrato) e vertidos em placas de Petri.
Para ajuste das concentracdes do 6leo essencial
foi realizada a diluicdo em Tween 80 (0,5%).
Foram adicionados 50 mL de BDA em placas de
Petri e, ap6s a solidificacdo do meio, o 6leo
essencial de alecrim foi distribuido com auxilio de
algca de Drigalsky sobre a superficie deste. Apos a
aplicacdo dos tratamentos, foi inoculado no centro
de cada placa um disco de cinco mm de diametro
de BDA contendo o material fangico. As placas
foram vedadas, identificadas e incubadas a
temperatura de 25+2 °C e fotoperiodo de 12
horas.

As avaliagbes foram realizadas por
medi¢cdes do diametro micelial (média de duas
medidas diametralmente opostas), utilizando-se
paquimetro digital, a cada 24 horas a partir da
instalacdo do experimento, perdurando até a
sexta avaliacdo (representando o crescimento
maximo), juntamente com observacdes da
coloracdo da colénia e formacdo de setores
(presenca ou auséncia). A partir dos resultados
determinou-se o indice de Crescimento Micelial
(ICM) calculado através da férmula apresentada a
seqguir:

C1+C2+___+Cn
CM= ( N1+N2+ Nn)

Onde: ICM= crescimento micelial; C1,
C2,..., Cn = crescimento das colbnias na primeira,
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segunda e dUltima avaliagdo; N1, N2,.., Nn =
namero de dias.

Para a avaliacdo da esporulacdo foi
preparada uma suspensdo de esporos para cada
tratamento através da adicdo de 50 mL de agua
destilada esterilizada as placas de Petri. Com o
auxilio de um pincel realizou-se raspagem da
colbnia fungica. A suspensédo obtida foi filtrada,
homogeneizada e, em seguida, quantificado o
ndmero de esporos com o auxilio de uma camara
de Neubauer. Durante a quantificacdo da
esporulacdo foram realizadas observactes
guanto a morfologia dos conidios.

Os dados de ICM foram transformados
para Vx e analisados com os demais quanto &
normalidade pelo teste de Shapiro Wilk; a
homocedasticidade pelo teste de Hartley; e a
independéncia dos residuos por andlise grafica.
Posteriormente, os dados foram submetidos a
andlise de variancia através do teste F (p<0,05).
Constatando significancia estatistica, os efeitos
do 6leo e dos extratos foram comparados pelo
teste de Waller-Duncan (p<0,05) e, quando
presente interacdo dos fatores de tratamento, a
diferenca minima significativa (DMS) do teste foi
plotada no grafico, as diferencas entre os niveis
do tratamento foram consideradas significativas
guando n&o houve sobreposicdo das barras
verticais. Os efeitos das concentracbes foram
avaliados por modelos de regressdo (p<0,05),
conforme segue: y = yo + ax + bx* e y = yo + ax,
onde: y = variavel resposta; yo = variavel resposta
correspondente ao ponto minimo da curva; a =
valor maximo estimado para a variavel resposta;
b = declividade da curva; x = concentracdes (%).

Resultados e discusséao

O extrato de aracazeiro apresentou
decréscimo do ICM ao longo das concentracdes
de 5, 10 e 15%, com diminuicdo de 29,7, 58 e
85%, respectivamente, quando comparado ao
controle  (Figura  1). Esses resultados
evidenciaram o potencial fungistatico do extrato
aquoso de aracazeiro, em baixas concentragdes,
ou seja, provoca uma paralizagdo ou atraso no
crescimento do patégeno. Resultado similar foi
relatado por Mazaro et al. (2013) ao utilizar
extratos vegetais a base de Calendula officinalis
L. sobre o fitopatdgeno Botrytis cinerea Pers. nas
concentracdes de 2,5 e 5%. Existem relatos da
presenca de compostos fenélicos como terpenos,
taninos, flavonoides e isoflavondides na
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composicdo do extrato de aracazeiro, sendo
estes provavelmente responsaveis pela atividade
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antimicrobiana observada em
concentracdes (Tripathi & Dubey, 2004).

algumas

Figura 1 - Indice de crescimento micelial de Bipolaris oryzae em funcdo da aplicacéo dos extratos vegetais
nas concentracfes testadas. (As barras verticais representam a DMS do teste de Waller-Duncan
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Foi observado acréscimo na curva do ICM
na concentracdo de 20% do extrato de aracazeiro
0 qual se igualou aos valores obtidos para os
demais extratos na mesma concentracdo, dessa
forma n&o houve inibicdo do crescimento micelial
do patébgeno e sim um estimulo, quando
comparada as concentracdes de 5, 10 e 15%
deste extrato. Barros (2015) e Venturoso et al.
(2011) relataram estimulo do crescimento micelial
em alguns fitopatdbgenos, como Fusarium solani
(Mart) Sacc. e Sclerotium rolfisi Sacc. utilizando
outros  extratos vegetais. Estes autores
propuseram a existéncia de algum componente
do extrato que poderia estar ativando o
crescimento micelial, em determinadas
concentracdes, ao invés de inibi-lo. Aliado a isso,
alguns fitopatdgenos possuem capacidade de
biotransformar compostos provenientes de
plantas, conduzindo a uma inibicdo parcial do
efeito fungitéxico do extrato, ou seja, o patdégeno
€ capaz de driblar a substancia téxica presente no
meio, realizando assim a detoxificacao através da
conversdo em substancias atoxicas. Contudo,

ndo ¢é possivel afirmar se este efeito de
detoxificacdo possa ser a causa do estimulo do

crescimento micelial nesta concentracéo, pois foi
verificada  inibicdo  parcial nas demais
concentragdes. Dessa forma sdo necessarias
novas pesquisas, incluido a caracterizacdo dos
compostos presentes neste extrato para melhor
compreenséo dos mecanismos envolvidos.

Além da atividade fungitéxica demonstrada
em algumas concentracdes do extrato de
aracazeiro, foram observadas alteracbes na
coloracdo das colbnias, pois estas se
apresentaram mais escuras em comparacao a
colbnias cultivadas em meio sem extrato, além da
formacdo de setores de coloracdo branca
acinzentada (Figura 2). Setores sdo zonas que se
iniciam normalmente com a mesma textura do
micélio e se modificam em relacdo ao restante da
colénia quanto a forma, coloracdo e ndmero. Os
setores sdo formados em culturas assexuadas e
haploides dos fungos e estdo relacionados a
ocorréncia de mutacfes somaticas (Mann et al,
2014). Essas mutagcfes ocorrem por erros na
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duplicacdo cromossémica durante a mitose
devido ao desenvolvimento do fungo em
condicdes de temperatura e nutricdo adversas
como também na presenca de algum composto
com acao fungitoxica. (Kistler & Miao, 1992).
Comportamento semelhante foi relatado por
Franzener et al. (2003) que verificaram alteracdes
morfolégicas nas colénias de  Bipolaris
sorokiniana, sobretudo na cor, pois se
apresentaram escuras, quase negras, em BDA, e
assumiram coloracdo esbranquicada com o
aumento das concentracdes do extrato aquoso de
canfora.

Os extratos de carqueja, goiabeira-serrana
e pitangueira, nas concentracfes de 15 e 20%
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apresentaram decréscimo do ICM quando
comparados ao controle, sendo o extrato de
carqueja, com decréscimos de 34,4 e 51%,
respectivamente (Figura 1). Este comportamento
€ conhecido como dose dependente, ou seja, 0
aumento da concentragcdo € inversamente
proporcional ao crescimento do patégeno, o
mesmo relatado por Bernardo et al. (2015)
utilizando extrato vegetal a base de manjericdo
(Ocimum basilicum L.), carqueja (B. trimera) e
cardo santo (Cnicus benedictus L.), sobre varios
fitopatdbgenos, dentre eles Rhizoctonia solani
Kuhn e Sclerotium rolfsii Sacc.

Figura 2 - Col6nias de Bipolaris oryzae em meio de cultura. A) com extrato vegetal de aracazeiro e B) meio
de cultura sem adic&o de extrato vegetal. As flechas indicam a formacéo de setores na colénia.

Alguns autores mencionam a presenca de
compostos antimicrobianos no 6leo essencial e
nos extratos de carqueja, dentre eles o a-pineno,
B-pineno, carquejol e acetato de carquejila sédo
comumente encontrados em maior quantidade
(Xavier et al, 2011 & Suzuki et al, 2016). Segundo
Rodrigues et al. (2010) alguns compostos como
taninos e flavonoides podem ser encontrados na
pitangueira, onde os taninos e flavonodides séo
conhecidos como componentes polifendlicos
distribuidos em plantas. Dessa forma é possivel
gue a interacdo destes compostos com o fungo
seja responsavel pela inibicdo do crescimento em
determinadas concentracdes.

Para a variavel esporulacdo somente os
extratos de carqueja e pitangueira se ajustaram a

B

modelos de regressédo (Figura 3). O extrato de
cargueja apresentou comportamento
antiesporulante (ou genestatico) conforme o
aumento de sua concentragdo, ou seja, quanto
maior a concentracdo exposta ao patdgeno
menor a sua esporulagdo, sendo que a
concentracdo de 20% reduziu cerca de 40% a
esporulacdo em relagdo as demais. Em
contrapartida o extrato de pitangueira apresentou
efeito contrario ao extrato de carqueja,
estimulando a esporulacdo. Cabe ressaltar que a
concentracao de 20% do extrato de pitangueira
apresentou esporulacdo maior que o controle 0%,
sugerindo que algum componente deste extrato
estimula a esporulagcéo de B. oryzae. Ao avaliar o
efeito do extrato em pdé de acafrdo da terra
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(Curcuma longa L.) sobre a esporulacao de B.
oryzae, Dorneles et al. (2017) observou reducgéo
na esporulacéo dos trés isolados a medida que se
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elevou a concentragdo do extrato, havendo
inibicdes na ordem de 82,7, 84,2, e 83,3%.

Figura 3 - Esporulagéo (Esporos.mL'l x104) de Bipolaris oryzae em funcdo da aplicacdo dos extratos
vegetais nas concentracdes testadas. (As barras verticais representam a DMS do teste de

Waller-Duncan (p<0,05).
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O composto majoritario da amostra do 6leo
de alecrim foi o cineol naconcentracdo de
42,12%. O oleo de alecrim proporcionou
diminuicdo do indice de crescimento micelial
conforme o aumento das concentracdes testadas,
sendo que os menores ICM’s foram obtidos com
as concentragcbes de 250 e 375 mg.mL'l.
Comparando as concentra¢des observa-se que
ao utilizar 63,5 mg.mL'l 0 crescimento de B.
oryzae foi 37% menor quando comparado com o
controle (0 mg.mL™), ja a partir da concentracéo
125 mg.mL'1 0 patégeno apresentou um
crescimento 60% menor, em relacdo ao controle
(0] mg.mL'l) e conforme aumentou-se a
concentracdo o crescimento foi diminuindo
(Figura 4).

Hillen et al. (2012) observou que o 0leo
essencial de alecrim inibiu 100% do crescimento
micelial de R. solani em todas as concentracdes
testadas (20, 40, 60, 100, 200, 500 e 1000 pL).
Este resultado também foi observado no presente
trabalho, onde na concentracdo de 375 mg.mL™
ndo foi observado crescimento micelial e nas
menores concentracdes observou-se reducdo de
crescimento.

A menor esporulagdo de B. oryzae foi
obtida nas maiores concetracdes , 250 e 375
mg.ml'l, (0,12x104 e 1,12x10* esporos.mL'l,
respectivamente) diferenciando-se
estatisticamente  das demais. A  maior
esporulacdo foi observada na concentragdo 62,5
mg.mL'l(29,0 x10* esporos.mL'l) e quando
comparada com o controle foi 70% maior (18,68
x10* esporos.mL™). A partir da concentracdo 125
mg.mL™" a esporulacdo foi 74% menor (6,56 x10*
esporos.mL™) em relacéo ao controle, e a medida
gue se aumentou as concentracbes a
esporulacdo foi reduzida (Figura 5). Nascimento
(2017) observou inibicdo de 100% da esporulagéo
quando foi utilizado o 6leo essencial de alecrim
sobre o fungo Colletotrichum gloeosporioides
(Penz) Sacc.

O dleo essencial de alecrim é constituido
por linalol, 1,8-cineol, a-pineno, borneol, canfora,
acetato de isobomila, valerianato de isonila, &cido
citrico, glicolico, glicinico, rosmarinico, colina,
pectina e rosmarictina (Maia, 2014), dentre outros
compostos que agem na  membrana
citoplasmatica dos microrganismos. Millezi et al.
(2013), relataram que atividade biologica dos
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oleos essenciais € influenciada por diferencas por complexidade da composigdo quimica de um
constituintes quimicos, resultantes Oleo, torna-se dificil relacionar a atividade
depropriedades geneticamente determinadas das biolégica com as substancias presentes.

plantas, idade da ©planta, sazonalidade,
disponibilidade hidrica, temperatura, entre outros,
porém € importante destacar que devido a

Figura 4 - indice de crescimento micelial de Bipolaris oryzae em funcéo da aplicacéo do 6leo essencial de
alecrim em diferentes concentracfes. (As barras verticais representam os intervalos de confianca
a 95%).

Y=14 4518 - 0.0989x + 0 0002 R*=0.977
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Figura 5 - Esporulacdo (Esporos/mL) de Bipolaris oryzae em funcdo da aplicacdo do 6leo essencial de
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Conclusao

O extrato de aracazeiro € promissor na
inibicdo e paralizagdo do crescimento micelial de
Bipolaris oryzae.

O extrato de carqueja apresenta efeito
antiesporulante em Bipolaris oryzae, ao contrario
do extrato de pitangueira que estimula sua
esporulacéo.

O 0Oleo de alecrim apresenta efeito
fungitoxico sobre o crescimento micelial e
esporulacéo in vitro de Bipolaris oryzae.
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