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Introducao

Muitos agricultores sofrem com a propagacao de fungos, sendo um deles o Sclerotium rolfsii, que age sobre a
alface crespa formando um "mofo-cinzento". Ele tem como principal caracteristica um emaranhado de micélio
branco na base do vegetal, em restos de plantas e na superficie do solo. Devido aos esclerddios produzidos, esse
fungo é de dificil controle.

Desse modo, os oleos essenciais e fermentados botanicos vém ganhando destaque e ja mostraram eficacia no
controle de certas doencas, além de serem menos agressivos aos vegetais, como forma de substituicao do uso de
agrotoxicos.

O problema do trabalho tem como origem o fungo Sclerotium rolfsii, que prejudica os vegetais, principalmente a
alface. Portanto, a alternativa da maioria dos agricultores, por falta de opcoes é a aplicacao de agrotéoxicos em
suas plantacoes, o que causa diversos problemas, entre eles, a contaminacao do solo e o auxilio no surgimento de
cepas multirresistentes.

O objetivo principal da pesquisa é avaliar a atividade antifungica in vitro e in vivo de diferentes fermentados
botanicos no desenvolvimento do fitopatégeno Sclerotium rolfsii assim como o 6leo essencial do Eucalyptus
staigeriana.

Materiais e Métodos

e Local:
O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Controle Biologico de Doencas de Plantas - Laboratdrio de
Agricultura Organica da Universidade de Caxias do Sul (UCS) - Caxias do Sul, no periodo de maio a setembro de 2022.

» Isolado fangico:
O fungo Sclerotium rolfsii (A60/19) foi isolado de alface com sintomas de mofo-branco em Caxias do Sul/RS.

 Material vegetal:
O material vegetal, Eucalyptus staigeriana foi coletado na area da Universidade de Caxias do Sul (-29.163003,
-51145408). HUCS (54077).

 Fermentado botanico e analise:

Os compostos fendlicos foram identificados de acordo com sua ordem de eluicao e por comparacao de seu tempo
de retencao com aqueles de seus padroes puros. A analise foi feita em duplicata, sendo o resultado expresso em
Hg/mL de extrato.

Os fermentados de Eucalipto foram produzidos pela juncao de 1,5 L de agua nao tratada e 500 g de planta fresca,
(ramos finos e folhas), liquidificados até ficarem triturados. A fermentacao ocorreu de maneira espontanea e
aerdbica, mantida em ambiente escuro até cessar a fermentacao, e agitada uma vez ao dia. Os compostos
fenolicos dos fermentados foram analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

e Atividade antifungica dos fermentados botanicos:

Para verificar a atividade antifungica dos fermentados botanicos, foram preparados meios de cultura BDA
(Batata- Dextrose-l-'\gar) onde ainda fundente foram adicionados os fermentados botanicos nas concentracgoes de 0,
10, 20 e 40%, cuja 0% corresponde ao controle.

Os meios foram autoclavados a 121° C por 15 min. Os mesmos foram vertidos em placas de Petri, em cinco
repeticoes, e apos a solidificacao do meio foi depositado no centro da placa um disco micelial de 5 mm do fungo
com quatorze dias, previamente isolado. As placas foram vedadas e mantidas incubadas em camaras tipo BOD, a
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas.

Foram medidos os diametros de crescimento micelial ao 30, 70 e 140 dia apos a inoculacao, e com os dados
obtidos foi determinada a porcentagem de inibicao de crescimento (PIC) dos tratamentos em relacao a
testemunha.

o Extracao do 6leo essencial:
O o6leo essencial foi extraido por arraste a vapor durante 2 horas. A percentagem relativa de cada componente
foi obtida das areas dos picos cromatograficos, assumindo que a soma de todos os picos eluidos é 100%.

e Atividade antifungica do 6leo essencial:

As propriedades antifangicas do o6leo essencial foram avaliadas quanto ao seu efeito de contato sobre o
crescimento micelial de fitopatégenos. O efeito da fase de contato do o6leo essencial foi testado de acordo com
Feng e Zheng (2007) com pequenas modificagcoes. As concentracoes de 6leos essenciais utilizadas foram de 0, 10, 50,
100, 150 e 200 (microlitros/100mL), com adicao de Tween 20 (1: 1), diluido em PDA (Potato Dextrose Agar)
autoclavado e fundente (40°C) sob condicoes assépticas. O tratamento controle (0) foi apenas meio BDA. Essas
emulsoes foram vertidas em placas de Petri de 9 cm (0) e, apos solidificacao do meio, inoculadas com discos de
agar 5 mm (0) colonizados por micélio de S. rolfsii com quatorze dias de desenvolvimento (Silva, 2012).

Para cada concentracao, foram utilizadas cinco placas replicadas. A incubacao foi realizada a temperatura de
25°C e fotoperiodo de 12 horas, durante quatorze dias. Medidas ortogonais de diametro por desenvolvimento de
fungo foram realizadas. O crescimento fungico foi registrado no 3°, 7° e 14° dia por medicao do diametro ortogonal.

e Avaliacao in vivo:
A avaliacao in vivo da atividade fungitéoxica do oleo essencial sobre o crescimento micelial de S. rolfsii foi
realizada somente para os testes que apresentaram resultados de controle do patégeno nos testes in vitro.

O fungo depois de quatorze dias de crescimento foi utilizado para o teste in vivo. Para o preparo do inéculo, as
placas foram lavadas com agua destilada autoclavada, e com auxilio de uma alca de Drigalski foi retirado todo o
micélio e os esclerddios. Foi inoculado em cada muda de alface 100 microlitros da solucao com o fungo.

Para cada tratamento foram utilizadas 5 plantulas de alface do tipo crespa. As mesmas adquiridas em comércio
convencional. Estas foram transplantadas em vasos de 1L contendo substrato do tipo Beifort, apos 7 dias do
transplante foram iniciados os tratamentos.

T1: somente patogeno; T2: somente agua;

Preventivos: O dleo essencial foi inoculado por aspersao 5 horas antes de inocular o fungo. T3: concentracao do
oleo: 50 microlitros/100mL de agua destilada autoclavada, com adicao de Tween 20 (1: 1). T4: concentracgao do éleo:
100 microlitros/100mL de agua destilada autoclavada, com adicao de Tween 20 (1: 1). T5: concentracao do 6leo: 150
microlitros/100mL de agua destilada autoclavada, com adicao de Tween 20 (1: 1). T6: concentracao do dleo: 200
microlitros/100mL de agua destilada autoclavada, com adicao de Tween 20 (1: 1).

Curativos: O 6leo essencial foi inoculado por aspersao 5 horas depois de inoculado o fungo. Nos tratamentos T7,
T8, T9, T10, foram as mesmas concentracgoes utilizadas no preventivo. O teste in vivo realizado durou 44 (quarenta
e quatro) dias.

e Analise estatistica:
Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade com auxilio do software AgroEstat.

Resultados

e Ensaio dos oleos essenciais in vitro: Os testes demonstraram a eficacia do 6leo nas concentracoes 0,05%, 0,10%, 0,150% e
0,200% apos a analise dos quatorze dias, uma vez que apresentaram comportamento favoravel a inibicao do fungo.
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Oleo essencial e suas devidas concentracdes apés os 14 dias de andlise
Foto por Nicolli R. Fassbinder

e Analise dos 6leos essenciais in vivo: Os tratamentos curativos T7 e T8 apresentaram os melhores resultados, tendo sido
aplicadas as menores concentracoes do dleo apresentado eficazmente (50 e 100 microlitros). Considerou-se o tamanho,
peso e desenvolvimento das plantas sendo respectivamente 24 e 21 centimetros e 60 e 40 quilogramas, se comparado ao
T1 caracterizado por 16 centimetros e 20 quilogramas (somente patéogeno).

Da esquerda para a direita, respectivamente, T7, T1e T8
Foto por Nicolli R. Fassbinder

 Ensaio dos fermentados botanicos in vitro: Os testes nao demonstraram a eficacia dos fermentados nas concentracoes de
10% 20% e 40% apos a analise dos quatorze dias.
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Fermentados botanicos e suas devidas concentracoes apos os 14 dias de analise
Foto por Nicolli R. Fassbinder

Conclusao

Os fermentados botanicos nao mostraram-se eficazes no controle do fungo. Ja os 6leos essenciais apresentaram
resultados positivos nas concentracoes 0,05%, 0,10%, 0,150% e 0,200% no ensaio in vitro e o T7 (método curativo com 50
microlitros/100mL de agua destilada autoclavada, com adicao de Tween 20) e T8 (método curativo com 100
microlitros/100mL de agua destilada autoclavada, com adicao de Tween 20) na analise in vivo.
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