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RESUMO

O Carvao-do-Milho ¢ uma doenga causada pelo fungo Ustilago maydis (DC.) Corda de
importancia secundéria que acomete a cultura do milho. Manifesta-se tardiamente no plantio
principalmente nos 6rgaos reprodutivos, e pode ocorrer em alta severidade quando ¢ praticado
o recultivo do grao. A doenca tem espalhado-se por diversas regides do pais. O objetivo do
trabalho foi avaliar o efeito de extratos vegetais para o controle de Ustilago maydis in vitro. O
experimento foi conduzido em ambiente de laboratorio onde foram produzidos e testados os
extratos vegetais hidroalcodlicos de Rosmarinus officinalis L., Plumeria pudica Jaq. e
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf. nas concentragdes de 10%, 35%, 50% e 80% com 4
repeti¢des cada sobre inoculos de U. maydis (DC.) Corda, para caracterizacdo de suas
capacidades atividade antifngica. O delineamento experimental foi conduzido inteiramente
casualizado. Observou-se que os extratos a base de C. citratus (1- 10%, 3 — 50% e 4- 80%) se
mostraram potenciais para a inibi¢do do desenvolvimento pro-micelial de U. maydis, sendo a
repeti¢do 4 — 80% o tratamento que apresentou menor desenvolvimento fungico (1,02 cm). O
extrato vegetal de P. pudica apresentou capacidade antifingica significativa em relagdo a
testemunha apenas no tratamento 4 — 80% (1,22 cm). Ja R. officinalis ndo apresentou
atividade antifungica significativa em relagdo ao controle. No experimento /in vitro, pode-se
observar que o extrato de C. citratus e P. pudica diminuiu o crescimento micelial, o primeiro
com maior efetividade. Sendo estes extratos mais indicados para estratégias para o controle do
patogeno.

Palavras-chave: Controle in vitro, Fitopatogeno, Agricultura.



ABSTRACT

Corn Smut is a disease of the fungus Ustilago maydis (DC.) Corda of secondary importance
that affects the corn crop. It occurs late in the planting mainly in the reproductive organs, and
can occur in high severity when the recultivo of the grain is practiced. The disease has spread
throughout various regions of the country. The objective of this work was to evaluate the
effect of plant extracts for the control of Ustilago maydis in vitro. The experiment was
conducted in a laboratory environment where the hydroalcoholic extracts of Rosmarinus
officinalis L., Plumeria pudica Jaq. and Cymbopogon citratus (DC.) Stapf. in the
combinations of 10%, 35%, 50% and 80% with 4 replicates each on inoculates of U. maydis
(DC.) Corda, for characterization of their activities of antifungal activity. The experimental
design was conducted in a completely randomized design. The base extracts of C. citratus (1-
10%, 3-50% and 4-80%) were selected for the inhibition of the pro-mycelial development of
U. maydis, and a 4-80 replicate which has the lowest fungal development (1.02 cm). The
vegetal extract of P. pudica presented greater antifungal capacity than the control only in the
treatment 4 - 80% (1.22 cm). No significant antifungal activities were performed in relation to
control. No in vitro experiment, which can be extracted from C. citratus and P. pudica,
decreased mycelial growth, the first with greater effectiveness. These extracts are most
suitable for pathogen control strategies.

Key words: In vitro control, Phytopathogen, Agriculture.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a fome ¢ o maior problema de ordem social enfrentado pelos paises
subdesenvolvidos, e este problema tende a se agravar no avango dos anos em fung¢do do
crescente aumento populacional (FAO, 1996). Logo, se faz necessario o estudo de meios de
cultivo mais eficientes, para o controle de pragas agricolas que ameacam a quantidade e
qualidade dos alimentos produzidos, e que estes contemplem a demanda necessaria.

Doengas que acometem as plantas ocorrem desde os primordios da antiguidade e
resultam em maleficios ao ser humano tanto em ordem econOmica quanto social
(BERGAMIN FILHO; KIMATI, 1995). Durante o século XIX pesquisadores como Fraz
Unger e Anton de Bary contribuiram para a formagao da ciéncia que se debruca a estudar tais
doencas com o intuito de descrever a sua sintomatologia, etiologia e possiveis patdogenos
responsaveis, culminando iniciando assim os estudos da fitopatologia (GALLI; CARVALHO,
1968). Por meio desta ciéncia, que engloba diversas outras areas, os cientistas produzem e
organizam conhecimentos sobre patologias vegetais, estas podem ser ocasionadas por outros
seres em atuacdo conjunta com a influéncia do meio.

As culturas de cereais anualmente sdo atacadas por diversos patogenos de diferentes
tipos como insetos, fungos, nematoides, virus e bactérias segundo (RESENDE; BERGAMIN
FILHO, 2011). Atualmente busca-se o controle sobre o avanco dessas doencas, e a
disseminacdo desses conhecimentos para os produtores rurais sdo fundamentais para o
combate adequado e preservacdo do solo, maximizando a producdo atual e agricultura
sustentavel (GUANZIROLI; BUAINAIN, 2012).

No Brasil a Fitopatologia ndo possui um historico plenamente definido segundo Galli;
Carvalho (1978). Em estudos no campo da fitopatologia iniciou com pesquisadores
estrangeiros, alemaes, belgas, franceses e italianos. Costa (1975) citou a pesquisa de Arséne
Puthemans como primeiro relato da fitopatologia, em que foi analisada a ocorréncia de uma
bacteriose em cultura de cana-de-agucar no estado da Bahia em 1869.

Com os avancos de estudos na area da fitopatologia doengas até entdo desconhecidas,
quanto a sua etiologia, hoje possuem a correta descricdo do patdgeno, responsavel pela
presenca de sintomas visiveis nos tecidos vegetais, sendo os fungos os principais agentes
etiologicos de patologias nas plantas, ocasionando inumeros prejuizos, notadamente em
monocultivos agricolas de milho (EMBRAPA, 2006) e feijao (EMBRAPA, 2018).

Culturas agricolas do milho e feijdo possuem grande importancia historica, social e

econdmica para a regido nordeste do Brasil (CASTRO, 2012), muitas residentes na regido
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rural utilizam-se da agricultura como unica forma de subsisténcia no interior dos estados da
regido nordeste, sendo este grupo de produtores dos gridos o mais afetado quando ha
incidéncia de doengas como a do Carvao-do-Milho que atacam a lavoura e se proliferam
diminuindo consideravelmente a produ¢do anual, impedindo o recultivo (EMBRAPA, 2016).
Os prejuizos sdo significativos e afetam a maioria das pessoas que dependem uUnica e
exclusivamente do monocultivo de cereais como o milho e o feijdo. Estes grdos estdo
presentes em grande parte da drea plantada do nordeste brasileiro e constituem juntos grande
importancia econdomica, sendo afetados também por periodos de estiagem (SUZANE, 2018).
O presente estudo visa formular um fungicida natural a base do extrato hidroalcodlico
das folhas de Plumeria pudica, Rosimarinus officinalis e Cybnopogon citratus determinando
sua potencialidade como alternativa viavel ao tratamento de frutos de milho inoculados por
esporos de Ustilago maydis. A proposta se faz necessaria pelas constantes e problematicas
perdas no cultivo de milho parte da agricultura familiar, acarretando prejuizos consideraveis a
pequenos produtores na regido do agreste paraibano e no nordeste brasileiro como um todo,

que se utilizam do cultivo do grdo para sua alimentagdo e/ou venda.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Avaliar a agdo inibitoria de extratos vegetais hidroalcoolicos sobre inoculos de Ustilago

maydis (DC.) Corda.

2.2 Objetivos Especificos

Produzir o Extrato Hidroalcoolico Vegetal (EHV) das espécies vegetais Plumeria pudica

Jacq., Rosmarinus officinalis L. e Cymbopogon citratus (DC.) Stapf. nas concentragdes 10%;

35%; 50%; e 80%.

Avaliar o crescimento micelial inicial do patdgeno em meio de cultura DBA.

Determinar quais extratos hidroalcodlicos sdo eficientes para a inibicdo da germinagdo e

controle micelial dos indculos de U. maydis.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cultivo de Z. mays L.

O milho (Zea mays L.) ¢ um dos representantes da familia Poaceae, um dos principais
cereais cultivados no mundo, com producdo mundial de 778,8 milhdes de toneladas entre os
anos de 2007 a 2011 (DEMARCH]I, 2011). No Brasil, onde o milho é produzido em diversas
regides, sua producdo no mesmo periodo foi de 281 milhdes de tonelada (DEMARCHI,
2011).

O Brasil esta entre os maiores produtores mundiais de milho Gama et. al., (2015), a
area cultivada com essa cultura foi de 15,1 milhdes de ha, na safra 2011/2012, (Conab 2012).
A importancia da cultura do milho no cenario agricola vem aumentando nos ultimos anos pela
sua viabilidade econdmica e por representar o mais expressivo cereal, a cultura do milho
obteve aumento de 4,2 toneladas, a na safra 2012/2013 (CONAB, 2013).

Muito utilizado para alimentagdo animal, o milho possui grande diversidade em seu
uso, participando de cerca de 160 produtos diferentes para diversos fins (MIRANDA et al.,
2012), caracterizando assim sua grande importancia econdomica e social. O rendimento do
milho pode ser influenciado por diversos fatores como a disponibilidade hidrica, a fertilidade
do solo, a populacdo de plantas, o sistema de cultivo, o potencial produtivo do hibrido, o
manejo de plantas daninhas, as pragas e também as doencas.

Ressalta-se que um dos principais desafios para o desenvolvimento deste setor ¢ a
disseminacdo de diversos patogenos que infectam a cultura (KUHNEN et al., 2005). A
expansao da fronteira agricola, a ampliacdo das épocas de plantio (safra e safrinha), a adocao
do sistema de plantio direto, o aumento do uso de sistemas de irrigacdo, a auséncia de rotacao
de cultura e o uso de materiais suscetiveis, tém promovido modificacdes importantes na
dinamica populacional dos patogenos, resultando no surgimento, a cada safra, de novos
problemas para a cultura do milho, relacionados a ocorréncia de doencas (COSTA et al.,
2009, 2010).

A cultura do milho esta sujeita a ocorréncia de varias doengas que podem afetar a
producdo, a qualidade, a palatabilidade e o valor nutritivo dos graos e da forragem; dentre as
doengas que ocorrem na cultura do milho, merecem destaque, pela sua importancia: doengas
foliares, podriddes do colmo e das raizes; doencas causadas por bactérias e por virus; doencas
causadas por nematoides e fungos (EMBRAPA, 2010).

A distribuigao destes fungos no Brasil varia em func¢ao da regido e também da €época
em que o milho ¢ cultivado; regides mais altas e frias favorecem algumas doengas enquanto
regides baixas e quentes beneficiam outros grupos de fungos (COSTA et al., 2009). Para
ocorrer uma doenga, € necessario que estejam presentes, a0 mesmo tempo, trés condicdes:
presenca do patdogeno que causa a doenca, plantas suscetiveis ao patégeno e ambiente
favoravel ao desenvolvimento da doenca (FANTIN; DUARTE, 2008). Considerando que a
patogenicidade ¢ devida ao crescimento de estruturas infectivas (esporos e micélio) sobre o
hospedeiro (milho) o presente estudo busca testar extratos vegetais para o possivel controle /in
vitro do desenvolvimento micelial de U. maydis.
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3.2 Fungos como Pragas Agricolas

Os fungos desempenham na natureza diversas fungdes ecologicas que vao desde a sua
participacdo na cadeia decompositora de detritos nos ecossistemas marinhos e terrestres, até o
controle de populacdes de outros seres vivos por meio do controle biologico
(ALEXOPOULOS, 1996). Dentre os papéis ecologicos os fungos estabelecem também
relagdes parasitarias em um amplo espectro de hospedeiros, como exemplo, temos grupos de
fungos especializados em parasitar seres do reino vegetal, denominando-se fungos
fitopatogenos (WEBSTER; WEBER 2007).

As relacOes estabelecidas comumente ocasionam perdas significativas ou ndo, a
depender da severidade da doenga desenvolvida no tecido de hospedeiros, condi¢des
climaticas e a capacidade infectiva do parasita. Os fungos fitopatogenos correspondem ao
grupo de fungos capazes de penetrar em injurias no tecido de hospedeiros ou provocar
agravos sob tais tecidos, sendo lesdes morfologicas gerais e especificas a tecidos vegetais e
em seus frutos (AGRIOS, 1988).

3.3 O Carvao-do-Milho

Dentre as doencas flingicas que acometem as lavouras de milho pode-se destacar o
carvao comum do milho. O agente etiologico é o fungo Ustilago maydis DC. Cda. um fungo
pertencente ao Reino fungi, Filo Dicariomicota e Subfilo Ustilaginomicotina Género Ustilago
sp. segundo taxonomia filogenética (HIBBETT et al., 2007). A doenga causada pelo fungo €
amplamente dispersa no mundo, havendo registro de ocorréncia em diversos paises como
Africa do Sul, Uruguai, Argentina, Espanha, Australia, Bolivia, China, Grécia, Estados
Unidos, Jamaica, México, Portugal, Porto Rico, Russia ¢ Venezuela (FARR; ROSSMAN,
2015). Ja no México o carvao do milho é conhecido como Huitlacoche, produzido em lavoura
para ser isolado e utilizado como condimento na culinaria, temperando os tacos, comida
tradicional da gastronomia mexicana (VILLANUEVA, 1995).

No Brasil, o carvao-do-milho ¢ considerado uma doenca de importancia secundaria,
mas ocorre em todas as dareas onde o milho ¢ produzido (AGROFIT, 2015). O carvao ¢é
diferente de todas as demais doengas do milho, pois as espigas infectadas ndo produzem graos
e sdo perdidas; No lugar dos graos podem ser vistas as estruturas do fungo U. maydis que

formam uma massa negra pulverulenta, por isso o nome carvao (EMBRAPA, 2016). No
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entanto, nas Ultimas safras, a presenc¢a de espigas com carvao parece ter tido um leve aumento
(EMBRAPA, 2016).

Alternativas que visem a diminui¢do da contaminagdo do solo, a producado e aplicacdo
de um extrato vegetal feito a partir de tecidos vegetais de plantas, que possuam na sua
composicdo quimica substincias antifungicas, que ndo comprometam a saude vegetal e
consequentemente humana ¢ um dos objetivos a serem alcangados mediante os estudos ja
divulgados na comunidade cientifica (ARAUJO, 2009).

Em 2013, a doenca foi relatada em Itatira, no Ceara, como preocupante pelos
produtores da regido, que ndo a conheciam, e estavam descartando as espigas contaminadas
(GOMES, 2013). Na ocasido, diversas reportagens foram realizadas sobre a doenga nos meios
de comunicagdo, que relataram a incidéncia de carvao em pelo menos onze comunidades do
local.

Na Paraiba a doenga foi confirmada no sertdao do estado, na cidade de Bom Jesus-PB
na regido de entorno ao municipio de Cajazeiras-PB, segundo a noticia divulgada pelo jornal
Didrio do Sertdo em 2017. Na entrevista feita pela reporter do jornal local, foi relatado o caso
da doenga que acometeu espigas de milho produzidas pela plantacdo do Agricultor José Pedro
da Silva, 71 anos, morador da localidade e produtor do grdo, segundo o mesmo, caso
semelhante ja foi registrado no ano de 1990 na cidade por outro agricultor. Suspeita-se que os
esporos, desde entdo, venham se propagando naquela regido em virtude das condicdes
climaticas favoraveis (DIARIO DO SERTAO, 2016).

Apesar de ser caracterizada como uma doenca de importancia secundaria na cultura do
milho (AGROFIT, 2015), esta doenga ¢ extremamente prejudicial para os pequenos

produtores, que possuem, nesta cultura a base de sua economia familiar (EMBRAPA, 2011).

Os sintomas do carvao sao facilmente visualizados por causa da formacdo de galhas
nas espigas, podendo ocorrer em toda a espiga ou apenas parte dela, na bainha e nervura foliar
(FERNANDES et al., 2004). Dentro destas galhas, sdo produzidos teliosporos escuros,
formando uma massa pulverulenta negra, o que d4 o nome da doenga. O tamanho das galhas
varia de 1 a mais de 30 cm de didmetro e sua localizacdo depende da fase da planta no
momento da infeccdo (PATAKY; SNETSELAAR, 2006). A massa de esporos (telidsporos)
escuros que gera as galhas faz com que os tecidos da membrana dos grdos se rompam,
liberando os esporos (FERNANDES; OLIVEIRA, 1997, AGROFIT, 2015). O controle da
doenga deve ser baseado nas boas praticas agricolas, evitando-se o estresse hidrico e altas

doses de nitrogénio no solo, a retirada das plantas contaminadas também ¢ recomendavel, pois
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¢ fonte de inoculo. A resisténcia genética ¢ uma recomendagdo, porém ¢ pouco conhecida nos
cultivares comerciais (EMBRAPA, 2016). O bom empalhamento, rotacdo de culturas,
reducdo de injurias e de lagartas nas espigas também sdo recomendados para a reducdo da
doenca (AGROFIT, 2015; PEREIRA et al., 2005).

Infelizmente, nem todas as alternativas para o controle da doenga podem ser realizadas
pelos produtores de pequenas lavouras da Paraiba, o estresse hidrico, e a grande quantidade de
nitrogénio no solo, por exemplo, sdo fatores que dificilmente podem ser controlados pelos
agricultores, aliado a inexisténcia de produtos de origem quimica ou natural para o controle

desta doenga.

3.3.1 Ciclo de Vida e Biologia do Patdégeno

O ciclo inicia-se com o rompimento dos tumores fungicos formados (galhas) e
liberacdo de esporos diploides (Figura 2) no ambiente, advindo do parasitismo em outros
hospedeiros (Figura 1).

Figura 1-Tumores em 6rgdo feminino vegetal infectado

SILVA, L.F. 2017

O Fungo fitopatogeno U. maydis possui ciclo de vida biotrofico e este se desenvolve

duas fases no solo e nos tecidos do hospedeiro (PEREIRA et al., 2005).

Figura - 2 Teliosporos de U. maydis. A) aumento de 40x ¢ B) 100x com auxilio de Camera modelo MU 900 AM
SCOPE®. (SILVA, L.F). 2017
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Estes esporos chegam até o solo se alongam (esporideos) e passam por meiose
produzindo quatro nucleos haploides que sdo transferidos para um pro-micélio septado
contendo que portard um nucleo em cada compartimento (fase haploide). Este pro-micélio
segmenta-se formando cada compartimento esporideos que no solo projetam um tubo de
germinacdo quando proximo a outras projecdes geneticamente compativeis, apos a
plasmogamia destas células é formado um pro-micélio desta vez com dicaridtico, este pro-
micélio desenvolve-se e passa a alocar vacuolos em um lado da extremidade formando uma
zona de restricdo que passa a aumentar o desenvolvimento apical da hifa, no apice hd uma
diferencia¢do que culmina na formagdo de um apressorio, este ao entrar em contato com a
parede celular do hospedeiro secreta substincias (Antocianinas) patogenas. Estas substancias
iniciam o processo de infestagdo alterando respostas imunitarias da espécie vegetal fazendo
com que o patogeno ultrapasse a parede celular e entre em contato com a membrana celular

do hospedeiro e também se ramifique para o espaco intracelular (Figura 3).
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Figura- 3 Ciclo de vida Ustilago maydis (CANDOLLE) CORDA

q Flant esll panetration h  Hyphel branching

- J "

J Apopleatic cavity with sggregated hyphas

As hifas do patdogeno ficam completamente encapsuladas pela membrana do
hospedeiro. Durante o inicio do alojamento no tecido hospedeiro ¢ retomado o ciclo de
divisdo celular produzindo hifas dicaridticas com haustorios presentes em regides septadas,

estas estruturas possuem a fungdo de permitir o prolongamento da infec¢do, as hifas ao se
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multiplicarem e aumentarem o espago intracelular constituindo neste uma matriz de nutrientes
(Polissacarideos) que servem como fonte energética. O proximo evento celular, a cariogamia
dos nucleos presentes nas hifas. Os ntlicleos ao possuirem carga genética diploide sdo
separados na juncao dos septos celulares e diferenciam-se em esporos diploides enegrecidos.
Estes esporos sdo liberados ao rompimento do tecido vegetal reiniciando o ciclo (Figura 3)
(LANVER, et.al., 2017)

3.4 Utilizacao de extratos vegetais e seus principios ativos

A utilizacdo de produtos com atividade antifiingica, a partir de plantas, ¢ intensiva
devido a crescente resisténcia destes organismos fitopatogénicos frente aos produtos
sintéticos. Outra problematica ¢ o uso destes pesticidas ao decorrer de anos, pois podem
causar impactos negativos para todos os seres vivos € para o meio ambiente, devido a
poluicdo causada pelos residuos quimicos no solo. Frente a esse problema, estratégias visando
o emprego de novas tecnologias na agricultura moderna, t€ém sido desenvolvidas por meio do
uso de extratos vegetais ou Oleos essenciais provenientes de plantas, para o controle de
doencas e pragas, que visem causar menos danos ao ambiente e a satde humana (AMARAL;
BARA, 2005). As plantas medicinais possuem principios ativos que sdo responsaveis pelas
acoes terapc€uticas, desencadeando diversas reacdes nos vegetais, animais € nos seres humanos
(PEGLOW; VELOSO, 2002). Muitos extratos de plantas medicinais tém sido testados no
controle de doengas em plantas com efeito significativo sobre fitopatogenos (RIBEIRO;
BEDENDO, 1999) apresentando-se assim como uma estratégia promissora para o controle

ecologico destas moléstias.
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4. METERIAS E METODOS

4.1 Coleta de Material Bioldgico

4.1.1 Coleta de Inéculos de U. maydis

Espigas de milho infectadas, com tumores fiingicos, caracterizando a infeccdo do
fungo U. maydis, foram coletadas no distrito de Galante, mais especificamente, na zona rural,
coordenadas (7°18'25.7"S 35°47'56.9"W) na ¢época do inicio de inverno de 2018, entre os
meses de junho e julho, nas lavouras dos pequenos agricultores que produzem o grao
anualmente. Estas espigas foram levadas ao laboratorio de Micologia da Universidade
Estadual da Paraiba (MICOLAB) onde se procedeu a identificagdo microscopica por meio da
producdo de laminas em exame direto com KOH (Hidroxido de Potassio) e posterior
visualizagdo dos esporos em microscopia Otica, para o registro das imagens e medi¢do das
dimensdes dos esporos, foi utilizada a Camera digital acoplada modelo MU 900 AM
SCOPE® Ver. software 3.7.

As caracteristicas observadas foram comparadas as chaves de identificacdo presentes
em sites especializados em taxonomia MicoExpert.com e Mycokays. Os esporos foram
isolados e mantidos em ADE em um periodo de 15 dias antes de sua utilizagdo com auxilio de

agitador magnético.

4.1.2 Coleta do Material Botanico

Folhas de espécimes de P. pudica Jacq. em estagio de desenvolvimento médio foram
coletadas no distrito de Galante durante no més de fevereiro de 2018. As folhas de R.
officinalis e C. citratus foram oriundas da cidade de Itatuba-PB e adquiridas do comércio de
ervas da feira central da cidade de Campina Grande.

4.3 Preparo do Extrato Hidroalcoolico

Todas as folhas foram desinfeccionadas com solu¢do de cloreto de sodio [1%] no
laboratorio de Botanica (LABot) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) e o Extrato
hidroalcodlico vegetal foi preparado por exaustdo em extracdo a frio com agitagdo manual

durante 72 horas no laboratorio de Fitoquimica do departamento de farmacia, seguindo-se os
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métodos tradicionais segundo a Farmacopéia Brasileira (2010). Posteriormente os extratos
foram filtrados em papel filtro ¢ acondicionados em frascos de penicilina de 30 ml, colocados
em estufa térmica a uma temperatura de 50°C para eliminagdo do teor alcoolico por 24 horas,
apos este periodo foram mantidos em temperatura ambiente seguindo metodologia descrita

(BELISARIO et. al., 2009).

4.3 Acompanhamento e Avaliacao

Apos o preparo de concentracdo de esporos a seco seguindo metodologia descrita em
(ALVES; FARIA, 2010) as placas de Petri foram inoculadas com 0,2 ml de uma suspensao de
U. maydis (1,3 x 10° conidios/ml) e receberam discos de papel filtro previamente
esterilizados umedecidos com 2 ml dos extratos hidroalcodlicos nas diferentes concentragdes
(10%; 35%; 50%; 80%) de P. pudica (Buqué-de-noiva), R. oficinallis (Alecrim), e C. citratus
(Capim-santo) logo apods foram acondicionadas em estufa microbiologica em temperatura de
27°C com variacao de +- 2°C. As avaliacdes foram feitas apos 48 horas para verificagdo do
crescimento micelial escolhendo 4 placas aleatoriamente sendo 1 de cada tratamento e
controle, a segunda avaliagdo foi realizada apos 7 dias, medido ao final o crescimento micelial

total apresentado.

4.4 Avaliacao da Micobiota Presente em Graos de Milho

As placas de Petri umedecidas e postas em incubacdo apresentaram crescimento
micelial ap6s 48h. Apos o periodo de tempo de 7 dias todos os graos de milho possuiam
estruturas reprodutivas aéreas de fungos. Com auxilio de um pincel e KOH esporos foram
visualizados e laminas preparadas dos fungos. Estes foram utilizados para identificacdo por
meio da analise de sua morfologia utilizando chaves de identificacdo presentes em sites

especializados na identificacao de fungos.

4.5 Analise Estatistica

As médias de crescimento micelial foram obtidas e processadas pelo Software J
IMAGE. Em seguida a analise estatistica dos dados foi realizada por meio do uso do Software
PAST com um teste de Correlagdo Linear Simples (y=a+bx) para cada tratamento e ANOVA

(Analise de Variancia) seguida de comparacdo de médias pelo teste de TUKEY.
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5 RESULTADOS E DISSCUSAO

5.1 Analise de Micobiota

Foram observadas as presencas de fungos fitopatdogenos e entomopatogenos entre 0s
graos de milho, utilizados no experimento, assim com o fungo tratado no projeto de pesquisa
em questdo U. maydis, sendo este timidamente presente com menor ocorréncia em proporgao
aos demais (Figura — 4).

Segundo (GOULART, 2004) um dos fatores que influenciam a dispersdo de in6culos
de fungos fitopatogenos ¢ o transporte de graos advindos de outros plantios de diversas
regides do pais. Em relatos da incidéncia de U. maydis em regides que anda ndo possuem
casos registrados esta ¢ uma das principais vias de entrada da parasitose segundo
(FERREIRA; FERNANDES, 1978).

Para efeito de analise e confirmacdo de espécies fungicas foram produzidas ldminas a
partir das estruturas reprodutivas visiveis sobre os graos de milho ap6s o experimento feito
em laboratorio (Figura — 5), e as espécies identificadas mediante chaves taxonOmicas

disponibilizadas virtualmente foram agrupadas em nivel de Ordem na Tabela 3.
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Figura — 4. Micobiota de sementes de milho var. Potyguar adquiridas do galpdo regional de armazenamento de

graos da CONAB agreste localizada na cidade de Esperanga — PB.

Micélios Reprodutivos: A — Metharizuim sp.; B — Tricoderma sp.; C — Aspergillus sp. D — Rhizopus sp.; E —
Penicillium sp.

Figura — 5. Laminas Produzidas com esporos para identificagdo morfologica dos fungos.

Esporos: A — Thicoderma sp.; B — Methazium sp.; C — Ustilago sp.




CcM

Tabela 1. Fungos identificados em nivel de ordem.
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Placas de Petri 1 2 3 4
Rhizopus sp. Aspergilus sp. Penicillium sp. | Penicillium sp.
Penicilium sp. | Penicillum sp. e | Aspergillus sp. | Metharizum sp.
Graos de Milho Fusarium sp.
Trichoderma sp. | Metharizium sp. - Thicoderma sp.
- Ustilaginales sp. - -

5.2 Correlacao Linear Simples da atividade dos extratos vegetais em suas repetigoes.

A regressdo linear simples demonstrou uma correlagcdo negativa entre o aumento das

concentragdes dos tratamentos e o desenvolvimento micelial das repeti¢des.

Figura — 6. Correlacdo linear dos tratamentos.

R. officinalis

CM

C. citratus

P. pudica

cM

10 20 0 40
Concentragdes

60 70 8 0

o 0 o 4 0
Concentragdes

C.M = Crescimento Micelial; Concentragoes (0% — 80%).
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5.3 ANOVA (Analise de Variancia)

A andlise de variancia demostrou significancia a 5% na atuacdo dos extratos vegetais

mediante suas concentragdes sobre o desenvolvimento micelial de U. maydis.

Tabela 2- Anélise de Variancia dos Tratamentos x Repeticdes a 5%** de significancia.

ANOVA

Fonte da variagdo s5Q Gl mMQ F valor-P F critico
Extratos Vegetais 2,923 2| 1,4615(13,98565(| 1,89E-05(5,110317897**
Concentrages 1,117666667 410,279417 | 2,673844|0,043886 | 3,767427082**
InteragGes 0,505333333 810,063167|0,604466|0,769116 2,93534053
Entre grupos 4,7025 45 0,1045

5.4 Teste de TUKEY
O teste de Tukey demonstrou que as médias que obtiveram maior inibi¢do micelial
significativa pertenceram aos tratamentos com maior concentragdo alcodlica, se destacando os

extratos vegetais de C. citratus (10%, 1,17; 50%, 1,15; 80%, 1,02) e P. pudica (80%, 1,22).

Tabela 3- Teste de Tukey a 5% de significancia**. DMS = 0,657.

Trat. / Con. Controle
10% 35% 50% 80%
(Cm) (0%)
R. officinalis 2,0ab 1,82ab 1,65ab 1,7ab 1,62ab
P. pudica 1,5ab 1,67ab 1,27ab 1,4ab 1,22bc**
C. citratus 2,0ab 1,17bc** 1,42ab 1,15bc** 1,02bc**

Segundo (SANTOS et al., 2013) a utilizacdo de extratos vegetais ¢ uma importante
alternativa para o controle de micro-organismos como fungos e bactérias causadoras de
moléstias na agricultura extensiva e familiar. A possibilidade de utilizagdo de compostos
naturais para o controle de doengas representa um grande avanco conquistado por pesquisas
voltadas aos principios de defesa do solo e preservacdo do meio ambiente (PASTRO et al.,
2012).

A existéncia de quimicos naturais com efeitos sobre o controle de seres vivos que se

comportam como pragas agricolas abrem novos campos para o controle biologico e inibem
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por consequéncia a utilizacdo de quimicos e outros defensivos (RAMOS et al., 2015) Vale
ressaltar que existe a lei n® 7.802, de 11 de julho de 1989 que dispde sobre a regulamentacado e
fiscalizagdo do uso de agrotoxicos na agricultura para combater o uso indiscriminado destes
(BRASIL, 2018).

Uma problematica muito presente diz respeito a denominagdo e concentragdo das
principais substancias que sdo responsaveis pelo efeito do extrato vegetal sobre os micro-
organismos, carecendo de estudos e métodos mais especificos para a concreta substancia
Antimicrobiana (OSTROSKY et al.,, 2008). Diferentes métodos de extragdo podem
determinar uma melhor qualidade da atuagdo de extratos vegetais, portanto utilizar outros
métodos que possam ser mais eficientes ¢ uma boa estratégia para melhor qualidade de
inibicdo (VEGGI, 2008).

Os extratos vegetais possuem uma grande capacidade de extragdo para diversas
substancias organicas e muitas das vezes estas sdo em sua maioria polares (ALVES et al.,
2010). As diferentes concentracdes definem também diferentes gradientes de disposicdes
quimicas das moléculas com real poder antibidtico.

Os resultados desta pesquisa corroboram com a eficiéncia fungistatica demonstrada
pela acdo de C. citratus a outros grupos de fungos fitopatogenos como Monilinia sp.,
Pestalotiopsis sp., e Rhizopus sp., com eficiéncia também dependente de dosagem
(BIBIANO; SABER, 2017) outra forma de utilizagdo para o controle de fungos fitopatdgenos
¢ a utilizagdo do Oleo essencial que possui comprovada agdo até mesmo contra Fusarium
proliferatum (SOUZA et al., 2007) e F. oxysporum (Morais, 2004).

A espécie P. pudica obteve atividade antifingica consideravel, porém apenas em uma
concentragdo especifica de seu extrato (80%, Ver Tabela — 5), talvez devido a presenga de
quitinases e proteases entre suas substancias foliares segundo (SOUZA, 2018). Estudos
mostram que plantas da familia Apocinaceae possuem atividade bioinseticida comprovada
contra insetos em estadio larval e adulto (BELO et al., 2009), porém estudos que comprovam
a atividade antifiingica ainda sdo escassos, a familia supracitada possui representantes com
capacidade de produgdo de metabodlitos toxicos mas também de interesse para o
desenvolvimento de farmacos segundo (OLIVEIRA, 2000).

Dentre uma amplitude de espécies vegetais que podem atuar como inibidoras do
crescimento de patdogenos se destacam as espécies de importdncia medicinal (FILHO;
YUNES, 1998), isso refor¢a a tese que ainda possuimos um desconhecimento sobre as

diversas utilizagdes possiveis destas espécies vegetais para a biotecnologia e outras areas das
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ciéncias (2001) necessitando de estudos mais aprimorados que determinem sua atividade para

0 uso na agricultura em plantas cultivaveis de interesse economico (PEIXINHO et al., 2017).
6. CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de extratos vegetais hidroalcoodlicos se apresenta como uma alternativa
viavel a inibi¢do do desenvolvimento micelial de U. maydis in vitro apds periodo de 7 dias de
inoculagdo em condi¢des de laboratorio, obtendo crescimento micelial incial consideravel
apos o periodo de 48h.

Dentre os extratos ressalta-se o de C. citratus em uma concentragado alcodlica de 10%,
50% e 80%, sendo este mais promissor no controle micelial e controle do patégeno, podendo
ser considerada sua atividade antifiingica em estudos futuros o desenvolvimento de possiveis
tratamentos de sementes de Z. mays.

O extrato vegetal hidroalcodlico de P. pudica possui capacidade antifingica
consideravel e pode ser empregado para estudos de antibiose em vitro de U. maydis
inicialmente na concentracdo de 80% e a posteriori em outras concentragdes.

Este estudo contribui para meios alternativos da doenca do carvdo do milho
incialmente /n vitro e podera subsidiar futuras pesquisas que visem o controle biologico desta

doenga.
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APENDICE

ROTEIRO PARA PREPARACAO DO EXTRATO VEGETAL

Lavagem das folhas em solugdo de hipoclorito de sodio [1%], para desinfeccdo e

retirada de outros fitopatogenos;

Acomodacdo das folhas em estufa térmica com circulacdo a temperatura constante de

70C°;

Maceracao das folhas em Liquidificador de cozinha
Pesagem em balanca de Precisdo

Armazenamento em potes transliicidos

Homogeneizacdo com concentragdes de alcool.

Filtragem apos 72h em ambiente fora do contato com a luz

Acomodacgao em frascos de penicilina 30 ml em estufa térmica a 50°C pra volatizagao

do alcool no periodo de 1 dia.

Retirada e acondicionamento em temperatura ambiente.
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