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RESUMO

Em virtude dos danos causados por fitopatdgenos em viveiros ou plantios florestais,
buscou-se encontrar formas de controle para estes. Todavia, 0 intenso uso de produtos
quimicos vem causando impactos ao ambiente e aos seres vivos, razdo pela qual tornou-se
necessario fazer uso de produtos naturais com propriedades fungitdxicas. Assim, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar o licor pirolenhoso do Eucalyptus urograndis clone
GG100, como agente inibidor in vitro de Fusarium sp., Ganoderma sp., Macrophomina sp. e
Sclerotium rolfsii. O extrato foi adicionado ao meio de cultura e vertido em placas de Petri.
Posteriormente os fungos foram repicados em discos de 1 mm de diametro e depositados no
centro de cada placa. Os tratamentos utilizados foram: T1: 0, T2: 5, T3: 10, T4: 15e T5: 20
mL.L* de licor pirolenhoso. Os resultados foram submetidos a anélise de variancia pelo teste
F, com nivel de significancia de 5%. As variaveis analisadas foram crescimento fungico,
indice de velocidade de crescimento micelial e porcentagem de inibicdo do crescimento
micelial. Observou-se reducdo gradativa no crescimento micelial, na velocidade de
crescimento e aumento na porcentagem de inibicao de todos os fungos em estudo, na dose de
20 mL.L . Portanto, foi possivel concluir que o extrato pirolenhoso de eucalipto possui

propriedades fungitoxicas para os fungos analisados.

Palavras-chave: Controle alternativo, licor pirolenhoso, Eucalyptus urograndis.



ABSTRACT

Due to damages caused by phitopathogens in nursery or forest plantings, aimed
to find control methods against them. However, the intense use of chemical products is
causing environmental and health impacts, thus became necessary to use natural products with
fungi toxics properties. That way, the present work aimed to evaluate the Eucalyptus
urograndis clone GG100 pyrolysis liquid, in vitro as inhibitory agent against Fusarium sp.,
Ganoderma sp., Macrophomina sp. and Sclerotium rolfsii. The extract was added to culture
medium and placed at Petri dishes. Afterwards, the fungi were peaked into Immameter disks
and placed at the center of each dish. The treatments used were: T1: 0, T2: 5, T3: 10, T4: 15
and T5: 20 mL.L* of pyrolysis liquid. The analyzed variables were fungi growth, index of
mycelial growth rate and percentage of mycelial growth inhibition. The obtained results were
submitted to analysis of variance by F test, to 5% significance level, and the averages were
compared by Tukey test to 5% of probability and proceeding a regression analysis. It was
possible to observe a gradual decrease of mycelial growth, of growth rate and increase of
inhibition percentage of all studied fungi. Therefore, it was possible to conclude that pyrolysis

liquid from Eucalyptus tree has toxic properties against the analyzed fungi species.

Keywords: Alternative control, pyrolysis liquid, Eucalyptus urograndis.
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1 INTRODUCAO
O uso intensivo de produtos quimicos no controle de doencas em plantas vem

causando efeitos nocivos ao ambiente. Residuos destes produtos podem se depositar sobre
plantas, solo e ambientes aquéaticos, contaminando-os, além disso, a dosagem incorreta pode
promover a resisténcia dos microrganismos aos produtos quimicos tornando cada vez mais
dificil o controle. Todos esses fatores contribuem para ocasionar problemas de salde no
homem além da contaminacdo do meio ambiente (SABIK; JEANNOT; RONDEAU, 2000;
PRITHIVIRAJ et al., 1997; CASSAL et al.,, 2014). Em virtude disso, tem-se buscado
produtos naturais para o controle de doencgas em plantas e, entre as alternativas que vem sendo
utilizadas estdo o controle biologico, o uso de extratos vegetais e Oleos essenciais (LANNA
FILHO; FERRO; PINHO, 2010; FRANZENER et al., 2007).

Conforme exposto por Fawcett e Spencer (1970) existem muitas substancias com
potencial fungitoxico ou fungistatico na composi¢do quimica de plantas, motivo pelo qual as
espécies que possuem esse tipo de substancias passaram a ser utilizadas na sintese de extratos
e Oleos vegetais no controle de fitopatologias.

Os extratos vegetais sdo importantes na relacéo ecoldgica planta-microrganismos, pois
sdo constituidos de metabolitos secundarios com propriedades toxicas capazes de eliminar
herbivoros ou patdgenos que atacam a planta (NASCIMENTO; NERY; RODRIGUES, 2008;
PASTOR et al., 2013). Pelo fato de estarem presas ao solo, ndo se locomovendo como 0s
animais, as plantas produzem esses metabolitos como resposta a estresses causados por
fatores bioticos ou abioticos (PASTOR et al., 2014).

Diante disso e com base na utilizacdo popular das espécies, varios pesquisadores tém
realizado estudos sobre a atividade bioldgica das plantas, e muitos tém comprovado que 0s
extratos destas se mostraram capazes de controlar uma ampla diversidade de microrganismos,
inclusive fungos e bactérias (CALLOU et al., 2012). Como exemplo de espécies com esse
potencial, tem-se a Mentha piperita L. (horteld) e a Pimpinella anisum L. (erva-doce) que se
mostraram eficientes ao reduzir a incidéncia dos fungos Fusarium spp., Penicillium spp.,
Aspergillus spp., Verticillium spp., Rhizoctonia spp., Cladosporium sp., Curvularia sp. e
Nigrospora sp., que atacam sementes de Cedrella fissilis Vell. e Cereus jamacaru DC.
(MATA et al., 2009; MIETH, 2007).

Extratos vegetais de espécies florestais também vém sendo estudados com a finalidade
de controlar microrganismos que causam doencas em plantas. A exemplo do nim

(Azadirachta indica A. Juss), espécie de origem asiatica, que possui propriedades fungitoxicas
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e tem sido bastante utilizado no controle de varios patégenos como, Sclerotinia sclerotiorum,
causador do mofo branco em Lycopersicon esculentum Mill., Colletotricum gloeosporioides,
causador da podriddo amarga em Malus domestica Bork., Phakopsora pachyrhizi, causador
da ferrugem asiatica na Glycine max (L.) Merr., dentre outros (SCHMUTTERER 1990;
MELLO; LOURENCO; AMORIM, 2005; LEITE et al., 2009; MEDICE et al., 2007).

Além dos extratos vegetais, outra alternativa que vem sendo aplicada com o objetivo
de restringir a acdo de microrganismos fitopatogénicos € o licor pirolenhoso. O licor, também
conhecido por extrato pirolenhoso, liquido pirolenhoso, vinagre de madeira ou simplesmente
pirolenhoso, é proveniente da condensacdo da fumaca derivada da carbonizacdo da madeira
obtida na producdo de carvdo vegetal (ROGACIANO 2017). Pesquisas realizadas por
Schnitzer et al. (2015), Martins (2017), Oramahi et al. (2018) e Oliveira (2019) relataram os
diversos usos do extrato pirolenhoso como, bioestimulante vegetal, indutor de enraizamento,
fertilizante, fungicida, dentre outros.

Considerando as propriedades inibitorias dos extratos vegetais sobre o
desenvolvimento de fitopatdgenos, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
fungitoxico do licor pirolenhoso de Eucalyptus urograndis clone GG100, no crescimento

micelial in vitro de Fusarium sp., Ganoderma sp., Macrophomina sp. e Sclerotium rolfsii.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doengas em especies florestais

Conforme descrito por Ghini e Bettiol (2000) as doencas em plantas ocorrem
naturalmente nos ambientes com o objetivo, em parte, de conservar o equilibrio biol6gico e a
ciclagem de nutrientes, sendo consideradas benéficas. Entretanto, as doencas em espécies
florestais causam danos potenciais em viveiros e plantios, de diversas espécies como 0
eucalipto, pinus, mogno, araucéria, seringueira, parica, etc., de acordo com 0 exposto por
Auer (2005), Auer e Santos (2009), Gasparotto et al. (2001), Oliveira (1981), Sambugaro et
al. (2004) e Tremacoldi et al. (2009 e 2013).

Diversos patogenos podem causar danos em espécies florestais. Netto e Faiad (1995),
realizando experimentos com sementes de esséncias florestais, encontraram 24 géneros
associados a estas, que foram: Alternaria, Ascochyta, Aspergillus, Chaetomium,
Cladosporium, Colletotrichum, Curvularia, Cylindrocladium, Epicoccum, Eurotium,
Fusarium, Helminthosporium, Macrophoma, Mucor, Nigrospora, Penicillium, Periconio,
Pestalotia, Pithomyces, Phoma, Phomopsis, Rhizoctonia, Torula e Trichoconis. Dentre estes,
0 género que possui maior gama de hospedeiros e é comumente encontrado relacionado a
sementes na literatura, é o Fusarium sp.

Os patdgenos que atacam as espécies florestais podem incidir sobre os individuos em
diversas fases do seu desenvolvimento. De forma geral, os danos provocados pelos patdgenos
em plantas sdo morte em pré-emergéncia, tombamento de mudas, manchas necroticas em
folhas, caules, podriddo radicular, descoloracdo de tecidos, deformac6es como hipertrofias e
subdesenvolvimento, infec¢des latentes, etc. (MENDES et al. 2005). Os principais causadores
desses danos sdo os fungos, que permanecem viaveis por longos periodos de tempo e
provocam irregularidades ou danos na fase de plantula, como citado por Lazarotto (2010).
Mendes et al. (2005) relataram que a espécie Fusarium solani e Pestalotiopsis sp. causam
murcha e manchas foliares, respectivamente, em plantulas de Mimosa caesalpiniaefolia.

Em sementes de Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan (angico-vermelho), Maciel et
al. (2012) verificaram a presenca de Alternaria sp.; Botrytis sp.; Fusarium sp.; Cladosporium
sp. e Pestalotia sp., fungos considerados potencialmente patogénicos, e destes, concluiu-se
que o Fusarium sp. foi transmitido via semente, provocou a ma formacéao do sistema radicular

e dos cotilédones e, consequentemente o tombamento de pré-emergéncia das plantulas.
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Mundialmente, tém sido relatadas doencas que afetam a espécie Acacia mearnsii,
como por exemplo, a ferrugem causada por Uromycladium spp. No Brasil também ha
registros de danos causados pela ferrugem, além da gomose, provocada por Botrytis sp. e
Cylindrocladium sp. (SANTOS; AUER; JUNIOR, 1998; SANTOS; LUZ, 2007; SANTOS;
SOBROSA; COSTA; CORDER, 2001).

Auer e Santos (2011) relataram diversas doencgas que causam danos potenciais a
eucaliptocultura, desde a fase de producdo da muda, até arvores adultas, comprometendo a
producéo e qualidade da madeira. Dentre as doencas mencionadas por esses autores estdo o
cancro, a ferrugem, as manchas foliares, podriddo do cerne de arvores vivas, murcha
bacteriana e a mancha foliar.

Em Pinus sp., foram identificadas varias doencgas provocadas por fitopatdogenos que
incidem sobre esse género. Dentre estas estdo a deterioracdo de sementes, tombamento de
mudas, podridao de raizes, queima de aciculas, seca dos ponteiros, manchas de acicula e a
morte de arvores causada por Hendersonula (AUER; JUNIOR; SANTOS, 2001).

Para a espécie Khaya ivorensis (mogno africano) foram encontrados registros de
fungos causando desfolha nas partes jovens (GASPAROTTO et al., 2001), lesGes e cancros
no tronco (POLTRONIERI et al., 2002; RECHE et al., 2009), mancha areolada, queima do
fio, manchas foliares, mancha zonada, podriddo branca e apodrecimento de raizes
(POLTRONIERI et al., 2000).

Os plantios de Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. de Juss.) Muell-Arg. (seringueira),
na Amazonia, sdo atacados por varias doencas, sendo a principal conhecida como “o mal sul-
americano das folhas" ou simplesmente, mal das folhas, mas além dessa, outras doencas
atingem o0s seringais, como a mancha areolada, a antracnose, crosta negra etc. (SILVA;
SOUZA, 1986).

Em razdo dos problemas causados por fitopatégenos aos plantios e viveiros florestais,
se faz necessario a aplicacdo de metodologias de controle, como o emprego de produtos que
contenham substancias tdxicas capazes de inibir e/ou eliminar o agente causal da doenca.
Dentre esses produtos, tem se destacado o uso de extratos vegetais como uma forma

alternativa a utilizacdo de quimicos no controle de patologias florestais.

2.2 Extratos vegetais
Tendo em vista a procura pela redugdo de danos causados pelos microrganismos

fitopatogénicos, foram desenvolvidos inimeros produtos quimicos para sanar esse problema,

entretanto 0 uso excessivo destes resultou em numerosos efeitos negativos aos recursos
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naturais e a satde humana (CASTRO, 2004). Sendo assim, iniciou-se uma busca mais intensa
por pesquisas para desenvolver produtos alternativos, que fossem naturais e tivessem
potencial fungitoxico ou fungistatico.

Diante disso, os tratamentos alternativos a base de extratos vegetais e 6leos essenciais
tem ganhado cada vez mais espaco ao longo dos anos, e diversos estudos indicando seu
potencial no controle de fitopatdgenos vém sendo realizados. Esses extratos podem ser
obtidos de diversas partes das plantas, desde folhas, cascas e até raizes. Cunico et al. (2006)
produziram extratos a partir de folhas, caule e raizes de Ottonia martiana Miq. (anestésia) que
foram eficientes no controle de F. oxysporum, Colletotrichum acutatum e Rhizoctonia sp.,
havendo reducdo do micélio dos fungos. Balbi-Pefia et al. (2006) trabalharam com extratos de
rizomas de cdrcuma e descobriram que este inibiu o crescimento micelial in vitro de
Alternaria solani.

Diversos estudos ja foram realizados comprovando o potencial de espécies herbaceas e
de uso medicinal no controle de fitopatogenos. Novais et al. (2003) afirmaram que espécies
pertencentes a familia Rutaceae, como a Ruta graveolens L. (arruda) possuem metabolitos
secundarios que inibem o crescimento de microrganismos. Essa espécie também foi estudada
por Almeida, Camargo e Panizzi (2009), os quais relataram que a R. graveolens se mostrou
eficiente no controle a Colletotrichum acutatum causador da flor preta em morangueiros. Os
mesmos autores também testaram extratos de Allium sativum (alho), Nicotiana tabacum
(fumo) e Artemisia absinthium (losna) para controle de C. acutatum e obtiveram resultados
positivos. Igualmente, Lazarotto (2009) trabalhou com A. sativum e observou que essa espéecie
foi eficaz na reducdo a incidéncia de diversos patdgenos que atacam sementes de cedro, como
Phomopsis spp., Penicillium spp., Pestalotia spp., Ascochyta spp., Aspergillus niger,
Trichoderma spp., Rhizoctonia spp. e Colletotrichum spp.

Espécies florestais também vém sendo alvo de pesquisas para conhecer seu potencial
no controle de microrganismos patogénicos. Maia et al. (2013) trabalharam com sanidade de
sementes de Stryphnodendron guianense [Aubl.] Benth. (favinha de paca), Handroanthus
impetiginosus [Mart. Ex DC.] Mattos (ipé roxo) e Jacaranda copaia [Alblet.] D. Don.
(parapard), utilizando extratos de Helicostylis tomenosa [Poep. & Endl.] Rusby (inharé),
Bauhinia splendens HBK (escada de macaco) e Uncaria tomentosa [Willd. ex Roem. &
Schult.] DC. (unha de gato). Os resultados mostraram que o0s extratos de B. splendens e U.
tomentosa foram eficientes em inibir o crescimento micelial de Penicillium sp. em sementes
de H. impetiginosus. Para sementes de J. copaia, o0 melhor extrato aquoso foi B. splendens

que inibiu o Penicillium spp. e o0 de U. tomentosa, para o género Gliomastix sp. Quanto as
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sementes de S. guianense nenhum dos extratos apresentou capacidade para inibir os fungos
encontrados.

Lima e Ferreira Neto (2014) observaram que o extrato etandlico de frutos de Solanum
grandiflorum HOOK, foi capaz de inibir colonias do fungo R. solani. Sartori et al. (2011) e
Bomfim Celoto et al. (2008) trabalharam com extratos de varias espécies e dentre elas o de
Eucaliptus citriodora (eucalipto). Os resultados de ambos os trabalhos mostraram que essa
espécie possui potencial antifungico, sendo capaz de inibir mais de 90% dos esporos de C.
gloeosporioides e o fungo Botrytis sp., que causa danos em flores.

Borges et al. (2013) realizaram experimentos com Mimosa tenuiflora (Mart.) Benth.,
conhecida como jurema-preta, da qual se produziu um extrato aquoso que foi capaz de inibir a
germinacdo, o crescimento micelial e a esporulacdo in vitro da Alternaria cucumerina,
causadora da mancha-de-alternaria em Citrullus lanatus Thumb. Mansf. Outra espécie que
ocorre nesse bioma em que se verificou potencial para inibicdo de crescimento micelial, desta
vez sendo utilizada para producdo de oleo essencial, foi a Lippia sidoides Cham. (alecrim
pimenta), a qual se comprovou eficiente em controlar patdgenos que causam problemas na
micropropagacdo de plantas, como Aspergillus niger, Penicillium sp., Fusarium sp., etc.
(OLIVEIRA et al., 2008).

Silva et al. (2011) realizaram experimentos com extratos de folhas e cascas da espécie
Ziziphus joazeiro Mart., conhecida popularmente como juazeiro, para avaliar seu potencial
antimicrobiano. Os autores observaram que os extratos das folhas foram eficientes em inibir
Mycobacterium smegmatis e Micrococcus luteus e os extratos retirados das cascas também
apresentam potencial antimicrobiano, inibindo Mycobacterium smegmatis, Enterococcus
faecalis, Enterobacter aerogenes, Micrococcus luteus e Candida albicans.

Por apresentar substancias quimicas com atividade antimicrobiana, Callou et al. (2012)
trabalharam com a casca da espécie Mimosa caesalpiniifolia Benth. (sabia) para produzir um
extrato, o qual foi misturado a diferentes solventes (acetato de etila, ciclohexano e metanol) e
testado no controle das seguintes bactérias, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Mycobacterium smegmatis e do fungo Candida albicans. Ao final do experimento, os autores
comprovaram que o extrato solivel em ciclohexano demonstrou ter potencial de controle para
Candida albicans, o extrato solivel em acetato de etila apresentou inibicdo para todos os
microrganismos testados e o extrato metanolico apresentou halos de inibicdo para
Mycobacterium smegmatis e Staphylococcus aureus.

Franca (2019) avaliou o potencial fungitéxico do 6leo essencial de Lippia gracilis L.

(alecrim-da-chapada), comparado com o potencial dos fungicidas comerciais Tiram e
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Mancozebe. O autor testou o 6leo essencial no controle de Colletotrichum gloeosporioides, C.
musae, C. fructicola, C. asianum, Alternaria alternata, A. brassicicola, Fusarium solani, F.
oxysporum f. sp. cubense e Lasiodiplodia theobromae, fungos que causam grandes problemas
em todas as etapas da producdo agricola. Os resultados provaram que o 6leo essencial de L.
gracilis mostrou efeito similar ou superior aos fungicidas utilizados no experimento, havendo
inibicdo micelial total.

Em vista disso, uma alternativa que tém se mostrado promissora no controle de
fitopatogenos é o uso do licor pirolenhoso, liquido este que é resultado do processo de
carbonizagdo da madeira (ZANETTI et al. 2004). O licor pode ser utilizado como adubo
organico (MASCARENHAS et al., 2006), repelente de pragas, de passaros, morcegos e
roedores, além de prevenir doencas em cultivos (ENCARNACAO, 2001).

2.2.1 Licor pirolenhoso

O licor ou extrato pirolenhoso € um subproduto obtido no processo de carbonizacéo da
madeira para producdo de carvao vegetal. Possui coloracdo de amarela a marrom avermelhada
e apresenta cerca de 200 compostos quimicos com destaque para acido acético, acetona,
metanol e agua (BORSUK, 2009; ZANETTI et al., 2003; SILVEIRA, 2010).

A obtencdo do extrato pirolenhoso se da& por meio da manipulacdo do liquido
pirolenhoso para extracdo do alcatrdo insolivel. Assim, é feita a decantacdo artesanal do
liquido e este fica reservado por aproximadamente 100 dias para separacdo das trés fases: a
superior que é composta por 6leos leves; a mediana que contém o extrato pirolenhoso puro e a
inferior que se trata do alcatrdo precipitado. Em seguida, faz-se a destilacdo a vacuo para
separacdo do alcatrdo soluvel e obtém-se o licor pirolenhoso (SILVEIRA, 2010).

Em geral esse subproduto ndo é aproveitado, sendo liberado no ambiente, causando
poluicdo. No entanto, estudos tém demonstrado a importancia e o potencial do licor
pirolenhoso no controle de fitopatégenos (SOUZA-SILVA et al., 2006).

Donde et al. (2013) comprovaram a ac¢do inibitoria do extrato pirolenhoso de teca
sobre crescimento micelial do fungo Phytophthora sp. Pieta (2017) trabalhou com extratos
pirolenhosos de Eucalyptus spp. (eucalipto) e Saccharum officinarum L. (cana-de-acucar) e
observou que ambos apresentam atividade antifingica sobre Sclerotium rolfsii,
Colletotrichum truncatum, Sclerotinia sclerotiorum e Macrophomina phaseolina.

David, Ceresini e Peres (2018), objetivando controlar o fungo Rhizoctonia solani,
causador da queima foliar em citros, realizaram experimentos in vitro com diferentes extratos

vegetais. Os tratamentos consistiram no uso dos extratos de: Vernonia polyanthes Ad. (assa
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peixe), Plectranthus barbatus Andr. (boldo), Azadirachta indica (nim), Camelia sinensis (L.)
Kutntze. (cha-verde), Bauhinia forficata Link. (pata-de-vaca), manipueira (que se trata de um
liqguido amarelo resultante da prensagem das raizes de Manihot esculenta Crantz, conhecida
popularmente como mandioca), e diferentes doses de licor pirolenhoso da espécie
Enterolobium contorsiliguum (Vell.) Morong, conhecida por timburi. Ao final do
experimento, o licor pirolenhoso obteve resultados superiores quando comparado aos demais

extratos utilizados, apresentando efeito fungicida.

2.2.2 Licor pirolenhoso de Eucalyptus urograndis

Pesquisas utilizando o licor pirolenhoso de Eucalyptus urograndis no controle de
fitopatdgenos ainda sdo escassas. Foi encontrado apenas o registro de Almeida (2012) que
realizou experimentos com extrato pirolenhoso dessa espécie, e verificou que este além de
apresentar propriedades antifingicas contra Aspergillus niger, tem potencial para ser utilizado
como conservante de cosmeticos.

Apesar da escassez de estudos com licor pirolenhoso de eucalipto, espécies como
Eucalyptus citriodora Hooker M. vém sendo estudadas para producdo de extratos que
controlem microrganismos patogénicos. Bonaldo et al. (2004) trabalharam com o extrato
aquoso desta espécie e verificaram que esta, além de provocar a inducao a resisténcia, possuli
acdo antifungica contra Colletotrichum lagenarium, em pepino.

Em ensaios para verificar o potencial fungitdxico de dez extratos vegetais, Venturoso
et al. (2011) observaram que o extrato de Eucalyptus citriodora apresentou potencial para

inibir o crescimento micelial de Penicillium sp.
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3 OBJETIVO
O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial fungitdxico do licor

pirolenhoso de Eucalyptus urograndis clone GG100, no crescimento micelial in vitro de
Fusarium sp., Ganoderma sp., Macrophomina sp. e Sclerotium rolfsii.
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4 MATERIAL E METODOS
O experimento foi realizado no Laboratério de Patologia e Biotecnologia Florestal da

Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Campus Mossor6, Rio Grande do Norte. A
pesquisa compreendeu a verificacdo in vitro das caracteristicas fungitdxicas de doses do licor
pirolenhoso sobre o crescimento micelial e esporulagéo dos fungos Fusarium sp., Ganoderma

sp., Macrophomina sp. e Sclerotium rolfsii.

4.1 Obtencéo do licor pirolenhoso
O extrato pirolenhoso foi cedido pelo Professor Alexandre Santos Pimenta, da

Universidade Federal do Rio Grande do Norte — UFRN. Para producdo do extrato foi utilizada
a madeira de Eucalyptus urograndis clone GG100, oriunda de floresta plantada atendida pela
UFRN. A composicao do licor pode ser verificada na Tabela 1 (PIMENTA et al., 2018).

Tabela 1. Compostos quimicos identificados no LP de Eucalyptus urograndis GG100 para diclorometano, éter
dietilico e acetato de etila.

Pico Composto Formula molecular [S).olvente (ée extragag
1 2-metil-2-pentanol CeH140 X - -
2 Ciclopentanona CsHgO X X X
3 2-metil-ciclopentanona CeH100 X X X
4 Tetra-hidro-2,2-dimetoxi-furano CsH1203 X X X
5 3-metil-ciclopentanona CeH100 X X X
6 2-metil-piridina CsH/N X - -
7 2- (metoximetil) -furano CeHsO2 X X X
8 Tetra-hidro-2,5-dimetoxi-furano CsH1203 X X X
9 Anidrido 2-metilpropandico CsH1403 X - -
10 1,4-dioxeno C4HeO: X - -
11 N- nitrosodimetilamina C2HeN2O X X X
12 5-metil-hexa- hidro- 4H -1,3-benzodioxin-4-ona CoH160 - X -
13 2,4-hexadienal CsHgO X - -
14 3-pentanol CsH120 - X -
15 1-metoxi-2-butanol CsH120, - - X
16 4-hidroxi-3-hexanona CsH1202 X - -
17 2-ciclopenteno-1-ona CsHgO X X X
18 3,5-dimetil-ciclo-hexanol CgH160 X X X
19 2-metil-2-ciclopenten-1-ona CsHsO X X X
20 1-hidroxi-2-butanona C4Hg0O- X X X
21 Acido 2-hidroxi-metilico éster-butandico CsH1003 X - X
22 2-ciclohexen-1-ona CsHgO X - -
23 3-furaldeido CsH40; X X X
24 Acido butanéico, éster 2-etilciclohexilico C12H2202 - - X
25 Acido 3-metilbutandico CsH100: X - -
26 Furfural C5H40z X X X
27 3,4-dimetil-2-ciclopenten-1-ona C7H100 X - X

28. 2,3,4-trimetil-2-ciclopenten-1-ona CsH1,0 X X X
29 3-metil-2-ciclopenten-1-ona CeHsO X X X
30 2-acetilfurano CsHeO- X X X
31 Tetra-hidro-2-furanmetanol CsH1002 X X X
32. 1-isopropil-1-ciclopenteno CsHia - - X
33 2,3-dimetil-2-ciclopenten-1-ona C7H100 X X X
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3,4,5-trimetil-2-ciclopenten-1-ona
2-Butanona, 1- (acetiloxi) -
1-acetilciclohexeno
3-metil pirrol
2,3-pentanodiona
3,4,4-trimetil-2-ciclopenten-1-ona
5-metil-2-furancarboxaldeido

Acido pentandico, 4-oxo-, éster metilico

2-furoato de metil
Butirolactona
Acido 4-hidroxi-butandico
3-etil-2-ciclopenten-1-ona
2-acetil-5-metilfurano
Metilbenzoato
2,5-di-hidro-3,5-dimetil-2-furanona
Acetofenona
5-metil-2 ( 5H ) -furanona
3-etil-2-hidroxi-2-ciclopenten-1-ona
2-furanmetanol (&lcool furfarico)
3-metil-2 ( 5H ) -furanona
4,5-dimetil-4-hexen-3-ona
2 (5H) -furanona
2-propilciclohexanona
3-metil-4-hexen-2-ona
1,2-dimetoxi-benzeno (veratrol)
4-hidroxibutanoato de metilo
2,4-Dimetil-1,3-ciclopentanodiona
3-metil-1,2-ciclopentanodiona
2-metoxi-fenol (guaiacol)
3-metil-2-metoxi-fenol

Furan-2-carbaldeido, (N -nitroamidino) hidrazona

2,6-dimetil-fenol
2-metoxi-5-metil-fenol
Maltol
4-metil-2-metoxi-fenol (creosol)
Fenol
2-metil-fenol ( o- cresol)
4-etil-2-metoxi-fenol
4-metil-fenol ( p- cresol)
2,6-dimetil-fenol (2,6-xilenol)
3-metil-fenol ( m- cresol)
2,5-dimetil-fenol (2,5-xilenol)
3,4-dimetoxi-fenol
4-propil-2-metoxi-fenol
2,4-dimetil-fenol (2,4-xilenol)
3-alil-6-metoxi-fenol
3,4-dimetil-fenol (3,4-xilenol)
3-etil-fenol
3,5-dimetil-fenol (3,5-xilenol)
4 5-dimetil-imidazol
2,6-dimetoxi-fenol (seringol)
4-metil-2,6-dimetoxi-fenol
1,2,3-trimetoxi-benzeno
1,2,3-trimetoxi-5-metil-benzeno
2,6-dimetoxi-4-alil-fenol
Guaiacil acetona
2-metil-5-amino-benzoxazol
2-acetil-7-hidroxibenzofurano
2-amino-1-naftol
Hidroquinona

CsH120
CeH1003
CsH120
CsH-N
CsHgO2
CsH120
CsHsO:
CeH1003
CsHeO3
C4HeO2
CsH1003
C7H1O
C7HgO2
CsHsOZ
CeHsOZ
CgHsO
CsHeO:
C7H100;
CsHeO:
CsHeO:
CsH1.0
C4H40;
CoH160
C/H12.0
CgH100:
CsH1003
C7H100;
CesHsO:
C7HsO:
CgH100:
CsH7N503
CgH100
CgH100:
CsHsO3
CgH100:
CeHeO
C7HgO
CoH120;
C7HgO
CsH100
C7HgO
CsH100
CgH1003
C10H1402
CsH100
C10H120,
CgH100
CgH100
CgH100
CsHsN:
CgH1003
CoH1203
CoH1203
C10H1303
C11H1403
C10H1203
C14H12:NO
C10HgO3
C10HgNO
CeHsO2
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D: Diclorometano / E: Eter Dietilico / A:; Acetato de etilo
Fonte: Adaptado de Pimenta et al. (2018)

4.2 Obtencdo dos patdgenos
Os microrganismos, Fusarium sp., Ganoderma sp., Macrophomina sp. e Sclerotium

rolfsii, foram fornecidos pelo Laboratério de Patologia e Biotecnologia Florestal e pelo
Laboratério de Fitopatologia, ambos pertencentes a Universidade Federal Rural do Semi-
Arido, campus Mossoro - RN.

O isolamento de todos os patdgenos foi realizado em meio de cultura batata-dextrose-
agar (BDA). Posteriormente a esse procedimento, os fungos foram repicados e transferidos
para placas de Petri com a finalidade de obter culturas puras, mantendo-as em camara de
germinacdo tipo BOD, com temperatura de 28°C.

4.3 Biotestes in vitro para determinacgdo da atividade antifungica
O experimento realizado consistiu em testes de crescimento micelial, dispostos em

delineamento inteiramente casualizado (DIC) com cinco tratamentos e trés repeticdes cada,
sendo que cada repeticdo possui seis unidades amostrais (placas de Petri), onde foram

adicionadas doses de extrato pirolenhoso.

4.4 Teste de inibicdo do crescimento micelial
Para analisar se o extrato pirolenhoso de cajueiro apresenta caracteristicas toxicas que

reduzam o crescimento micelial e esporulacdo dos fungos testados foram utilizadas cinco
dosagens (T1: 0, T2: 5, T3: 10, T4: 15 e T5: 20 mL.L™? de extrato no de meio de cultura). O
extrato foi adicionado ao meio BDA atraves de uma micropipeta de 5 mL, agitado para total
homogeneizacao, e em seguida vertido em placas de Petri de 90 mm.

Apds a solidificacdo do meio, os fungos foram repicados em discos de 1 cm de
didmetro da cultura pura e depositados no centro de cada placa. Posteriormente, as placas
foram vedadas com plastico filme e acondicionadas em BOD a 28°C. Todas as medi¢bes do
didametro das col6nias se iniciaram 24 horas apds a inoculacdo (para obtencdo de uma média
de duas medidas diametralmente opostas) utilizando-se uma régua milimetrada. As medicdes
se encerraram ap0Os as placas do tratamento 1 estarem completamente colonizadas pelo
micélio do fungo.

As variaveis analisadas no teste de inibicdo de crescimento micelial foram:
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e Crescimento fangico: que através dos valores do crescimento micelial (cm),
foi obtido com base nas Gltimas médias da observacdo de cada repeticdo
referente a seu tratamento.

e Indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM) em (cm/dia):
resultado das médias dos valores diérios de crescimento micelial, para cada
tratamento.

(D —Da)
N

wcM =1

Em que:
D = diametro médio atual da col6nia;
Da = diametro médio da colbnia do dia anterior;

N = numero de dias apés a inoculacao

e Porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial (PI1C): resultado das médias finais
de crescimento das repeticbes, comparadas com o didmetro meédio (cm) dos
tratamentos em relacdo a testemunha.

(0 da testemunha — @ do tratamento)
PIC = x 100
0 da testemunha

4.5 Analise estatistica
Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, ao nivel de

significancia de 5% e as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade,
utilizando o programa estatistico SISVAR®, procedendo-se a analise de regressdo, sendo os

graficos gerados com a utilizagdo do software SigmaPlot®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Inibi¢éo do crescimento micelial

Observou-se uma reducdo gradativa no crescimento micelial dos fungos com o
aumento das doses do licor pirolenhoso proveniente do eucalipto, destacando-se maior
reducdo na dosagem de 20 ml L do extrato (Figura 1).

Figura 1. Crescimento micelial (cm) in vitro dos fungos Fusarium sp. (a), Ganoderma sp. (b), Macrophomina
sp. (¢) e Sclerotium rolfsii (d) sob as seguintes doses de extrato pirolenhoso de eucalipto (Eucalyptus
urograndis): T1: 0, T2: 5, T3: 10, T4: 15e T5: 20 mL.L ™.

10 Fusarium sp. (a) 10 Ganoderma sp. (b)

Crescimento Micelial (cm)
Crescimento micelial (cm)

4 - 4 °
— Y =9,4978 -0.2763x R*=0,97 L ]
® 7 P . [ ]

2 — Y =9,0668 -0,3734x R*=0,96 2 A

0 ; 0 T T ]
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

Doses do extrato ( ml T.") Doses do extrato ( ml L)
10 4 1 10 4 . .

‘ . Macrophomina sp. (c) l Sclerotium rolfsii (d)

e
]
L

6 4

Crescimento micelial (cm)
Crescimento micelial (¢cm)
®

] LJ
4 A — Y =9,0213 +0,1231x -0,0115x* R*= 0,97 44
L]
21 21 — Y =83706-02781x R*=0,96
0 T T T 1 0 T T T 1
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

Doses do extrato (ml L") Doses do extrato ( ml T.'l)

Fonte: A autora (2020).

Pieta (2017) relatou resultados semelhantes, utilizando o extrato pirolenhoso de cana-
de-acucar no controle de Sclerotinia sclerotiorum, com maior inibicdo do crescimento
micelial na maior concentracdo (5 ml L?). A mesma autora, trabalhando com extrato
pirolenhoso de eucalipto observou que inicialmente as menores doses favoreceram o
crescimento micelial, entretanto com o aumento das dosagens houve redugéo de 33% na

maior concentragdo (5ml LY).
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David, Ceresini e Peres (2018) encontraram resultados diferentes, utilizando o extrato
pirolenhoso de timburi no controle de Rhizoctonia solani, em que a concentracdo de 1 ml
conseguiu inibir 100% do crescimento micelial.

Dentre os patdgenos estudados, foi possivel perceber que a Macrophomina sp. exibiu
comportamento distinto, pois obteve redugdo micelial inferior comparada com os demais
microrganismos, na qual as coldnias do tratamento testemunha (T1) tinham cerca de 9 cm de
didmetro e as que foram submetidas ao tratamento de maior concentracdo apresentaram 7 cm
de didmetro. Contudo, esse resultado difere do observado por Pieta (2017), em que houve
expressiva reducdo micelial da Macrophomina phaseolina na presenca do extrato pirolenhoso
de cana-de-aglicar, com menor didmetro de coldnias na concentragéo de 5 ml L™,

Para os demais microrganismos em estudo o extrato pirolenhoso atuou de forma mais
expressiva na reducdo do crescimento micelial. Com relagdo ao Fusarium sp. a col6nia
testemunha apresentava 9 cm de didmetro, com o aumento da concentracdo esse diametro foi
reduzindo, chegando a menos de 2 cm no T5 (20 ml L™).

Quanto ao Ganoderma sp., a colénia referente ao T1 possuia aproximadamente 10 cm
de didmetro, j& a que foi submetida a maior concentracéo do extrato, apresentou um didmetro
de 4 cm. Para o Sclerotium rolfsii a colénia do T1 possuia pouco mais de 8 cm de didmetro e
a pertencente ao T5 exibiu colénias com 3 cm.

Na Tabela 2 € possivel confirmar que houve diferenga estatistica no crescimento
micelial entre as doses utilizadas, destacando-se o tratamento 5 (maior dose do extrato) com

menor crescimento, em relacdo aos demais.

Tabela 2. Crescimento micelial (cm) in vitro dos fungos Fusarium sp. (a), Ganoderma sp. (b), Macrophomina
sp. (c) e Sclerotium rolfsii (d) sob as seguintes doses de extrato pirolenhoso de eucalipto (Eucalyptus
urograndis): T1: 0, T2: 5, T3: 10, T4: 15e T5: 20 mL.L ™.

Tratamento - Fungo - - ~
Fusarium sp.  Ganoderma sp. Macrophomina sp.  Sclerotium rolfsii

1 9,09 a* 8,91a 9,15a 9,09 a

2 8,01b 8,88 a 9,14 a 6,32 b

3 451c 6,63 b 8,99 a 4,95 ¢

4 2,59d 579c¢ 8,66 b 4,58 c

5 2,46 d 3,61d 6,74 c 3,01d

*Meédias seguidas da mesma letra mintscula ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade
Fonte: A autora (2020).
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5.2 Indice de velocidade de crescimento
Na Figura 2, pode ser observado o indice de velocidade de crescimento (IVCM) para

todos os fungos.

Figura 2. indice de velocidade de crescimento micelial in vitro (IVCM) (cm/dia) dos fungos Fusarium sp. (),
Ganoderma sp. (b), Macrophomina sp. (c) e Sclerotium rolfsii (d) sob a aplicacdo de doses de extrato
pirolenhoso de eucalipto (Eucalyptus urograndis): T1: 0, T2: 5, T3: 10, T4: 15e T5: 20 mL.L L.
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Fonte: A autora (2020).

No tratamento testemunha do Fusarium sp. o IVCM era de aproximadamente 2,3
cm/dia, enquanto para a maior dose o IVCM foi inferior (0,5 cm/dia) chegando a ser quase 5
vezes menor que o da testemunha.

O Ganoderma sp. apresentou reducdo do IVCM mais lenta quando comparada com o
Fusarium sp. e Sclerotium rolfsii, isso pode ser explicado em razdo desse microrganismo
levar mais tempo para comecar a se desenvolver em meio BDA. No T1 o Ganoderma sp.
exibiu um IVCM de 1,4 cm/dia e com 0 aumento da concentracdo, esse indice foi reduzido

cerca de 2 vezes, resultando em um IVCM de 0,6 cm/dia para o T5.
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Com relagdo a Macrophomina sp., o T5 apresentou um IVCM de 2,3 cm/dia, que
também foi inferior ao observado na testemunha (3,0 cm/dia). Entretanto, s6 houve efeito
significativo do licor sobre esse microrganismo a partir da dose de 15 ml L.

Pieta et al. (2017) também verificou comportamento semelhante para Macrophomina
phaseolina, em que o tratamento com a maior concentragdo (5 ml L) dos extratos de cana-
de-acUcar e de eucalipto promoveram menor velocidade no crescimento desse fungo.

Para Sclerotinia sclerotiorum, a mesma autora observou que o0s extratos de cana-de-
acucar e eucalipto também foram capazes de diminuir significativamente a velocidade de
crescimento do patdgeno, apresentando IVCM de 0,61 e 2,6 cm/dia respectivamente.

Da mesma forma, o Sclerotium rolfsii no tratamento de maior concentragdo obteve
menor IVCM (1,0 cm/dia), sendo aproximadamente 2 vezes menor que o testemunha (2,8
cm/dia).

Conforme a Tabela 3 pode-se notar que os tratamentos com maiores doses (T4 e T5)
possuem colonias com menores didametros, indicando uma redugdo na velocidade do

crescimento micelial ao longo dos dias.

Tabela 3. indice de velocidade de crescimento micelial in vitro (IVCM) (cm/dia) dos fungos Fusarium sp. (a),
Ganoderma sp. (b), Macrophomina sp. (c) e Sclerotium rolfsii (d) sob a aplicacdo de doses de extrato
pirolenhoso de eucalipto (Eucalyptus urograndis): T1: 0, T2: 5, T3: 10, T4: 15e T5: 20 mL.L .

Fungos
Tratamento Fusarium sp.  Ganoderma sp. Macrophomina sp.  Sclerotium rolfsii
1 2,27 a* 1,27 a 3,05a 3,03a
2 2,00 b 1,27 a 3,05a 2,11 b
3 1,13 ¢ 0,94 b 3,00 a 1,65c
4 0,65d 0,82¢ 2,89 b 1,53¢
5 0,62 d 0,50 d 2,25 ¢ 1,00d

*Médias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade
Fonte: A autora (2020).

Assim como o extrato pirolenhoso de Eucalyptus urograndis apresentou acdo
fungitoxica sobre os microrganismos em estudo, reduzindo a velocidade do crescimento
micelial, Donde et al. (2013) trabalhando com diversos extratos relataram que o licor
pirolenhoso de teca reduziu significativamente a velocidade do crescimento micelial de

Phytophthora sp. na maior dose (2 ml).
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5.3 Porcentagem de inibigdo do crescimento micelial
Com o aumento das concentragdes do extrato pirolenhoso observou-se maior

porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (P1C) para todos os fungos (Figura 3).

Figura 3. Porcentagem de inibicdo do crescimento (PIC) micelial (%) in vitro dos fungos Fusarium sp. (a),
Ganoderma sp. (b), Macrophomina sp. (c) e Sclerotium rolfsii (d) sob a aplicagdo de doses de extrato
pirolenhoso de eucalipto (Eucalyptus urograndis): T1: 0, T2: 5, T3: 10, T4: 15e T5: 20 mL.L ™.
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Fonte: A autora (2020).

O Fusarium sp. apresentou a maior taxa de inibicao, de 80% para a maior dose (20 ml
L1). A segunda maior porcentagem de inibigdo foi obtida também no T5, para o Sclerotium
rolfsii, com cerca de 70%. Para o Ganoderma sp. a porcentagem de inibicao foi pouco menor
gue 60%, no tratamento 5.

No presente estudo, novamente destacou-se a Macrophomina sp., que teve menor PIC,
comparado com os demais, sendo em torno de 30% para o T5.

No experimento realizado por Pieta (2017), a Macrophomina phaseolina teve
significativa reducdo de seu desenvolvimento, no qual o tratamento de maior concentracgdo (5

ml L) provocou maior inibicdo do desenvolvimento do fungo.
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Com relacdo a Sclerotinia sclerotiorum, a autora mencionada anteriormente relatou
que, a maior concentracdo dos extratos de cana-de-acUcar e eucalipto apresentou porcentagens
de inibicdo mais significativas, sendo de 33% e 91%, respectivamente.

De acordo com a Tabela 4 pode-se observar que o tratamento 5 foi 0 que exibiu
maiores porcentagens de inibi¢do do crescimento micelial, confirmando a agdo fungitdxica do

extrato de Eucalyptus urograndis GG100 sobre os fungos em estudo.

Tabela 4. Porcentagem de inibicdo do crescimento (PIC) micelial (%) in vitro dos fungos Fusarium sp. (a),
Ganoderma sp. (b), Macrophomina sp. (c) e Sclerotium rolfsii (d) sob a aplicagdo de doses de extrato
pirolenhoso de eucalipto (Eucalyptus urograndis): T1: 0, T2: 5, T3: 10, T4: 15e T5: 20 mL.L L.

Tratamento - Fungo - - -
Fusarium sp.  Ganoderma sp. Macrophomina sp.  Sclerotium rolfsii

1 0,00 d* 0,00d 0,00 c 0,00d

2 11,85¢ 0,19d 0,09 c 30,44 ¢

3 50,40 b 25,71 ¢ 1,76 c 45,54 b

4 71,50 a 35,21b 529b 49,60 b

5 72,88 a 60,17 a 26,36 a 66,90 a

*Médias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade
Fonte: A autora (2020).

A atividade fungitoxica do extrato pirolenhoso de Eucalyptus urograndis GG100,
observada nos resultados do presente estudo, € devido a presenca dos altos teores de guaiacol,
fenol, cresdis e furfural (PIMENTA et al., 2018), apresentados na tabela 1.

Esses compostos também possuem atividade antibacteriana e essas propriedades nao
podem ser atribuidas apenas a um Gnico composto, mas a combinacdo de varios (YANG et
al., 2016).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O extrato pirolenhoso de eucalipto possui propriedades fungitdxicas sobre o
crescimento micelial de Fusarium sp., Ganoderma sp., Macrophomina sp. e Sclerotium
rolfsii.

Embora tenha havido reducdo no crescimento da colonia, a Macrophomina sp.
apresentou comportamento distinto ao dos demais fungos trabalhados, mostrando-se mais

resistente as doses trabalhadas nesse estudo.
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