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RESUMO

O milho (Zea mays) € uma graminea pertencente a familia Poaceae e essa espécie ocupa
grande parte das atividades agropecuarias no Brasil. O manejo inadequado da cultura pode
ocasionar o aumento das doengas como, por exemplo, Fusarium verticillioides e Fusarium
graminearum. Atualmente, o uso intensivo de formulados quimicos para controle de doengas
vem causando danos a saude humana e danos ambientais. Com isso, vem se estudando
métodos alternativos de controle que teve por objetivo controlar doencas e pragas, mas sem
ter o mesmo efeito problemético dos defensivos agricolas. A busca de substitutos para estes
produtos sintéticos, tem se encontrado nas plantas medicinais que podem ser uma alternativa
de interesse econémico e ecoldgico bastante promissor. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade antifungica in vitro dos extratos brutos de plantas medicinais
Allium sativum, Senecio brasiliensis, Baccharis trimera e Rosmarinus officinalis sobre o
desenvolvimento de Fusarium graminearum e Fusarium verticillioides e o efeito desses
extratos sobre a germinacao e desenvolvimento de plantulas de milho. Os resultados a serem
obtidos com o desenvolvimento do projeto fornecerdo o conhecimento dos potenciais efeitos
fungitoxicos dos extratos aquosos das plantas medicinais sobre o desenvolvimento dos fungos
Fusarium graminearum e Fusarium verticillioides. A proposta do projeto sera oferecida para
pequenos produtores interessados em produzir produtos organicos. Resultando em alimentos
mais saudaveis, maior produtividade, aumento da renda do produtor e menor risco de

contaminacdo do meio ambiente.

Palavras-chave: Fusarium graminearum, Fusarium verticillioides, milho, Extratos Brutos
Aqguosos e Controle Alternativo.



SUMARIO

L. INTRODUGAOD ...oooveeeeeeeeeeee oo es s 5
2. JUSTIFICATIVA ettt st bt et b e bt et e bt e at et e sat e besbeeatenbesaeenteee 6
3. REVISAO DA LITERATURA ......cooieeeeeeeeeeeeeses s ses s ses s ses s sss s ssssasssssassasssssassassassassassaneans 7
3.1, CURUrA A0 MITN0 ettt 7
3.2.  Fungos Fitopatogénicos: Fusarium graminearum e Fusarium verticillioides.............c......... 8
3.3.  Controle de espécies do gnero FUSAITUM .......c.ccuvueireireririeieereeee et 10
3.4.  Métodos alternativos de controle de doengas em plantas..........cccooveerererireneeineieniecnieeene 11
3.5.  Plantas medicinais no controle de fitopatOgeNOS ........cceveeveeviireerieieecececeee e 12
4. OBIETIVOS ...ttt sttt ettt e b e s bt e s ae e st e st e et e e be e s bt e smeeeaeeenteenteenteens 14
4.1, ODJELIVO GEIAL ..ottt ettt b ettt eae e 14
4.2, ODbjetiVOS ESPECITICOS . ...cuiuiieiiiriirieiirieterte ettt 14
5. METODOLOGIA ...ttt sttt et et s b e e s bt e s e e satesabesabe e beesseesaeesasesnseenteenseens 15
5.1.  Obtencéo dos fungos Fusarium graminearum e Fusarium verticillioides..........c.ccccccueuenee. 15
5.2. Obtencdo dos EBA (Extratos BrutoS AQUOS0S) ......cceeeruereerueriereereeeeeeesiesiessessessenseneeseenens 15
5.3.  Auvaliacao do crescimento MiCelial........cocooerieieieiririreseeee e 15
5.4.  Contagem e avaliacdo da germinagao dos CONIAIOS ........cecververierieieiereeiee et 16
5.5.  Auvaliacdo da germinagdo das sementes inoculadas artificialmente com F. graminearum e F.
verticillioides tratadas COm eXtrat0s VEGELAIS.........cceveeveeiiieeeiieieeieste e ste e e ste e e sre e aesteeanenrens 17
5.6.  Auvaliacdo do desenvolvimento de plantulas a partir de sementes inoculadas artificialmente
com Fusarium graminearum e Fusarium verticillioides tratadas com extratos vegetais.................. 18
6. RESULTADOS ESPERADOS ...ttt ettt ettt st beesbe e sae e st ereeneee 19
7. CRONOGRAMA . ettt e h ettt et e e bt esbe e shtesabesabe e be e bt e sbeesnteeneeeateeteens 20
8. ORCAMENTO ..ot eeee e ee s s eee e seees s seseseseess s se s ss e sesesesess s seseees s seseseseseees 21
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt eees st eesessas s sesss s ssssssessssessssessasssneees 23

ANEXO A - Produtos derivados do milho ou que contém seus componentes isolados ou transformados
INAUSTITAIMENTE. ...ttt 26



1.  INTRODUCAO

O milho (Zea mays) € uma graminea pertencente a familia Poaceae e essa espécie ocupa
grande parte das atividades agropecuérias rurais, por ser a mais produzida. O aumento de
sistemas de plantio direto, a ampliacdo do uso de sistemas de irrigagéo e as utilizagcOes de

espécie suscetiveis podem estar relacionados com o aumento das doencas na cultura do milho.

Como exemplo de espécies de fungo mais amplamente distribuido na cultura do milho
pode-se citar as espécies de Fusarium verticillioides e Fusarium graminearum. Essas espécies
causam diversos problemas como morte de plantulas, podridao de espiga, podridao de colmo,
podendo levar a reduc¢des na produtividade e na qualidade dos grdos. Além de essas espécies
causarem danos na planta, também podem causar intoxicacdo alimentar em animais e seres

humanos, através de micotoxinas como a fumonisina.

Ha& praticamente meio século, vem se utilizado defensivos quimicos para o controle de
pragas e doencas. O uso excessivo desses formulados vem causando através dos tempos danos
a saude humana e danos ambientais. Os métodos de controle alternativo tém o objetivo de

controlar doencas e pragas, sem ter o mesmo efeito problemético dos defensivos agricolas.

Um dos métodos que vem sendo utilizado é a exploracdo de compostos provenientes de
extratos brutos ou dleos essenciais de plantas medicinais que podem induzir a resisténcia de

plantas como podem também ter um efeito toxico sobre o patdgeno.



2. JUSTIFICATIVA

Nos altimos anos, o controle das doencas na agricultura tem aumentado intensivamente,
sendo realizado basicamente através do emprego de defensivos agricolas, que geram altos
custos e riscos ambientais (desequilibrio ecolégico) e toxicologicos (elevada concentra¢do nos
alimentos). Tambem tem se verificado que o uso intenso desses defensivos tem aumentado a

resisténcia de fitopatdgenos, pragas e plantas daninhas a certos agrotdxicos.

A busca de substitutos para estes produtos sintéticos, tem encontrado nas plantas
medicinais uma alternativa de interesse econémico e ecoldgico bastante promissor. O uso de
extratos vegetais e Gleos essenciais, por exemplo, tém sido fonte de inimeras pesquisas que
comprovam sua eficacia. E o emprego desses extratos e 6leos essenciais pode ser uma forma

mais sustentavel para o0 uso em pequenas propriedades rurais.

Atualmente, tem se verificado poucos estudos sobre o uso do método de controle
alternativo através de plantas medicinais sobre os fitopatdgenos Fusarium graminearum e
Fusarium verticillioides, os quais podem ocasionar grandes perdas em areas produtoras de
grdos e também problemas relacionados com a intoxicacdo alimentar por animais e seres
humanos através das micotoxinas sintetizados por ambos os fungos. Além de produzir
micotoxinas estes fitopatdgenos causam reducdes no rendimento de graos, reducao do poder

germinativo e do vigor das sementes.

Diante disso, o intuito deste projeto é de avaliar as propriedades fungitoxicas de plantas
encontradas na regido de Curitibanos — Santa Catarina como o Alecrim (Rosmarinus
officinalis), Alho (Allium sativum), Carqueja (Baccharis trimera) e Maria-mole (Senecio
brasiliensis) sobre desenvolvimento in vitro dos fungos fitopatogénicos Fusarium

graminearum e Fusarium verticillioides e no controle desses fungos na cultura do milho.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Cultura do Milho

O milho € uma graminea pertencente a familia Poaceae e sua espécie é a Zea mays L.
Todos os milhos cultivados estdo incluidos nessa Unica espécie, e pertencem a tribo Maydeae,
que possui sete géneros, dos quais dois sao nativos do hemisfério ocidental (Zea e Tripsacum)
e cinco da Asia. (MAGALHAES; SOUZA, 2013)

A cultura do milho ocupa a posicéo de destagque entre as atividades agropecudrias rurais
do Brasil, por ser a mais frequente nas propriedades rurais e por seu valor de producdo. De
acordo com o levantamento da Conab (2013), o Brasil possui o correspondente a 15,6 milhdes
de hectares de area plantada de milho, o maior estado de area de plantada é o estado de Mato
Grosso que apresenta uma area de 3,3 milhdes de hectares; o Estado de Santa Catarina
apresenta 500 mil hectares de area de plantada. Em relacdo a producdo, o Brasil produziu até
Abril/2013 77,4 milhdes de toneladas, em funcdo do aumento da area plantada em alguns
estados. O maior produtor de milho no Brasil é 0 estado de Parand que esse ano se espera
produzir 18,8 milhdes de toneladas de milho e o0 estado de Santa Catarina se espera a

producdo de 3,3 milhdes de toneladas.

O milho é considerado um alimento energético para as dietas humana e animal, devido a
sua composicdo de altas concentracfes de carboidratos (amido) e lipideos (6leo). O 6leo de
milho possui uma composicao de &cidos graxos, que na qual tem importancia na dieta humana
que ajuda na prevencdo de doengas cardiovasculares e 0 no combate ao colesterol sérico
elevado. Outro importante aspecto dos lipideos no milho esté relacionado ao conteudo dos
tocoferois (vitamina E) e dos carotendides. Essas substancias sdo importantes na coloragédo da
carne de aves e gema dos ovos, propriedades de importancia comercial na cadeia produtiva de
aves. (PAES, 2006)

Segundo Paes (2006) as utilizag6es do milho no mundo véo deste a alimentagdo humana
e animal e estendendo as industrias quimicas, farmacéuticas, de papéis, téxtil, entre outras de

aplicacdo ainda mais nobres, no Anexo A, mostra as principais produtos derivados do milho.

Além do milho comum também existem as populag¢fes crioulas, também conhecidas
como racas locais ou landraces, essas racas comparadas ao milho comercial € menos

produtivo, mas essas variedades apresentam teores nutricionais melhores como também
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variabilidade genética, resistentes e adaptadas ao ambiente de origem. (SANDRI;
TOFANELLLI, 2008)

Com a expansdo da cultura do milho para novas areas também houve contribuicdo para
0 aumento do potencial de inéculo de patogenos. A utilizacdo do sistema plantio direto,
associado ao seu manejo incorreto, ou seja, sem levar em consideracdo a necessidade de se
associar a pratica de rotacdo de culturas, também contribuiram para 0 aumento na incidéncia e
severidade de doengas, principalmente doencas fangicas. Além desses fatores, a ampliacdo do
uso de sistemas de irrigacdo, as aberturas de novas &reas e as utilizacBes de genotipos
suscetiveis também podem estar relacionadas ao aumento da severidade das doencas na
cultura do milho. (CRUZ et al., 2011)

3.2. Fungos Fitopatogénicos: Fusarium graminearum e  Fusarium

verticillioides

Nos ultimos anos tem se tornado evidente o fato de uma variedade milho recém-lancada
estar infectada por doengas no inicio do cultivo. Muitas dessas doencas sdo transmitidas pelas
préprias sementes que podem carregar consigo fungos e bactérias que reduzem a germinacao
e provocam a formacéo de plantulas debilitadas, praticamente inviaveis. Como consequéncia
ha prejuizos quanto a qualidade e quantidade do produto colhido. (TOLEDO; MARCOS
FILHO, 1977)

Segundo Hirooka (2000 aput BERND, 2006) o Fusarium spp. € um género de fungos
amplamente disseminado em plantas nativas e cultivadas, mas a importancia se deve a
atuacdo como patogeno primario de milho a nivel cosmopolita, sendo responsavel pela perda

econdmica de centenas de milhdes de dblares.

Segundo Leslie e Summerell (2006), um estudo realizado pela American
Phytopathological Society (APS) revelou que existem entre 81 a 101 plantas de interesse

econdmico estdo associadas ao género de Fusarium spp..

Os fungos do género Fusarium sdo conhecidos como um dos maiores problemas na
agricultura e, se encontram entre 0s mais importantes patdégenos de plantas do mundo. Gréos
infectados com Fusarium spp. diminui a qualidade e o valor econémico, além de contribuir
para perdas nutricionais da semente, induzindo doencas e reducdo da performance em
humanos e animais. (BERND, 2006)
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Segundo Munkvold (2003 apud KUNEH JUNIOR et al., 2013), as principais e mais
importantes espécies do género Fusarium da cultura do milho s&o conhecidos como Fusarium
verticillioides e Fusarium graminearum. Essas espéecies causam diversos problemas como
podriddo radicular, morte de plantulas, podriddo de espiga, podriddo de colmo, podendo levar
a reducgdes na produtividade e qualidade de grdos em todo 0 mundo. Munkvold & Desjardins
(1997 apud KUNEH JUNIOR et al., 2013) descreve que ambas as espécies sio capazes de
produzir micotoxinas, sendo que as fumonisinas sao mais comumente associadas com F.
verticillioides e desoxinivalenol (DON) e nivalenol (NIV), do grupo tricoteceno do tipo B,

com F. graminearum.

As principais caracteristicas morfologicas do F. graminearum, sdo coldnias que
crescem rapidamente e produzem quantidades relativamente grandes de micélio que variam
de branca a uma coloracdo de laranja palida. Os macroconidios sdo relativamente delgados,
em forma de foice e de paredes quase em linha reta, com presenca de 5 a 6-septos. O F.
graminearum nao apresenta microconidios. (LESLIE & SUMMERELL, 2006)

O F. verticillioides apresentam inicialmente culturas de micélio de coloracdo branca,
mas pode desenvolver pigmentos violetas ou alaranjado com a idade. Os macroconidios
podem ser raros em alguns isolados e microconidios sdao ovais em forma de taco com uma
base achatada ndo apresentando septos. (LESLIE & SUMMERELL, 2006)

Segundo Norred e Voss (1994 apud FIGUEIRA et al.,, 2003) um dos principais
problemas dos fungos do género Fusarium é a micotoxina fumonisina. A fumonisina causa
perdas econémicas na avicultura, suinocultura e equinocultura, além de provavel dano a satde

humana.

Segundo Marasas et al. (1998 apud FIGUEIRA et al., 2003), a fumonisina causa
diversas enfermidades em equinos, principalmente € comum apresentar leucoencefalomalacia
com alta letalidade e mortalidade, primeiramente demonstrada pela administracdo intravenosa
de FB:.

Segundo Dilkin et al. (2004) suinos que consomem pelo menos 30 mg de FB1.kg™? na
racdo apresentam edema pulmonar ap6s 20 dias, culminando com a morte dos suinos
intoxicados e diminuicdo da conversao alimentar e ganho de peso. Os érgdos mais atingidos

sdo o pulmao, o figado e o coracao.
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Marijanovic et al. (1991 apud FIGUEIRA et al., 2003), relata que em aves a fumonisina
pode causar diarréia, perda de peso/desenvolvimento corporal, aumento hepéatico e

imunossupressao.

Estudos realizados pela IARC (International Agency for Research on Cancer) citam que
em locais na Africa do Sul e China, onde houve ingestdo de alimentos contaminados com

fumonisina, pessoas apresentaram cancer no eséfago. (IARC, 2013)

3.3. Controle de espécies do género Fusarium

A agricultura é praticada pela humanidade ha mais de dez mil anos, e 0 uso intensivo de
defensivos agricolas para o controle de doencas das lavouras existe ha pouco mais de meio
século. Diversas politicas foram implementadas em todo o mundo para expandir e assegurar
este mercado. A pesquisa agropecudria voltou-se para 0 desenvolvimento de sementes
selecionadas para responder a aplicacBes de adubos quimicos e defensivos em sistemas de

monoculturas altamente mecanizados. (LONDRES, 2011)

Nos ultimos anos, a sociedade vem se preocupando com 0 UusO intensivo e
indiscriminado de produtos quimicos que causam diversos problemas ao meio ambiente e ao
homem, como a contaminagdo de aguas, solos, animais e alimentos; a intoxicacdo de
agricultores; a eliminacdo de microrganismos responsaveis pela degradacdo da matéria
organica ou de organismos utilizados em programas de controle bioldgico. Também se
verifica uma crescente resisténcia de fitopatdgenos, pragas e plantas daninhas a produtos
quimicos. (SPADOTTO et al., 2004; LONDRES, 2011)

Segundo Pereira (1986 apud VON PINHO et al., 1995) menciona os formulados com o
principio ativo captana como o0s produtos mais amplamente utilizado pelas empresas

produtoras no tratamento de sementes de milho para controle de doengas do género Fusarium.

Os fungicidas com o principio ativo captana sdo classificados como produtos
extremamente toxicos (GRISOLIA, 2005). Reuber (1989 apud GRISOLIA, 2005) avaliou o
potencial carcinogénico desse produto em ratos e camundongos, como resultado do
experimento observou-se aparecimento de tumores benignos e malignos, tanto em doses
baixas como em altas. De acordo com Grisolia (2005), devido ao problema carcinogénico, 0s
fungicidas com esse principio ativo deveriam ser proibidos para a venda e produgdo no

territorio brasileiro.
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3.4.  Métodos alternativos de controle de doencas em plantas

Segundo Bettiol (2013), a criacdo de métodos alternativos para o controle de doencas de
plantas tem por finalidade oferecer alternativas para se diminuir a dependéncia dos defensivos
agricolas e contribuir para uma pratica de uma agricultura que seja mais adequada as novas

exigéncias de qualidade ambiental e de qualidade de vida da sociedade moderna.

Segundo Venzon, Janior e Pallini (2006), o controle alternativo pode ser entendido
como a integracdo de medidas ambientais, visando a reducdo de doencas e ao aumento da
producdo, da produtividade e da qualidade dos produtos agricolas. Existem diversos tipos
métodos alternativos de controles dentre eles o controle bioldgico, fisico, resisténcia genética,
etc.

Atualmente, um dos métodos que vem crescendo e se expandindo comercialmente é o
método alternativo de controle biolégico. Segundo Grigoletti Junior, Santos e Auer (2000, pg.

2), descrevem o controle bioldgico como:

O controle bioldgico visa manter, através de certas praticas, um equilibrio no
agroecossistema, de modo que o hospedeiro, na presenga do patdégeno, ndo sofra
danos significativos, em funcdo da acdo controladora dos organismos néo

patogénicos do sistema.

Um estudo realizado por Louzada et al. (2009), avaliou-se o controle biolégico com
Trichoderma spp. sobre o fungo do género Fusarium spp., foram realizados testes com 230
espécies de Trichoderma somente 50 espécies inibiram o crescimento do o fungo do género
Fusarium. O controle ocorreu através do enrolamento das hifas do Fusarium por Trichoderma

causando uma interacdo de competicdo desses microrganismos, causando inibigé&o.

Outro método de controle comum é pelo método fisico, que envolve processos como a
refrigeracdo, solarizacdo, radiacdo e outros. Segundo Tanaka (2001), experimento realizado
com Fusarium moniliforme (sin. Fusarium verticilliodes) através do armazenamento em
camara fria e outra em temperatura ambiente. Resultou eficiéncia no controle fisico em baixas
temperaturas, em relacdo ao outro tratamento. Mas ndo ocorreu eliminagdo total dos
patdgenos em baixas temperaturas, esse controle fisico diminui o seu crescimento e

disseminacao.

O controle alternativo pelo uso das plantas medicinais no controle de doengas, consiste

no uso de extrato bruto ou 6leo essencial obtidos a partir destas plantas na qual apresentam
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acdo fungitdxica, inibindo o crescimento micelial e a germinagdo de esporos, quanto pela
inducdo de fitoalexinas, indicando a presenca de composto(s) com caracteristica de
elicitor(es). (STANGARLIN et al., 1999; SCHWAN-ESTRADA e STANGARLIN, 2005)

Dentre todos os métodos alternativos de controle, a utilizacdo de extratos e 6leos
essenciais de plantas medicinais pode ser uma opcdo vidvel, em relacdo do ponto de vista

econdmico e principalmente ambiental. (RODRIGUES et al., 2006)

3.5. Plantas medicinais no controle de fitopatdgenos

Segundo a OMS (1998 apud VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005), define as
plantas medicinais como todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais Orgaos,
substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos. As plantas com fins medicinais
sdo amplamente utilizadas para tratamento, cura e prevencao de doencas e sdo uma das mais

antigas formas de pratica medicinal da humanidade.

As plantas medicinais produzem grande quantidade de substancias biologicamente
ativas, ou seja, substancias que influenciam de alguma maneira na alteracdo metabolica de um
determinado organismo. Essas substancias podem ter de trés atividades, do ponto de vista
fitossanitario: pode ter atividade antimicrobiana, onde vai ocorrer a inibi¢do do crescimento
micelial, da germinacdo de esporos ou pela multiplicacdo das bactérias ou outros
fitopatdgenos; atividade de induzir a resisténcia, pois existem moléculas bioativas capazes de
induzir ou ativar os mecanismos de defesa da planta; e também os chamados
“bioestimulantes” do crescimento da planta. (STADNIK; TALAMINI, 2004)

Pesquisas relacionadas ao uso de extratos e/ou Oleos essenciais tem demonstrado a
viabilidade de utilizar este produto natural para o controle de doengas de plantas. Extratos
como o de arruda (Ruta graveolens), carqueja (Baccharis trimera) e alfavaca (Ocimum
basilicum) tiveram efeitos significativos na inibi¢édo do desenvolvimento de Sclerotinia rofsii,
Alternaria alternata, Rhizoctonia solani, Phytophthora sp. e Colletotrichum graminicola
(STANGARLIN et al., 1999).

Raja e Kurucheve (1998) e Singh e Rai (2000) verificaram que o extrato de circuma
inibiu o crescimento micelial de Fusarium udum (Berk.) Wollenw e a germinag&o in vitro de

esclerddios de Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid, respectivamente.
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Itako et al. (2008) utilizando as plantas medicinais Artemisia camphorata, Cymbopogon
citratus e Rosmarinus officinalis no controle fangico de Alternaria solani causador da doenca
pinta preta no tomateiro, verificaram in vitro que com o aumento das concentracdes de

extratos brutos aquosos ocorreu diminuicdo da esporulacao e germinacdo dos conidios.

Bonett et al. (2012), descreve que o Oleo essencial extraido B. trimera, apresentou
capacidade de inibir 100% o crescimento do Colletotrichum gloeosporioides, mostrando

eficiéncia na inibicdo do crescimento.

Uma espécie de planta largamente utilizada e estudada na terapéutica humana e que
apresenta resultados promissores também como produto fitossanitario natural € o alho (Allium
sativum). A extracdo das substancias do bulbo do alho especialmente a alicina ativa acdes de
inseticida, repelente, bactericida, fungicida e nematicida do extrato de alho. (STADNIK;
TALAMINI, 2004)

Um estudo relata a influéncia de diferentes concentragdes de extratos de alho (A.
sativum) e Capim-santo (Cymbopogon citratus) no crescimento vegetativo de Fusarium
proliferatum, se observou diferencas na velocidade do crescimento e no diametro maximo das
colénias. (SOUZA; ARAUJO; NASCIMENTO, 2007)

Em trabalhos in vitro o extrato bruto aquoso de R. officinalis também conhecido
popularmente como alecrim, apresentou 54% de inibicéo sobre o crescimento de Exserohilum
turcicum. (SCAPIN et al., 2010)

A idéia geral do controle alternativo utilizando plantas medicinais é a utilizacdo de
Oleos essenciais ou do extrato bruto, podendo ser considerada uma tecnologia viavel para
pequenos produtores rurais, ou para aqueles interessados no cultivo organico. Além disso, o
agricultor terq a sua disposi¢do as plantas medicinais que poderdo ser comercializadas ou
utilizadas com outras finalidades. (STANGARLIN et al., 1999)
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral
Avaliar a atividade antifangica in vitro dos extratos brutos de plantas medicinais Allium
sativum, Senecio brasiliensis, Baccharis trimera e Rosmarinus officinalis sobre o
desenvolvimento de Fusarium graminearum e Fusarium verticillioides e o efeito desses

extratos sobre a germinacéo e desenvolvimento de plantulas de milho.

4.2. Objetivos Especificos

e Auvaliar crescimento micelial em meio de cultura dos fungos, em diferentes
concentracdes dos extratos de Allium sativum, Senecio brasiliensis, Baccharis trimera
e Rosmarinus officinalis.

e Avaliar a germinacdo e a esporulacdo dos conidios de Fusarium graminearum e
Fusarium verticillioides;

e Avaliar a germinacgdo de sementes de milho inoculadas artificialmente com Fusarium
verticillioides e Fusarium graminearum tratadas com o0s extratos das plantas
medicinais;

e Avaliar o desenvolvimento de sintomas de Fusarium graminearum e Fusarium

verticillioides em plantulas de milho
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S. METODOLOGIA

5.1. Obtencédo dos fungos Fusarium graminearum e Fusarium verticillioides

O isolado fangico de Fusarium graminearum serd obtido da Universidade Estadual de
Santa Catarina- UDESC, no Departamento de Fitopatologia pelo Professor Dr. Ricardo Trezzi
Casa. Apos a obtencdo do isolado, o mesmo serd cultivado em meio de cultura BDA e

mantido a 25°C e fotoperiodo de 12 horas.

O isolado fangico de Fusarium verticillioides serd obtido de grdos de milho cedido do
Projeto de Identificacdo e Resgate de Sementes Crioulas na regido Serrana de Santa Catarina
coordenado pelo Professor Dr. Lirio Luiz Dal Vesco. Os grdos de milho que apresentarem
sinais de presenca de Fusarium verticillioides serdo submetidos a isolamento do patdgeno.
Apdbs a obtencdo do isolado, 0 mesmo sera cultivado em meio de cultura BDA e mantido a
25°C e fotoperiodo de 12 horas.

5.2. Obtencéao dos EBA (Extratos Brutos Aquosos)

O Alho (Allium sativum) sera adquirido de areas produtoras da regido de Curitibanos-
SC. Ja as plantas de Maria-Mole (Senecio brasiliensis), Alecrim (Rosmarinus officinalis e
Carqueja (Baccharis trimera) serdo obtidas da Horta de Plantas Medicinais localizado na
Universidade Federal de Santa Catarina — Campus Curitibanos.

Folhas frescas das plantas medicinais e os bulbilhos seréo triturados em caldo de batata
por 3 min. em liquidificador, separadamente. Os homogenatos resultantes serdo filtrados em
gaze e autoclavados, obtendo-se o extrato aquoso bruto. Cada extrato bruto sera testado

individualmente, nas concentragdes de 0, 10, 20 e 30 %.

5.3. Avaliacdo do crescimento micelial

Os extratos brutos serdo incorporados ao meio de cultura nas devidas concentragoes e
distribuidos em placa de Petri. Apds a sua solidificagdo, um disco de micélio (5 mm de
diametro) de F.graminearum e de F. verticillioides, com 10 dias de idade, sera repicado para

o0 centro de cada placa, que serdo vedadas e incubadas em camara de crescimento.

As avaliacOes serdo realizadas diariamente, através da medicdo do diametro das colonias

previamente marcadas na parte externa do fundo das placas (média de duas medidas
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diametralmente opostas), cada placa corresponderd a uma repeticdo. As medidas serdo
efetuadas, até que o tratamento controle cresca por todo o didmetro da placa. Para o célculo da
porcentagem de inibi¢do do crescimento (PIC) micelial sera utilizada a férmula descrita por
Bastos (1997).

O delineamento experimental sera inteiramente casualizado (DIC) no esquema fatorial 4
X 4 (quatro plantas medicinais e quatro doses) e quatro repeticGes. Cada parcela serd
constituida por uma placa de Petri. Os dados serdo submetidos a analise de variancia, e em
seguida, anélise de regressao para as doses a 5% de probabilidade.

5.4. Contagem e avaliacdo da germinacao dos conidios

A avaliacdo de esporulacdo dos conidios de F. graminearum e F. verticillioides sera
feita utilizando a caAmara de Neubauer. (ALFENAS; MAFIA, 2007)

A contagem sera feita via uma suspensdo de conidios obtidos das placas de Petri do
experimento da avaliacdo do crescimento micelial. Serdo adicionados 20 mL de agua
destilada nas coldnias, em seguida a col6nia sera raspada com ajuda da alca de Drigalski e a
suspensdo serd filtrada em gaze. A contagem dos conidios sera realizada em camara de

Neubauer com auxilio de um microscopio 6ptico.

Para realizacdo da avaliacdo da germinacdo de conidios, serdo adicionadas 80 pL desta
solucdo (obtida anteriormente) em pocinhos na Placa de ELISA e incubadas sob luz constante
a temperatura de 24°C por um periodo de 12 horas. A germinacdo sera paralisada com 20 pL

de corante azul de algodao.

A avaliacdo serd feita seguindo o mesmo procedimento para avaliacdo de conidios
atraveés da camara de Neubauer, através da observacdo ao microscépio 6tico com aumento de
400 vezes e contagem de 100 esporos por repeticdo, totalizando 400 esporos por tratamento.
Serdo contados conidios germinados aqueles que apresentaram qualquer emissdo de tubo

germinativo.

O delineamento experimental sera inteiramente casualizado (DIC) no esquema fatorial 4
X 4 (quatro plantas medicinais e quatro doses) e quatro repeticdes. Cada parcela sera
constituida por uma placa de Petri. Os dados serdo submetidos a analise de variancia, e em

seguida, andlise de regressao para as doses a 5% de probabilidade.
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5.5. Avaliagdo da germinacdo das sementes inoculadas artificialmente com
F. graminearum e F. verticillioides tratadas com extratos vegetais

As sementes que serdo utilizadas para avaliacdo de germinacédo serdo obtidas no Campo
Experimental da Universidade Federal de Santa Catarina — Campus Curitibanos, as sementes
de milho usadas ndo receberdo nenhum tipo de tratamento quimico para ndo haver nenhuma

alteracéo dos dados.

A avaliacdo de germinacdo das sementes serd feita por dois métodos, o primeiro método
as sementes serdo desinfestadas em solugcdo de hipoclorito de sddio 1% por 5 minutos e
depois serdo embebidas com suspencdo de conidios de Fusarium graminearum e Fusarium
verticillioides (10° conidios /mL). Em seguida, sera feita o umedecimento de papel filtro com
0s extratos das plantas medicinais, as sementes serdo acondicionados em gerbox contendo o
papel filtro com cada extrato de planta medicinal. Os gerbox serdo incubados em camara de
crescimento com fotoperiodo de 12 horas, temperatura 25 °C. A avalicdo sera realizada sete
dias ap0s a incubacdo, as sementes serdo observados sob microscépio estereoscopio e 6ptico,

para determinacéo da incidéncia dos fungos.

No segundo método as sementes serdo desinfestadas em solucdo de hipoclorito de sédio
1% por 5 minutos e tratadas nos diferentes extratos e respectivas concentracfes, com
subsequente imersdo na suspensdo de conidios de F. graminearum e separadamente com F.
verticillioides (108 conidios /mL). Ap6s os tratamentos das sementes sera realizado o teste
padrdo de germinacdo, onde quatro amostras (repeticbes) de 50 sementes, por tratamento,
serdo semeadas, igualmente espacadas, sobre duas folhas de papel tipo germitest, as quais
foram embebidas em &gua destilada. As sementes serdo cobertas com mais uma folha do
papel também umedecido e devidamente enrolado e armazenado em sacos plasticos
transparentes. Em seguida serdo colocados na cAmara crescimento, com temperatura de 25°C
e com fotoperiodo de 12 horas. As contagens de sementes germinadas e mortas foram
realizadas no 3° e 7° dias (BRASIL, 1992).

O delineamento experimental sera inteiramente casualizado (DIC) no esquema fatorial 4
x 4 (quatro plantas medicinais e quatro doses) e quatro repeticdes. Os dados serdo submetidos

a analise de variancia, e em seguida, analise de regressdo para as doses a 5% de probabilidade.
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5.6. Avaliacdo do desenvolvimento de plantulas a partir de sementes
inoculadas artificialmente com Fusarium graminearum e Fusarium
verticillioides tratadas com extratos vegetais

Para a avaliagdo do desenvolvimento de plantulas, as sementes de milho serdo
desinfestadas em solucéo de hipoclorito de sodio 1% por 5 minutos, tratadas com os extratos
vegetais com cada concentracdo, conforme descrito no item 5.5., e inoculadas artificialmente

com F.graminearum e F. verticillioides.

As sementes de milho serdo semeadas em substrato esterilizado, em vasos plasticos de
volume de 3 litros e sendo plantadas 3 sementes por vaso. O nimero de vasos para cada
tratamento sera de cinco vasos, serdo feitos orificios de 1cm de profundidade, para se colocar

as sementes.

Para a obtencdo dos dados do desenvolvimento de plantulas sera realizado o
acompanhamento diario para verificacdo da emergéncia e a ocorréncia de tombamento,

apodrecimento do colmo e a morte das plantulas.

O delineamento experimental serd inteiramente casualizado (DIC) no esquema fatorial 4
X 4 (quatro plantas medicinais e quatro doses) e quatro repeti¢cdes. Os dados serdo submetidos

a analise de variancia, e em seguida, analise de regressdo para as doses a 5% de probabilidade.
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6. RESULTADOS ESPERADOS

Os resultados a serem obtidos com o desenvolvimento do projeto fornecerdo o
conhecimento dos potenciais efeitos fungitoxicos dos extratos aquosos das plantas medicinais

sobre o desenvolvimento dos fungos Fusarium graminearum e Fusarium verticillioides.

Além de permitir a aquisicdo de conhecimentos sobre os efeitos positivos das plantas
medicinais, os resultados podem contribuir para a manutencdo do equilibrio ambiental e de
uma agricultura mais sustentavel. Que irdo ajudar positivamente na reducdo de perdas na
producdo agricola, reducdo de problemas relacionados a intoxicagdo alimentar, causado pelos
fitopatdgenos e principalmente reducdo na contaminacdo das d&guas subterraneas e

superficiais, da atmosfera e dos solos.

Se 0s extratos apresentarem resultados eficientes de efeito fungitdéxico sobre Fusarium
graminearum e Fusarium verticillioides, a metodologia do projeto serd oferecida para
pequenos produtores interessados em produzir produtos organicos. Resultando em alimentos
mais saudaveis, maior produtividade, aumento da renda do produtor e menor risco de

contaminacdo do meio ambiente.
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8. ORCAMENTO

Valor

Discriminacéo Quantidade Unitario Valor Total
Material de Consumo
Substrato 5 R$ 50,00 R$ 250,00
Vasos plasticos de 3 L 100 R$ 3,00 R$ 300,00
Reagentes
Batata Dextrose Agar 3 R$ 140,00 R$ 420,00
Dextrose 2 R$ 50,00 R$ 100,00
Agar Bacterioldgico 1 R$ 238,00 R$ 238,00
Hipoclorito de Sédio 2 R$ 22,00 R$ 44,00
Alcool Etilico Absoluto 10 R$ 10,45 R$ 104,50
Corante Azul de Algodéo 3 R$ 19,96 R$ 59,88
Vidrarias
Alca de Drigalsky 2 R$ 2,10 R$ 4,20
Becker de 250 mL 10 R$ 4,90 R$ 49,00
Becker de 50 mL 10 R$ 4,20 R$ 42,00
Caixa de Laminas para Microscopia 1 R$ 8,76 R$ 8,76
Caixa de Laminulas para Microscopia 1 R$ 4,70 R$ 4,70
Camara de Neubauer 2 R$ 150,00 R$ 300,00
Erlenmeyer graduado 1 L 4 R$ 16,93 R$ 67,72
Erlenmeyer graduado 250 mL 20 R$ 6,00 R$ 120,00
Lamparina de vidro 2 R$ 15,00 R$ 30,00
Placas de Petri 200 R$ 3,00 R$ 600,00
Proveta graduada de 100 mL 2 R$ 9,83 R$ 19,66
Proveta graduada de 50 mL 4 R$ 8,73 R$ 34,92
Diversos
Algodéo 1 R$ 12,00 R$ 12,00
Caixa de Fosforos 2 R$ 3,31 R$ 6,62
Caixa plastica Gerbox 100 R$ 12,30 R$ 1.230,00
Caneta Esferografica 4 R$ 0,90 R$ 3,60
Caneta Marcadora Plastico e Vidro 4 R$ 1,80 R$ 7,20
Compressa de Gaze 1 R$ 31,25 R$ 31,25
Funil de Plastico 3 R$ 2,83 R$ 8,49
Luvas de latex sem pé (tamanho G) 1 R$ 19,00 R$ 19,00
Resma de Papel A4 1 R$ 12,90 R$ 12,90
Papel de Aluminio 1 R$ 8,44 R$ 8,44
Papel Filtro Qualitativo 1 R$ 47,40 R$ 47,40
Papel Germitest 1 R$ 288,00 R$ 288,00
Parafilm 1 R$ 124,28 R$ 124,28
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Peneira 2 R$ 6,00 R$ 12,00
Pipeta de Pasteur 3 mL 1 R$ 25,84 R$ 25,84
Placas de Elisa de 96 pogos 50 R$ 8,00 R$ 400,00
Ponteira 0 — 200 pL 1 R$ 8,80 R$ 8,80
Ponteira 100 — 1000 pL 1 R$ 64,80 R$ 64,80
Saco Plastico Transparente 1 R$ 14,60 R$ 14,60
Total do Material de Consumo R$ 5.122,56
Material Permanente

Alca bacterioldgica 2 R$ 118,13 R$ 236,26
Bandejade 8 L 4 R$ 5,46 R$ 21,84
Cabo de Kolle 2 R$ 23,86 R$ 47,72
Camara de Fluxo Laminar 1 R$ 11.200,00 R$ 11.200,00
Camara Incubadora BOD 2 R$ 5.995,00 R$ 11.990,00
Contador Manual de Volumes 2 R$ 48,59 R$ 97,18
Espatula 2 R$ 8,66 R$ 17,32
Micropipeta automatica 10 — 100 pL 2 R$ 110,00 R$ 220,00
Micropipeta automatica 100 — 1000 pL 2 R$ 110,00 R$ 220,00
Microscépio bioldgico 2 R$ 5.800,00 R$ 11.600,00
Microscépio estereoscopio 1 R$ 1.499,00 R$ 1.499,00
Total do Material Permanente R$ 37.149,32
Inscricdo em Eventos 1 R$ 1,00 R$ 500,00

Total Geral

R$ 42.771,88
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ANEXO A - Produtos derivados do milho ou que contém seus componentes

isolados ou transformados industrialmente.

Acetato de célcio e magnésio

Cerveja

Herbicida natural

Polidor para sapatos

Adesivos (colas, pastas, mucilagens,

Chiclete de goma Inseticidas P&s para sobremesas
gomas, etc)
Alcoois etilico e butilico Coberturas em madeira, papel e metal logurtes Produtos de chocolates
Alimentos congelados Combustivel (etanol) Ketchup Produtos farmacéuticos

Alimentos para bebé

Copos e pratos de papel

Lapis de cor e de cera

Produtos maltados

Aluminio

Cosméticos

Licorice

Queijos ou requeijoes cremosos

Amido e glucose (mais de 40 tipos)

Couroacabado

Maioneses

Ragdoanimal e alimentos para animais
de estimagdo

Antibidticos (penicilina)

Cremes de barbear

Manteiga de amendoim

Refrigerantes

Asbestos para materiais de
condicionamento térmico

Dextrose (utilizada desde solugdes
intravenosas a coberturas para bolos)

Manufatura de papéis

Salgadinhos tipo chips, tortillas e outros

Aspirina e outros medicamentos

Escurecedor de couro

Margarinas

Tacos e tortillas

Automoveis (volante, estofamento,
cabeca docilindro, pneus, acabamento de
borrachas sintéticas)

Explosivos —fogos de artificio

Molhos para saladas

Tecidos e gomas

Balas e confeitos

Farinhas ou fubés de milho

Mostarda preparada

Tinta latex

Batata chips

Fibra de vidro

Oleo comestivel

Tinta para mdquinas de etiquetas de
preco

Baterias para veiculos

Filmes fotogréficos

P&es e biscoitos

Vegetais enlatados

Bebidas gasosas

Fraldas descartaveis

Papéis de parede

Whisky

Cafés e chas instantaneos

Frutose seca e xaropes (usados em
refrigerantes, misturas alimenticias, etc)

Papéis e papeldes, (corrugados e
laminados)

Xaropes

Carpetes, tapetes.

Geléias e doces em conserva

Pasta de dentes

Carreadores de cor em papéis, tecidos e
tinta para impressao

Gizpara quadro negro

Pigmentos

Fonte: PAES, 2006




