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RESUMO — A preocupacdo em relacdo a preservacdo do meio ambiente e salde humana tem se
tornado foco no setor agroindustrial, assim a busca de alternativas benéficas a esses meios veem recebendo
atencdo. O fungo Exserohilum turcicum € popularmente chamado de Mancha Foliar e comum em cultivo
de milho no Brasil, causando prejuizos a producdo. Sabe-se pela literatura que o Equisetum hyemale
(Cavalinha) possui propriedades fungicidas, desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o extrato de
Equisetum hyemale (Cavalinha) no combate ao Exserohilum turcicum. Por conter silica em sua
composicao, ndo prejudica os solos e a satde humana podendo substituir agroquimicos. A producao dos
extratos seguia seguinte metodologia colheita, pré-secagem, moagem, extracdo solido-liquido e filtragem.
Ao todo foram 17 extratos, suas variacGes foram indicadas pelo método estatistico Planejamento do
Composto Central. Para verificacdo de sua eficiéncia em meio agricola, foi realizada a inoculagédo do
fungo Exserohilum turcicum em contato com o extrato, no meio Agar Batata Dextrose (BDA). O preparo
das placas seguiu a propor¢do de 39 g de BDA para cada litro de &gua, assim 10 ml do meio foram
inseridos em placas de petri adicionando a proporcdo de 1000 pL de extrato, desta forma as placas
recebiam discos de 6 mm de didmetro contendo micélio fungico. Para melhores analises de resultados de
crescimento micelial, célculos de IVCM e PIC foram realizados, onde extratos de pH alcalino
demonstraram melhor eficiéncia aos de pH acido por apresentar melhora em torno de 31%.

Palavras-chave: Extrato, Agroguimicos, Fungo.

ABSTRACT - The concern regarding the preservation of the environment and human health has
become a focus in the agro-industrial sector, so the search for beneficial alternatives to these means is
receiving attention. The fungus Exserohilum turcicum is popularly called Mancha Foliar and is common
in corn cultivation in Brazil, causing production losses. It is known in the literature that Equisetum
hyemale (Horsetail) has fungicidal properties, therefore, the aim of this study was to evaluate the extract
of Equisetum hyemale (Horsetail) in combating Exserohilum turcicum. Because it contains silica in its
composition, it does not harm the soil and human health and can replace agrochemicals. The production

| DESENVOLVIMENTO DE
PROCESSOS AGROINDUSTRIAIS
Uniube - UFTM - IFTM 1



of extracts followed the following methodology: harvest, pre-drying, milling, solid-liquid extraction and
filtration. Altogether there were 17 extracts, their variations were indicated by the statistical method
Planning the Central Compound. To verify its efficiency in an agricultural medium, the inoculation of the
fungus Exserohilum turcicum was carried out in contact with the extract, in the Agar Potato Dextrose
(BDA) medium. The preparation of the plates followed the proportion of 39 g of BDA for each liter of
water, so 10 ml of the medium were placed in petri dishes, adding the proportion of 1000 L of extract,
in this way the plates received 6 mm diameter discs containing fungal mycelium. For better analysis of
mycelial growth results, IVCM and PIC calculations were performed, where alkaline pH extracts showed
better efficiency than acidic pH for showing an improvement of around 31%.

Keywords: Extract, Agrochemicals, Fungus.
1. INTRODUCAO

No Brasil as perdas de alimentos no seguimento vegetal por conta de doengas patogénicas apresentam
um prejuizo de R$55 bilhdes de reais por ano segundo dados registrados em 2015, em relacdo a perdas por
competicdo de pragas (culturas principais prejudicadas por plantas daninhas em seu desenvolvimento)
apresenta prejuizo de R$ 9 bilhdes de reais (Fowler et al., 2020).

Plantacdes estdo expostas a uma ampla gama de patdgenos causadores de doengas que em sua maioria
sdo controladas mediante a utilizacdo de agroquimicos e que se ndo for aplicado adequadamente podem
desencadear efeitos maléficos tanto ao meio ambiente quanto a salde de utilizadores e consumidores
(Guimaraes et al., 2015).

O Brasil é um pais que detém uma grande demanda alimentar, para tal tem uma imensa preocupacao a
respeito de preservacdo do meio ambiente e salde humana, e para que ocorram melhorias, a evolugdo dos
agroquimicos (ou defensivos agricolas) é crucial para se manter em alto nivel o ramo agropecuario (Fowler,
2020). Assim, diversos estudos mostram o potencial de plantas medicinais no controle fitopatégeno
apresentando sua acdo como defensivo agricola sem efeitos maléficos. (Guimaraes et al., 2015)

As plantas medicinais contemplam de substancias ou classes de substancias responsaveis por acoes
terapéuticas. Atualmente estdo sendo bastante utilizadas como recurso medicinal alternativo para tratamento
de diversas enfermidades. Por ser matéria organica e mais acessivel a populacdo pode apresentar um grande
potencial contra inlmeras pragas e doencas presentes no meio agricola, diminuindo até a degradacdo de solos
(Carneiro et al., 2014).

A planta medicinal Esquisetum hyemale conhecida como cavalinha pertence a familia Equisetaceae,
sendo esta nativa do continente americano, possuindo uma grade aglomeracéo no sul do Brasil. Ela apresenta
potencial para finalidade de defensivos agricolas, pois sua composig&o apresenta Acido silicico, Acido galico,
Resinas, Sais de Potassio, Tiaminas, Luteolina, Saponinas, Compostos Organicos (Ca, Mg, Na, F, Mn, Si, S,
P, Cl e K), Triglicerideos (Acido Oléico, Esteéarico, Lenoléico, Elinolénico), Oleos, Flavonoides
(Isoquercetina, Esquisetrina, Canferol, Galutenina, Fitosterol), Alcal6ides (Metosapiridina, Nicotina,
Palustrina, Palustrinina), Vitamina C e Taninos. (Guimardes et al., 2015), sendo nutrientes benéficos a plantas.

Acdes de extratos de Cavalinha sobre as plantas atua na inducdo de sua resisténcia pela ativacdo das
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fitoalexinas, que sdo metabolitos secundarios que demonstram grandes a¢Ges na protecdo contra varios tipos
de patogenos (Guimardes et al.,, 2015). Com isso, devido as plantas serem organismos eucariontes
multicelulares, e a existéncia de inUmeros microrganismos, cada espécie pode reagir de variadas formas sob
acdo do extrato de Cavalinha. Assim no presente estudo, o fungo Exserohilum turcicum (mancha foliar) foi
submetido a ataque com extrato de cavalinha.

Incialmente a Mancha Foliar foi detectada na india em meados de 1870, posteriormente foi se
transferindo para o restante dos continentes, obtendo uma grande preocupacéo principalmente na Africa do
Sul e no Brasil. Ela é um patégeno que possui um bom desenvolvimento em condicBes de alta umidade e
temperaturas entre 18 e 27°C, muito comum em lavouras de milho e pode causar sérios danos levando a seca
prematura da planta (Gongalves et al., 2013).

Por ser considerado um patogeno necrotréfico tendo a capacidade de extrair nutrientes de tecidos
mortos do hospedeiro, pode chegar a perdas de rendimento de uma safra de milho de 60%. Os sintomas
da doenca atingem com grande frequéncia a folhas, onde séo danificadas com les6es de formato eliptico
de tamanhos variados (2,5 a 15 cm de comprimento), em plantas jovens a cor das lesdes € um tom de
palha, nas adultas, a coloragdo passa para avermelhado a castanho (Rossi et al., 2012).

Por sua vez, as folhas sdo danificadas por consequéncia da destrui¢do dos tecidos fotossintéticos,
por conta do aumento do nimero e da area das lesdes necroticas, acarretando assim a reducdo da
interceptacdo da radiacéo solar, fazendo com que, a transmisséo de nutrientes fornecidos pela fotossintese
seja prejudicada, promovendo assim a baixa concentracdo de acucares na planta, ndo ocorrendo o
enchimento deste de forma devida (Alvim et al., 2010). As medidas de controle mais utilizadas se devem
uso de cultivares resistentes, ser feito um estudo para melhor época e local para plantio, aplicacdo
equilibrada de adubos e fungicidas (Rossi et al., 2012).

O objetivo do presente estudo é avaliar a eficiéncia do extrato de Esquisetum hyemale (Cavalinha) em
contato com o patdgeno Exserohilum turcicum (Mancha Foliar).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Extracdo de Esquisetum hyemale (Cavalinha)

Os equipamentos utilizados para extracdo foram: Secador Pardal, sendo este um desidratador de pequeno
porte e facil manuseio, modelo New Hobby Digital; Medidor de umidade Mettler Toledo com sistema
infravermelho, modelo HE53; Bomba de vacuo Tecnal, com sistema de filtracdo, modelo TE-058; Balanca
analitica Bel Engineering, modelo Mark; Moinho de fluxo continuo para grdos e materiais secos Marconi,
modelo MAG00.

A obtencdo do extrato de cavalinha foi efetuada pelas seguintes etapas:
1) A obtencdo da planta é uma das mais influenciadoras do processo, onde sdo selecionados exemplares

mais desenvolvidos e com suas coloracOes caracteristicas (Verde-amarelada), onde no laboratério séo
devidamente higienizadas.
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2) Segue uma pré-secagem com ar em escoamento na temperatura de 50°C por 1 hora. Isso possibilita a
ocorréncia de reducdo de tamanhos com uso de moinho de facas.

3) A moagem é efetuada visando a diminuicéo de tamanho das unidades de Cavalinha.

4) Ap0s o preparo da Cavalinha com as opera¢des preliminares, efetua-se a extracdo solido-liquido. O
material (Cavalinha triturada) entra em contato com o solvente, C2HsOH (Alcool Etilico) e H20
(Agua), usados no estudo atual.

5) Posteriormente, por filtracdo a vacuo sdo separados o solido da solucdo lixiviada, resultando no extrato
de cavalinha.

O estudo teve seu planejamento ajustado pelo método estatistico Planejamento do Composto
Central, onde estipulou 17 extratos. Foram utilizadas trés variaveis, concentracdo do solvente, tempo de
extracdo e temperatura. Os solventes utilizados junto a Cavalinha foram H,O (agua) e CoHsOH (alcool
etilico). A Tabela 1 apresenta as variacdes de extratos do planejamento.

Tabela 1: Variaveis propostas pelo Planejamento do Composto Central

N° Temperatura Tempo Solvente
Procedimentos 0 (min) (0)

1 25,00000 15,00000 33,3000
2 25,00000 15,00000 100,0000
3 25,00000 75,00000 33,3000
4 25,00000 75,00000 100,0000
5 50,00000 15,00000 33,3000
6 50,00000 15,00000 100,0000
7 50,00000 75,00000 33,3000
8 50,00000 75,00000 100,0000
9 20,58592 45,00000 66,6000
10 54,41408 45,00000 66,6000
11 37,50000 4,40620 66,6000
12 37,50000 85,59380 66,6000
13 37,50000 45,00000 21,4732
14 37,50000 45,00000 111,7268
15 37,50000 45,00000 66,6000
16 37,50000 45,00000 66,6000
17 37,50000 45,00000 66,6000

Fonte: Autor (2020)
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2.2 Inoculacao

Os experimentos foram realizados no laboratério de Microbiologia da UNIUBE (Universidade de
Uberaba), campus Aeroporto em Uberaba, Minas Gerais, entre 0s anos de 2020 a 2021. O isolado fungico
Exserohilum turcicum utilizados nos ensaios foram fornecidos pela SATIS e FAZU (Faculdade
Associadas de Uberaba) e mantidos sob temperatura controlada visando sua conservagao.

Na elaboragdo dos ensaios, foi utilizado a proporgao de 39 g do meio BDA (Batata Dextrose Agar)
para cada litro de 4gua destilada conforme indicacéo do fabricante (KASVI — Agar Batata Dextrose K25-
610102). Apos a unido, a solucéo era pré-aquecida em micro-ondas por 3 minutos para homogeneizacao
completa do material e H20 assim podendo ser levado a autoclave.

Ap0s autoclave, a solucdo era resfriada em banho maria até temperatura de 50°C, assim podendo ser
transferida as placas de petri. Ao todo foram 17 extratos a serem analisados, preparando 85 ensaios sendo
5 para cada extrato, sem levar em consideragio as contra provas. Cada placa recebeu 10 ml de Agar com
1000 pL de extrato, todos sendo adicionados com auxilio de pipeta volumétrica e pera eletrdonica. Em
seguida, discos de 6 mm de didmetros contendo micélio flngico foram alocados no meio preparado, onde
possibilitou 0 acompanhamento do crescimento micelial, sendo este medido de 2 em 2 dias. As placas de
petri utilizadas foram de materiais descartaveis de dimensionamento de 90 x 15 mm de diametro.

Para inoculacdo de todos extratos, o processo foi dividido em trés dias diferente gerando assim trés
conta provas distintas, assim a contra prova Zero 1 foi realizada nos mesmos dias dos extratos C01, C02,
CO04, C07, C08 e C09, para 0 Zero 2 os procedimentos realizados no mesmo dia foi C03, C05, C06, C10,
C12 e C14, por fim 0 Zero 3 acompanhado pelo C11, C13, C15, C16 e C17.

2.3 Avaliacdo de desempenho do extrato

No periodo de avalicdo de crescimento, a medicdo acorreu até que o controle negativo (Placa com
apenas BDA) tivesse completado totalmente o meio de cultura no interior da placa de Petri, que
corresponde a 8,2 cm (Considerando toda estrutura da placa). Para determinacdo do indice de Velocidade
de Crescimento Micelial (IVCM), seguiu-se a seguinte formula para avaliagéo (Oliveira et al., 1991):

D—-Da

IVCM = 3~ 1)

IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial;
D = diametro médio atual;
Da = didmetro médio da avaliag&o anterior;
N = numero de dias ap6s a inoculagéo.
Para determinacéo de acdo fungitdxica dos tratamentos, calculou-se a porcentagem de inibicao dos
tratamentos em relagéo a testemunha, utilizando os valores médios de didmetros de crescimento diagonais,

onde com auxilio de escalimetro Trident foi aferida a medicdo de comprimento do micélio em seu
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crescimento diagonal. A partir dos resultados obtidos determinou-se a Percentagem de Inibicdo do

Crescimento micelial (PIC) determinado pela Equacdo (2): (Pereira et al., 2002):

(d—dt)

PIC = @

.100 )

PIC = percentagem de inibicdo do crescimento micelial (em %);
d = didmetro médio do crescimento da testemunha;
dt = didmetro medio do crescimento do tratamento.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 nos apresenta o resultado do processo de extracdo solido-liquido onde a cavalinha em
contato com solvente variando temperatura e tempo produziu um novo produto.

Figura 1: Extrato de Equisetum hyemale (Cavalinha)

Fonte: Autor (2021)

A Figura 2 demonstra o ensaio C06, apresentando o comportamento do crescimento micelial do
Exserohilum turcicum, onde a variacdo ocorre pela velocidade do crescimento IVCM e pela porcentagem
de inibicdo do crescimento PIC, em grande maioria, o fungo apresentou dados de crescimento em média
de oito dias, cobrindo totalmente a placa de petri. Um grande fator que afeta o crescimento do Exserohilum
turcicum € a temperatura, onde em temperaturas mais baixas vemos uma certa demora em seu crescimento
comparado as temperaturas mais altas, nos meses de execucdo dos procedimentos a temperatura do

ambiente variou entre 20 a 30°C, assim ocorrendo variagdes no crescimento dos fungos.
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Figura 2: Demonstracdo do crescimento micelial do Exserohilum turcicum

Fonte: Autor (2021)

A imagem A nos apresenta o fungo inoculado apés 2 dias, a B em 4 dias, C em 6 e por fima D

com 10 dias de crescimento, tendo ocupado a area total da placa de petri.

Na inoculacdo do Exserohilum turcicum, os resultados obtidos nos ensaios possibilitaram observar
o efeito de cada extrato de Equisetum hyemale. Todos os produtos adquiridos pela extracdo foram
inseridos em mesma concentracdo no meio de cultura, e assim adquirindo seu didmetro médio foram

calculados o IVCM e o PIC, dados estes que comprovam a eficiéncia do extrato como um fungicida.

O grafico de colunas representado no Gréafico 1 foi selecionado para comparacdo dos resultados
de IVCM entre os extratos testados. Neste, os procedimentos denominados zero, apresentam a contra
prova da inoculagdo, onde o fungo ndo entra em contato com o extrato, assim vemos seu crescimento

natural. Ja outras siglas apresentadas, apresenta o extrato utilizado para ataque ao fungo.

ENCONTRO DE
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Gréfico 1: Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM)
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Fonte: Autor (2021)

Observou-se que 0s extratos apresentaram reducdo significativa do indice de Velocidade de
Crescimento Micelial (IVCM) do fungo avaliado. Cabe ressaltar que embora o fungo tenha se comportado
de maneiras diferentes na contra prova, a temperatura e umidade do ambiente durante o crescimento
justifica tal diferenca. O Exserohilum turcicum apresentou dificuldades de crescimento em temperaturas
baixas, portanto possuindo um diferenciacdes no IVCM de cada contra prova e 0s ensaios com extratos

utilizados no mesmo procedimento.

O procedimento C06 comparado a sua contra prova (Zero 2) apresentou reducao de 13,58%, em
quanto o C09 comparado ao Zero 1 19,89%, o C17 com o zero 3 apresentou reducado de 5,61%, esses sao
as melhores reducgdes para cada contra prova. Analisando os ensaios como um todo o melhor resultado de

reducdo de IVCM foi apresentado pelo C09.

A Tabela 1 apresenta os resultados do Percentual de inibig&o do crescimento micelial (PIC), com
o melhor desempenho verificado com a utilizagéo do extrato C09 com inibic¢éo de 44,74% do crescimento
micelial nos dois primeiros dias. Ao decorrer dos dias o extrato foi perdendo sua eficacia reduzindo a
percentual de inibicdo demonstrando assim que uma nova aplicacéo do extrato no fungo poderia aumentar

sua eficacia.
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Tabela 1: Resultados de Percentual de inibicdo do crescimento micelial (PIC)

PICem %
Procedimentos

2°Dia 4°Dia 6°Dia 8°Dia
Cco1 13,16 7,84 7,53 1,94
C02 7,89 9,8 8,24 1,94
Co3 0 -2,45 -3,23 -1,29
Co4 7,89 10,78 8,24 -1,29
C05 2,63 -5,39 -5,02 -1,29
C06 2,63 -8,82 -1,08 -0,65
Co7 7,89 6,86 8,24 0
Co8 7,89 -3,43 -0,36 0
C09 44,74 25 19 1,94
C10 16,39 14,02 9,76 0
C11 -27,27 9,84 5,10 -7,70
C12 13,11 8,41 9,76 0,61
C13 -18,18 4,92 2,04 2,46
C14 7,38 7,94 5,72 0
C15 0 1,64 6,12 0,82
C16 -36,36 0 -1,02 2,46
C17 0 18,03 8,16 574

Fonte: Autor (2021)

Para melhor verificacdo dos resultados encontrados, o método estatistico de Analise de Variancia
(ANOVA) a 2 fatores e nivel de significancia de 5% foi utilizado. Os resultados indicam que ndo ha
diferenca estatistica de Percentual de Inibicdo de Crescimento em relagéo aos dias (p-valor 0,2306), mas
hd em relacdo as concentracbes (p-valor 0,0033), ou seja, diferentes concentragdes de extracdo
influenciam na inibicdo do crescimento, assim pode-se firmar em qual variacdo de extratos obteve-se o

melhor resultado na inibicao.
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4. CONCLUSAO

A partir indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) e o Percentual de Inibicdo de
Crescimento Micelial (PIC), pode-se concluir que o extrato de Equisetum hyemale possui um potencial
como substituto de agroquimicos sendo utilizado como fungicida. Em pesquisas futuras devem se atentar
as concentragBes do extrato, visto que o melhor resultado foi obtido com C09 onde apresentou melhor
reducdo na porcentagem de inibi¢cdo micelial e reducéo na velocidade de crescimento micelial.
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