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RESUMO

CONTROLE DE DOENCAS DE FINAL DE CICLO E OIiDIO DA SOJA POR
EXTRATOS AQUOSOS DE Cymbopogom citratus, Rosmarinus officinalis E
Curcuma longa E SOLUCAO DE CURCUMINA.

A ocorréncia das doencgas foliares de final de ciclo (DFC) causadas por Septoria
glycines e Cercospora kikuchii e oidio causada por Microsphaera difusa em soja
(Glycine max) sao facilmente observadas no campo. Varias alternativas aos
fungicidas tém sido avaliadas nos ultimos anos na busca de produtos que controlem
satisfatoriamente as doencas, que tenham pequeno impacto ambiental e baixa
toxicidade aos seres humanos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de
extratos Cymbopogom citratus, Rosmarinus officinalis e Curcuma longa e solugéo de
curcumina no controle de DFC e oidio. Foram realizados ensaios in vitro para
verificar a atividade antimicrobiana desses extratos, através da analise do
crescimento micelial em meio BDA bem como ensaios em condi¢gdes de campo, com
a cultivar de soja CD 215. O fungicida pyraclostrobin+epoxiconazole (0,6 L p.c. ha™)
foi utilizado como tratamento controle. Os extratos de C. citratus foram os que mais
inibiram o crescimento micelial de C. kikuchii, com valores de até 36,9% para
concentragbes a partir de 10% do extrato. Para R. officinalis, as inibicbes foram
verificadas apenas a partir da concentracdo de 10% do extrato, alcancando o valor
de 42,8% de inibicdo, para o extrato a 20%. C. longa foi a planta com menor
atividade antimicrobiana, com inibicado de apenas 17,9% para o extrato a 20%. Para
a curcumina, solugdes a partir de 200 mg L™, inibiram em média 15,1% o
crescimento micelial in vitro do patégeno. Com relagdo aos ensaios de campo,
verificou-se que a massa de 100 gréos do tratamento com C. longa (5%) foi superior
a testemunha, porém igual a C. citratus (5%) e R. officinalis (5 e 10 %). Todos esses
valores foram superiores ao tratamento com fungicida. Para a variavel massa total o
tratamento com C. longa (10%) obteve produtividade de 3856 kg ha”' mostrando
também bom controle de DFC e oidio. Extrato de R. officinalis (5%) também
proporcionou producdo de graos estatisticamente superior ao tratamento com
fungicida. Nesses dois tratamentos a produgao foi em média 15% superior aquela
com produto quimico. O melhor controle de DFC ocorreu nos tratamentos com C.
citratus e C. longa, ambas a 5%, e com o fungicida. O melhor controle de oidio
ocorreu com extratos de C. citratus e R. officinalis (5%), C. longa (5 e 10%) e
fungicida. Os tratamentos com C. longa e C. citratus foram estatisticamente iguais ao
fungicida. Para a atividade de peroxidase, R. officinalis e C. longa (5%) resultaram
em valores estatisticamente diferentes da testemunha, porém inferiores a esta. Estes
resultados indicam que embora tenha ocorrido redugado da severidade de DFC e
oidio em soja com os extratos de C. longa, C. citratus e R. officinalis, este evento
provavelmente ndo esteja relacionado com alguma possivel ativagdo ou indugao da
atividade de peroxidases e que, possivelmente, outros mecanismos de defesa da
planta, ou mesmo uma atividade antimicrobiana direta, possam estar envolvidos no
controle destas doencas.



ABSTRACT

CONTROL OF LATE SEASON LEAF DISEASES AND POWDERY MILDEW IN
SOYBEAN BY AQUEOUS EXTRACTS OF Cymbopogom citratus, Rosmarinus
officinalis and Curcuma longa AND BY CURCUMIN SOLUTIONS.

The occurrence of late season leaf diseases (DFC) caused by Septoria glycines and
Cercospora kikuchii and powdery mildew caused by Microsphaera diffusa in soybean
(Glycine max) are easily identified in field. In recent years, there has been a seach for
alternatives to fungicides that provide satisfactory disease control with low
environmental impact and low toxicity to human. The objective of this study was to
evaluate the effect of extract of C. citratus, R. officinalis and C. longa and by
curcumin solutions, to control DFC and powdery mildew. In vitro assays were
conduced to verify the antimicrobial activity of those plant extracts, by evaluation of
the mycelial growth of C. kikuchii in PDA medium. Additionally, assays under field
conditions were carried out with soybean cv. CD 215. The pyraclostrobin +
epoxiconazole fungicide (0,6 L c.p. ha™') was used as control. Extract of C. citratus
inhibited the mycelial growth of C. kikuchii in 36,9%, to concenttrations up to 10% of
the extract. To R. officinalis, the inhibited was 42,8% to concentration 10%. The lower
antimicrobial activity was with C. longa with 17,9% of inhibition concentration 20%. In
relation to field assays extract of C. longa 5% was higher than the control with water
to the weight of one hundred seeds, like as C. citratus 5% and R. officinalis 5 and
10 %. The production of the extract of C. longa at 10% was 3856 kg ha™ with good
control of diseases. R. officinalis at 5% showed production higher than the control
with water. Those two treatments were 15% higher in relation of grain production
than fungicide. The C. citratus and C. longa, both with 5%, and the chemical reduced
the severity of late season diseases. The better control of powdery mildew was with
extract of C. citratus and R. officinalis at 5%, C. longa at 5 and 10% and the
fungicide. R. officinalis and C. longa at concentration of 5% were statistically different
in relation to enzymatic peroxidase activity, however lesser the control with water.
These results indicate that in spite of reducing diseases severity in soybean with the
use of C. longa, C. citratus and R. officinalis extracts, this is have not relations with a
probably activation of peroxidase activity and that, possibly, other plant defense
mechanisms, or a direct antimicrobial activity, maybe envolved in the control of late
season leaf disease and powdery mildew.



1 INTRODUCAO

A soja é a mais importante oleaginosa no mundo cuja produ¢gdo mundial no
ano de 2003/04 foi de 189,12 milhdes de toneladas (Agrianual, 2005). Seu alto teor
de proteinas proporciona multiplas utilizacbes e a formacdo de um complexo
industrial destinado ao seu processamento (Roessing & Guedes, 1993).

A soja como as demais plantas, precisa estar sempre bem nutrida, livre de
doengas e protegida contra as pragas que possam lhe atacar e diminuir a sua
producdo. Dessa forma, para se obter retorno econémico do investimento, o
agricultor necessita estar atento ao manejo adequado que a cultura requer (Bokert et
al., 1994).

Entre os fatores que limitam o rendimento da soja, as doengas sdo os mais
importantes por serem de dificil controle (EMBRAPA, 2004). A importancia
econdmica de cada doencga varia de acordo com 0 ano e a regidao, dependendo da
condicdo climatica de cada safra, podendo-se, no entanto, destacar as doencgas de
final de ciclo ou DFC, causadas por Cercospora kikuchii e Septoria glycines, e o
oidio causado por Microsphaera diffusa. No Brasil, o valor das perdas anuais por
doencas ¢é relativamente alta, e tende a aumentar pelo microclima favoravel
proporcionado pelo sistema plantio direto (menor temperatura e aumento do teor de
umidade no solo), facilitando a disseminacao dos patégenos (Bokert et al., 1994).

O controle das doencgas de plantas através de resisténcia € o modo mais
eficaz e econdbmico, porém, para a maioria dos patégenos, ndo existem cultivares

resistentes. A eliminacdo ou a manutencdo das doencas em nivel de dano



econdmico depende do conhecimento das exigéncias especificas de cada uma
delas e da integracdo de varias praticas culturais, onde se incluem: rotagao/
sucessao de culturas, tratamento quimico da semente, resisténcia varietal, calagem
e adubacdo equilibrada, populagdo adequada de plantas, melhor época de
semeadura, controle de plantas daninhas e tratamento quimico da parte aérea
(Bokert et al., 1994). O uso de fungicidas sintéticos tem sido o método mais utilizado
para controle de DFC e oidio na soja, o qual, embora apresente excelentes
resultados em curto prazo, pode acarretar em problemas de contaminacao ambiental
e do homem, além de selecionar populagbes do patégeno insensiveis a estes
produtos. Adicionalmente, seu uso fica restrito aos cultivos convencionais de soja,
nao sendo permitida a sua utilizagdo em cultivos organicos ou ecoldgicos.

Com relacao ao tratamento da parte aérea visando ao controle de doencgas,
podem ser utilizados, além de fungicidas, produtos a base de microrganismos para
controle biolégico, bem como os produtos naturais extraidos de plantas medicinais.
Estes ultimos podem desempenhar tanto atividade antimicrobiana direta, através de
sua fungitoxicidade inerente, quanto induzir resisténcia, através da ativagdo dos
mecanismos de defesa da planta hospedeira. Assim as plantas medicinais, com
seus compostos secundarios podem oferecer ao agricultor consideraveis recursos
para o controle de doencgas.

Dessa forma, os objetivos desse trabalho foram avaliar o potencial dos
extratos das plantas medicinais Cymbopogon citratus (capim-limao), Rosmarinus
officinalis (alecrim) e Curcuma longa (curcuma ou agafrdo) no controle de DFC e

oidio em soja in vitro e a campo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura da soja

A soja (Glycine max (L.) Merril) ja é cultivada a muito tempo na China, mas
pode ser considerada recente nas Américas. A adaptagao ao continente americano
foi muito boa e atualmente mais de 75% da producdo mundial encontra-se nas
Ameéricas. No Brasil esta cultura comecgou a ter expressao econdmica no Rio Grande
do Sul na década de 60, e passado pouco mais de 40 anos, em 2004, o pais ja era é
0 segundo produtor mundial, com 25% da produg¢ao (EMBRAPA, 2004).

A soja assume grande relevancia econdmica no Brasil com produg¢éo anual
superior a 50 milhdes de toneladas e area plantada de 21 milhdes de hectares,
participando efetivamente no PIB nacional e trazendo progresso para as regides

produtoras (Agrianual, 2005).

2.2 Doengas na cultura da soja

A expansdao da area de cultivo da soja, aliada a falta de cuidados
fitossanitarios e ao monocultivo de cultivares geneticamente semelhantes, favoreceu
a disseminacao da maioria dos patégenos para as mais diversas regides produtoras

(Martins et al., 2003).



Entre as principais doencas foliares da soja estdo a mancha parda (Septoria
glycines); o crestamento foliar (Cercospora kikuchii), a ferrugem asiatica
(Phakopsora pachyrhizii), a antracnose (Colletotrichum truncatum) e o oidio
(Microsphaera diffusa) (Juliatti et al., 2003). Sob condi¢des favoraveis, as doencgas
foliares de final de ciclo (DFC), complexo causado por C. kikuchii e S. glycines
podem reduzir a produtividade de graos em mais de 20%, equivalente a uma perda
anual de quatro milhdes de toneladas de soja na produgdo nacional (EMBRAPA,
2004). As perdas podem ser ainda maiores se as DFC forem associadas aos danos
causados por outras doengas (cancro da haste, antracnose, nematoéides de galhas,

nematoide de cisto e podriddo branca da haste) (Hamawaki et al., 2003).

2.2.1 Mancha parda ou septoriose

O agente causal da mancha parda é o fungo Mycosphaerella uspenskajae
Mashk. & Tomil (Septoria glycines Hemmi). Esta doengca esta amplamente
disseminada no pais, podendo causar redugdes superiores a 30% na produtividade.
Inicialmente o fungo S. glycines é introduzido na lavoura por meio de sementes
infectadas e, posteriormente, os conidios produzidos nas folhas e restos culturais
sdo disseminados pela chuva e pelo vento (Yorinori, 1997).

Os primeiros sintomas provenientes de infeccdo na semente aparecem
cerca de duas semanas apds a emergéncia, como pequenas manchas de contornos
angulares, de cor castanho-avermelhadas nas folhas unifoliadas. Sob situagdes
favoraveis, a doenga pode atingir os primeiros trifoliolos e causar severa desfolha

em plantas de até 35-40 dias, sendo que apds este periodo, as plantas se



recuperam. Um novo surto da doenca ocorre ao final do enchimento das vagens,
apos o estadio R6. Nas folhas verdes, surgem pontuagdes pardas, menores que 1
mm de didmetro, que evoluem e formam manchas com halos amarelados, de
coloracédo parda na pagina superior e rosada na pagina inferior, medindo de 1 a 3
mm de didmetro. Em infec¢cdes severas, causa desfolha e maturacdo prematura,
com consequente redugao da produtividade (Almeida et al., 1997).

A ocorréncia da mancha parda € normalmente acompanhada da incidéncia
de outra doenca foliar denominada crestamento foliar de Cercospora. Ambas
ocorrem no final de granagdo da soja e, devido a dificuldade em quantifica-las
separadamente, sao consideradas como um complexo de doencgas de final de ciclo

(Yorinori, 1997).

2.2.2 Crestamento foliar de Cercospora e mancha purpura da semente

O agente causal do crestamento de Cercospora e mancha purpura da
semente é o fungo Cercospora kikuchii (Matsumoto & Tomoyasu) M. W. Gardner.

Assim como a mancha parda, esta doencga esta disseminada por todas as
regides produtoras de soja no pais. Porém o crestamento foliar € mais severo nas
regides quentes e chuvosas dos cerrados. Seus efeitos sdo mais visiveis apds os
estadios de completa formacéo de vagens (R6) e inicio da maturagao (R7.1). Ambas
ocorrem na mesma época e, frequentemente, devido as dificuldades que
apresentam nas avaliagcdes individuais, sdo consideradas como um “complexo de

doencas de final de ciclo” (Yorinori, 1997).



A predominancia de uma ou de outra doenga pode ser notada sob condi¢des
de campo, pela coloragcdo das folhas na fase de maturacdo. Quando o
amarelecimento natural das folhas €& rapidamente substituido por pequenas
manchas de coloragao parda ou crestamento castanho-claro, a predominancia € da
septoriose; e quando a coloracdo das folhas muda rapidamente para o castanho-
escuro ou castanho-avermalhado, a predomindncia é de crestamento de
Cercospora. Além do crestamento foliar, a elevada incidéncia da doenca ocorrida no
campo pode ser observada também apds a colheita, pela alta frequéncia de
sementes com mancha purpura. Em ambos os casos, a mudanca de coloragcao das
folhnas é seguida de rapida desfolha, enquanto as vagens ainda estdo verdes. A
antecipacgao da desfolha forga a maturagéao antes que haja a completa formagéo dos
graos. A deficiéncia de granacédo pode atingir até 30% em relagdo a uma planta
sadia (Almeida et al., 1997).

Nas folhas os sintomas aparecem a partir do final da granagdo e séao
caracterizadas por pontuagdes escuras, castanho-avermelhadas, as quais
coalescem e formam grandes manchas escuras que resultam em severo
crestamento e desfolha prematura. Nas vagens, aparecem pontuagdes vermelhas
que evoluem para manchas castanho-avermelhadas. Através da vagem, o fungo
atinge a semente e causa a mancha purpura no tegumento. Nas hastes, o fungo
causa manchas vermelhas, geralmente superficiais, limitadas ao cértex. Em certas
situacoes, tal como em solos de baixa fertilidade nos primeiros anos de cultivo nos
cerrados, quando a infecgdo ocorre nos nés, o fungo pode penetrar na haste e

causar necrose de coloragdo avermelhada na medula. O fungo é introduzido em



lavouras por sementes contaminadas e sobrevive nos restos culturais (Yorinori,

1997).

2.2.3 Oidio

O agente causal do oidio é o fungo biotréfico Microspharea diffusa Cooke &
Peck. O esporo (conidio ou ascosporo) do fungo, ao cair na superficie da folha,
germina e produz uma teia de micélio que se espalha pela superficie da planta. O
micélio penetra nas células epidérmicas e, por meio de haustérios intracelulares,
nutre-se do conteudo das células. Na superficie da planta forma-se uma fina camada
de micélio e esporos (conidios) pulverulentos que, de pequenos pontos brancos,
podem cobrir toda a folha, as vagens e parte da haste (Almeida et al., 1997).

Apesar de ser uma doenca ainda de pouca expressao, a ocorréncia de oidio
estd aumentando nas regides altas dos cerrados e em campos de multiplicacdo de
sementes na entressafra, sob irrigagdo (Yorinori, 1997). Porém, a partir da safra
1996/97, tem apresentado severa incidéncia em diversas cultivares em todas as
regides produtoras, desde os Cerrados ao Rio Grande do Sul. As lavouras mais
atingidas podem apresentar perdas de produtividade de até 40-50% (EMBRAPA,
2004).

Os sintomas apresentados pelo oidio podem variar de clorose, ilhas verdes,
manchas ferruginosas, desfolha acentuada ou combinagbes desses sintomas,
dependendo da reacéo das cultivares. Todavia, 0 mais evidente é a propria estrutura
branca e pulverulenta do fungo sobre a superficie das partes infectadas (Yorinori,

1997).



2.3 Controle de doencgas

As alternativas para o controle das DFC sdo a escolha de variedades
resistentes, épocas de plantio e rotagdo de culturas, além do uso de fungicidas no
tratamento das partes areas. Entretanto, para que essa pratica seja
economicamente viavel, exige-se um melhor conhecimento do uso de fungicidas em
relagao ao ciclo da cultura, produtos e suas misturas e época de aplicacao, além de
conhecer o grau de resisténcia da(s) cultivar (es) utilizada(s) em determinada regiao,
bem como informacdes sobre condicbes ambientais que propiciam o aumento da
intensidade das referidas doencgas (Uzeika et al., 2003; Juliatti et al., 2003).

O controle das doencas através de resisténcia € o modo mais eficaz e
econdmico, porém, para a maioria dos patdégenos, nao existem cultivares
resistentes. Na pratica, a medida de controle mais utilizada acaba sendo o quimico,
através da pulverizagcao de fungicidas para as doengas foliares de final de ciclo. O
uso dos fungicidas pode trazer solugdes a curto prazo para os agricultores. Porém, a
longo prazo, pode acarretar em selegédo de populacdes de fitopatdgenos resistentes
as substancias quimicas utilizadas, causar efeitos colaterais negativos sobre fungos
benéficos, como Nomurea rileyi (favorecendo o aumento de populagbes da lagarta-
da-soja) (EMBRAPA, 2004), além do grande risco de contaminagdao do meio
ambiente e do homem (Kimati, 1995).

Neste contexto, termos como “agricultura alternativa” ou “agricultura
sustentavel” obtém expressao politica (Zadoks, 1992) e estimulam a busca de novas

medidas de protecao das plantas contra as doencas.



2.4 Controle alternativo

Sob a denominagdo genérica de controle alternativo, estdo incluidos o
controle biolégico, o controle induzido, também conhecido como indugdo de
resisténcia, resisténcia induzida e imunizagdo (Moraes, 1992) e o uso de extratos
vegetais com atividades antimicrobiana e/ou indutora de resisténcia (Schwan-
Estrada et al., 2003).

O controle bioldgico pode ser definido como o controle de um microrganismo
pela agao direta de outro mecanismo antagdnico, o qual pode atuar por meio de
antibiose, parasitismo, competigdo, predacao ou hipoviruléncia (Cook & Baker, 1983;
Moraes, 1992). Ja a indugao de resisténcia envolve a ativagcdo de mecanismos de
defesa latentes existentes nas plantas em resposta aos tratamentos com agentes
bidticos ou abidticos (Hammerschmidt & Dann, 1997). Uma diferenga fundamental
entre o0 controle biolégico e o controle induzido € que, no primeiro, a agao
controladora se faz diretamente sobre o patégeno, enquanto que, no segundo, a
acao se da sobre a planta hospedeira, modificando a sua ralagdo com o patégeno
(Moraes, 1992).

A inducao de resisténcia (ou indugao de protecao, imunidade adquirida, ou
resisténcia sistémica adquirida) envolve a ativacdo de mecanismos de defesa
latentes nas plantas em resposta ao tratamento com agentes bidticos ou abidticos
(Hammerschmidt & Dann, 1997). Esses mecanismos podem ser estruturais ou
bioquimicos (Pascholati & Leite, 1995). Essa ativacdo pode ser obtida pelo
tratamento com agentes bidticos (como microrganismos viaveis ou inativados)

(Stangarlin e Pascholati, 1994) ou abidticos, como acido 2,6-dicloroisonicotinico
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(Hijwegwn et al., 1996) e acibenzolar-S-metil — BION® (Ciba, 1995). A protecéo
conferida pelo tratamento €& capaz de proteger a planta contra infecgdes
subsequentes por diferentes patégenos (Kuc, 1995).

As plantas medicinais e seus produtos podem oferecer ao agricultor
consideravel recurso para o controle de pragas, doengas e plantas invasoras que
prejudicam o rendimento das culturas, especialmente na pequena propriedade
(Guerra, 1995).

A exploracao da atividade biolégica de compostos secundarios presentes no
extrato bruto de plantas medicinais pode constituir, ao lado da inducdo de
resisténcia, em uma forma potencial de controle alternativo de doencas em plantas
cultivadas (Stangarlin et al., 1999).

Nesse contexto, varias plantas medicinais tém mostrado atividade
antibacteriana e antifungica como Ocimum sp. para controle de Phytophthora sp. e
Rhizoctoni solani (Benini et al., 1999), Artemisia canphorata para controle de
Bipolaris sorokiniana em trigo (Franzener et al., 2003), Azadirachta indica para o
controle de Oidium lycopersica em tomateiro (Carneiro, 2003), Eucalyptus citriodora
para controle de Colletotrichum lagenarium em pepino (Bonaldo et al.,2004), Mikania
glomerata para controle de Xanthomonas campestris pv. campestris em couve flor
(Vigo-Schltz, 2004), Zingiber officinalis para controle de Sclerotinia sclerotiorum em
alface (Rodrigues, 2004) e de Brassica rapa para controle de R. solani em feijoeiro

(Dhinghra et al., 2004).
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2.5 Alecrim (Rosmarinus officinalis)

Originario da regido do Mediterraneo, o alecrim € um planta semi-arbustiva,
perene, lenhosa, ramificada, da familia Lamiaceae, cuja altura oscila entre 50 cm a 2
m. As folhas possuem comprimento de 2 a 4 cm e largura de 1 a 4 mm, sendo
lineares, estreitas, opostas, sésseis, coriaceas, com bordos recurvados ou enrolados
para dentro ao longo da nervura central. A pagina superior das folhas é verde
rugosa, e a pagina inferior contém pélos finos e é brilhante e esbranquicada. As
flores estdo dispostas em pequenos cachos na axila de bracteas e possuem cor
azul-violeta, rosa ou branca (Corréa et al., 1998; Hertwig, 1986; Silva et al., 1995). A
produtividade média, quando plantada em condi¢cdes ideais de clima e solo, pode
chegar ao redor de 11.500 kg/ha de planta fresca e 3.900 kg/ha de matéria seca
(Corréa Jr. et al., 1994; Martins et al., 1994, Simdes et al., 1989).

R. officinalis tém os seguintes principios ativos: taninos, flavandides, 6leo
essencial rico em terpenos (cineol, pineno, borneol, canfeno, eucaliptol, acetato de
isobornila, valerianato de isonila, canfora), além de saponinas, acidos (citrico,
glicdlico, glicinico, rosmarinico), nicotinamida, colina, pectina, rosmaricina e vitamina
C ( Teske e Trentini, 2001).

O potencial de R. officinalis para controle de fitopatdgenos foi verificado por
Becker (2003). Neste trabalho, os extratos de alecrim a 5% e 10% reduziram em
43% e 52%, respectivamente, a severidade da mancha angular causada por
Pseudomonas syringae pv. lachrymans em pepino cultivado organicamente e em
ambiente protegido. Estes resultados nao diferiram, no entanto, do tratamento

padrao do agricultor, representado pela calda bordaleza. O extrato de alecrim neste
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trabalho também apresentou atividade elicitora, induzindo a produgéao de fitoalexinas
em bioensaio com mesocotilos de sorgo.

Gasparini et al. (2000), em ensaio in vitro, utilizaram extrato aquoso de R.
officinalis isoladamente ou em mistura com Lippia alba nas concentracdes de 5, 10,
15, 20, 25 e 50%, esterilizado por autoclavagem para verificar o efeito sobre o
crescimento micelial dos isolados de Colletotrichum graminicola, Alternaria
alternata, Phytophthora sp., Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii. Este ensaio
indicou que em relagcdo ao extrato bruto de alecrim, houve maior inibicdo na
concentragao de 50% para os isolados estudados, com excegao a A. alternata, onde
a inibicao foi maior nas concentragdes de 10 e 15%. Com relagao ao extrato bruto de
erva cidreira, os fungos S. rolfsii, A. alternata e R. solani apresentaram inibicao do
crescimento micelial na concentragdo de 50%, o que nao ocorreu com C.
graminicola, para o qual os melhores resultados estavam nas concentragbes de
10% e de Phytophthora sp., onde a inibicdo ocorreu na concentragdao de 15%.
Quando em presenga da mistura dos extratos, os resultados obtidos mostraram que
ocorreu inibigao no crescimento micelial de C. graminicola, A. alternata e S. rolfsii, na
concentragao de 50%, enquanto que para R. solani e Phytophthora sp. a inibigao foi

maior nas concentragdes de 25 e 15%, respectivamente.

2.6 Capim limao (Cymbopogon citratus)

Esta planta, originaria da india, & herbacea, perene, cespitosa, da familia

Gramineae, caule rizomatoso, curto, com nds bem demarcados, com até 2 m de



13

altura. As folhas sédo alongadas, limbo linear, lanceolado, aspero nas duas faces,
paralelinérvias, bordo liso, cortante e sdo recobertas por fina camada de cera
esbranquicada. Possuem inflorescéncia do tipo panicula (Corréa et al., 1998;
Hertwig, 1986; Martins et al., 1994, Silva et al., 1995).

C. citratus tém os seguintes principios ativos: 6leo essencial aromatico, ricos
em terpenos, citral (mistura de neral e geranial), mirceno, canfeno, limoneno, mentol,
linalol, flavandides, saponina, sisterol, taninos, alcoois saturados de cadeia longa
(hexaconsanol e triacontanol) e triterpendides (Teske e Trentini, 2001).

O potencial de C. citratus para controle de fitopatégenos foi também
verificado por Becker (2003). Os extratos aquosos a 5% e 10% n&o foram capazes
de reduzir a severidade da mancha angular causada por P. syringae pv. lachrymans
em pepino cultivado organicamente e em ambiente protegido, embora o extrato a
1% tenha potencial elicitor, induzindo a sintese de fitoalexinas em mesocdétilos de
sorgo.

Em ensaio in vitro contra Cladosporium fulvium isolado de tomateiro, o
extrato de C. citratus, em concentragdo maior de 20%, apresentou inibigao total de
até 61% para esporulagdo, 21% para germinagdo de esporos e 60% para

crescimento micelial do patégeno (Baldo et al., 2005)

2.7 Curcuma (Curcuma longa)

A curcuma uma planta da familia Zingiberaceae, originaria do sudoeste da

Asia (Cecilio Filho et al., 2000), é também conhecida vulgarmente no Brasil por
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acafrdo da india ou acafrdo da terra. Pode ser cultivada praticamente em locais que
apresentam clima tropical e subtropical (Pereira & Stringheta, 1998).

A planta é do tipo herbacea e perene, atinge em média 120 a 150 cm de
altura em condigbes favoraveis de clima e solo (Cecilio Filho et al., 2000). E uma
planta com caule tipo rizomas de onde partem quatro ou cinco folhas com peciolos
longos e disposicédo alternada. As folhas sdo de formato lanceolado, liso de cor
verde palida, apresentam sulcos obliquos na face inferior, com 30 a 50 cm de
comprimento com 10 a 15 cm de largura. Na parte inferior, a justaposicao dos
peciolos forma uma espécie de estirpe (Peckolt & Peckolt, 1899" apud Curcuma,
2003).

Os rizomas representam o interesse econdmico da cultura, apresentando
caracteristicas como: 12% de proteina, 30 a 50% de amido, 5,5% de fibras e 2 a 9%
de cinzas. No entanto, ndo sao os atributos nutritivos os principais componentes
qualitativos dos rizomas de curcuma, sendo caracterizado e avaliado pela presenca
do corante curcumina e de dleos essenciais (Cecilio Filho, 1996). Atualmente, séo
trés os produtos de curcuma no mercado: o p6é de curcuma, que consiste em raizes
secas e moidas; a oleosina, que é obtida por extragdo com solventes do p6 da
curcuma, com rendimentos de 12%, sendo que este apresenta 30 a 40% de
pigmentos expressos em curcumina e de 15 a 25% de d6leo volatil, sendo um produto
altamente viscoso e de cor marrom alaranjada, e, o terceiro produto é o extrato de
curcumina purificado, que se apresenta sem o aroma ou sabor residual (Pereira &

Stringheta, 1998).

" PECKOLT, T & PECKOLT, G. Histéria das plantas medicinais e Uteis do Brasil. 7° fasciculo —
Rio de Janeiro: Cia. Typographica do Brasil, p. 1119-1369, 1899.
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Utilizada desde a antiguidade na medicina e gastronomia popular do oriente,
a curcuma vem se tornando importante para a ciéncia moderna no combate a varios
problemas, podendo destacar-se alguns efeitos de seus como: antiinflamatdrio,
antioxidante, antiprotozoario, antibacteriano, antifungico e antinematéide. Podem ser
acrescentados os efeitos conhecidos pela farmacopéia asiatica como estomaquico,
estimulante, carminativo, expectorante e anti-helmintico (Cecilio Filho & Souza,
1999; Teske e Trentini, 2001).

Trabalhos sobre o potencial de C. longa no controle de fitopatégenos
referem-se basicamente ao estudo da atividade antimicrobiama in vitro de seus
compostos, como contra Colletotrichum gloesporioides, Sphaceloma cardamoni,
Pestalotia palmarum, Rhizoctoniz solani, Aspergillus sp. e Fusarium sp. (Saju et al.,
1998), Fusarium udum (Singh & Rai, 2000), Machophomina phaseolina (Raja &
Kurucheve, 1998), Colletotrichum falcatum, Fusarium moniliforme, Curvularia
pallescens, Aspergillus niger e Fusarium oxysporum (Singh et al., 2002)

Sao poucos os trabalhos verificando o potencial in vivo de curcuma no
controle de doengas a campo. Um deles € o de Kuhn (2003) no qual foi estudado o
efeito de C. longa em Xanthomonas axonopodis pv. manihotis. In vitro, o extrato
apresentou agao bactericida para concentragbes que variam de 10 a 20%
dependendo da procedéncia dos rizomas. No entanto, in vivo, nas concentracoes
utilizadas, ndo houve efeito curativo em manivas de mandioca infectadas com o
patdgeno. Trabalhando em casa de vegetagao, Balbi-Pefa (2005), observou que a
curcumina e os extratos brutos de curcuma apresentaram niveis de controle de pinta
preta (Alternaria solani) do tomateiro similares ao tratamento com fungicida cuprico,

mas inferior ao azoxystrobin. Nao houve diferengas estatisticas na produgao
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comercial de tomate entre tratamento. Somente o tratamento de curcumina 50 mg L
! apresentou maior porcentagem de frutos grandes em relagdo a testemunha. In
vitro, os extratos de curcuma a 10 e 15% ndo autoclavados inibiram em 38,2% e
23,2%, respectivamente, o crescimento micelial e 71,7% e 87%, respectivamente, a
esporulacdo do fungo. Quando autoclavados, nao apresentam inibicdo do
crescimento micelial nem da germinagao de esporos € a inibigdo da esporulagao foi
menor, indicando a presenca de compostos antimicrobianos termolabeis. O extrato
nao autoclavado na concentragcdo de 5% inibiu em até 15% a germinacéo dos
esporos. A curcumina inibiu em 29,5% na maior concentragcdo testada, sem,
contudo, afetar a esporulagcédo e a germinagao de esporos de A. solani.

Também Kim (2003), utilizando solugbes de curcumina (125, 250, 500 e
1000 mg L"), em casa de vegetagdo, conseguiu inibicdo completa dos fungos
Phytophthora infestans, em tomate e Puccinia recondita, em trigo, na concentragao
de 500 mg L. Para Botrytis cinerea, em pepino e Rhizoctonia solani em arroz,
houve um controle de 63 e 40%, respectivamente. No entanto os fungos Pyricularia

grisea, em arroz e Erysiphe graminis, em trigo se mostraram insensiveis aos

tratamentos utilizados.

2.8 Mecanismos de defesa da planta

A resisténcia do hospedeiro a uma doenca pode ser definida como a

capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou a subsequente atividade

de um patdégeno nos tecidos da mesma (Goodman et al., 1986). Para atingir esse
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objetivo a planta utiliza-se de fatores de resisténcia ou mecanismos de defesa
divididos em duas categorias: pré-formados, presentes na planta antes do contato
com o patdgeno e pos-formados, que se mostram ausentes ou presentes em baixos
niveis antes da infecgao, sendo produzidos ou ativados em resposta a presenca do
patdgeno (Misaghi, 1982). Para Pascholati & Leite (1994, 1995) esses mecanismos
podem ser:

A. Pré-formados (passivos ou constitutivos):

a) Estruturais: cuticula, tricomas, estdmatos, fibras/vasos condutores;

b) Boquimicos: fendis, alcaldides glicosidicos, lactonas insaturadas,
glicosideos fendlicos e cianogénicos, inibidores protéicos, fitoalexinas,
quitinases e B-1,3 glucanases.

B. Pés-formados (ativos ou induziveis):
a) Estruturais: papilas, halos, lignificagdo, camadas de corticga, tiloses.

b) Bioquimicos: fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese.

A sequéncia de eventos relacionados a indugao e expressao da resisténcia
ou resposta de defesa inicia-se com o reconhecimento pelo hospedeiro de alguma
caracteristica quimica ou estrutural do patégeno, ou agente de estresse ou dano
associado com a invasao. Esta percepcao resulta na produgao ou liberagdao de um
composto sinalizador que é responsavel pela indugcdo de resposta de defesa da
planta (Johal et al., 1995)

Os mecanismos ativos de defesa das plantas contra fitopatégenos envolvem

alteracbes metabdlicas que estdo relacionadas com mudancas na atividade de
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enzimas chaves, como a peroxidase, nos metabolismos primario e secundario (Fric,

1976).

2.8.1 Peroxidase

A enzima peroxidase participa de varios processos fisiolégicos nas plantas,
catalisando a oxidagcdo e a eventual polimerizagao de alcool hidroxicinAmico em
presenca de peroxido de hidrogénio (Gaspar et al., 1982), compostos estes
relacionados a producéao de lignina, e que sao depositadas nas paredes celulares e
papila, impedindo o crescimento e desenvolvimento do patégeno (Ride, 1983). A
lignina € uma das mais importantes substancias da parede celular, e pode estar
presente em todas as trés camadas da parede: lamela média, parede primaria e
secundaria (Taiz & Zeiger, 2004).

Esta enzima participa da biossintese do hormdnio vegetal etileno (Ishige et
al., 1993), da oxidacado de compostos fendlicos, os quais acumulam-se em resposta
a infeccao (Fry, 1986), oxidagdo do acido indolil-3-acético (AlA) e na biossintese da
lignina (Hoagland, 1990). Mudangas na atividade das peroxidases tém sido
frequentemente correlacionadas a resposta de resisténcia ou suscetibilidade em
diferentes patossistemas (Bonatti et al., 1994), como em folhas de uva inoculada
com Plasmopora viticola (Kortekamp & Zyrprian, 2003), folhas de feijao inoculadas
com Botrytis fabae (Nawar & Kuti,2003).

A lignificagdo € um fator de resisténcia estrutural formada apés a infecgao do
patdgeno, interferindo no crescimento do patégeno através da modificagdo quimica

das paredes celulares, producao de compostos fendlicos de baixo peso molecular e
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os patdgenos também podem ser lignificados, sendo o crescimento dos mesmos

interrompidos (Pascholati & Leite, 1995).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Plantas medicinais utilizadas

Foram utilizadas trés espécies de plantas medicinais: Curcuma longa
(curcuma), Cymbopogon citratus (capim lim&o) e Rosmarinus officinalis (alecrim),
cultivadas na propriedade indicada no item 3.3 e coletadas frescas no dia do preparo

do extrato e da aplicagao.

3.2 Experimento in vitro

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Fitopatologia da
UNIOESTE - Universidade Estadual do Oeste do Parana, no periodo compreendido

entre os meses de abril de 2004 a julho de 2005.

3.2.1 Obtencéao dos fungos fitopatogénicos

Os in6culos foram obtidos a partir do isolamento dos fungos C. kikuchii
presentes em lesdes de sementes de soja infectadas naturalmente no campo. Os
isolados foram mantidos em meio de cultura BDA, e meio de folhas de cenoura
(Dhingra & Sinclair, 1995), em camara de crescimento a + 25 °C e fotoperiodo de 12

h.



3.2.2 Obtencéao do extrato bruto das plantas medicinais

O extrato bruto (EB) foi obtido de acordo com Stangarlin et al. (1999) a partir
da trituragcdo das plantas medicinais, em liquidificador, com agua destilada contendo
0,25% do antioxidante sulfito de sédio (Na2SO3) por 1 min (Franzener et al., 2001). O
homogeneizado resultante foi filtrado em gaze e em papel de filtro Whatman n® 41 e,

posteriormente, diluido para concentragdes de 1, 5, 10, 15 e 20%.

3.2.3 Efeito do EB sobre o crescimento micelial de C. kikuchii

O EB nas concentragdes indicadas foi misturado ao meio de cultura BDA e
autoclavado durante 20 min a 120 °C sendo, em seguida, transferidos 15 mL para
placas de Petri de 90 mm de didmetro. Um disco de 7 mm de diametro, contendo o
micélio do fungo C. kikuchii foi transferido para o centro de cada placa de Petri.

As avaliagdes foram realizadas por meio da mensuragao diaria do didmetro
das colbnias, correspondente a média de duas medidas diametralmente opostas da
colonia fungica, iniciando-se 24 h apds a instalagédo do experimento e perdurando
até o momento em que as colénias do tratamento controle colonizaram 2/3 da
superficie total do meio de cultura na placa de Petri. Os valores obtidos para o
crescimento micelial foram transformados em porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial (PIC) utilizando-se formula descrita por Bastos (1997).

Além do EB das plantas medicinais, foi utilizada também uma testemunha
(BDA), testemunha (Alcool), um fungicida (indicado no item 3.3) e solugdo de

curcumina nas concentragées de 25, 50, 100, 200 e 400 mg L™. A curcumina,



purificada a partir da C. longa € uma substancia comercial disponivel e neste
trabalho foi utilizada CURCUMINA PS da Merck (n° produto 820354).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC)
com trés repeticoes e 23 tratamentos, sendo cada repeticdo representada por uma
placa de Petri. Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, pelo Programa ESTAT.

3.3 Experimento in vivo

Este experimento foi desenvolvido na propriedade do Sr. Waldir lvo Becker,
no municipio de Toledo/PR (sob infecgdo natural no campo), em convénio com a
UNIOESTE - Universidade Estadual do Oeste do Parana, Campus de Marechal
Candido Rondon/PR, no periodo de outubro de 2004 a abril de 2005. Os tratamentos
utilizados no ensaio estao no Tabela 1.

OPERA® é um fungicida sistémico, do grupo quimico das estrobilurinas e
triazois, com formulagdo do tipo suspo/emulsdo e com classe toxicoldgica Il —

altamente toxico (Andrei, 2003).



Tabela 1. Tratamentos utilizados no ensaio de campo para controle de doengas de
final de ciclo e oidio na cultura da soja, no municipio de Toledo/PR.

PRODUTO

TRATAMENTO COMERCIAL DOSAGEM
Testemunha' —2 3
Fungicida® OPERA® 0,6 L ha™
Capim Limao — 5%
Capim Limao — 10%
Curcuma — 5%
Curcuma — 10%
Alecrim — 5%
Alecrim — 10%
Curcumina CURCUMINA 5gi.a. 100 mL™ (50 mg L")
Curcumina CURCUMINA 10gi.a. 100 mL™ (100 mg

L")

" Plantas m antidas sem controle de doencas

2 hao ha produto comercial

3 Pyraclostrobin + epoxiconazole

3.3.1 Solo utilizado no experimento

O experimento foi realizado em Latossolo Vermelho Eutréfico. O solo foi

caracterizado quimicamente no Laboratorio de Quimica Agricola e Ambiental

(UNIOESTE) antes da instalagdo do trabalho para fins de corregcdo e adubagao

(Tabela 2).



Tabela 2. Caracteristicas quimicas do solo utilizado no experimento de campo para
controle de doengas de final de ciclo e oidio na cultura da soja, no municipio de
Toledo/PR.

CARACTERISTICAS VALOR
Matéria Organica (g dm™) 35,89
P (mg dm™) 7,87
K (cmols dm™) 0,36
Ca** (cmol.dm™) 6,18
Mg?* (cmol, dm™) 2,70
pH (CaCl, 0,01 mol L) 5,00
SB (cmol.dm™)’ 9,23
CTC (cmol.dm™)? 15,71
V%3 58,80
A®* (cmol,dm™) 0,25

' Soma das bases
Capacidade de troca de cations
®Saturacéo por bases

3.3.2 Cultura e delineamento experimental

Foram utilizadas sementes de soja da cultivar COODETEC 215, que tem as
seguintes caracteristicas: grupo de maturagao: precoce, com média de 115 dias e
habito de crescimento determinado, sendo moderadamente resistente ao
acamamento, resistente ao cancro da haste e mancha “olho de r&”, moderadamente
resistente ao oidio e suscetivel ao nematoide de galha, Meloidogyne. incognita.

O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso, sendo os

blocos constituidos por 10 tratamentos e quatro repeti¢cdes (Tabel 1).

3.3.3 Implantacao do experimento
No preparo da area para a semeadura foi realizada a dessecacado das

plantas daninhas com o herbicida glyfosate 2 L p.c. ha™. Apds a emergéncia da soja,



o controle das plantas daninhas foi realizado com o uso de herbicidas pos-
emergentes, quando necessario, permanecendo assim a cultura livre das mesmas.
O experimento foi instalado dentro de uma lavoura comercial que esta sob
sistema de plantio direto na palha por 10 anos. A semeadura foi realizada em
meados de outubro em profundidade de 3 a 5 cm e com densidade de 12 a 15
sementes por metro linear. Cada parcela foi composta por cinco linhas com 5 m de
comprimento e espacadas de 0,45 m. Considerou-se como area util 4 m das trés
linhas centrais, totalizando 5,4 m? A adubacdo foi realizada na semeadura de
acordo com a analise de solo e a colheita foi realizada no final de fevereiro de 2005.
A aplicacao dos fungicidas e dos demais tratamentos foi realizada quando a
cultura se apresentava no estadio R5.1 (Souza Neto & Zagomel, 2002). A aplicagéo
foi realizada com um pulverizador de CO, com volume de calda de 285 ml por

parcela, que equivale a 207 L ha™.

3.3.4 Tratos culturais

Os tratos culturais do experimento foram os mesmos utilizados na conducéao
da lavoura comercial que estava cercando o experimento, sendo realizadas
aplicagdes de inseticidas para controle da lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis) e

para controle de percevejos da soja.

3.3.5 Parametros avaliados

Os seguintes parametros foram avaliados:



Produtividade — a colheita foi feita manualmente com auxilio de uma foice.
As plantas da parcela util foram levadas ao terreiro para a abertura das vagens,
separando-se os graos e a palhada com auxilio de peneira e transformando-se a
massa obtida em Kg ha™, corrigida para 13% de umidade.

Massa de 100 graos — para caracterizagdo da massa de 100 graos foi
utilizada metodologia prépria onde foram coletadas 10 amostras de 100 gréos de
cada parcela. Estas foram pesadas e colocadas na estufa a 100 °C. Apds 24 horas
foram novamente pesados os 100 graos, obtendo-se assim, a umidade dos graos de
cada parcela, pela média aritmética das 10 amostras. A massa de 100 gréos foi
corrigida para 13% de umidade.

Avaliacdo da quantidade de doenca — para analise da severidade de
doencgas utilizou-se a escala de nota visual segundo Azevedo (1998), no estadio R6
a R7, dando-se notas de 0 a 5 para Oidio que correspondem a: auséncia de
doengas — 0, 1-10% da area foliar infectada — 1, 11-30% da area foliar infectada — 2,
31-50% da area foliar infectada — 3, 51-70% da area foliar infectada — 4 e mais de
70% da area foliar infectada — 5. Para analise da severidade das DFC utilizou-se a
escala diagramatica elaborada por Martins et al. (2004), no estadio R6 a R7, dando-
se notas de 0 a 5 para: auséncia de doencgas — 0, até 2,4% da area foliar infectada —
1, 2,5-15,2% da area foliar infectada — 2, 15,3-25,9% da area foliar infectada — 3, 26-
40,5% da area foliar infectada — 4, 40,6-66,6% da area foliar infectada — 5 e mais de

66,6% da area foliar infectada — 6 (Figura 1).



Figura 1. Escala diagramatica para avaliagdo de severidade de doencgas de final de
ciclo (DFC) na cultura da soja. Painel superior: sintomas agregados; painel inferior:
sintomas distribuidos (Martins et al., 2004).

3.4 Dosagem de peroxidase

No momento dos tratamentos, e também apds 1, 3, 5 e 7 dias, foram
retiradas amostras foliares para determinacao da atividade de peroxidase, utilizando-
se para isto um furador de rolha com didmetro de 7 mm. Cada amostra continha 10
discos que foram retirados uniformemente de diferentes partes do ter¢o superior das
plantas. Imediatamente apds a coleta os discos eram colocados em envelopes feitos

com papel aluminio e mantidos em gelo, sendo posteriormente, congelados e



armazenados a —15 °C. Foram coletadas quatro repeticbes por tratamento e por
tempo de amostragem.

As amostras coletadas e congeladas foram homogeneizadas em 2 mL de
tampao fosfato de sodio 0,01 M (pH 6,0) em almofariz de porcelana. O
homogeneizado foi centrifugado a 6.000g durante 10 min. O sobrenadante obtido,
considerado como fragdo contendo as peroxidases soluveis, foi congelado para
posterior determinacdo da atividade enzimatica. Todo o processo de extragao das
peroxidases foi conduzido a 4 °C (Lusso & Pascholati, 1999). A atividade das
peroxidases foi determinada a 30 °C, através do método espectofotométrico direto
(Hammerschmidt et al., 1982). A mistura da solugdo continha de 2,9 mL de uma
solugéo contendo 250 pL de guaiacol e 306 pL de perdxido de oxigénio em 100 mL
de tampao fosfato de sédio 0,01 M (pH 6,0). A reagcdo foi seguida em
espectofotbmetro a 470 nm. Os valores foram expressos em unidades de A

absorbancia min™ mg™ de peso fresco.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento in vitro

Os extratos de C. citratus foram os que mais inibiram o crescimento micelial
de C. kikuchii, com valores de até 36,9% para concentragdes a partir de 10% do
extrato (Tabela 3). Para R. officinalis, as inibi¢des foram verificadas apenas a partir
da concentragao de 10% do extrato, alcangando o valor de 42,8% de inibi¢ao, para o
extrato a 20%. C. longa foi a planta com menor atividade antimicrobiana, com
inibicdo de apenas 17,9% para o extrato a 20%. Para a curcumina solugdes a partir
de 200 mg L™ inibiram em média 15,1% o crescimento micelial in vitro do patégeno.
A maior inibicdo observada foi com o tratamento fungicida, com valor de 84,6%.

O potencial antimicrobiano de R. officinalis ja foi verificado com outros
fungos fitopatogénicos. Nozaki et al. (1999) estudando o efeito de alecrim no
crescimento micelial de Alternaria sp., Alternaria carthami e Sclerotium rolfsii,
verificaram que aliquotas acima de 60 uL do 6leo essencial promoveram a inibicao
completa de S. rolfsii enquanto que aliquotas acima de 200 pyL causaram inibicao de
100% no crescimento de Alternaria sp..

Para C. citratus, Bonaldo et al. (1999) estudaram o potencial desta planta e
também de Eucalyptus citriodora, sobre Alternaria alternata, A. solani e A. steviae.
Os mesmos autores observaram que o extrato bruto de capim-limdo, em
concentragdes de 25 e 50%, inibiu o crescimento micelial de A. alternata em 19 e
36% e de A. steviae em 29 e 30%, respectivamente, enquanto que para A. solani a

inibicao foi em torno de 12%.
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Tabela 3. Inibigdo do crescimento micelial (%) de C. kikuchii em presenga de extrato
bruto aquoso de C. citratus, R. officinalis e C. longa e solugdo de curcumina.
Marechal Candido Rondon/PR

TRATAMENTOS Concentracao do extrato bruto aquoso (%) MEDIA
1 5 10 15 20
C. citratus 00'¢* 88d 351b 369b 365b 23,5°B
R. officinalis 159¢c 16,1¢c 16,8 c 17,6 c 42,8 b 21,8B
C. longa 0,0e 21e 3,9d 56d 179 ¢ 59D
~ -1
Concentracdo em mg L MEDIA
25 50 100 200 400
Curcumina 12,6° ¢ 8,8d 2,1d 12,3 ¢ 179c 10,7 C
Controle (H20) 0,0E
Fungicida® 84,6 A
Cv 16,37

" Valores expressos em porcentagem de inibicdo do crescimento micelial em relagéo ao controle H,O;
2 Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey 5%;

® Médias em porcentagem das cinco concentracdes de cada tratamento;

* Piraclostrobin + epoxoconazole (0,6 L ha™);

5, Valores expressos em porcentagem de inibicdo do crescimento micelial em relagdo ao controle com
Alcool.

Com relacédo a C. longa, Balbi-Pefia (2005) estudou o efeito do rizoma de
curcuma em A. solani. Os extratos a 10 e 15% nao autoclavados inibiram 38,2 e
23,2%, respectivamente, o crescimento micelial e 71,7 e 87% respectivamente, a
esporulagcdo do fungo. Quando autoclavado, ndo apresentaram inibicdo do
crescimento micelial nem da germinagdo dos esporos, e a inibicdo da esporulagéo
foi menor, indicando a presenca de compostos antimicrobianos termolabeis. A autora
também trabalhou com solugéo de curcumina a 50, 100, 200 e 400 mg L™, as quais,
no entanto, ndo inibiram a esporulacdo e a germinagdo de esporos in vitro,

reduzindo apenas o crescimento micelial em 29,5% na maior concentragao testada.
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4.2 Experimento in vivo

Verificou-se que a massa de 100 graos do tratamento com C. longa a 5% foi
superior a testemunha, porém igual a C. citratus a 5% e R. officinalis a 5 e 10 %
(Tabela 4). Todos esses valores foram superiores ao tratamento com fungicida.

Para a variavel peso total, o tratamento com C. longa a 10% obteve uma
produtividade de 3856 kg ha™ (Tabela 4) mostrando também um bom controle de
DFC e oidio. Além deste tratamento, extrato de R. officinalis a 5% proporcionou
producao de graos estatisticamente superiores ao tratamento com fungicida. Nesses
dois tratamentos a produgdo foi em média 15% superior aquela com produto
quimico.

Na literatura ndo ha nenhum relato sobre controle alternativo de doencas em
soja pelo uso de produtos naturais, tanto para ensaios sob condi¢gbes controladas
quanto a campo. No caso das plantas medicinais utilizadas neste trabalho, ha
referéncias de tal tipo de controle em outros patossistemas. Balbi-Pefia (2005),
utilizando extratos de C. longa (1 e 10%) e solugdes de curcumina (50 e 100 mg L)
conseguiu niveis de controle da pinta preta (A. solani) do tomateiro, em condigdes de
cultivo protegido similares ao tratamento com fungicida cuprico, mas inferior ao
fungicida azoxystrobin. No entanto, solucdo de curcumina a 50 mg L™ foi o Unico
tratamento que proporcionou maior porcentagem de frutos grandes em relagcéo a
testemunha sem controle.

Kim (2003) utilizando solugdes de curcumina (125, 250, 500 e 1000 mg L™),

em casa de vegetagcdo, conseguiu inibicdo completa dos fungos Phytophthora
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infestans, em tomate e Puccinia recondita, em trigo, na concentragdo de 500 mg L,
ja para Botrytis cinerea, em pepino e Rhizoctonia solani em arroz, houve um controle
de 63 e 40%, respectivamente. No entanto os fungos Pyricularia grisea, em arroz e

Erysiphe graminis, em trigo foram insensiveis aos tratamentos utilizados.

Tabela 4. Controle de doencgas de final de ciclo (DFC) (C. kikuchii e S. glycines) e
oidio (M. diffusa) em plantas de soja cv CD 215 tratadas com extrato bruto aquoso
de C. citratus, R. officinalis e C. longa e solugdo de Curcumina em condi¢des de
campo, ano agricola 2004/2005. Toledo/PR.

Tratamentos Massa 100 sementes Peso to_'gal Severidade'(%)
(@) (kg ha™) DFC Oidio

C. citratus (%)

5 14,36 ab’ 3699 abc 2 b 10 b

10 13,90 cde 3605 abc 13 ab 22 ab

R. officinalis (%)

5 14,38 ab 3746 ab 13 ab 10 b

10 14,19 abc 3667 bcde 23 a 21 ab

C. longa (%)

5 14,42 a 3243 e 2 b 10 b

10 13,93 cde 3856 a 11 ab 10 b

Curcumina(mg L)

50 13,92 cde 3652 abc 11 ab 13 ab

100 14,06 bcd 3557 abcd 23 a 13 ab

Fungicida? 13,74 de 3321 de 2 p 10 b

Testemunha (H20) 13,69 e 3416 cde 304 29 a

CV (%) 1,0 3,4 34,6 6,9

" Médias seguidas de mesma letra, na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey 5% de
Erobabilidade;
Piraclostrobin + epoxoconazole (0,6 L ha'1).

O melhor controle de DFC ocorreu nos tratamentos com C. citratus e C.
longa, ambas a 5%, e com o fungicida. O melhor controle de oidio ocorreu com
extratos de C. citratus e R. officinalis a 5% e C. longa a 5 e 10% e fungicida. Para a
avaliacdo da severidade de DFC realizadas no estadio R7, os tratamentos com C.

longa e C. citratus foram estatisticamente iguais ao fungicida.
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4.3 Dosagem de peroxidase

Os resultados da atividade de peroxidase podem ser observados na Tabela
5. Verificou-se que apenas R. officinalis e C. longa a 5% resultaram em atividade de
peroxidase estatisticamente diferente da testemunha, porém inferior a esta.

O comportamento individual, de cada tratamento, com relacao a atividade de
peroxidase, em diferentes tempos apds a aplicagao, pode ser observado na Figura
2. Todos os tratamentos resultaram em incrementos na atividade enzimatica 24 h
apos as aplicagdes. No entanto, somente com o extrato de R. officinalis a 10% € que
se verificou diferenca nesse incremento, em relacdo aos demais tratamentos, para
esse tempo de amostragem, embora com relacdo a atividade total da peroxidase

(Tabela 5), esse tratamento nao tenha diferido da testemunha.

Tabela 5. Atividade total de peroxidase em plantas de soja cv. CD 215 tratadas com
extrato bruto aquoso de Cymbopogon citratus, Rosmarinus officinalis e Curcuma
longa e solugdo de curcumina em condigdes de campo, ano agricola 2004/2005.
Marechal Candido Rondon/PR.

Atividade de peroxidase'

Tratamentos (U. E. min" g.p.f")
C. citratus (%)
c 2,74  cde®
10 2,94 a

R. officinalis (%)
5 2,64 de
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10 2,87 ab

C. longa (%)

5 2,64 e
10 2,76 bcd
Curcumina (mg L™)

50 2,77 Dbc
100 2,83 abc
Fungicida? 2,72  cde
Testemunha (H,0) 2,84 abc

' Atividade em unidade enzimatica (U.E.) a 470 nm por minuto de reagdo por grama de peso fresco
g.p-f);

Piraclostrobin + Epoxiconazole (0,6 L ha™);
® Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey 5% de probabilidade.

Estes resultados (Figura 2) indicam que embora tenha ocorrido redugao da
severidade de DFC e oidio em soja com os extratos de C. longa, C. citratus e R.
officinalis, este evento provavelmente nao esteja relacionado com alguma possivel
ativacdo ou inducdo da atividade de peroxidases e que, possivelmente, outros
mecanismos de defesa da planta, ou mesmo uma atividade antimicrobiana direta,

possam estar envolvidos no controle destas doencgas.
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Figura 2. Atividade de peroxidase (U.E. min™ grama de peso fresco ') em plantas de
soja Cultivar CD 215 tratadas com extrato bruto aquoso de C. citratus, R. officinalis e
C. longa e solugédo de curcumina, em condigdes de campo, no ano agricola
2004/2005. A) C. citratus; B) R. officinalis; C) C. longa; D) solugdo de curcumina.
Agua (—o—); Fungicida (piraclostrobin + epoxiconazol) (—+—); extratos aquosos a
5% (—x— ) e 10 % (—A—); solugdo de curcumina a 50 (—x—) e 100 mg L™ (—
A—)
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5 CONCLUSAO

A planta medicinal C. citratus apresenta maior atividade antimicrobiana
média in vitro contra Cercospora kikuchii, inibindo o crescimento micelial deste fungo
fitopatogénico.

Extrato bruto aquoso de Rosmarinus officinalis e Curcuma longa conferem
protecdo em soja contra doengas de final de ciclo (Cercospora kikuchii e Septoria
glycines) e oidio (Microsphaera diffusa), resultando em ganhos de produtividade.

A protecao conferida contra doencas de final de ciclo e oidio em plantas de
soja por extratos aquosos de R. officinalis e C. longa ndo envolve a ativacdo de

peroxidases.
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