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RESUMO

AGUSTINI, M.A.B. Universidade Estadual do Oeste do Parand, Agosto de 2015.
Oleo essencial de Moringa oleifera Lam. na microbiota fitopatogénica e
potencial fisiolégico de sementes de Phaseolus vulgaris L. Orientadora: Marlene
de Matos Malavasi. Co-orientadores: José Renato Stangarlin e Ubirajara Contro
Malavasi.

Os oleos essenciais configuram como uma alternativa promissora para o tratamento
de sementes. Neste contexto, este trabalho objetivou extrair e caracterizar o 0leo
essencial de Moringa oleifera (OEM), e avaliar seu efeito sobre a microbiota
fitopatogénica e o potencial fisiolégico de sementes de feijdo. Para tanto, trés
experimentos foram conduzidos com o intuito de extrair e caracterizar o OEM, avaliar
seu efeito sobre a viabilidade, o vigor a atividade de isoenzimas em sementes de
feijao, e sobre fitopatdgenos. A extracdo e caracterizacdo do OEM ocorreu mediante
hidrodestilacdo das folhas em Clevenger e da cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Na avaliacdo da atividade antimicrobiana do OEM,
utilizou-se seis tratamentos, sendo cinco doses de Oleo essencial (0,0%; 0,1%;
0,2%; 0,4% e 0,8%) e um fungicida, na avaliagdo da germinagéo de esporos e da
porcentagem de incidéncia de fungos (blotter test). As mesmas doses de OEM e um
bactericida foram utilizados contra Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. Por sua
vez, utilizou-se sete tratamentos (cinco doses de OEM, um fungicida e um
bactericida) com oito repeticdes de cinquenta sementes distribuidos em DIC para
avaliacdo do percentual de germinacao, IVG e primeira contagem de germinacgao.
Para os experimentos a campo, utilizou-se o DBC com 4 repeticdes de cinquenta
sementes e avaliou-se a porcentagem de emergéncia e IVE. As enzimas esterase,
alcool desidrogenase, superoxido dismutase e isocitrato liase foram investigadas por
meio de eletroforese em gel de poliacrilamida. Os efeitos das doses do 6leo sobre a
germinacgdo de esporos fangicos, o crescimento bacteriano e o potencial fisioldgico
das sementes foram avaliados por meio de equacfes de regresséo e as médias dos
tratamentos quantitativos (doses) foram comparadas aos tratamentos sintéticos por
meio do teste de Dunnet (P>0,05). Na composi¢cdo quimica do 6leo essencial foram
identificados onze compostos, dentre os quais 12,92% sao terpenos (linalol, timol e
B-eudesmol) com propriedades antimicrobianas ja referidas na literatura. O fungicida
sintético pode ser substituido pela dose contendo 0,4% de OEM para a incidéncia de

A. flavus, Fusarium sp. e Alternaria sp em sementes de feijao. Sobre a
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germinacdo de esporos fangicos, nenhuma das doses de OEM utilizadas foram
estatisticamente iguais ao fungicida, no entanto, as doses crescentes reduziram a
germinacdo de esporos de Rhizopus sp. e Fusarium sp. Apesar da reducéo no
numero de UFCs, as doses de OEM foram inferiores em eficiéncia se comparadas
ao bactericida sintético na eliminacdo de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli.
Para o potencial fisiologico, a dose com 0,8% de OEM reduziu a viabilidade e o vigor
das sementes da cultivar Colibri e apresentou-se inferior ao bactericida e ao
fungicida para o IVG e primeira contagem. Para Campos Gerais, a dose com 0,8%
de OEM promoveu maiores médias para a germinacdo e mostrou-se superior ao
bactericida para o percentual de germinagdo e primeira contagem. O ponto de
maxima emergéncia e IVE foram obtidos com as doses 0,6% e 0,28% (Campos
Gerais) e, 0,38% e 0,2% (Colibri). Os baixos valores de expressdo de bandas para

EST e ADH, relacionaram-se a maior germinabilidade das sementes e a maior
expressdo de SOD, associou-se a reducdo na germinacao.

Palavras-chave: Tratamento de sementes. Vigor. Viabilidade. Terpenos.

Antimicrobiano.



viii

ABSTRACT

AGUSTINI, M.A.B. Universidade Estadual do Oeste do Parand, in August, 2015.
Essential oil of Moringa oleifera Lam. on the phytopathogenic microbiota and
physiological potential of Phaseolus vulgaris L. seeds. Advisor: Marlene de
Matos Malavasi. Co-advisors: José Renato Stangarlin e Ubirajara Contro Malavasi.

The use of essential oils configures itself as a promising alternative for the treatment
of seeds. In this context, this work aimed to evaluate the effect of the essential oil of
Moringa oleifera (EOM) on the phytopathogenic microflora and the physiological
potential of bean seeds. For this, three experiments were conducted in order to
extract and characterize the EOM, to evaluate its effect on viability, vigor, isoenzyme
activity in bean seeds, and on plant pathogens. The extraction and characterization
of EOM occurred by hydrodistillation of the leaves in Clevenger and gas
chromatography-mass spectrometry. In assessing the EOM antimicrobial activity,
were used six treatments, five doses of essential oil (0,0%, 0,1%, 0,2%, 0,4% and
0,8%) and a fungicide, in evaluating the germination of spores and fungi incidence
percentage (blotter test). The same doses of EOM and a bactericidal were used
against Xap. In turn, used seven treatments (five doses EOM, a fungicide and
bactericide) with eight repetitions of fifty seeds distributed in CRD for evaluation of
the percentage of germination, GSI and first count. The esterase, alcohol
dehydrogenase, isocitrate lyase, and superoxide dismutase were investigated by
polyacrylamide gel electrophoresis. The effects of the oil levels on germination of
fungal spores, bacterial growth and physiological potential of seeds were evaluated
by regression equations and the mean quantitative treatment (dose) were compared
to synthetic treatment by the Dunnet test (P> 0,05). In the essential oil composition,
eleven compounds were identified, of which 12.92% was terpenes (linalool, thymol
and B-eudesmol) with antimicrobial properties above mentioned in the literature. The
synthetic fungicide may be substituted by dose containing 0.4% EOM for the
incidence of A. flavus, Fusarium sp. and Alternaria sp. in bean seeds. On
germination of fungal spores, none of the OEM doses used were statistically equal to
fungicidal, however, increasing doses obtained linear effect on the germination of
spores of Rhizopus sp. and Fusarium sp. Despite the reduction in the number of
CFUs, the EOM doses were inferior to synthetic bacterial elimination Xap. For the

physiological potential, the dose with 0,8% EOM reduced the viability and vigor of the



seeds of the cultivar Colibri and stood below the bactericide and fungicide for GSI
and first count. For Campos Gerais, the dose with 0,8% EOM promoted germination
and was superior to the bactericidal for the germination percentage and first count.
The point of maximum emergence and GSI were obtained with doses of 0.6% and
0.28% (Campos Gerais), and 0,38% to 0,2% (Colibri). Low bands of expression
values for EST and ADH, related to the higher germination of seeds and the greatest

expression of SOD, was associated with reduction in germination.

Keywords: Seed treatment. Vigor. Viability. Terpenes. Antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

No Paranda, a cultura do feijoeiro sempre teve um papel importante para a
economia do estado, como geradora de emprego e renda no campo. Considerada
uma cultura de subsisténcia em pequenas propriedades, é adotado também em
sistemas intensivos de produgdo que requerem o0 uso de tecnologias como a
irrigacdo, o controle fitossanitario e colheita mecanizada (SEAB, 2015).

Um fator fundamental para melhorar a produtividade da cultura do feijoeiro, &
a utilizacdo de sementes de boa qualidade, tendo em vista que uso de sementes
com elevado potencial fisiologico e qualidade sanitaria sdo de suma importancia
para obtencdo de estande uniforme e rapido estabelecimento da cultura (ALMEIDA
et al., 2013).

No tratamento de sementes, 0s produtos quimicos sao recomendados pela
pesquisa com eficiéncia comprovada no controle de patégenos, reduzindo as falhas
no estabelecimento do estande de plantas. Entretanto, os fungicidas e bactericidas
atualmente disponiveis para o tratamento de sementes tem apresentado grandes
problemas de contaminagdo ambiental e humana, além do fato de que maioria dos
produtos para tratamento de sementes sdo sintéticos, o que impede a utilizacdo no
setor organico.

Assim, aliados a conscientizacdo ecoldgica globalizada, tem se destacado as
pesquisas com alternativas de controle natural relacionadas a preservacao da fauna
benéfica e dos inimigos naturais (MIGLIORINI et al., 2012).

De acordo com Fernandes Neto e Sarcinelli (2009), a maioria dos
contaminantes quimicos presentes em A&guas subterrdneas e superficiais esta
relacionada as fontes agricolas e, os agrotoxicos assumem um lugar de destaque
devido a intensidade de seu consumo no Brasil. Assim sendo, sistemas de cultivo
mais sustentaveis e menos dependentes do uso de agrotoxico tém sido
desenvolvidos com esta finalidade, especialmente no tocante a utilizacdo de extratos
e 0s Oleos essenciais de plantas medicinais, condimentares e aromaticas que
apresentam potencial para o manejo de doencas de plantas, ndo comprometendo o
potencial fisiologico das sementes.

A busca por extratos e 0Oleos essenciais provenientes de plantas com
propriedades fungicidas e bactericidas para controlar a microflora fitopatogénica

associada as sementes, além de ser uma alternativa de interesse econdmico e
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ecolégico bastante viavel, podendo ser utilizada na agricultura orgéanica, ainda
objetiva sustentabilidade ecoldgica, emprego de métodos biolégicos em
contraposicao ao uso dos sintéticos e protecdo ao meio ambiente.

Dentre os vegetais com potencial antimicrobiano, destaca-se a Moringa
oleifera. Estudos demonstraram eficiéncia de seu extrato metandlico sobre o
crescimento micelial de Fusarium oxysporum, Cladosporim sphaerospermum e
Colletotrichum lindemuthianum (SILVA et al., 2009). Ha também, de acordo com
Donli e Dauda (2003), reducdo na incidéncia de Mucor sp, Aspergillus niger,
Rhizopus stolonifer e Aspergillus flavus apds utilizacdo do extrato aquoso de
moringa em sementes de amendoim (Arachis hypogea) nas concentracdes de 5, 10,
15e20¢g L™

Para a inibicdo do crescimento bacteriano, a moringa apresentou resultados
positivos com Xanthomonas oryzae, quando testada em diferentes concentracdes
sobre o crescimento de microrganismos patogénicos do arroz (SHEHU et al., 2013).

Muitos Oleos essenciais e extratos vegetais tém comprovada atividade
antimicrobiana contra fitopatégenos, no entanto, também podem apresentar atividade
alelopatica se utilizados como antimicrobianos no substrato de germinacdo ou no
tratamento das sementes (GARCIA et al., 2012). Assim, para ser eficiente na
eliminacéo de patégenos veiculados pela semente, o 6leo essencial deve apresentar
efeito toxico aos micro-organismos fitopatogénicos e, ndo interferir negativamente no
potencial fisiologico das sementes, determinados através de testes de germinacgéo e
vigor.

Enzimas envolvidas na germinagcdo e deterioragcdo das sementes (amilase,
esterase, glicose-6-fosfato desidrogenase, superoxido-dismutase, peroxidase e
catalase) também podem ser utilizadas como indicadores da qualidade fisiol6gica
(MUNIZ et al., 2007). No entanto, ndo é conhecida a atividade destas enzimas nas
sementes de feijdo, tratadas com Oleo essencial de Moringa, havendo, assim, a
necessidade de estudos dessa natureza.

Este trabalho, portanto, objetivou extrair e caracterizar o 6leo essencial de
folhas de Moringa oleifera, bem como avaliar o efeito de diferentes doses sobre
fungos de armazenamento e Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli e sobre o
potencial fisiologico de sementes de feijao das cultivares IPR Colibri e IPR Campos

Gerais.
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ARTIGO 1 CARACTERIZACAO QUIMICA E POTENCIAL DE DIFUSAO DO OLEO
ESSENCIAL DE FOLHAS DE Moringa oleifera (Lam): USO POTENCIAL NO
TRATAMENTO DE SEMENTES

Resumo: Tendo em vista o potencial de uso naturais com comportamento inibitorio
sobre fitopatdgenos em sementes, este trabalho objetivou extrair e caracterizar o
Oleo essencial de folhas de Moringa oleifera, bem como, avaliar sua capacidade de
difusdo através dos tecidos das sementes de feijdo tratadas com emulsdo contendo
0 Oleo essencial. A extracdo do Oleo essencial ocorreu por meio de hidrodestilacao
das folhas de moringa em Clevenger e utlizando-se o solvente n-hexano para
separacao do hidrolato. Para avaliacdo da capacidade de difusdo do 6leo essencial,
400 sementes de feijdo do grupo comercial carioca foram tratadas com emulséo
(agua destilada + Tween + 400 pul 6leo essencial) e submetidas a hidrodestilacdo em
Clevenger. A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas foi
utilizada para caracterizacdo dos componentes quimicos do 6leo essencial e, por
meio de comparacdo dos espectros de massas, verificou-se os componentes do
0leo essencial que se difundiram pelos cotilédones das sementes tratadas. Onze
compostos quimicos foram identificados. Dentre eles, hidrocarbonetos (87,08%) e
terpenos (12,92%), dentre os quais figuram o linalol (1,28%), timol (2,49%) e B-
eudesmol (9,15%) cujas propriedades antimicrobianas séo citadas na literatura.
Constatou-se ainda, que os monoterpenos e o0 sesquiterpeno foram encontrados no
Oleo obtido do cotilédone de sementes tratadas com o 6leo essencial de moringa,
evidenciando sua capacidade de se difundir pelos tecidos vegetais.

Palavras-chave: tratamento de sementes, linalol, B-eudesmol, timol.

ARTICLE 1 CHEMICAL CHARACTERIZATION AND POTENTIAL DIFFUSION OF
ESSENTIAL OIL LEAVES FROM Moringa oleifera LEAVES: POTENTIAL USE IN
SEED TREATMENT.

Abstract: In view of the potential use with natural with inhibitory behavior of
pathogens in seeds, this study aimed to extract and characterize the essential oil of
Moringa oleifera leaves, as well as, to evaluate its capability of diffusion through the
tissues of bean seeds treated with emulsion containing the essential oil. The
essential oil extraction was through hydrodistillation of moringa leaves in Clevenger
and using the solvent n-hexane to separate the hidrolact. To evaluate the essential
oil diffusion capacity, bean seeds of the Carioca commercial group were treated with
emulsion (distilled water + Tween + 400 ul essential oil) and submitted to
hydrodistillation in a Clevenger. Gas chromatography coupled with mass
spectrometry were used to characterize the chemical components of the essential oll
and by comparison of mass spectra, it was essential oil components which have
diffused from the treated seed cotyledon. Eleven chemical compounds have been
identified. Among them, hydrocarbons (87,08%) and terpenes (12,92%), among
which include linalool (1,28%), thymol (2,49%) and B-eudesmol (9,15%) whose
antimicrobial properties are described in the literature. It was found also that the
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monoterpenes and sesquiterpene were found in the oil obtained from the seed
cotyledon treated with the essential oil of moringa, showing its ability to diffuse
through the plant tissue.

Keywords: seed treatment, linalool, B-eudesmol, thymol.

1 INTRODUCAO

As propriedades antimicrobianas dos 0leos essenciais, oriundos do
metabolismo secundario das plantas tém sido reconhecidas empiricamente durante
séculos, porém apenas recentemente foram confirmadas cientificamente. Deste
modo, atualmente h& diversas pesquisas envolvendo a atividade biolégica de
plantas medicinais originarias de diversas regides do mundo, orientadas pelo uso
popular destas espécies (DUARTE, 2006).

De acordo com Bakkali et al. (2008) os 6leos essenciais sdo compostos
complexos, naturais, volateis e caracterizados por um forte odor. Podem ser
sintetizados por todos os 6rgdos da planta, tais como flores, folhas, caules, galhos,
sementes, frutas, raizes, madeira e cascas. Na natureza, eles desempenham um
papel importante na protecdo das plantas como antibacterianos, antivirais,
antifangicos e inseticidas.

A biossintese de metabdlitos secundarios € um processo complexo e esta
sujeito a influéncia de fatores bidticos e abidticos que podem interferir na qualidade e
quantidade de produtos secundarios resultantes do metabolismo de uma planta em
determinado momento (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). De acordo com Shi et al.
(2006), dentre os principais fatores, pode-se citar: a temperatura, a sazonalidade, o
ciclo circadiano, a disponibilidade de agua, as lesdes causadas por micro-
organismos e injurias decorrentes de fatores fisicos.

Os componentes quimicos dos 6leos essenciais sdo divididos em duas
grandes categorias: os derivados terpénicos, oriundos da via do acido mevalbnico-
acetato ou do metileritritol 4-fosfato (CVEJIC; ROHMER, 2000) e os compostos
aromaticos, oriundos da via do acido chiquimico (fenilpropandides) (GUENTHER,
1959). Destes, os terpenos figuram como 0s principais constituintes dos 6leos
essenciais, mas sua ocorréncia se restringe a terpenos mais volateis, como 0s

monoterpenos (10 carbonos) e os sesquiterpenos (15 carbonos).
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A diversidade da flora brasileira apresenta um imenso potencial para a
producdo de compostos secundéarios. Dessa forma, a busca constante de novos
métodos de controle, como a utilizacdo de novos principios ativos, extraidos de
plantas medicinais, silvestres e cultivadas, que possam ser utilizadas de forma
integrada com o0s outros métodos, perfaz premissas importantes do Manejo
Integrado de Pragas (MIP), reduzindo o impacto da utilizacdo dos produtos quimicos
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Originaria do noroeste da india e conhecida com o nome vulgar de moringa, a
Moringa oleifera Lamarck, pertencente a familia das Moringaceae tem despertado
interesse dos pesquisadores por suas propriedades antimicrobianas.

Para Barreto et al. (2009), o variado espectro de propriedades terapéuticas
atribuidas a moringa tem motivado varios grupos de pesquisa a estudar esta espécie
e, se tratando de 6leo essencial, 0 mesmo pode ser ativo contra um amplo espectro
de espécies de micro-organismos, porém as concentracdes minimas inibitérias
podem variar (ANTUNES; CAVACOB, 2010).

A atividade antifingica do 6leo essencial extraido de folhas de moringa foi
comprovada por Marrufo et al. (2013) que o testaram em diferentes concentragdes
em Aspergillus niger e Penicillium citrinum. Para fungos de solo, Moyo et al. (2012)
encontraram resultados positivos ao testarem o extrato da moringa contra 0s
géneros Rhizoctonia, Pythium e Fusarium.

Tendo em vista a necessidade de se buscar por compostos naturais capazes
de atuar como antimicrobianos, este trabalho objetivou extrair e caracterizar o 6leo
essencial de folhas de moringa, bem como, avaliar sua capacidade de difusao
através dos tecidos cotiledonares, a fim de utiliza-lo como antimicrobiano no

tratamento de sementes de feijao.
2. MATERIAL E METODOS
2.1 EXTRACAO E CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL DE MORINGA
A coleta das folhas de moringa foi realizada em dez matrizes localizadas em
um viveiro de mudas localizado no municipio de Cascavel (PR), a 781 metros de

altitude, 24° 57' 21" S de latitude, 53° 27' 19" W de longitude, no més de Maio de
2014.
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As arvores de moringa tinham idade aproximada de 2,5 anos e apresentavam
flores e frutos no momento da coleta das folhas, que por sua vez foi realizada no
periodo matutino.

As folhas foram separadas manualmente dos ramos e homogeneizadas assim
que chegaram ao laboratério de Biologia da Universidade Tecnolégica Federal do
Parand — UTFPR, campus Medianeira. A fim de manté-las frescas durante o
processo de extracdo do Oleo essencial, prepararam-se embalagens plasticas com
500 gramas de folhas que foram mantidas em refrigerador a aproximadamente 10
°C. No total foram utilizados 23 quilogramas de folha de moringa.

A extracdo do Oleo essencial se deu atraves de hidrodestilacdo em aparelho
Clevenger convencional. O baldo tinha uma capacidade de 500 mL, o que
possibilitou processar amostras de aproximadamente 160 gramas. O tempo da
extracdo foi de 4h para cada amostra, conforme recomendacdo de Ehlert et al.
(2006).

Na hidrodestilacdo, a agua aquecida faz o vapor atravessar as estruturas da
planta, forcando a quebra das bolsas intercelulares e a liberacdo do 6leo essencial.
No decorrer deste processo, as moléculas de 6leo essencial evaporam junto com o
vapor de agua e em seguida, passam por um processo de resfriamento através de
uma serpentina onde ocorre a condensacédo (ROSSATO et al., 2006) e obtencédo do
hidrolato (que consiste numa mistura de agua e 6leo essencial).

Na purificacdo do Oleo essencial ou particdo do hidrolato, utilizou-se o
solvente n-hexano. Efetuou-se a leitura do volume do hidrolato e dividiu-se o valor
por 3. A cada 100 mL de hidrolato eram realizadas triplicadas de 30 mL de n-hexano
para lavagem em funil de separacdo. Esta divisdo do solvente em aliquotas é
prescrita porque melhores rendimentos de extracdo sao obtidos dessa forma.

Colocou-se o hidrolato em funil de separacao e adicionou-se o primeiro 1/3 de
n-hexano em relagdo ao volume de hidrolato. Virou-se o funil mantendo firme a
tampa e abriu-se a torneira para saida de vapor sem movimentos bruscos (repetiu-
se este procedimento por mais 2 vezes). Deixou-se o funil de separagédo em repouso
na garra afixada ao suporte universal até a separacédo das fases de acordo com as
densidades. Na porcéo superior do funil concentrou-se a mistura n-hexano-6leo (o n-
hexano é menos denso que a agua e o 6leo é imiscivel na agua).

A mistura n-hexano foi dividida em béqueres e seguiu para o banho-maria a

temperatura de 60° C para evaporacdo do solvente e obtencdo do 6leo essencial
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que foi acondicionado em recipiente de vidro tipo ambar sob refrigeragéo.

Para analise da composi¢éo dos 6leos volateis empregou-se um cromatdgrafo
de fase gasosa Varian®, equipado com uma coluna DB-5 (25m x 0,20mm x 0,25um
de espessura do filme), e acoplado a um detector de espectrometria de massas
(CG/EM). O hélio foi usado como géas de arraste num fluxo de 1,02 mL min?. O
programa de aquecimento da coluna variou de 75°C — 150°C, a uma taxa de 4°C
min-t,

A identificacdo das substancias contidas no 0leo essencial de moringa foi
realizada por comparacdo dos indices de retencdo (IR) e do padrdo de
fragmentacdo dos espectros de massas com 0s registros da literatura cientifica
especializada (ADAMS, 2007), com o banco de dados do computador conectado ao
espectrometro de massas e através da comparacao dos espectros de massas com o
espectro do banco de dados da biblioteca de espectros NIST - National Institute of
Standards and Technology (NIST, 2014). Para o rendimento do 6leo essencial foi
utilizada a férmula proposta por Gongalves et al. (2009), onde o rendimento
corresponde a massa de 0Oleo essencial obtido em gramas x 100, dividido pela

massa do material vegetal (g).

2.2 CAPACIDADE DE DIFUSAO DO OLEO ESSENCIAL DE MORINGA

A fim de avaliar a capacidade do 6leo essencial se difundir pelos tecidos
cotiledonares da semente de feijao, procedeu-se o tratamento de 400 sementes de
feijdo do grupo comercial carioca com emulsdo contendo 400 uL de 6leo essencial
de moringa, mais agua destilada (99,60 mL) e Tween 80 (0,5%). As sementes foram
acondicionadas em recipiente plastico contendo a emulsdo e foram agitadas
manualmente por 3 minutos e entdo dispostas sobre papel filtro para secarem
naturalmente.

Na sequéncia, submeteu-se as sementes ao mesmos procedimentos do teste
de germinacdo, em rolos de papel germitest por 24 horas em B.O.D, & 25 °C com
fotoperiodo de 12 horas/luz conforme recomendacdo da RAS (BRASIL, 2009).
Transcorrido este periodo, as sementes foram retiradas da B.O.D e seus
tegumentos foram removidos manualmente para posterior sec¢cao das mesmas com

auxilio de bisturi.
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Os cotilédones por sua vez, foram submetidos a hidrodestilagdo em
Clevenger seguindo-se a mesma metodologia da extragdo do Oleo essencial da
moringa. O 6leo obtido foi encaminhado a Central Analitica do Instituto de Quimica
da Universidade de Sao Paulo — USP, para caracterizacdo dos compostos quimicos
presentes.

A partir do cromatograma do 06leo essencial de moringa e do 6leo obtido dos
cotilédones de feijao, fez-se comparacdo destes e em seguida, dos espectros de
massas dos picos correspondentes e ndo correspondentes de cada cromatograma,
a fim de verificar se os componentes de Oleo essencial difundiram-se pelos

cotilédones.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE MORINGA
A hidrodestilagao das folhas de moringa obteve rendimento de 0,02% com
base na massa do produto fresco utilizado. O 6leo produzido apresentou coloragéo

amarela cuja composicao esté descrita na tabela 1.

Tabela 1 — Perfil cromatografico do 6leo essencial de folhas de Moringa oleifera.

N°. Classificacao Componente Tempo %
guimica de
Retencao
1 Terpeno Linalol 15,08 1,28
2 Compostos aromaticos Estearato de Metila 17,67 1,74
3 Compostos aromaticos Acido hexadecandico 25,31 21,46
4 Compostos aromaticos Octadecanoato de metila 26,22 5,87
5 Compostos aromaticos Acido 9,12-octadiendico 26,28 10,07
6 Compostos aromaticos 7 Octadecenoato de metila 27,04 11,63
7 Compostos aromaticos Heptacosano 29,82 3,54
8 Compostos aromaticos Tetracosanoato de metila 30,03 28,74
9 Compostos aromaticos Heptacosano 30,90 4,01
10 Terpeno Timol 31,91 2,49
11 Terpeno B-Eudesmol 34,91 9,15

A andlise por GC-EM permitiu a identificacdo de 99,98% dos constituintes

integrados. No total foram identificados onze compostos, sendo que 87,08% do total
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corresponde a compostos ndo terpendides (hidrocarbonetos) e 12,92% por terpenos
oxigenados.

Dentre os hidrocarbonetos, os mais abundantes foram o tetracosano
(28,74%), hexadecano (21,46%), octadecano (17,5%) e heptacosano (7,55%). Em
trabalhos anteriores, percentuais diferentes de hidrocarbonetos foram encontrados
por Chuang et al. (2007) que identificaram como principais constituintes do Oleo
essencial de folhas de moringa, o pentacosano e o hexacosano. Por sua vez, nos
experimentos de Marrufo et al. (2013) os principais componentes encontrados foram
hexacosano, pentacosano e heptacosano.

Observa-se ainda na tabela 1, que 3,77% dos terpenos € composto por
monoterpenos (linalol e timol) e 9,15% por sesquiterpeno (B-eudesmol).

Formados a partir do acido mevalénico no citoplasma, ou do piruvato 3-
fosfoglicerato no cloroplasto, os terpenos representam o0 grupo mais antigo de
produtos constituidos por pequenas moléculas sintetizadas por plantas e
provavelmente o grupo mais difundido de produtos naturais (PERES, 2004).

O linalol encontrado neste experimento também foi verificado na composicao
do oleo essencial de folhas de moringa cultivada em Mocambique em estudos
realizados por Marrufo et al. (2013), diferindo dos resultados citados por Barreto et
al. (2009) que encontraram fitol (21,6%) e timol (9,6%) com maior abundéncia no
0leo essencial de moringa cultivada no estado do Ceara - BR.

E importante destacar que a composic¢do quimica de um 6leo essencial pode
ser afetada dentre outros fatores, pela época de colheita da planta (CASTRO et al.,
2010), horario de colheita (NASCIMENTO et al., 2006), temperatura, sazonalidade
(BOTREL et al., 2010) e ciclo circadiano (ITENOV et al., 1999), justificando as
diferencas entre os componentes de 6leo essencial de moringa encontradas neste
estudo e os resultados de Barretto et al. (2009).

A composigdo quantitativa e qualitativa dos metabdlitos secundérios das
plantas € alterada durante suas fases de crescimento e varia de acordo com a idade
e estado reprodutivo (LEAL et al., 2001), tendo em vista que esta composi¢do é o
resultado do balanco entre sua formacéo e transformacé&o que ocorrem durante o
crescimento do vegetal em decorréncia de fatores genéticos, ambientais e de
técnicas de cultivo (CASTRO et al.,, 2002). Desde modo, havendo interesse na
utilizacdo do Oleo essencial de uma determinada espécie de planta para fins

agron6micos, quimicos ou farmacolégicos, deve-se considerar um estudo prévio de
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sua composicdo quimica, haja vista a variabilidade quimica decorrente do ambiente
de cultivo e diferencas genéticas.

Para Gonzales-Lamothe et al. (2009), os produtos do metabolismo secundario
acumulado pelos vegetais podem atuar potencializando sua atividade antibacteriana,
favorecendo a atividade de antibidticos cuja acdo encontra-se limitada por
mecanismos de multirresisténcia desenvolvidos pelos micro-organismos; ou como
atenuantes de viruléncia, adequando a resposta do sistema imune do hospedeiro a
infeccéo.

Quanto ao mecanismo de ac¢do antimicrobiano dos éleos essenciais, ha um
consenso de que este estd associado principalmente a presenca de compostos
aromaticos e fenolicos que exercem efeito diretamente na membrana citoplasmatica,
alterando sua funcéo e estrutura (HOLEY; PATEL, 2005).

Alguns dos compostos presentes nos 6leos essenciais, mais especificamente
os terpenos, desempenham importantes papé€is no metabolismo priméario, como o
gue ocorre em processos respiratorios e desenvolvimento celular do vegetal, mas
também s&o produtos do metabolismo secundario, tendo como funcédo principal
intermediar a relagéo planta x ambiente (PHILLIPS et al., 2008).

O linalol (C10H180) € um monoterpeno alcodlico de cadeia aberta que tem sido
amplamente testado como bactericida e fungicida. Para Greay e Hammer (2011), os
monoterpenos sdo capazes de promover mudanca de potencial da membrana,
perda de material citoplasmatico e inibicdo da cadeia respiratéria.

Sua acao fungicida foi testada, conforme relataram Lacerda et al. (2014) ao
utilizarem 6leo essencial de Aniba duckei (pau-rosa) onde o linanol é o componente
encontrado em  maior quantidade. Os ensaios demonstraram maior efeito
antifangico contra Fusarium oxysporum f.sp. tracheiphilum e F. oxysporum f.sp.
passiflorae com 74,21% e 81,95% de inibicdo do crescimento micelial. Conforme
estudos de Belaiche e Tantaoui (1995), o linanol presente no 6leo essencial de
eucalipto também apresentou atividade antimicrobiana significativa quando testado
contra Staphylococcus aureus.

Também pertencente ao grupo dos monoterpenos, o timol (CioH140), com
grande poder antimicrobiano vem sendo ha muito estudado. Como bactericida e
fungicida, sua atividade foi eficiente contra Streptococcus sp. (BOTELHO et al.,
2007), Staphilococcus aureus (COSTA et al., 2011), Microsporum canis, Candida
sp. (MAGALHAES, 2009) e Corynespora cassicola (ROMERO et al., 2013).
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Sendo um composto fendlico, o timol tem a capacidade de se ligar aos grupos
amina e hidroxilamina de proteinas presentes nas membranas das bactérias
provocando alteracdes em sua permeabilidade e causando a morte (JUVEN et al.,
1994). Quanto a sua atividade antifungica, segundo Zambonelli et al. (1996) pode
ocorrer degeneracgdo das hifas e liberacdo do contetdo celular.

O B-Eudesmol (C1sH260) é um sesquiterpeno oxigenado também citado como
antimicrobiano. Lima et al. (2008) constataram atividade bactericida do Oleo
essencial de Salvia microphylla, cujos componentes majoritarios eram a-eudesmol
(14,06%), B-eudesmol (8,74%) e y-eudesmol (7,64%). Por sua vez, o 3-eudesmol foi
isolado do 6leo essencial de Desmostachya bipinnata por Kumar, Patel e Choudhary
(2010) que constaram seu efeito como antisalmonela.

Para Duke et al. (2002), adicionalmente a todas essas possibilidades de uso,
0s Oleos essenciais revelam-se como potentes inibidores da germinacdo de
sementes e do desenvolvimento de diferentes espécies de plantas.

O linalol encontrado neste experimento, isoladamente ou em associagcdo com
outros componentes foi responsavel por comprometer a protrusdo radicular e
consequentemente a germinacdo de plantas daninhas (malicia e mata-pasto) em
experimentos realizados por Souza Filho et al. (2009) ao utilizarem 6leo essencial de
Ocimum americanum. Por sua vez, 0s sesquiterpenos, quando utilizados em
determinadas concentracbes também podem atuar reduzindo drasticamente o
comprimento radicular de plantas de rabanete, como foi observado por Abdelgaleil e
Hashinaga (2007) ao utilizarem extratos de Magnolia grandiflora como fonte de
sesquisterpenos.

Deste modo, uma vez que o 0leo essencial de moringa seja utilizado como
antimicrobiano no tratamento de sementes, devido a necessidade de substituicdo de
insumos quimicos nos agroecossistemas, € de grande importancia a realizacdo de
ensaios de fitotoxidez a fim de avaliar sua alelopatia frente ao desenvolvimento do
vegetal que recebera o produto.

Adicionalmente aos efeitos isolados dos componentes do 6leo essencial, é
preciso considerar o efeito sinérgico ou complementar entre eles, cuja definicao
consiste no efeito induzido por dois ou mais compostos juntos ser maior do que a

soma dos efeitos de cada agente separadamente (BERENBAUM, 1989).

3.2 CAPACIDADE DE DIFUSAO DO OLEO ESSENCIAL DE MORINGA
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O oleo extraido dos cotilédones de feijdo tratados com Oleo essencial de
moringa constatou a presenca de acidos graxos e terpenos (B-eudesmol, timol e

linalol). Seus percentuais sdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2 — Componentes do 6leo extraido dos cotilédones do feijéo.

Componente Percentagem
Acido graxo palmitico 15,6
Acido graxo linoléico 14,2
Acido graxo estearico 12,9
Acido graxo oléico 9,2
Acido graxo docosandico 6,3
Acido graxo 4,5
pentacosandico

Acido graxo eicosanéico 4,1
B-eudesmol 7,05
Timol 1,89
Linalol 0,9
Compostos aroméaticos 23,36

Esta capacidade de penetracdo do Oleo essencial nos tecidos vegetais é
explicado devido ao fato dos 6leos essenciais serem constituidos por substancias de
baixo peso molecular, geralmente lipofilicas, caracteristicas estas, que permitem
uma penetracao eficiente na membrana celular. Estudos comprovaram que os 6leos
essenciais penetram nos tecidos cerca de 100 vezes mais rapidamente que a agua
(AFFONSO et al., 2012).

Esta caracteristica (capacidade de penetracdo) do 6leo essencial de moringa
permite inferir que seus constituintes antimicrobianos podem manifestar efeito até
mesmo para micro-organismos internos a semente, bem como, pode ser capaz de
promover alteragcdes bioquimicas e fisiologicas capazes de alterar o potencial

fisiol6gico de sementes tratadas com estes produtos.

4 CONCLUSOES
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No oleo essencial de Moringa oleifera foram identificados onze compostos
quimicos, dentre os quais 87,08% correspondeu a hidrocarbonetos e 12,92% a
terpenos oxigenados, dentre eles o linalol, timol e B-eudesmol, com potencial para
ser utilizado em ensaios antimicrobianos em substituicdo aos produtos quimicos
usados na agricultura.

Na avaliacdo da capacidade de difusdo dos componentes do 6leo essencial,
constatou-se que 0 sesquiterpeno e 0os monoterpenos penetraram nos cotilédones

das sementes tratadas.
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ARTIGO 2 CONTROLE DE FUNGOS DE ARMAZENAMENTO E Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli L. EM SEMENTES DE Phaseolus vulgaris L.
TRATADAS COM OLEO ESSENCIAL DE Moringa oleifera Lam.

Resumo: objetivou-se com este trabalho, avaliar o efeito fungicida e bactericida do
O0leo essencial das folhas de Moringa oleifera (OEM) em meio de cultura e
diretamente nas sementes de feijdo das cultivares IPR Colibri e IPR Campos Gerais.
O OEM foi utilizado nas concentracdes de 0,1%; 0,2%; 0,4% e 0,8% para avaliagao
da germinacédo de esporos e porcentagem de incidéncia de fungos (blotter test), bem
como para inibicdo da multiplicacdo de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli.
Fungicida (carboxin+thiram) e antibiético (hidroxido de cobre) foram utilizados como
tratamentos controle. Os efeitos das doses do OEM sobre a germinagéo de esporos
fungicos e o crescimento bacteriano foram avaliados por meio de equacdes de
regressdo e as meédias dos tratamentos quantitativos (doses de OEM) foram
comparadas aos tratamentos sintéticos por meio do teste de Dunnett. A dose
contendo 0,4% de OEM foi estatisticamente igual ao fungicida na incidéncia de A.
flavus, Fusarium sp. e Alternaria sp. Na germinacdo de esporos, as doses
crescentes de OEM se ajustaram ao modelo linear decrescente para Rhizopus sp. e
Fusarium sp., enquanto que para A. flavus, A. niger e A. ochraceus houve ajuste por
meio do modelo quadratico. Para Penicillium sp.e Alternaria sp., 0 modelo raiz
qguadrada foi o que melhor se ajustou aos dados, no entanto, as doses ndo foram
estatisticamente iguais ao fungicida. Quanto ao efeito bactericida do OEM, houve
ajuste por meio do modelo raiz quadrada com maximo de unidades formadoras de
coldénia estimado com 1,89% de OEM. Nenhuma das doses de OEM foi
estatisticamente igual ao bactericida sintético.

Palavras-chave: antimicrobiano, tratamento de sementes, controle alternativo.

CONTROL STORAGE FUNGI AND Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli L. IN
Phaseolus vulgaris L. SEEDS TREATED WITH Moringa oleifera Lam
ESSENTIAL OIL.

Abstract: This study investigated the fungicidal and bactericidal effect of the
essential oil from the leaves of Moringa oleifera (EOM) in culture medium and directly
in the bean seeds of IPR Campos Gerais and IPR Colibri cultivar. The EOM was
used at concentrations of 0,1%; 0,2%; 0,4% and 0,8% for evaluation of spore
germination and percentage of fungi incidence (blotter test), as well as for inhibiting
the multiplication of Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. Fungicide (carboxin +
thiram) and antibiotic (copper hydroxide) were used as control treatments. The
effects of EOM doses on germination of fungal spores and bacterial growth was
evaluated by regression equations and the mean quantitative treatments (EOM dose)
were compared to synthetic treatment by Dunnett's test. The dose containing 0,4%
EOM was statistically similar to the fungicide in the incidence of A. flavus, Fusarium
sp. and Alternaria sp. In spore germination, increasing doses of EOM set to
decreasing linear model for Rhizopus sp. and Fusarium sp., whereas for A. flavus, A.



35

niger and A. ochraceus was adjusted by means of the quadratic model. To
Penicillium sp. and Alternaria sp., the square root model was the best fit to the data,
however, the doses were not statistically equal to the fungicide. As for the
bactericidal effect, the EOM, was set by the square root model with maximum colony
forming units estimated 1,89% of OEM. None of EOM doses was statistically equal to
synthetic antibacterial.

Keywords: antimicrobial, seed treatment, alternative control.

1 INTRODUCAO

O cultivo do feijao no Brasil envolve aproximadamente dois milhdes de
produtores, com cerca de 65% da producdo envolvendo a agricultura familiar, que
cada vez mais se interessa pelo sistema de producdo organica, uma vez que visam
aumento da rentabilidade e melhoria da qualidade de vida no meio rural (CTSBF,
2012).

Para Abrantes et al. (2011), devido a ampla adaptacdo edafoclimética, o
feijoeiro tem seu cultivo permitido durante todo o ano, em quase todas as unidades
da federacao brasileira, nas diferentes épocas e safras, fazendo com que esteja sob
diversas condi¢cdes ambientais, fator este, que expde a planta deixando-a vulneravel
a fitopatdgenos, tendo em vista que ha mais de duzentas doencas capazes de afetar
a cultura do feijao.

Deste modo, segundo Silva et al. (2008), o sucesso da lavoura sofre
interferéncia direta da qualidade sanitaria e fisiolégica das sementes, e uma das
causas constantes de insucesso € a ocorréncia de patdgenos transmitidos pelas
mesmas. Assim, 0 uso de sementes com elevado padrdo de sanidade € uma das
principais medidas de controle de doencas, muito embora haja varias cultivares de
feijao resistentes a diversas doencas (SPONCHIADO et al., 2013).

Os fungos de armazenamento podem estar presentes como contaminantes,
ou na forma de micélios dormentes entre os tecidos do pericarpo ou do tegumento
das sementes, podendo provocar danos como apodrecimento, reducdo da
germinacao e o desenvolvimento de plantulas anormais. Os principais géneros sao
Aspergillus e Penicillium (MACHADO, 2000).

Quanto aos fungos de campo, causadores de doencas nas plantas,
destacam-se: antracnose, causada por Colletotrichum lindemuthianum;

amarelecimento de fusarium, causada por Fusarium oxysporum; podridao radicular
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de rhizoctonia (Rhizoctonia solani), mancha de alternaria (Alternaria sp.) e mofo
branco (Sclerotinia sclerotiorum), dentre outras. Ha também, doencas causadas por
procariontes, como é o caso do crestamento bacteriano comum do feijoeiro, causado
pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (BIANCHINI, MARINGONI e
CARNEIRO, 2005).

A fim de controlar os principais patdgenos transmitidos pelas sementes, ha
diversos produtos quimicos registrados no mercado, cujo objetivo € de proporcionar
0 controle dos micro-organismos nas sementes e dar protecdo inicial perante os
patégenos sobreviventes no solo ou restos culturais (GOULART, 2010). No entanto,
a maioria dos produtos para tratamento de sementes séo sintéticos, o que impede a
utilizacao no setor organico.

No tocante aos micro-organismos, em longo prazo, os pesticidas podem
favorecer o surgimento de isolados de fitopatdgenos resistentes as substancias
quimicas (MENEZES et al., 2009) e, vale ainda salientar, que qualquer que seja
o caminho do agrotéxico no meio ambiente, invariavelmente o homem é seu potencial
receptor (MMA, 2014). Como alternativa, faz-se necessario buscar meios
sustentdveis para o controle de doencas nas mais diversas culturas, como extratos e
Oleos essenciais provenientes de plantas com propriedades fungicidas e bactericidas
para controlar a microbiota fitopatogénica associada as sementes (GARCIA et al.,
2012).

Por conter em sua composicdo substancias quimicas atuantes como
antibiético e fungicida, a Moringa oleifera (Lam) tem sido estudada a fim de se
encontrar compostos capazes de atuar como antimicrobianos nos mais diversos
géneros microbianos.

Estudos demonstraram a eficiéncia do extrato metandlico de moringa sobre o
crescimento micelial de Fusarium oxysporum, Cladosporim sphaerospermum e
Colletotrichum lindemuthianum (SILVA et al., 2009). H4& também, de acordo com
Donli e Dauda (2003), reducdo na incidéncia de Mucor sp, Aspergillus niger,
Rhizopus stolonifer e Aspergillus flavus apos utilizagdo do extrato aquoso de moringa
em sementes de amendoim (Arachis hypogea) nas concentracdes de 5, 10, 15e 20 g
L-1. Na inibicdo do crescimento bacteriano, a moringa apresentou resultados positivos

contra Xanthomonas oryzae (SHEHU et al., 2013).
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Neste contexto, este trabalho objetivou avaliar o efeito fungicida e bactericida
de diferentes doses de 6leo essencial de moringa em meio de cultura e diretamente

nas sementes de feijdo das cultivares IPR Colibri e IPR Campos Gerais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E PROCEDIMENTOS ESTATITICOS.

Na investigacdo da presenca de fungos nas cultivares de feijdo carioca,
utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC) com sete tratamentos
(cultivares IAPAR 81, IPR Andorinha, IPR Campos Gerais, IPR Colibri, IPR Tangara,
IPR Curio e IPR 139) e quatro repeticdes de 100 sementes por unidade experimental
(BRASIL, 2009), enquanto que, para a deteccdo de Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli utilizou-se 100 sementes por tratamento e quatro repeticées (ISTA, 2012).
Os resultados foram expressos em percentual, com duas casas decimais (BRASIL,
2009).

Na avaliacao do efeito do OEM sobre o percentual de germinacdo de esporos
fungicos utilizou-se cinco tratamentos (0,0%; 0,1%; 0,2%; 0,4% e 0,8%) e quatro
repeticdes de 100 sementes (BRASIL, 2009) por parcela, os quais foram distribuidos
em DIC. As variaveis foram transformadas utilizando-se a transformacg&o V(x+1).

A normalidade e a homogeneidade dos erros experimentais foram verificadas
por meio dos testes de Shapiro-Wilk e de Levene, respectivamente. A seguir, 0S
dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias obtidas foram
comparadas (P>0,05) pelo teste de Dunnett.

Os efeitos das doses de 6leo essencial sobre a incidéncia de fungos e
bactéria, bem como a germinacdo de esporos flngicos e o crescimento bacteriano
foram avaliados por meio de equacdes de regressdo, em que foram utilizados a
significAncia dos parametros dos modelos, por meio do teste t, e o maior valor de
coeficiente de determinacdo (R?) para a selecdo dos modelos que melhor se
ajustaram aos dados médios das caracteristicas.

As comparacOes de médias entre os tratamentos quantitativos (0,0%; 0,1%;
0,2%; 0,4% e 0,8% de OEM) contra o tratamento bactericida e o tratamento
fungicida foram realizadas por meio de contrastes, utilizando-se do teste F. As

comparacdes de médias envolvendo cada dose contra o tratamento bactericida e o
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tratamento fungicida foram realizadas pelo teste de Dunnett. O nivel de 5% de
significancia foi adotado em todos os testes de hipoteses e as analises estatisticas
foram feitas utilizando-se o Sistema de Andlises Estatisticas e Genéticas (SAEG,
2007).

2.2 QUALIDADE SANITARIA DAS CULTIVARES

As cultivares IAPAR 81, IPR Andorinha, IPR Campos Gerais, IPR Colibri, IPR
Tangara, IPR Curié e IPR 139 utilizadas nos experimentos pertenciam a categoria
de sementes C2 e foram fornecidas pelo Instituto Agronémico do Parani — IAPAR.

Em setembro de 2013, apOs a determinacdo do grau de umidade, realizado
pelo método padrdo da estufa (BRASIL, 2009), as sementes com 12% de umidade,
foram armazenadas em recipientes de vidro autoclavados e mantidas em camara
fria (15 °C + 5,55% + 5 UR) na Estagdo Experimental de Horticultura e Controle
Bioldgico, Professor Mario Cesar Lopes, da Universidade Estadual do Oeste do
Parana - UNIOESTE, campus Marechal Candido Rondon.

A identificacdo dos fungos associados as cultivares foi realizada através do
método de papel filtro (Blotter test). Foram semeados cinco gerbox por repeticéo,
com 20 sementes por gerbox e quatro repetices, totalizando 400 sementes que
foram incubadas a 26 °C = 1, com fotoperiodo de 12 h/luz, por sete dias. Para
reduzir o processo de germinacao das sementes durante o periodo de incubacéo, o
substrato de papel foi umedecido em solucdo de sal de 24-D (2,4-
diclorofenoxiacetato de sddio) a 5 mg L de concentragdo (BRASIL, 2009).

Finalizado este periodo, as sementes foram examinadas individualmente com
auxilio de um estereomicroscépio em aumento de 30-80X, pela ocorréncia de
frutificacOes tipicas do crescimento de fungos para posterior identificacdo através da
chave taxondmica de Barnet e Hunter (1986).

A fim de obter culturas puras dos fungos identificados nas cultivares de feijao,
micélios fungicos foram repicados para placas de Petri autoclavadas contendo meio
BDA (batata-dextrose-agar) e mantidas em B.O.D a 26 °C durante sete dias.

Para deteccdo de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, foram suspensas
100 sementes de feijdo carioca de cada cultivar em solucdo salina estéril mais
Tween 20% (0,02% v/v) em béquer de 100 mL, permanecendo embebidas durante

16-18 horas a 5 °C (¥4 °C). Transcorrido este periodo, apds homogeneizacéao,
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preparou-se uma série de diluicdes de 10 vezes a partir do extrato da semente e, em
seguida, pipetou-se 100 puL de cada diluicdo e do extrato de sementes ndo diluido
em placas de Petri autoclavadas, contendo meio de cultura seletivo Milk Tween, e
espalhados com alca de Drigalski. As placas foram incubadas invertidas a 28 °C + 2
°C e examinadas ap0s 4-5 dias a fim de observar colénias amareladas, tipicas da
bactéria em questdo (ISTA, 2012). Os resultados foram apresentados de acordo
com o nimero de unidades formadores de col6nias na diluicdo equivalente a 10°
UFC mL™.

A comprovagédo dos isolados bacterianos foi realizado mediante testes de
hipersensibilidade em plantas de fumo e patogenicidade em plantas de feijao,
seguindo-se a recomendacdo de Romeiro (2001). Preparou-se uma suspensao
bacteriana (5x108 UFC mL) que foi inoculada por pressdo com ajuda de uma
seringa hipodérmica fina nas plantas de fumo e feijdo. A testemunha foi inoculada
com solucéo salina a 0,85% e ap0s 15 dias, observou-se os sintomas.

ApoOs a realizacdo do teste de sanidade, selecionou-se duas cultivares com
base nos resultados obtidos. Optou-se pelas cultivares (IPR Colibri e IPR Campos

Gerais) com maior diversidade de fungos e presenca de bactéria fitopatogénica.

2.3ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OLEO ESSENCIAL DE MORINGA EM
SEMENTES TRATADAS

Para obtencdo do 6leo essencial, coletou-se folhas jovens de moringa,
pertencentes a 10 diferentes matrizes com 2,5 anos de idade, provenientes da
cidade de Cascavel, PR durante o0 més de maio de 2014. O oOleo essencial das
folnas moringa foi obtido através de hidrodestilacdo em extrator tipo Clevenger,
utilizando-se o solvente n-hexano, no Laboratério de Biologia da Universidade
Tecnolégica Federal do Parana - UTFPR, campus Medianeira. Seus compostos
foram caracterizados utilizando-se a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, no Instituto de Quimica da USP.

Para o tratamento das sementes de feijao das cultivares IPR Colibri e
Campos Gerais, preparou-se uma emulséo contendo agua destilada esterilizada e
Tween 80 (0,5%) nos volumes de 100; 99,95; 99,90; 99,80 e 99,60 mL, mais as
doses OpL, 50upL, 100pL, 200uL e 400uL de 6leo essencial de moringa que
equivaleram a 0; 0,1; 0,2; 0,4 e 0,8%.
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Os demais tratamentos consistiram em um fungicida e um bactericida usados
para o tratamento de sementes, segundo recomenda¢Bes do Ministério de
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA (AGROFIT, 2014), sendo portanto, o
fungicida Carboxin + Thiram (200 g L + 200 g L?) e o bactericida cujo principio
ativo é o Hidroxido de Cobre (538 g Kgt), aplicados segundo instrucdes de uso dos
fabricantes.

As sementes e os tratamentos foram acondicionados em sacos plasticos e
submetidos a agitacdo manual por 3 min, em seguida, foram deixadas para secar
em temperatura ambiente (em torno de 26 °C).

Na avaliacdo da qualidade sanitaria (método Blotter test) (BRASIL, 2009) para
investigar a presenca de fungos fitopatogénicos, utilizou-se todos os tratamentos
exceto o bactericida. Por sua vez, todos os tratamentos foram utilizados, exceto o
fungicida, na avaliacdo do efeito bactericida dos tratamentos. Este foi realizado
conforme recomendagdes da International Seed Testing Association - ISTA (2012).

Os resultados foram apresentados em porcentagem.

2.4AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE FUNGICIDA DO OLEO ESSENCIAL DE
MORINGA

Para o ensaio de inibicdo da germinacdo de esporos, preparou-se uma
suspensao de esporos dos fungos isolados que continham sete dias de crescimento,
através da adicdo de 10 mL de agua destilada as placas de Petri. Com o auxilio da
alca de Drigalski, realizou-se leve friccdo da colénia fungica, de modo que fossem
liberadas as estruturas reprodutivas do fungo do meio de cultura. A solucéo formada
foi filtrada em béquer, com auxilio de funil de vidro e gaze, possibilitando a
passagem da suspensdo de agua contendo esporos e retencdo das hifas. A
suspensao foi entdo homogeneizada e quantificado o numero de esporos em
camara de Neubauer. Padronizou-se a concentragdo de esporos para 1x10% esporos
mL-L.

O ensaio de germinacdo de esporos foi feito em placas de Petri. Em cada
placa, colocou-se um disco de papel filtro umedecido com 10 mL de agua destilada
esterilizada e uma lamina de vidro para microscopia. Sobre cada lamina colocou-se
1 mL de &gar-agua a 1% e sobre o meio ja solidificado, acrescentou-se 50 uL de

esporos fungicos na concentracdo determinada acima e 50 pL dos tratamentos.
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Utilizou-se seis repeticbes por tratamento que totalizaram 42 parcelas para cada
género fangico.

Finalizado o periodo de incubacéo (24 h) foi depositada uma gota do corante
azul de algodéo (lactofenol) sobre cada lamina, de modo a paralisar a germinagao
de esporos em todos os tratamentos, além de auxiliar na visualizag@o das estruturas
reprodutivas do fungo, procedendo entdo a determinacdo ao microscopio 6tico.
Foram contabilizados 100 esporos por lamina, sendo considerados germinados
agueles gque apresentaram 2/3 do desenvolvimento tubo germinativo. Os resultados
foram expressos em porcentagem.

Para o preparo dos tratamentos contendo o 6leo essencial de moringa,
utilizou-se agua destilada esterilizada mais Tween 80 (0,5%) nos volumes de 5;
4,95; 4,90; 4,80 e 4,60 mL, mais as doses OpL, 5uL, 10uL, 20uLe 40uLde dbleo
essencial de moringa que equivaleram a 0; 0,1; 0,2; 0,4 e 0,8%, além do tratamento
contendo Carboxin + Thiram.

2.5AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE BACTERICIDA DO OLEO
ESSENCIALDE MORINGA

Antes da realizacdo do ensaio para a atividade bactericida do OEM sobre
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap), obteve-se a curva de crescimento
bacteriano, pelo método de determinacdo da concentracdo do indculo pela
contagem em placas, descrito por Mariano e Assis (2000). Foi preparada uma
suspensao da bactéria em solugéo salina (NaCl 0,85%) a partir da cultura em placas
com 48 h de incubacéo.

Foram ajustadas concentracbes bacterianas para obter leituras de
absorbéancia a 560 nm de 1,2; 0,8; 0,6; 0,4; 0,2 e 0,0. Cada uma das suspensoes foi
diluida até 108, 107 e 10°. Foram pipetados 0,05 mL de cada diluicdo em placas de
Petri com meio agar-nutriente, e espalhados uniformemente com alca de vidro
flambada. Preparou-se quatro placas para cada diluicdo, as quais foram invertidas e
incubadas a 25 °C por 48 h. Foi obtida pelo menos uma série de placas contaveis
(que apresentasse entre 30 a 300 colonias) para cada absorbancia. O calculo da
concentracdo da suspensdo foi efetuado com base no numero de unidades
formadoras de colénia (UFC).

Na avaliagdo da atividade bactericida do OEM, foram utilizados tubos de
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ensaio previamente autoclavados contendo 10; 9,995; 9,990; 9,980 e 9,960 mL de
caldo nutriente e, as doses de Oleo essencial (0; 5uL; 10ul; 20uL e 40uL) que
equivaleram a 0; 0,1; 0,2; 0,4 e 0,8%. Uma aliquota de 100 yL de suspensédo de
células bacterianas contendo 108 UFC mL™* foi adicionada a cada tubo, os quais
foram incubados a 28 °C por 48 h em estufa incubadora sob agita¢do a 150 rpm.

A avaliacdo do numero de bactérias foi realizada por espectrofotébmetro,
anotando-se a absorbancia a 560 nm de cada amostra e calculando-se o valor de
UFCs de acordo com a curva de crescimento bacteriano previamente elaborada.

Apenas o meio de cultura foi utilizado como tratamento controle.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 QUALIDADE SANITARIA DAS CULTIVARES
Os resultados da andlise sanitaria (Tabela 1) indicam maior percentual de
sementes infectadas por fungos nas cultivares IPR Tangara, IAPAR 81, IPR Campos

Gerais e IPR Colibri.

Tabela 1 - Incidéncia de fungos (%) e de Xap (UFC mL1) em sementes de cultivares

de feijdo provenientes do Estado do Parana.

Cultivares

Fungos IPR IPR IPR IPR IPR IAPAR |APAR

Andorinha Campos Colibri Curi6 Tangara 139 81

Gerais

Alternaria sp. - 1,00 2,00 - - 1,00 -
Aspergillus 1,25 6,00 3,00 4,25 6,25 1,25 2,25
flavus
Aspergillus 1,00 0,25 0,50 1,50 2,25 - 2,25
niger
Aspergillus - 1,25 4,25 3,75 6,75 - 0,25
ochraceus
Fusarium sp. 2,50 2,50 0,5 - 1,25 - -
Penicillium sp. 1,50 1,00 1,00 8,75 1,75 7,25 15,25
Rhizopus sp. - 1,25 1,75 2,00 1,00 1,00 1,00
Total 6,25 13,25 13,00 20,25 19,25 10,5 21,00
Xanthomonas - 20 40 - - 100 80

O Penicillium sp. e o A. flavus estiveram presentes em todas as cultivares

avaliadas, com percentuais variando de 1% a 15,25% para o Penicillium sp., e
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1,25% a 6% para A. flavus. Os géneros citados sdo grandes responsaveis pela
producdo das micotoxinas encontradas em produtos alimenticios e gréos, sendo 0s
cereais e as fabaceas, os produtos mais afetados (SILVA et al., 2008).

O Fusarium sp., cujos maiores percentuais foram constatados nas cultivares
IPR Andorinha e IPR Campos Gerais, € causador da murcha de fusarium e podriddo
radicular no feijoeiro. Trata-se de um micro-organismo que sobrevive no solo e
interior das sementes sendo capaz de causar grandes perdas na cultura.

Quanto a Xap, observa-se que esteve presente nas cultivares IPR Campos
Gerais, IPR Colibri, IAPAR 139 e IAPAR 81. Este fitopatogeno tem se disseminado
em praticamente todas as regides produtoras, porém com maior importancia no
Parana, Rio de Janeiro e S&o Paulo, e é causador do crestamento bacteriano
comum. Dentre os diversos meios de sobrevivéncia da Xap, a semente representa o
mais eficiente, tendo em vista que bactérias se localizam em seu interior, superficie
ou simplesmente, acompanham as sementes (TORRES et al., 2009).

As diferencas encontradas na incidéncia de fitopatdgenos entre as cultivares
podem estar relacionadas as condi¢cdes de cultivo e armazenamento das mesmas,
assim como, com o advento da irrigagdo, a cultura do feijdo passou a ter plantio
continuo, possibilitando que um complexo de doencas causadas por patégenos
veiculados pelo solo adquirisse grande importancia.

Com base nos resultados da qualidade sanitaria, optou-se por utilizar as
cultivares IPR Campos Gerais e IPR Colibri por apresentarem percentual préximo de

infeccdo por fungos, bem como, a presenca da bactéria Xap.

3.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OLEO ESSENCIAL DE MORINGA EM
SEMENTES TRATATADAS

A porcentagem de incidéncia de fungos (blotter test) em sementes de feijdo
da Cultivar IPR Campos Gerais tratadas com 0Oleo essencial de moringa e fungicida

sao apresentados na tabela 2.
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Tabela 2 — Porcentagem de incidéncia de fungos em sementes de feijdo da cultivar
IPR Campos Gerais tratadas com 0leo essencial de moringa (OEM) e

fungicida. Valores transformados por V(x+1).

Fungos
Tratamentos A. Fusarium Alternaria Penicillium Rhizopus
flavus sp. sp. sp. sp.

0,0 2,73* 1,93* 1,99* 13,00* 2,90*
0,1 2,33* 1,68* 1,86* 12,50* 2,89*
0,2 1,92* 1,45 1,35 13,00* 2,80*
0,4 1,25 1,36 1,10 10,25* 3,47*
0,8 1,10 1,10 1,00 10,50* 3,38*
Fungicida* 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

C.V 911 7,79 7,53 22,52 23,01

Médias seguidas por asterisco diferem do tratamento fungicida (*) pelo teste de
Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade;
* Carboxin + Thiram (200 g Lt + 200 g L)

Com excecdo dos géneros Penicillium sp.e Rhizopus sp., cujas meédias
estimadas em todos os tratamentos diferiram do fungicida, os demais fungos foram
controlados pelo OEM a partir de 0,4%, como € caso do A. flavus, e 0,2% para
Fusarium sp. e Alternaria sp., com a mesma eficiéncia que o fungicida sintético.

A auséncia de efeito sobre Penicilium sp. e Rhizopus sp. podem estar
relacionados a concentracdo de 6leo essencial utilizado no experimento, tendo em
vista que em outros experimentos ja realizados que faziam uso de maiores
concentracfes de 6leo essencial de moringa, constatou-se inibicdo de ambos os
géneros citados (BUKAR, UBA; OYEYI, 2010).

A respeito do efeito observado do OEM, salienta-se que seu carater lipofilico
permite atravessar a membrana plasmatica e a mitocdéndria dos micro-organismos,
desestabilizando essas estruturas e tornando-as mais permeaveis, perdendo ions e
outros conteudos celulares. No entanto, sua atividade biolégica ndo é atribuida a um
anico mecanismo de acdo, uma vez que a grande variedade de grupos quimicos
presentes permite que haja varios alvos na célula (BAKKALI et al., 2008).

A incidéncia de fungos nas sementes da cultivar IPR Colibri tratadas com 6leo

essencial de moringa (OEM) e fungicida € apresentada na tabela 3.
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Tabela 3 — Porcentagem de incidéncia de fungos em sementes de feijdo da cultivar
IPR Colibri tratadas com 6éleo essencial de moringa (OEM) e fungicida.

Valores transformados por V(x+1).

Fungos
Concentragao A. Fusarium Alternaria Penicillium Rhizopus
de OEM (%) flavus sp. sp. sp. sp.
0,0 2,63* 3,25* 3,65* 3,41* 3,50*
0,1 2,03* 2,37* 2,75* 3,29* 3,41*
0,2 1,85* 1,77* 2,02* 3,40* 3.40*
0,4 1,53 1,05 1,52 3,34* 3,47*
0,8 1,20 0,55 0,77 3,40* 3,36*
Fungicida* 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C.Vv 22,21 21,80 19,17 18,29 20,22

Médias seguidas por asterisco diferem do tratamento fungicida (*) pelo teste de
Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade;
* Carboxin + Thiram (200 g Lt + 200 g L)

Novamente com excecao do Penicillium sp. e Rhizopus sp., para os demais
géneros fungicos, o OEM foi tdo eficiente quanto o fungicida para A. flavus,
Alternaria sp. e Fusarium sp., a partir da dose contendo 0,4% de OEM.

Deste modo, o OEM foi promissor na reducao da incidéncia de determinados
géneros fangicos, propondo ser, portanto, uma alternativa a ser adicionada no
manejo de doencas transmitidas pela semente.

Os géneros A. niger e A. ochraceus nao foram apresentados nas tabelas 2 e
3, uma vez que as meédias estimadas apresentaram baixa eficacia entre os

tratamentos utilizados para o método blotter test.

3.3 AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE FUNGICIDA DO OLEO ESSENCIAL DE
MORINGA

O efeito do 6leo essencial de moringa sobre a germinacdo de esporos
fungicos obteve resposta linear para o género Rhizopus sp., e quadratica para
Aspergillus flavus e Aspergillus niger, conforme indica a figura 1.
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@ Aspergillus niger 71 Aspergillus flavus A Rhizopus sp

70.00 -I
65.00 -
60.00
55.00 -
50.00 -
45.00

40.00 -

Germinagdo de esporos (%)

35.00 - L
A y=56,5542 - 6,6250x (R2=96,75)
3000 1 # y=62,2513 - 69,1212x + 30,5004x2 (R2=94,58)

y = 66,1007 + 5,3823x — 48,2798x% (R?=99,91)
25.00 T T T T T T T 1

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
Doses de OEM (%)

Figura 1 - Inibicdo da germinagao de esporos de Rhizopus sp., Aspergillus flavus e
Aspergillus niger tratados com diferentes doses de O6leo essencial de
moringa (OEM). Para Aspergillus os valores foram transformados por arco
seno Vx /100.

Observa-se reducdo na germinacao de esporos de Rhizopus sp., a medida
em que doses crescentes de OEM sao utilizadas. Por sua vez, para A. niger, a
minima germinacédo de esporos (23%) foi obtida com 1,13% de OEM, enquanto que
para A. flavus, 0,05% de OEM (maximo da funcdo) resultou em germinacao
estimada em 66,24%.

O efeito da moringa contra os géneros A. niger e A. flavus também foi
observado por Moyo et al. (2012) e Jamil et al. (2010), assim como, Jabeen et al.
(2008), observaram efeito sobre Rhizopus solani. No entanto, os autores utilizaram
extratos aquosos, com acetona e ainda extratos preparados a partir da semente da
moringa.

Vale salientar que na composi¢cdo quimica do OEM obteve-se mais de 21%
de acido hexadecanoico, um tipo de acido carboxilico. Este por sua vez, € citado por
como potente fungicida. Além disso, os monoterpenos tém capacidade de alterar a
integridade e funcionamento das membranas através da perda de material

citoplasmatico e inibicdo da cadeia respiratoria, bem como, interferir na expressao
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de genes codificadores de fatores de viruléncia quando consideradas linhagens de
micro-organismos produtores de enteroxinas (QIU et al., 2011), explicando portanto,
a resposta obtida do OEM para os géneros estudados.

A germinacdo de esporos de A. ochraceus apresentou comportamento
quadratico a medida em que as concentracdes do OEM se elevaram. A minima
germinacdo estimada foi obtida na concentracdo de 0,48%, com 15,68% de

germinacao estimada (Figura 2).

19.00 +

y =17,8902 —9,2530x + 9,6941x?
R?=280,20

18.00

17.00

16.00

(arco seno vx/100)

15.00 -

Germinacgdo de esporos

14.00 T T T T T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

Doses de OEM (%)

Figura 2 - Inibicdo da germinacdo de esporos de Aspergillus ochraceus tratados
com diferentes doses de o6leo essencial de moringa (OEM). Valores
transformados por arco seno Vx /100.

Muito embora tenha ocorrido aumento na germinacédo de esporos com a dose
correspondente a 0,8% de OEM, este percentual estimado ainda se manteve abaixo
da germinacao estimada obtida no tratamento testemunha.

A atividade da moringa sobre A. ochraceus foi relatada por Rahman, Zerin e
Anwar (2008), cujo trabalho foi realizado utilizando-se extratos de cloroférmio e
acetato de etila contendo partes do caule da moringa.

Para o género Fusarium sp., a regressao apresentou-se de forma linear
decrescente, sendo que o resultado mais significativo, com menor germinacédo de

esporos, foi a maior concentragdo do OEM (Figura 3).
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Figura 3 - InibicAo da germinacdo de esporos de Fusarium sp. tratados com
diferentes doses de Oleo essencial de moringa (OEM). Valores
transformados por arco seno Vx /100.

O linalol presente no OEM foi citado por Lacerda et al. (2014) como potente
fungicida contra Fusarium sp., corroborando com os resultados obtidos neste
experimento. Do mesmo modo, o efeito da moringa contra este género flngico foi
citado na literatura por Sayeed et al., (2012) ao utilizarem extrato metandlico da
moringa na doses equivalentes a 30ug, 50ug e 100ug.

A acédo do timol, um tipo de monoterpeno presente no OEM também pode
explicar a acdo do 6leo essencial sobre o fungo, tendo em vista que, segundo
Zambonelli et al. (1996) pode ocorrer degeneracdo das hifas e liberagcdo do
conteudo celular em contato com este composto e, muito embora ndo totalmente
elucidado, o mecanismo molecular da acdo do OEM pode estar relacionado a
inibicdo de ATP a partir de dextrose (GILL et al., 2004).

O modelo raiz quadrada ajustou-se a germinacao de esporos de Alternaria sp.
(R?=99,03) e Penicillium sp. (R>=80,29).

Para Alternaria sp., (Figura 4-A) o maximo da funcdo estimada (83,62%) foi
obtido com 0,03% de OEM, enquanto que para Penicillium sp. (Figura 4-B), a partir
da dose contendo 0,36% de OEM e germinacdo de 54,67% houve significativa

reducdo no numero de esporos germinados.
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Figura 4 - Inibicdo da germinacédo de esporos de Alternaria sp. (A) e Penicillium sp.
(B) tratados com diferentes doses de 6leo essencial de moringa (OEM).
Para Alternaria sp. Os valores foram transformados por arco seno (%X)°°.

O efeito do 6leo essencial da moringa sobre o género Penicillium sp. foi
relatado por Oluduro (2012) ao utilizar o extrato metandlico das folhas da planta,
assim como Ayanbimpe et al. (2009) ao fazerem uso de extrato aquoso do vegetal.
Para o fungo Alternaria sp., Mohamed e Abdallah (2014) observaram que o extrato
obtido das sementes da moringa na concentracdo de 2% reduziu cerca de 86% da
germinacao dos esporos deste género.

Observa-se ainda, que o OEM apresentou efeito fungicida mais pronunciado

contra Alternaria sp., evidenciando que um mesmo 06leo pode ser ativo contra um
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amplo espectro de espécies de micro-organismos, porém as concentra¢cdes minimas
inibitérias (CMI) podem variar (ANTUNES; CAVACOB, 2010).

Na comparacdo do efeito do OEM com o fungicida sobre a germinacédo de
esporos, observa-se que para todos os géneros investigados, o Oleo essencial foi
estatisticamente diferente em todas as doses avaliadas, conforme é possivel
observar a tabela 4.

Tabela 4 — Porcentagem de germinacdo de esporos fungicos tratados com 6leo

essencial de moringa (OEM). Valores transformados por V(x+1)

Fungos
Tratamentos A. A. A. Fusarium Alternaria  Penicillium  Rhizopus
flavus  niger  ochraceus sp. sp. sp. sp.

OEM (%)

0 66,30* 59,66* 17,83* 82,74* 79,43* 52,00* 56,50*
0,1 65,74* 57,00* 17,50* 79,59* 80,68* 54,83* 55,66*
0,2 65,48* 54,16* 15,83* 59,93* 79,98* 53,83* 55,83*
0,4 60,55* 35,50* 16,00* 36,30* 59,69* 54,66* 53,50*
0,8 39,50* 27,16* 16,66* 8,29* 28,70* 54,16* 51,33*
Fungicida* 00,00 00,00 00,00 00,00 00,00 00,00 00,00
CV 22,21 17,03 21,80 19,21 19,17 18,29 20,22

Médias seguidas por asterisco diferem do tratamento fungicida (*) pelo teste de
Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade;
* Carboxin + Thiram (200 g L't + 200 g L?)

Este resultado permite inferir que o fungicida sintético ndo pode ser
substituido pelo OEM, tendo em vista os resultados obtidos na germinacdo de
esporos. No entanto, este € capaz de promover reducdes na germinacdo dos
esporos fungicos estudados, podendo, portanto, ser utilizado como complemento a
outras medidas sanitarias na cultura do feijoeiro.

No contexto das pesquisas de novos produtos com potencial antifungico, o
interesse em produtos oriundos de plantas tem crescido, em especial, pela
possibilidade de isolar substancias conhecidas ou inéditas e, mais ainda, pela

perspectiva de utiliza-las como modelos para moléculas sintéticas (DI SALVO 1994).
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3.4 AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE BACTERICIDA DO OLEO ESSENCIAL
DE MORINGA

A curva de crescimento bacteriano do isolado de Xap € apresentado na
Figura 5. O comportamento da concentracdo bacteriana em relacdo a absorbancia

foi linear crescente.
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Figura 5 - Ajuste da curva de concentracdo bacteriana (em unidades formadoras de
colonia — UFC) em func&o da absorbancia a 580 nm.

O efeito do OEM sobre as bactérias é apresentado na figura 6, cujo ajuste foi
obtido por meio de modelo raiz quadrada. O ponto de maxima foi obtida com 1,89%
de OEM, cujos valores estimados resultaram em 2.357,41 UFCs. Enfatiza-se ainda,
gue houve reducao significativa no nimero de unidades formadoras de coldnias de
Xap a partir do ponto de méxima fungéo estabelecida.

Dentre os efeitos observados dos Oleos essenciais nas bactérias, estdo a
alteracdo da permeabilidade seletiva da membrana, com colapso da bomba de
protons, clivagem de macromoléculas e coagulagéo citoplasmatica (SOLOMAKOS et
al., 2008).
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Figura 6 - Efeito das diferentes doses de 6leo essencial de moringa (OEM) sobre a
multiplicagcdo de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (UFC: unidades

formadoras de colonia).

O efeito da moringa sobre o género Xanthomonas é citado na literatura por

Shehu et al. (2013) ao constatarem eficiéncia do extrato etandlico em diferentes

concentragées (5, 10 e 20 mg mL™1) contra Xanthomonas oryzae.

Tabela 5 — Numero de unidades formadoras de col6nias (UFCs) em funcdo do

tratamento com diferentes doses de 6leo essencial de moringa (OEM).

Tratamentos UFCmL?

Oleo essencial

de moringa (%)

0 2262,89*
0,1 2247,61*
0,2 2161,74*
0,4 1844,54*
0,8 834,72*
Bactericida* 0,00
CV 7,19

Médias seguidas por asterisco diferem
Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade;

do tratamento fungicida (*) pelo teste de
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* Hidréxido de Cobre (538 g Kg™1)

Na comparacao entre o efeito das diferentes doses de OEM e o bactericida
(Tabela 5), observa-se que nenhuma das doses utilizadas foi estatisticamente igual
ao tratamento sintético, cujo efeito antibiético foi superior. No entanto, houve uma
reducdo de cerca de 64% no numero de UFCs ao se comparar o tratamento

contendo 0,8% de OEM ao tratamento testemunha.

4 CONCLUSOES

Embora ndo se equiparem ao efeito do fungicida, doses maiores que 0,4% de
OEM reduzem a incidéncia de A. flavus, Fusarium sp. e Alternaria sp. em sementes
de feijao, apresentando-se como alternativa a ser utilizada no manejo de doengas
fungicas transmitidas por semente

As doses crescentes de OEM reduziram a germinacdo de esporos de
Rhizopus sp. e Fusarium sp.

A dose contendo 0,8% de OEM reduziu em 64% o namero de UFCs para

Xap, no entanto, as doses foram inferiores ao bactericida sintético.
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ARTIGO 3 DESEMPENHO FISIOLOGICO E PADRAO ELETROFORETICO DE
ISOENZIMAS EM SEMENTES DE Phaseolus vulgaris L. TRATADAS COM OLEO
ESSENCIAL DE Moringa oleifera Lam.

Resumo: Com este trabalho objetivou-se avaliar o efeito de diferentes doses de Oleo
essencial de Moringa oleifera (OEM) sobre o potencial fisioldgico de sementes de
feijdo das cultivares IPR Campos Gerais e IPR Colibri. A obtencdo do OEM ocorreu
por meio da hidrodestilacdo das folhas da moringa em Clevenger e, a fim de
identificar os constituintes quimicos do OEM, utilizou-se cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas. Os tratamentos consistiram em cinco doses
de OEM, correspondentes a 0,0%; 0,1%; 0,2%; 0,4% e 0,8% (fator quantitativo), um
bactericida e um fungicida (fator qualitativo). Avaliou-se a germinacdo, primeira
contagem, IVG, emergéncia, IVE e a atividade de isoenzimas (esterase, alcool
desidrogenase, superoxido dismutase e isocitrato liase). Para as doses de OEM,
obteve-se equacdes de regressdo e as meédias do fator qualitativo foram
comparadas ao 6leo essencial pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade. A dose
com 0,8% de OEM reduziu o potencial fisiolégico das sementes da cultivar IPR
Colibri e apresentou-se inferior ao bactericida e fungicida para IVG e primeira
contagem. Para IPR Campos Gerais, a dose com 0,8% de OEM promoveu a
germinacao e mostrou-se superior ao bactericida para o percentual de germinacéo e
primeira contagem. O ponto de maxima emergéncia e IVE foram obtidos com as
doses 0,6% e 0,28% (IPR Campos Gerais) e, 0,38% e 0,2% (IPR Colibri). Os baixos
valores de expressdo de bandas para EST e ADH, relacionaram-se a maior
germinabilidade das sementes e a maior expressao de SOD, associou-se a reducdo
na germinagcdo. N&o foi possivel relacionar a ICL ao potencial fisiologico das
sementes de feijao.

Palavras-chave: feijao, germinacao, qualidade de sementes

PHYSIOLOGICAL PERFORMANCE AND ELECTROPHORETIC PATTERN OF
ISOENZYMES IN Phaseolus vulgaris L. SEEDS TREATED WITH ESSENTIAL OIL

OF Moringa oleifera Lam.

Abstract: With this study evaluated the effect of different doses of essential oil of
Moringa oleifera (EOM) on the physiological potential seeds of bean of IPR Campos
Gerais and IPR Colibri cultivars. The EOM was obtained by hydrodistillation of
Moringa leaves in Clevenger and identified the chemical constituents OEM, with gas
chromatography coupled with mass spectrometry. The treatments consisted of five
EOM doses, corresponding to 0.0%; 0.1%; 0.2%; 0.4% and 0.8% (quantitative
factor), a bactericide and a fungicide (qualitative factor). We evaluated the
germination, first count, IVG, emergency, IVE and isoenzyme activity (esterase,
alcohol dehydrogenase, isocitrate lyase and superoxide dismutase). Were evaluated
the germination, first count, IVG, emergency, IVE and isoenzyme activity (EST, ADH,
SOD and ICL). For OEM doses, was obtained regression equations and the average
gualitative factor was compared to essential oil by Dunnett test at 5% probability. The
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dose with 0,8% OEM reduced the physiological potential of the seeds of the IPR
Colibri cultivar and stood below the bactericide and fungicide for IVG and first count.
For IPR Campos Gerais, the dose with 0,8% EOM promoted germination and was
superior to the bactericidal to the germination percentage and first count. The point of
maximum emergence and IVE were obtained with doses of 0,6% and 0,28% (IPR
Campos Gerais), and 0,38% to 0,2% (IPR Colibri). Low value expression of the
bands for EST and ADH, were related to the higher seed germination and the
greatest expression of SOD, was associated with a reduction in germination. Could
not possible relate the ICL to physiological potential of bean seeds.

Key-words: bean, germination, quality seeds

1 INTRODUCAO

Além do importante papel na alimentacdo do brasileiro, o feijdo € um dos
produtos agricolas de maior importancia econdmico-social, devido principalmente a
mao-de-obra empregada durante o ciclo da cultura. No Parana, maior produtor de
feijdo do pais, as lavouras de primeira, segunda e terceira safras sao cultivadas
principalmente por pequenos e meédios produtores, que demandam de mé&o-de-obra
familiar e contratada (SEAB, 2012).

No entanto, o feijoeiro € suscetivel a inUmeras doencas causadas por fungos,
bactérias e virus transmitidos interna e externamente a semente e que influenciaréo
diretamente na qualidade da semente, afetando a produtividade do feijoeiro, uma vez
que ha reducdo na germinacdo com perda de vigor das sementes e ocorréncia de
deterioragcéo das mesmas (SILVA et al., 2008).

Neste contexto, a semente constitui-se um importante veiculo de disseminacao
ou introducdo de patdégenos numa area e, portanto, é a estrutura apropriada para se
submeter aos processos ou substancias adequadas visando a preservacao ou
aprimoramento de seu desempenho (tratamento de sementes). Entretanto, 0s
fungicidas e bactericidas atualmente disponiveis para o tratamento de sementes tem
apresentado grandes problemas de contaminacdo ambiental e humana (PERES et
al., 2005), e por serem sintéticos, seu uso é impedido no setor organico.

Portanto, faz-se necessario buscar meios sustentaveis para o controle de
doencas nas mais diversas culturas, como extratos e 0leos essenciais provenientes
de plantas com propriedades fungicidas e bactericidas para controlar a microbiota

fitopatogénica associada as sementes.



59

Dentre 0s vegetais com potencial para atuar como antimicrobiano esta a
moringa (Moringa oleifera Lamarck). Este vegetal exético, originario da india chegou
ao Brasil ha cerca de quarenta anos e difundiu-se por todas as regides, sendo capaz
de sobreviver em solos pobres, requerendo o minimo de atencdo e manejo
(MORTON, 1991).

Os oOleos essenciais, extratos aquosos e extratos metandlicos da moringa tém
demonstrado resultados positivos na eliminacéo de fitopatdogenos (fungos e bactérias)
em experimentos realizados em sua grande maioria in vitro (SILVA et al., 2009).

Além disso, a espécie tem sido amplamente estudada uma vez que seus
diferentes subprodutos (vagens, folhas, flores e sementes) podem ser empregados
na nutricdo humana e animal, agricultura, farmacéutica, cosmeética, alimenticia e até
mesmo como biocombustivel (LILLIEHOOK, 2005).

No entanto, apesar da comprovada atividade antimicrobiana de muitos 6leos
essenciais, estes também podem interferir na germinagdo das sementes por
apresentarem atividade alelopatica se utilizados como antimicrobianos no substrato
de germinacdo ou no tratamento das sementes. Assim, para ser eficiente na
eliminagdo de fitopatdgenos veiculados pela semente, o Oleo essencial deve
apresentar efeito toxico aos micro-organismos fitopatogénicos e néo interferir
negativamente no potencial fisiolégico das sementes.

Além dos testes de germinacdo e vigor, 0 monitoramento das alteracdes na
qualidade fisiolégica de sementes € realizado também por meio da avaliacdo de
variacdes bioquimicas nos perfis de proteinas e isoenzimas especificas por meio de
eletroforese (CASTRO et al., 2011). As isoenzimas atuam com papel fundamental na
identificacdo de processos fisiolégicos que levam a compreensdo da condicao
fisiol6égica das sementes, podendo ser utilizadas como marcadores moleculares para
a elucidacdo dos eventos que ocorrem durante o processo de germinacdo e
armazenamento (ALBUQUERQUE et al., 2009).

Deste modo, objetivou-se com este trabalho, avaliar a acdo de diferentes
doses de 6leo essencial de moringa sobre o potencial fisiolégico e a atividade de
isoenzimas em sementes de feijdo das cultivares IPR Campos Gerais e IPR Colibri,

e comparar sua agao aos tratamentos sintéticos (fungicida e bactericida).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E PROCEDIMENTOS ESTATISTICOS

Na avaliagdo do percentual de germinagdo e primeira contagem de
germinacao das diferentes cultivares de feijao carioca, utilizou-se o DIC com 7
tratamentos (cultivares) e 8 repeticbes de cinquenta sementes por unidade
experimental. Por sua vez, para os testes de tetrazélio e condutividade elétrica,
utilizou-se 4 repeticbes de cinquenta sementes e 4 repeticdoes de vinte e cinco
sementes (BRASIL, 2009).

A normalidade e a homogeneidade dos erros experimentais foram verificadas
por meio dos testes de Shapiro-Wilk e de Levene, respectivamente. A seguir, 0S
dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias obtidas foram
comparadas (P>0,05) pelo teste de tukey.

Na avaliacdo da viabilidade e vigor das sementes de feijao das cultivares IPR
Colibri e IPR Campos Gerais tratadas com OEM, utilizaram-se cinco tratamentos
(0,0%; 0,1%; 0,2%; 0,4% e 0,8%) e 8 repeticdes de cinquenta sementes (BRASIL,
2009) por parcela, os quais foram distribuidos em DIC. Avaliou-se o percentual de
germinagdo, a primeira contagem de germinacdo e o indice de velocidade de
germinacao. A % de germinacdo da cultivar IPR Colibri foi transformada (arco seno
\x /100), assim como a primeira contagem de germinacdo (Vx + 0,5). Por sua vez,
para 0s parametros porcentagem de emergéncia e indice de velocidade de
emergéncia, utilizou-se o DBC, com 4 repeticdbes de cinquenta sementes por
tratamento.

Os efeitos das doses de Oleo essencial sobre as caracteristicas foram
avaliados por meio de equacbes de regressdao, em que foram utlizados a
significancia dos parametros dos modelos, por meio do teste t, e 0 maior valor de
coeficiente de determinacdo (R?) para a selecdo dos modelos que melhor se
ajustaram aos dados médios das caracteristicas.

As comparacOes de médias entre os tratamentos quantitativos (0,0%; 0,1%;
0,2%; 0,4% e 0,8%) contra o tratamento bactericida e o tratamento fungicida foram
realizadas por meio de contrastes, utilizando-se do teste F. As comparagcdes de
médias envolvendo cada dose contra o tratamento bactericida e o tratamento

fungicida foram realizadas mediante o teste de Dunnett.
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O nivel de 5% de significancia foi adotado em todos os testes de hipoteses e
as analises estatisticas foram feitas utilizando-se o Sistema de Analises Estatisticas
e Genéticas (SAEG, 2007).

2.2POTENCIAL FISIOLOGICO DAS CULTIVARES DE FEIJAO

As sete cultivares de feijao do grupo comercial carioca (IAPAR 81, IPR
Andorinha, IPR Campos Gerais, IPR Colibri, IPR Tangard, IPR Curio e IAPAR 139),
categoria C2, foram obtidas no Instituto Agronémico do Parana — IAPAR e
produzidas na safra de 2013.

Apoés o recebimento em setembro de 2013, as sementes tiveram seu teor de
agua inicial determinado pelo método padréo da estufa, a 105 °C £ 3 °C, durante 24
horas, com quatro amostras de 5 g (peso umido), conforme a RAS (BRASIL, 2009).

A fim de padronizar o grau de umidade, as sementes foram secas em estufa
com circulacdo de ar a 35 °C até atingirem 12% de umidade (ANDRADE et al.,
2006). Apods a secagem, as sementes foram armazenadas em recipientes
impermeaveis autoclavados em camara fria (15 °C + 5 °C, 55% + 5 U.R) na Estacéo
Experimental de Horticultura e Controle Biolégico, Professor Mario Cesar Lopes, da
Universidade Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE, campus Marechal Candido
Rondon, permanecendo por um periodo de sete meses.

Apdés o0 armazenamento, as sementes das sete cultivares tiveram seu
potencial fisiolégico avaliado a fim de reunir informacdes sobre germinacao
(viabilidade) e o vigor das mesmas. Foram realizados ensaios para avaliagdo da
porcentagem de germinagdo, primeira contagem de germinacdo, condutividade
elétrica e teste de tetrazolio.

O teste de germinacdo foi realizado utilizando-se oito amostras de 50
sementes, com germinagdo em camara do tipo B.O.D em temperatura de 25 °C com
fotoperiodo de 12 h/luz em papel germitest (BRASIL, 2009). A primeira contagem de
germinacao foi realizada conjuntamente com o teste de germinacdo e foram
avaliadas as plantulas normais no quinto dia apdés a instalacdo do teste. Os
resultados para germinacéo e primeira contagem de germinacdo foram expressos
em porcentagem.

O teste de condutividade elétrica foi conduzido segundo a descrigdo de Vieira

e Krzyzanowski (1999) e os resultados foram expressos em uS cmg?. Para o teste
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de tetrazdlio, seguiu-se a metodologia da RAS (BRASIL, 2009).

2.3TRATAMENTO DAS SEMENTES DE FEIJAO COM OLEO ESSENCIAL DE
MORINGA

A fim de receberem os diferentes tratamentos contendo doses de oOleo
essencial de moringa, selecionou-se duas cultivares de feijao que apresentaram
diferentes potenciais fisiol6gicos, bem como, porcentagem similar (13%) de infec¢éo
por micro-organismos dos géneros Rhizopus sp, Penicillium sp, Fusarium sp,
Alternaria sp, Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger, e
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, justificando assim, a necessidade de
tratamento das sementes para protecdo contra fitopatégenos. Sendo portanto, as
escolhidas as cultivares IPR Campos Gerais e IPR Colibri.

Para a obtencdo do Oleo essencial utilizou-se folhas jovens de moringa,
pertencentes a 10 diferentes matrizes localizadas na cidade de Cascavel, PR. As
folnas eram submetidas a um processo de hidrodestilacdo utilizando-se o extrator
Clevenger com tempo total de extracao de 4 horas.

Para a separacdo do oleo essencial da mistura conhecida como hidrolato,
utilizou-se o funil de separacdo e o solvente n-hexano. Este por sua vez, era
submetido a evaporacdo em banho-maria a 60 °C para obtencéo do 6leo essencial,
cuja caracterizacdo quimica foi realizada utilizando-se cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas, no Instituto de Quimica da USP em junho de
2014.

Para o tratamento das sementes, preparou-se uma emulsdo contendo agua
destilada esterilizada e Tween 80 (0,5%) nos volumes de 100; 99.995; 99.990;
99.980 e 99.960 mL, mais as doses Opl, 50ul, 100pul, 200ul e 400ul de 6leo essencial
de moringa que equivaleram a 0; 0,1; 0,2; 0,4 e 0,8%. Os demais tratamentos
consistiram no fungicida Vitavax Thiram 200 SC (Carboxin + Thiram: 200 g Lt + 200
g LY) e no bactericida Kocide WDG (Hidroxido de cobre: 538 g Kg?t) (MAPA-
AGROFIT, 2014).

As sementes e os tratamentos foram acondicionadas em sacos plasticos e
submetidas a agitacdo manual por trés minutos, em seguida foram deixadas para

secar em temperatura ambiente e submetidas aos testes de vigor e viabilidade.



63

2.4POTENCIAL FISIOLOGICO DAS SEMENTES APOS O TRATAMENTO COM
OLEO ESSENCIAL

Os ensaios para avaliacdo do potencial fisiologico das sementes tratadas
foram realizados em abril de 2014, no Laboratério de Biologia da Universidade
Tecnologica Federal do Parana — UTFPR, campus Medianeira.

Na avaliacdo do indice de velocidade de germinacdo (IVG) adotou-se a
metodologia de Maguire (1962).

A fim de determinar a emergéncia em campo e indice de velocidade de
emergéncia (IVE), em Setembro de 2014 (periodo recomendado para a
semedadura) utilizou-se 4 repeticdes de 50 sementes em cada tratamento descrito,
semeadas em linhas de 1,2 m com espacamento de 0,4 m entre linhas e quinze
sementes por metro linear.

As contagens para determinacdo da porcentagem de emergéncia foram
realizadas diariamente até os 15 dias apdés semeadura, sendo consideradas
plantulas as que apresentaram cotilédones acima do solo, em posicdo aberta,
liberando as folhas primarias (LUDWIG et al., 2008). O indice de velocidade de
emergéncia (IVE) foi calculo conforme Maguire (1962).

2.5ELETROFORESE DE ISOENZIMAS

A avaliacdo da atividade das enzimas esterase, superoxido-dismutase, élcool
desidrogenase, isocitrato liase foi realizada no Laboratério Central de Sementes da
Universidade Federal de Lavras — UFLA em junho de 2014.

As sementes tratadas de ambas as cultivares (IPR Colibri e IPR Campos
Gerais) (50 sementes em cada tratamento) foram mantidas por 24 h em germinador
a 25 °C com fotoperiodo de 12h/luz em rolos de papel germitest. Em seguida, foram
trituradas em moedor elétrico na presenca de nitrogénio liquido e do antioxidante
Polivinil pirrolidone — PVP, conforme metodologia descrita por MUNIZ et al. (2007).

Foram utilizados 100 mg do triturado, onde foram adicionados 300 pul do
tampdao de extracéo Tris-HCI, 0,2 M, pH 8 e 0,1% de beta mercaptanol (MENEZES
et al., 2008). As misturas foram agitadas em vortex e mantidas em freezer a -84 °C,
sendo posteriormente centrifugadas a g=21910,2 por 30 minutos a 4 °C (MUNIZ et
al., 2007).
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A corrida eletroforética foi desenvolvida em géis de poliacrilamida a 7,5% (gel
separador) e 4,5% (gel concentrador). O sistema tampéao gel/eletrodo utilizado foi o
Tris-HCI 0,2M pH 8. Foram aplicados 50 ul das amostras de feijdo e as corridas
foram efetuadas a 150V por 4 horas. Terminada a corrida, os géis foram revelados

para os sistemas enzimaticos segundo metodologia de ALFENAS et al. (1996).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1POTENCIAL FISIOLOGICO DAS CULTIVARES DE FEIJAO

Dentre as cultivares estudadas, as cultivares IPR Colibri, IPR 81, IPR
Andorinha e IPR Curié apresentaram maior vigor e viabilidade, em contraste com
IPR Tangard, IPR Campos Gerais e IAPAR 139 que obtiveram oS menores

percentuais de germinacao e vigor (Tabela 1).

Tabela 1 - Médias para porcentagem de germinacdo, primeira contagem de
germinagdo (%), tetrazélio e condutividade elétrica (US cm? g?) de
sementes de feijao armazenadas, de acordo com as cultivares.

Cultivar % Primeira Tetrazolio Condutividade
Germinagdo  contagem (%) elétrica
IAPAR 81 99,252 42,50 @ 85,00 a 90,86 ¢
IAPAR 139 81,50 be 7,000 89,00 ab 123,26 @b
IPR Colibri 100,00 2 39,502 89,50 2 88,73 ¢
IPR Campos Gerais 85,50 ¢ 0,50¢ 89,752 91,91°¢
IPR Tangaréa 77,00 ¢ 7,50 be 73,75¢ 137,532
IPR Andorinha 92,00 ab 12,50 be 90,752 103,01 ¢
IPR Curi6 92,00 @ 22,50 a 82,50 107,20 be
CV 5,53 48,74 3,37 8,25

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

A cultivar IPR Tangara, por sua vez, apresentou percentual de germinacao
considerado inferior ao exigido pelos padrbes do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento — MAPA para comercializacdo de sementes de feijao, que
determina germinacdo minima de 80% para sementes da categoria C2 (BRASIL-
MAPA, 2013).
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Na avaliagdo do potencial fisiologico das cultivares, o teste de condutividade
elétrica demonstrou baixa condutividade em sementes de alto vigor (cultivares IPR
Colibri e IAPAR 81) e alta condutividade, ou seja, maior saida de lixiviados em
sementes de baixo vigor (cultivares Tangara e 139), revelando a intensidade de
desorganizacdo dos sistemas membranais das células, conforme citam Vieira e
Krzyzanoswski (1999).

A temperatura e a umidade relativa do ar do ambiente de armazenamento,
bem como o uso de embalagens que ndo permitam trocas gasosas com o ambiente
constituem-se importantes fatores na manutencdo da qualidade fisioloégica de
sementes de feijdo e, embora as sementes tenham sido armazenadas sob a mesma
condicdo, foram produzidas em condicdes de campo diferentes e apresentam
genatipos distintos, justificando assim as diferencas encontradas na tabela 1.

Deste modo, com base nas cultivares avaliadas, selecionou-se duas a fim de
receberem o tratamento com diferentes doses de 6leo essencial de moringa. Optou-
se por selecionar uma cultivar de alto vigor e viabilidade (IPR Colibri) e uma com
meédio vigor e viabilidade (IPR Campos Gerais), bem como, pelo fato de ambas
apresentarem porcentagem similar de infeccdo por fungos (13%) em teste de

sanidade, justificando assim, o tratamento com 6leo essencial.

3.2GERMINACAO E VIGOR DAS SEMENTES TRATADAS COM OLEO
ESSENCIAL

A analise de regressdo dos dados permitiu 0 ajuste da equacdo quadratica
com ponto de maxima germinacao (Figura 1) para ambas as cultivares de feijao.

Para a cultivar IPR Colibri, o ponto de maxima contendo 0,4% de OEM
promoveu germinacéo estimada em 86,01%, e para a cultivar IPR Campos Gerais 0
ponto de méaxima ocorreu com a dose contendo 0,8% de OEM, com 91,25% das

sementes germinadas (maximo da funcao).
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Figura 1 - Percentual de germinacdo de sementes de feijdo das cultivares IPR
Colibri (arco seno Vx /100) e IPR Campos Gerais em funcdo dos niveis
de OEM.

As respostas observadas com estimulos ou reducdes na germinagcdo das
sementes, em funcao das doses de OEM sugerem alelopatia, uma vez que esta é
descrita como interacfes quimicas tanto inibitorias quanto estimulatérias de uma
planta sobre a outra, através de seus aleloquimicos (GRESSEL; HOLM, 1964).

Em altas proporcbes (valores acima de 60%) os terpenos, principais
constituintes dos 6leos essenciais, segundo Weidenhamer et al. (1993), sdo agentes
potencialmente alelopéaticos em funcédo dos extensivos danos que podem causar as
membranas celulares e ao processo respiratorio, bem como, para Paudel e Gupta
(2008), eles atuam na regulacdo de enzimas hidroliticas essenciais para a
ocorréncia de germinacdo, demonstrando assim, que nao basta somente a presenca
do composto, mas este deve estar em quantidade ideal para que possa ocasionar
danos fisiolégicos ou bioquimicos.

As alteracbes nos padrdes de germinacdo das sementes em fungdo do uso
do oleo essencial refletem em modificacbes de rotas metabdlicas inteiras e nos
processos considerados importantes para o desenvolvimento do embrido, afetando
diretamente sua ontogénese (FERREIRA; AQUILA, 2000). Estas alteracdes podem
estar relacionadas com efeitos sobre a permeabilidade de membranas, transcricéo e
traducdo de material genético, as reagdes enzimaticas e a respiracao celular (RIZVI,
RIZVI, 1992).
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Embora tenha havido redugéo na germinacédo das sementes, a maior dose de
OEM utilizada para a cultivar IPR Colibri resultou em percentual estimado proximo
ao do tratamento testemunha. Esta pequena reducdo pode ter ocorrido porque a
composicdo quimica do oOleo essencial de moringa nao indica grandes indices de
atividade alelopéatica em funcdo de ser constituido por pequena porcentagem de
monoterpenos (3,77%) e sesquiterpenos (9,15%).

Dentre os monoterpenos, o linalol presente no 6leo essencial de moringa foi
citado por Rosado et al. (2009) como possivel responsavel pelo efeito fitotdxico
observado em plantulas de tomate, alface e melissa, no entanto, este componente
guimico compunha mais de 78% do 6leo essencial de Ocimum basilicum.

Observa-se ainda na Figura 1, que as cultivares estudadas apresentaram
comportamento germinativo distinto frente ao OEM. A despeito disso, Mazzafera
(2003) informa que o efeito dos aleloquimicos sobre as sementes poderia ocorrer
afetando especialmente as menos vigorosas.

Enfatiza-se ainda que a resisténcia ou tolerancia aos metabdlitos presentes
nos Oleos essenciais é especifica, existindo espécies menos ou mais sensiveis que
outras, e neste caso, embora trabalhando com a mesma espécie, houve diferenca
na resposta entre as cultivares.

A andlise de regressao dos dados para o indice de velocidade de germinacgéo
das sementes de feijdo em funcdo das doses de 6leo essencial de moringa (Figura
2) propiciou resposta quadratica com ponto de maxima com 0,3% de OEM e IVG de
8,28 para cultivar IPR Colibri, e minima resposta com 0,34% de OEM e IVG de 6,84
para a cultivar IPR Campos Gerais.
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Figura 2 - indice de velocidade de germinacéo de sementes de feijdo das cultivares
IPR Colibri e IPR Campos Gerais em funcéo dos niveis de OEM.

Ferreira e Borghetti (2004) salientam que muitas vezes o aleloquimico do 6leo
essencial pode atuar sobre o vigor das sementes (a velocidade de germinagcao ou
outro parametro) confirmando o resultado obtido neste experimento, onde observou-
se reducao no IVG das sementes da cultivar IPR Colibri em funcdo da maior dose
de 6leo essencial utilizada (0,8%) cujo valor, esteve abaixo do observado para o
tratamento testemunha.

Estudos mostram que o padrdo de germinacdo pode ser modificado,
verificando-se diferencas na velocidade e na sincronia da germinacao de sementes
submetidas aos compostos quimicos presentes nos oOleos essenciais (RANAL;
SANTANA, 2006).

Ferreira e Aquila (2000) complementam sobre o efeito dos terpenos sobre a
velocidade de germinacao, citando que pode ocorrer um alongamento na curva de
distribuicdo da germinagdo através do eixo do tempo, como o observado neste
experimento.

Os dados oriundos da primeira contagem de germinagéo, expressos na figura
3, se ajustaram a um modelo linear para a cultivar IPR Campos Gerais e quadratico
para IPR Colibri, com ponto de maxima em 0,27% de OEM e primeira contagem

estimada em 0,82.
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Figura 3 - Primeira contagem de germinacdo de sementes de feijdo das cultivares
IPR Colibri (A) (¥x+0,5) e IPR Campos Gerais (B) em fungdo dos niveis
de OEM.

A tendéncia linear crescente observada na cultivar IPR Campos Gerais
propde incremento no vigor das sementes com as doses crescentes de OEM, fato
este que pode estar relacionado a acdo antimicrobiana do Oleo essencial de
moringa, visto que, a presenca de patdgenos nas sementes, afeta diretamente seu
vigor, tendo em vista que destroem tecidos de reserva, afetam o transporte de agua
e danificam o sistema vascular(ZORATO; HENNING, 2001).

Vale ressaltar por sua vez, que a cultivar IPR Colibri apresentou
comportamento diferente, uma vez que a maior dose de OEM utilizada (0,8%)
promoveu média estimada inferior ao tratamento testemunha. Para Seigler (1996),
as plantas podem ser seletivas em suas repostas quando submetidas a presenca de

aleloquimicos, sendo, portanto, dificil avaliar seu efeito nas diferentes espécies
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vegetais.

A tabela 2 traz os resultados da comparacdo entre as médias oriundas das
diferentes de doses de OEM, fungicida e bactericida para as variaveis porcentagem
de germinacéao, IVG e primeira contagem de germinacao das sementes de feijdo da

cultivar IPR Campos Gerais.

Tabela 2 - Médias para porcentagem de germinacéo, IVG e primeira contagem de
germinacdo de sementes de feijdo da cultivar IPR Campos Gerais
tratadas com diferentes doses de OEM, fungicida e bactericida.

Tratamento % Germinacao IVG Primeira
contagem
0,0% OEM 85,00 6,69 23,75* **
0,1% OEM 85,00 6,64 29,25*
0,2% OEM 88,25 6,59 26,00* **
0,4% OEM 89,25 ** 6,56 42,25
0,8% OEM 91,25 ** 6,82 52,00 **
Fungicida 85,25 6,82 52,50
Bactericida 78,75 6,00 38,75

Médias seguidas por asterisco diferem do tratamento fungicida (*) e bactericida (**),
pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

Somente a variavel primeira contagem de germinacdo apresentou médias
estatisticamente distintas ao tratamento fungicida. As doses 0,4% e 0,8% de OEM
foram estatisticamente iguais (P>0,05) ao fungicida, porém 0,0%, 0,1% e 0,2% de
OEM resultaram em menores médias para primeira contagem de sementes da
cultivar IPR Campos Gerais.

Segundo Bittencourt et al. (2007), o fungicida utilizado (Vitavax Thiran)
confere protecdo a semente contra 0s patdgenos presentes no solo e na propria
semente, bem como, pode aumentar a velocidade de emergéncia das plantulas,
desde que, a baixa emergéncia seja causada por fungos.

Na comparacdo de meédias entre o OEM e o bactericida, houve diferenca
estatistica (P>0,05) para as variaveis primeira contagem de germinacdo e % de
germinacdo. Houve maior germinacdo com as doses 0,4% e 08% de OEM, assim

como a dose contendo 0,8% promoveu maiores medias para a primeira contagem.
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Moyo et al., (2012) descrevem o forte poder antioxidante dos extratos obtidos
com folhas de moringa sobre a atividade das enzimas superoxido dismutase e
catalase e na reducdo da peroxidacdo de lipidios. Portanto, esta pode ser uma
caracteristica que explica o estimulo observado na viabilidade e no vigor das
sementes tratadas com OEM, uma vez que este pode ter atuado impedindo eventos
deteriorativos na semente.

N&o houve diferenca estatistica entre as médias estimadas obtidas entre as
doses de OEM, bactericida e fungicida no percentual de germinacdo das sementes
de feijao da cultivar IPR Colibri (Tabela 3).

Tabela 3 - Médias para porcentagem de germinacdo, IVG e primeira contagem de
germinacdo de sementes de feijdo da cultivar IPR Colibri tratadas com
diferentes doses de OEM, fungicida e bactericida.

Tratamento % Germinacao IVG Primeira
(arco seno Vx /100) contagem
Vx +0,5
0,0% OEM 77,64 8,03 0,81*
0,1% OEM 80,77 8,01 0,82*
0,2% OEM 82,93 8,02 0,82*
0,4% OEM 86,72 8,45 0,83*
0,8% OEM 77,42 7,22 * 0,77* **
Fungicida 80,24 8,34 0,90
Bactericida 81,81 7,94 0,83

Médias seguidas por asterisco diferem do tratamento Fungicida (*) e Bactericida (**),
pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

Para o IVG, a dose contendo 0,8% de OEM promoveu menor velocidade de
germinacdo quando comparada ao fungicida. Por sua vez, ndo houve diferenca
estatistica (P>0,05) entre as doses de OEM e o bactericida para esta mesma
variavel.

Para a primeira contagem de germinacéo, o fungicida foi capaz de promover
maior percentual de médias estimadas quando comparado as doses de OEM,
enquanto que ao se comparar com o bactericida, exceto para a dose contendo 0,8%
de OEM, cuja média foi inferior, as demais apresentaram-se estatisticamente iguais.

Dentre os efeitos associados aos aleloquimicos, a desuniformidade da cultura
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€ citada por Da Silva et al. (2012), corroborando com os resultados observados
neste experimento para as sementes da cultivar IPR Colibri.

No que se refere a porcentagem de emergéncia (Figura 4) o modelo
quadratico (R?= 98,49) explica melhor a variagcdo encontrada no percentual de
emergéncia a campo para sementes da cultivar IPR Campos Gerais, enquanto que,
o modelo raiz quadrada (R?= 86,85) melhor se ajustou ao comportamento das

sementes da cultivar IPR Colibri.
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Figura 4 - Porcentagem de emergéncia de sementes de feijao das cultivares IPR
Colibri (A) e IPR Campos Gerais (B) em funcao dos niveis de OEM.

O ponto de maxima emergéncia foi obtido com a dose equivalente a 0,62% de



73

OEM, com percentual de emergéncia de 81,83% para a cultivar IPR Campos Gerais.
Para a cultivar IPR Colibri, o ponto de minima dose obtido a partir da equacéo
de regresséo foi com 0,38% de OEM com percentual de emergéncia de 83,6%. No
entanto, observa-se que todas as doses de OEM utilizadas promoveram maior
emergéncia do que o tratamento testemunha que ndo continha éleo essencial.

Este fato pode estar associado a acao antimicrobiana do 6leo essencial, uma
vez houve maior percentual de plantulas para sementes tratadas, tendo em vista
que, quando o fungo é transmitido pela semente, muitas vezes ocorre
apodrecimento da mesma antes mesmo da germinagao.

Os resultados de emergéncia foram mais afetados em comparacéo aos dados
de germinacédo obtidos em laboratério, 0 que se deve as condicbes favoraveis de
laboratorio, que além da germinagcdo, podem ter favorecido a absorcdo e a
translocacdo dos compostos presentes no 6leo essencial.

Franca Neto e Henning (1984) complementam sobre a superioridade do teste
de emergéncia a campo em relacdo aos ensaios de laboratorio citando que a
plantula ao emergir, libera o tegumento infectado por micro-organismos no solo,
enquanto que, no teste de germinagdo em rolo de papel, o tegumento permanece
associado aos cotilédones, e os patdgenos, associados a ele causam deterioracéo
na semente, justificando assim, as diferencas encontradas entre o teste de
germinacao e o de emergéncia.

O indice de velocidade de emergéncia das sementes de feijdo das cultivares
IPR Colibri e IPR Campos Gerais ajustou-se aos modelos quadratico e raiz
guadrada, respectivamente, e sdo apresentados na Figura 5.

Para a cultivar IPR Campos Gerais, 0 ponto de maxima da funcédo resultou em
IVE de 7,57 com 0,28% de OEM. Para a cultivar IPR Colibri, o menor IVE (14,6) foi
observado com 0,45% de OEM.

Rossetto et al. (1997) referiram-se a reducdo da velocidade de emergéncia,
como consequéncia do baixo vigor associado a deterioracdo das sementes. Esta
citacdo pode explicar a diferenca obtida no IVE nos tratamentos com OEM se

comparados com o tratamento testemunha.
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Figura 5 - indice de velocidade de emergéncia de sementes de feijao das cultivares
IPR Colibri (A) e IPR Campos Gerais (B) em funcéo dos niveis de OEM.

Os resultados observados para porcentagem de emergéncia e IVE diferem
dos obtidos na percentagem de germinacdo e IVG, onde determinadas doses do
O0leo essencial de moringa foram responsaveis pelas menores meédias. Segundo
White et al. (1989), pode ser dificil caracterizar a alelopatia e seu verdadeiro
impacto, a menos que fatores da planta, do solo e de micro-organismos sejam
levados em consideracdo. Por essa razdo, varios autores concordam que ndo se
pode fazer extrapolacdo dos resultados encontrados em laboratério para o campo
(SILVA et al., 2006).
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A comparagédo entre as doses de OEM e os tratamentos sintéticos (fungicida
e bactericida) sobre a porcentagem de emergéncia e IVE das sementes de feijado da

cultivar IPR Colibri sdo apresentadas na tabela 4.

Tabela 4 - Médias para porcentagem de emergéncia e IVE de sementes de feijao da
cultivar IPR Colibri tratadas com diferentes doses de OEM, fungicida e

bactericida.
Tratamento % emergéncia IVE
0,0% OEM 75,25 * 6,58
0,1% OEM 90,00 7,65
0,2% OEM 91,25 ** 7,93
0,4% OEM 88,00 7,22
0,8% OEM 89,75 7,85
Fungicida 93,25 7,64
Bactericida 79,00 7,10

Médias seguidas por asterisco diferem do tratamento Fungicida (*) e Bactericida (**),
pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

As doses de OEM néo diferiram estatisticamente (P>0,05) do bactericida e do
fungicida para o IVE das sementes. Destarte, houve diferenca estatistica para o
percentual de emergéncia, onde € possivel observar que o tratamento testemunha
obteve o menor percentual em relacdo as demais doses de OEM e o fungicida. Do
mesmo modo, a dose de contendo 0,2% de OEM promoveu maior velocidade de
germinacao no campo do gue o bactericida Kocide WDG.

Para as demais doses de OEM em que nao houve diferenca estatistica
quanto aos tratamentos sintético, pode-se inferir que a campo os tratamentos foram
igualmente eficientes na manutencdo da viabilidade das sementes em condicdes
reais, garantindo o estabelecimento da cultura do feijoeiro.

A tabela 5 apresenta as médias para % de emergéncia e IVE de sementes de
feijdo da cultivar IPR Campos Gerais apo6s tratamento com doses de OEM,
bactericida e fungicida.

Tabela 5 - Médias para porcentagem de emergéncia e IVE de sementes de feijao da
cultivar IPR Campos Gerais tratadas com diferentes doses de OEM,
fungicida e bactericida.
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Tratamento % emergéncia IVE
0,0% OEM 78,00 6,86
0,1% OEM 79,25 7,47
0,2% OEM 79,75 7,57
0,4% OEM 81,50 7,50
0,8% OEM 81,50 7,29
Fungicida 84,50 7,54
Bactericida 80,50 7,17

Médias seguidas por asterisco diferem do tratamento Fungicida (*) e Bactericida (**),
pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.
Os tratamentos com diferentes doses de OEM né&o diferiram

significativamente (P>0,05) dos tratamentos com bactericida e fungicida para o
percentual de emergéncia e IVE de sementes de feijdo da cultivar IPR Campos
Gerais, indicando que, para esta cultivar, os tratamentos podem ter impedido a
perda de vigor decorrente da atividade microbiana, favorecendo assim o
estabelecimento da cultura.

Possivelmente ndo houve diferenca entre o tratamento testemunha e os
demais tratamentos em funcdo de ter havido maior interferéncia dos fatores como
umidade, temperatura na emergéncia de plantulas e IVE em funcdo do experimento

ter sido conduzido a campo.
3.3ELETROFORESE DE ISOENZIMAS
Os sistemas isoenzimaticos das sementes de feijao submetidas ao tratamento

com diferentes doses de 6leo essencial de moringa, fungicida e bactericida foram

revelados para esterase (EST), isocitrato liase (ICL), alcool desidrogenase (ADH) e

superoxido dismutase (SOD) sao apresentados na Figura 6.
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Figura 6 - Perfil eletroforético revelado em gel de poliacrilamida para isoenzimas:
esterase (A), isocitrato liase (B), alcool desidrogenase (C), e superoxido
dismutase (D) extraidas de sementes de feijdo das cultivares IPR
Campos Gerais e IPR Colibri tratadas com fungicida, bactericida e

diferentes doses (0; 0,1; 0,2; 0,4 e 0,8%) de 6leo essencial de moringa.

Pelo zimograma da enzima EST (Figura 3-A), foi possivel observar menor

valor de expressao nos tratamentos com 0,8% de OEM e fungicida para a cultivar

IPR Campos Gerais, e nos tratamentos com bactericida, fungicida, 0,0% e 0,4% de

OEM para a cultivar IPR Colibri.

Alteracbes nos padroes desta enzima sdo evidéncias da ocorréncia de

eventos deteriorativos, haja vista seu envolvimento em reagbes de hidrélise de

ésteres e por estar diretamente ligada ao metabolismo de lipidios e ao processo

degenerativo de membranas (SANTOS et al., 2004), podendo, portanto, sua baixa

expressao levar a reducdo na germinacao de sementes, segundo Basavarajappa,

Shetty e Prakash (1991).
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No entanto, ao avaliar o percentual de germinacdo das sementes tratadas
com OEM (Figura 1), observa-se que as doses 0,8% de OEM para a cultivar IPR
Campos Gerais e 0,4% de OEM para a cultivar IPR Colibri representam o ponto de
maxima germinacao em ambas as cultivares.

Este fato pode estar relacionado a acdo antioxidante da moringa sobre as
sementes, cuja peroxidacdo de lipidios pode ter sido menor. Esta atividade
antioxidante foi observada por Sreelatha e Padma (2009) ao avaliarem o extrato
aguoso das folhas da moringa e constatarem forte efeito de inibicdo da peroxidacao
de lipidios.

Com relacdo a expressao da enzima ICL (Figura 6-B), observa-se menor valor
de expressdo nos tratamentos com bactericida e 0,8% de OEM para a cultivar IPR
Campos Gerais e para os tratamentos bactericida, 0,1% e 0,8% de OEM para a
cultivar IPR Colibri. Esta enzima, juntamente com a malato-sintetase esta
relacionada em leguminosas, a conversdo de lipidios em carboidratos através do
ciclo do glioxilato. Deste modo, a transformacéo de lipidios em sacarose pela enzima
a torna importante nos processos germinativos (MAYER; POLJAKOFF-MAYBER,
1989).

Para Martins et al. (2000) a maior atividade desta enzima pode estar
relacionada a sementes mais vigorosas, no entanto, isto ndo foi observado neste
experimento, uma vez que, a primeira contagem de germinacéo e o IVG nao foram
maiores onde houve maior expressao da enzima.

Vale salientar que nem todas as isoenzimas investigadas se relacionam ao
vigor ou viabilidade das sementes de feijao, e neste caso, a ICL nao foi capaz de
indicar alteracfes no potencial fisiolégico das sementes de feijao apds tratamento
com OEM, bactericida e fungicida.

A ADH observada na figura 6-C, € uma enzima dimérica segundo Pasteur et
al. (1988), que atua no processo respiratorio removendo substancias toxicas as
sementes, como o0 acetaldeido e etanol produzidos quando as células passam a
respirar anaerobicamente (FARIA et al., 2003).

O sistema ADH para sementes da cultivar IPR Campos Gerais apresentou 3
bandas, distribuidas em trés regides de atividade e, tanto a intensidade quanto o
namero de bandas sofreram alteracbes em fungcdo do tratamento com Oleo

essencial, fungicida e bactericida.
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A regido 1 de menor massa molecular apresentou bandas em todos os
tratamentos. No entanto, com 0,8% de OEM e bactericida, observa-se menor valor
de expressao se comparados ao tratamento testemunha para a cultivar IPR Campos
Gerais, que, por sua vez, juntamente com a menor dose de 0Oleo essencial (0,1%)
obtiveram duas bandas (regides 1 e 2). A regidao 3, com bandas de maior massa
molecular esteve presente apenas para os tratamentos com 0,8% de OEM, fungicida
e bactericida.

Na cultivar IPR Colibri, observa-se a presenca de bandas para ADH
distribuidas em duas regifes (1 e 3) para os tratamentos testemunha, 0,1% de OEM
e fungicida e, bandas em apenas uma regido (1) para os tratamentos com 0,2%,
0,4% e 0,8% de OEM, variando em intensidade e diferenciando-se do tratamento
testemunha. Os menores valores de expressdo ocorreram nos tratamentos com
0,2% e 0,4% de OEM, indicando menor atividade da enzima em funcdo do dleo
essencial.

Tendo em vista sua funcdo protetora contra o acetaldeido que acelera a
deterioracdo das sementes, infere-se que a menor intensidade das bandas
observadas nos tratamentos supracitados para ambas as cultivares podem estar
relacionadas a menor atividade de respiracdo anaerdbica. Concomitantemente,
dentre os tratamentos com OEM, as doses com 0,8% para a cultivar IPR Campos
Gerais e 0,4% para IPR Colibri obtiveram os maiores percentuais de germinacao
(Figura 1).

Salienta-se que esta enzima € ativada quando a via aerdbica da respiracéo €
comprometida, deste modo, houve menor intensidade de respiracdo anaerdbica nas
sementes onde a expressao da ADH foi menor.

Tendo em vista que durante o processo germinativo, o metabolismo
respiratério e a B-oxidacao sdo as principais fontes de espécies reativas de oxigénio
(EROs) devido ao fato de o vegetal ndo ser fotossinteticamente independente (Xi et
al., 2010), observa-se pronunciada atividade da SOD (Figura 6-D) em todos os
tratamentos, com pequeno incremento nas sementes oriundas do tratamento
controle (0,0% de OEM) e bactericida (IPR Campos Gerais) e nas que receberam o
bactericida e fungicida (IPR Colibri). Deste modo, menor atividade desta enzima foi
observada nos tratamentos contendo 6leo essencial de moringa para ambas as

cultivares.



80

O oleo essencial de moringa pode ter atuado removendo radicais superéxido
da semente, justificando assim, uma menor atividade enzimatica nos tratamentos
gue o contém. A remocéo de radicais superoxido e até mesmo de radicais de oxido
nitrico foi observado por Sreelatha e Padma (2009) ao avaliarem o extrato aquoso
das folhas de moringa.

Ha que se considerar ainda, que os terpendides presentes nos Oleos
essenciais também séo citados por seus efeitos protetores, inibindo ou prevenindo
efeitos deletérios provenientes do estresse oxidativo (CHANDRASEKHAR et al.,
2006).

A pequena variagao observada, por sua vez, pode estar relacionada ao fato
desta enzima estar presente em organelas como mitocdndrias, além do citoplasma,
conferindo estabilidade a enzima (NEWTON et al., 1999).

4 CONCLUSOES

Tratamentos contendo 0,4% de OEM ou inferiores estimularam a germinacao,
a primeira contagem e o IVG de sementes da cultivar IPR Colibri. A campo, o
méaximo IVE foi obtido com 0,2% de OEM, e maior percentual de plantulas, com
0,38% de OEM.

Para a cultivar IPR Campos Gerais, a dose com 0,8% de OEM resultou em
maior percentual de germinacdo. Doses crescentes de OEM promoveram
incremento no IVG e, maxima emergéncia e IVE foram obtidos com 0,6% e 0,28%
de OEM, respectivamente.

Houve modificacbes nas formas moleculares das isoenzimas EST e ADH
cujos baixos valores de expresséo das bandas se relacionaram a maior germinacgao.
Comportamento inverso foi observado para SOD, com menor percentual de

germinacao relacionado a maiores valores de expresséo nas bandas desta enzima.
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CONCLUSOES GERAIS

O Oleo essencial das folhas de Moringa oleifera apresenta em sua
composi¢do quimica 87,08% de hidrocarbonetos e 12,92% de terpenos, cujos
compostos sdo citados na literatura como potentes antimicrobianos. Constatou-se
ainda, a capacidade de difusdo do Oleo essencial pelos tecidos da semente de
feijao.

A dose contendo 0,8% de OEM reduziu o potencial fisiolégico das sementes
de feijdo da cultivar IPR Colibri. Maiores meédias para germinacdo, primeira
contagem, IVG foram observadas com o uso de 0,4% de OEM ou doses inferiores a
esta. A campo, o maximo IVE foi obtido com 0,2% de OEM, e maior percentual de
sementes emergidas com 0,38% de OEM.

Maior percentual de germinacao de sementes da cultivar IPR Campos Gerais
foi observado com 0,8% de OEM e houve aumento no IVG com a maior dose de
OEM utilizada. Maxima emergéncia e IVE foram obtidos com 0,6% e 0,28% de OEM,
respectivamente.

Na dose contendo 0,4%, o 6leo essencial de moringa foi estatisticamente
igual ao fungicida Carboxin + Thiram, sobre a incidéncia de A. flavus, Fusarium sp. e
Alternaria sp.

Na germinacdo de esporos de Rhizopus sp. e Fusarium sp. as doses
crescentes se ajustaram ao modelo linear decrescente.

O efeito do 6leo essencial sobre a Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
indicou que a dose contendo 0,8% de OEM possibilitou reducdo de 36% no namero
de UFCs ao se comparar com o tratamento testemunha, as doses apresentaram-se
estatisticamente inferiores ao bactericida.

Os baixos valores de expressao de bandas para EST e ADH, relacionaram-se
a maior germinabilidade das sementes e a maior expressao de SOD, associou-se a
reducdo na germinacédo. Nao foi possivel relacionar a ICL ao potencial fisiol6gico das

sementes de feijao.



