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RESUMO

EXTRATO FORMULADO DE Rosmarinus officinalis, Curcuma longa e Pycnoporus
sanguineus PARA CONTROLE DE Alternaria solani E DE Xanthomonas vesicatoria
EM TOMATEIRO: TEMPO DE PRATELEIRA, CONCENTRACAO E
INTERVALO DE APLICACAO

Face aos problemas de contaminagdo ambiental ¢ danos em organismos ndo alvos
resultantes do uso indiscriminado de agrotoxicos, t€ém-se buscado novas medidas de
protec@o das plantas contra as doengas. O objetivo deste trabalho foi verificar a atividade
antimicrobiana in vitro contra Alternaria solani e Xanthomonas vesicatoria ¢ o controle da
pinta preta e da mancha bacteriana no tomateiro, utilizando para tanto, produto formulado
estavel, na forma de po soluvel, de folhas de alecrim (Rosmarinus officinalis), rizomas de
curcuma (Curcuma longa) e basidiocarpo de Pycnoporus sanguineus. Para o teste de
estabilidade, o pd soluvel foi armazenado a 40 °C por 0, 60, 120 ¢ 180 dias e testado em
cinco concentragdes (0, 50, 100, 150 e 200 mg L™"). Definidos o tempo de prateleira e a
melhor concentracdo, avaliaram-se os intervalos de aplicacao de sete, 14 ¢ 21 dias. Como
tratamentos controle foram utilizados os fungicidas azoxystrobin (200 mg do ingrediente
ativo — i.a. L") para a pinta preta e oxicloreto de cobre (400 mg i.a. L") para a mancha
bacteriana. Nao houve in vitro atividade antifingica a antibacteriana de todos os extratos.
A concentracdo calculada de extrato de P. sanguineus que resultou em menor severidade
das doengas foi em média ao redor de 130 mg L', com tempo de prateleira do pé solavel
de 24 meses. In vivo, 0s extratos proporcionaram o mesmo nivel de controle da pinta preta
e da mancha bacteriana que os fungicidas utilizados, com eficiéncia de até 75% para
alecrim e ciircuma e 79%, para P. sanguineus, todos em intervalo de aplicacdo de sete dias.
Estes resultados demonstram a eficiéncia do controle da pinta preta e da mancha bacteriana
do tomateiro, provavelmente por indug¢do de resisténcia, pelo extrato aquoso obtido de

formulacao po soluvel de R. officinalis, C. longa e P. sanguineus.

Palavras-chave: Agroecologia, agricultura organica, controle alternativo, alecrim,

curcuma, acafrao, Basidiomycota.



ABSTRACT

Rosmarinus officinalis, Curcuma longa and Pycnoporus sanguineus formulated
extract to the control of Alternaria solani and Xanthomonas vesicatoria in tomato:

shelf life, concentration and time of spraying

Due the environmental pollution and damages in non-target organisms, by the
indiscriminate use of pesticides in agriculture, it is necessary the search for new plant
diseases control technology. The objective of this study was to evaluate the in vitro
antimicrobial activity against Alternaria solani and Xanthomonas vesicatoria and the
control of early blight and bacterial spot on tomato plants, using stable formulation, as
soluble powder, from Rosmarinus officinalis, Curcuma longa and Pycnoporus sanguineus
fruiting body. To determine the shelf life, the soluble powder was kept at 40 °C during 0,
60, 120 and 180 days and assayed with five concentrations (0, 50, 100, 150 and 200 mg L~
1. When the shelf life and the best concentrations were defined, it was evaluated the time-
interval of spraying of seven, 14 and 21 days. As control treatments were used the
fungicides azoxystrobin (200 mg of active ingredient — a.i L to early blight and
oxychloride (400 mg a.i. L") to bacterial spot. There were no in vitro antifungal and
antibacterial activities from all extracts. The calculated concentration of P. sanguineus
extract for the best control of diseases was 130 mg L, with 24 months of shelf live to
soluble powder. In vivo, the three extracts, spraying weekly gave the same control of
fungicides to early blight and bacterial spot, with values of disease reduction up to 75% for
rosemary and turmeric and 79% for P. sanguineus. These results show that the aqueous
extract obtained from R. officinalis, C. longa and P. sanguineus soluble powder
formulation, can protect tomato plants against early blight and bacterial spot, probably by

resistance induction.

Keywords: Agroecology, organic growth, alternative control, rosemary, turmeric

Basidiomycota.



1. INTRODUCAO

O uso de agrotdxicos pode ter, em curto prazo, efeito positivo para o produtor. No
entanto, em longo prazo, além da selecdo de isolados dos patdgenos resistentes as
substancias quimicas utilizadas, os resultados para a sociedade como um todo e para o
meio ambiente podem se tornar negativos, devido a polui¢do ambiental e intoxicagdes.

A conscientizag@o sobre os riscos decorrentes do uso de agrotoxicos tem levado ao
desenvolvimento e aperfeicoamento de sistemas de producdo organica para os diversos
tipos de cultura, principalmente na olericultura. Isto se justifica no proposito de atender aos
médios e pequenos produtores, como alternativa de cultivo que apresenta reducdo de
custos, melhor conservacdo do solo e da a4gua e melhor qualidade de vida do produtor e sua
familia. Tendo em vista a formag¢do de mercados consumidores cada vez mais exigentes
quanto a qualidade do produto agricola, trabalhos vém sendo desenvolvidos através da
investigacdo da atividade biologica de compostos secundarios presentes em plantas
medicinais e em alguns fungos. Tais compostos podem constituir-se em mais uma opgao
de controle alternativo de doencas em plantas, principalmente em éreas de cultivo
organico.

Desta forma, tém-se buscado novas medidas de prote¢do das plantas contra as
doengas e, uma das alternativas que tem demonstrado resultados promissores, ¢ a inducao
de resisténcia, que consiste na ativagdo de mecanismos de defesa latentes existentes na
propria planta. A inducdo de resisténcia em plantas a patdgenos pode ser conseguida com a
aplicacdo de produtos de origem biotica (como fragmentos de células de leveduras ou de
cogumelos e extratos de plantas medicinais) ou de origem abidtica (como produtos
derivados do acido salicilico).

O desenvolvimento de métodos alternativos de controle como o uso de produtos
naturais com atividades antimicrobianas diretas e/ou indutoras de resisténcia, como aquelas
extraidas de plantas medicinais ¢ de fungos, podera contribuir para a redugdo dos danos
causados pelas doengas, principalmente em areas de cultivo organico, particularmente em
tomateiro, cuja produgdo ¢ dependente da utilizagdo massiva de defensivos.

O objetivo deste trabalho foi verificar a atividade antimicrobiana in vitro ¢ a
inducdo de resisténcia no tomateiro contra Xanthomonas vesicatoria e Alternaria solani
adequando formulagdes estaveis a partir de extratos aquoso das plantas medicinais de
alecrim (Rosmarinus officinalis) e carcuma (Curcuma longa) ¢ do fungo Pycnoporus
sanguineus, para determinar o tempo de prateleira, intervalo de aplicagdo e dose dessas

formulagdes com vistas ao possivel registro dos mesmos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 CULTURA DO TOMATE NO BRASIL

O plantio de tomate Solanum lycopersicum L. (Sin.: lycopersicon esculentum Mill)
tem relevancia para o Brasil, tanto pela sua representacdo em area plantada, como pela sua
importancia na dieta basica de toda a populacdo brasileira nas formas in natura e
processada (TAVARES, 2003).

O tomateiro ¢ originario da América do Sul e cultivado em quase todo o mundo.
Um dos principais fatores para a expansdo da cultura ¢ o crescimento do consumo. Entre
1985 e 2005, o consumo mundial per capita de tomate cresceu cerca de 36%, passando de
14 kg por pessoa por ano para 19 kg, de acordo com os dados da Organiza¢do das Nacdes
Unidas para Agricultura e Alimentagdao (SANTOS et al., 2009).

A demanda por tomate tem sido reforcada pela busca de alimentos mais saudaveis,
favorecendo também o crescimento da venda do produto fresco. O tomate ¢ um alimento
funcional devido aos altos teores de vitaminas A e C, além de ser rico em licopeno,
substancia essa que ajuda na prevencdo de canceres relacionados ao aparelho digestivo
(CARVALHO & PAGLIUCA, 2007).

A producido de tomate no Brasil, em 2011, atingiu 3,6 milhdes de toneladas, sendo a
Regido Sudeste responsavel por 38,99% do total produzido. A maior producao de tomate
no Brasil esta concentrada nos Estados de Goias, Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana e Bahia.
Dentro da Regido Sudeste o Estado de Sao Paulo ¢ o maior produtor, sendo responsavel
por 45,53% da produgdo. A segunda maior regido produtora ¢ o Centro-Oeste, que
apresentou uma participacdo de 28,16% da producdo nacional no mesmo ano. O Estado de
Goids ¢ o maior produtor do pais. Sozinho, este estado produziu em 2011 a quantidade de
1.010.449 toneladas de tomate, equivalente a 23% da produgdo nacional (IBGE, 2011).

O cultivo exige alto nivel tecnoldgico e intensa utilizagdo de mao-de-obra. Apesar
do elevado indice de mecanizag@o nas operagdes de preparo de solo, adubagao, transplante,
irrigacdo e pulverizacdo, sdo necessarios cerca de 100 homens/dia/ha, na execucdo das
tarefas de capinas e colheitas manuais, o que da a essa cultura elevada importancia
econdmica e social (EMBRAPA HORTALICAS, 2003).

O tomateiro exige o uso de grandes quantidades de agroquimicos devido a sua
grande suscetibilidade a uma ampla gama de patdégenos e, na agricultura convencional, as
doengas de plantas tém sido controladas principalmente através do uso desses produtos.
Entretanto, as pesquisas indicam que mesmo com o aumento expressivo do uso de
agrotoxicos, as perdas atribuidas a doengas e pragas ndo sofreram uma redugdo drastica ¢

os ganhos de produtividade nao foram significativos (FIORI-TUTIDA, 2003).



De acordo com os resultados do Laboratério de Anélise de Residuos de Pesticidas
do Instituto Biologico (IB) da Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao
Paulo, o tomate encontra-se entre as hortalicas com maior nivel de residuos de produtos
fitossanitarios. Verificou-se por este diagnostico o uso de inseticidas, fungicidas,
formicidas e herbicidas em 18 importantes culturas da agricultura paulista, sendo o tomate
uma das mais problematicas quanto ao uso de agrotoxicos, registrando-se elevado
percentual de intoxicagdes em trabalhadores envolvidos com a aplicacdo de agrotoxicos

nessa cultura além de residuos nesses alimentos (VICENTE et al., 2002).

2.2 MANCHA BACTERIANA - Xanthomonas vesicatoria

E uma doenca de orréncia muito freqiiente e destrutiva em condigdes de elevada
umidade, precipitacdo e temperaturas entre 20 e 30 °C. O tomateiro ¢ suscetivel em
qualquer idade e todos os 6rgdos da parte aérea sdo afetados. Nas folhas os sintomas
iniciais sdo pequenas areas de tecido encharcado, de forma circular ou irregular, que mais
tarde necrosam, apresentando coloracao parda de intensidade variavel. O didmetro da lesao
varia de 1 a 5 mm em fun¢do da umidade ¢ da variedade. As areas lesionadas, quando
secas ¢ examinadas pela face inferior das folhas, possuem aspecto brilhante devido a
exsudagio bacteriana. E freqiiente o sintoma de necrose nos bordos e ao longo de
ferimentos nas folhas (LOPES & QUEZADO-SOARES, 2000).

Nas raquis florais, a necrose & circular, expondo, com freqiiéncia, o lenho. As
sépalas e os frutos também sdo afetados. Nos frutos, o tamanho é o nimero de lesdes
dependem da variedade, tipo de solo cultivado (em solos arenosos estes sdo maiores),
chuvas e ventos. Os sintomas nos frutos iniciam-se com pequenas areas encharcadas que
depois necrosam e aumentam de tamanho, originando lesdes deprimidas ou levemente
salientes, de aspecto corticoso. Quando a incidéncia ocorre em frutos pequenos, pode
provocar sua deformacdo ou queda. Estas lesdes apresentam-se de cor parda varidvel. A
doenca ndo mata a planta, mas dependendo da suscetibilidade da variedade, pode causar

redu¢do na produtividade e qualidade dos frutos (KUROZAWA & PAVAN, 2005).

Etiologia

A mancha-bacteriana era até recentemente classificada por um grupo homogéneo
de cepas de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. Atualmente, no entanto, admite-se
que esta doenca seja causada por quatro espécies diferentes, compreendendo quatro grupos
genéticos / fenotipicos e trés ragas: X. euvesicatoria (grupo A raca / T1), X vesicatoria

(grupo B / raga T2), X . perforans (grupo C raca / T3) e X. gardneri (grupo D / raga T2)



(JONES et al.,, 2004). A distingdo destas se da por meio de testes bioquimicos e
moleculares e todas sdo encontradas no Brasil, sendo que para efeito de estudos, este
trabalho foi utilizado o grupo (X. vesicatoria) proveniente da Embrapa CNPH/Brasilia/DF,
isolado da regido de Cagador/SC, e também por ser distribuido por todo territorio nacional.
Trata-se de uma bactéria gram-negativa, baciliforme, movel através de um flagelo polar,
podendo formar capsula. Em meio de extrato de carne as col6nias sdo amarelas

(KUROZAWA & PAVAN, 2005).

Epidemiologia

Epidemias s3o favorecidas por condi¢des de alta umidade que favorecem a
multiplicagdo, disseminago, penetracdo e colonizacdo dos tecidos do hospedeiro. Ventos
fortes associados as chuvas pesadas também favorecem a disseminacdo da bactéria dentro
da cultura ou entre culturas proximas. A disseminagdo planta a planta também ocorre por
respingos de agua de chuva ou irrigagdo por aspersdo, implementos agricolas, pelos
trabalhadores durante os tratos culturais e, a longa distdncia, por meio de sementes
contaminadas (LOPES & QUEZADO-SOARES, 1997).

A bactéria penetra na planta através dos estomatos, hidatodios e ferimentos. Apds a
penetracdo, mesmo se a umidade do solo e do ar for baixa, a bactéria pode multiplicar e
provocar um leve amarelecimento e /ou necrose internerval nos foliolos. Poucas horas apds
uma chuva mais pesada, areas com encharcamento na face inferior dos foliolos podem ser
constatadas. Em geral, as folhas velhas e as medianas sdo mais afetadas (AGRIOS, 2005).

O patogeno pode sobreviver em restos de cultura e em outras plantas hospedeiras,
tais como pimenteiras, pimentdo, berinjela, batateira, tomateiro selvagem, Solanum
nigrum, Datura spp. e Physalis spp. Nestas, a bactéria pode sobreviver como epifita,
raramente causando lesdes em seus 6rgaos. Embora seja relatada na literatura como sendo
um patdgeno polifago, sdo conhecidas racas especializadas em uma ou outra espécie de
hospedeiro. Sob o ponto de vista pratico, isto significa que a ocorréncia de alta incidéncia
da doenca em um plantio de tomateiro nao implica, necessariamente, em alta incidéncia de
plantios posteriores de outro hospedeiro qualquer, como pimentdo, por exemplo,

(KUROZAWA & PAVAN, 2005).

Controle
X vesicatoria, agente causal da mancha bacteriana ¢ muito freqiiente e destrutiva
em condic¢des de elevada umidade, cujo controle s6 ¢ efetivo quando se aplica um conjunto

de medidas de carater preventivo, como evitar o plantio em locais anteriormente cultivados



com tomateiro, obedecendo a rotagdo de cultura num periodo de no minimo trés anos,
evitar o plantio proximo de outras solanaceas, tratar as estacas de tutoramento, mourdes,
arames, bandejas de semeadura e madeiramento dos barracdes com produtos que eliminem
possiveis fontes do patogeno e o uso de genotipos resistentes (KUROZAWA & PAVAN,
2005).

2.3 PINTA PRETA — Alternaria solani

A pinta preta caracteriza-se por ser uma das mais importantes e freqiientes doengas
da cultura do tomateiro nas condi¢les brasileiras de cultivo. A doenca apresenta alto
potencial destrutivo, incidindo sobre folhas, hastes peciolos e frutos do tomateiro,
ocasionando elevados prejuizos economicos. As perdas sdo diretas através da infecgdo de
frutos e indiretas através da redugdo do vigor da planta, além de danos aos frutos expostos
aos raios do sol em decorréncia da desfolha. A maior severidade da doenga ocorre durante

a fase de frutificacdo (VALE et al., 2000).

Etiologia

O agente causal da pinta preta A. solani (Ellis & Martin) L.R. Jones & Grout, foi
descrito pela primeira vez em 1882. O fungo se caracteriza pela produgdo de conididéforos
septados, sub-hialinos a escuros, com conidios produzidos terminalmente. Os conidios sao
tipicamente escuros, septados longitudinalmente e transversalmente, e clavados, com
extremidade pontiaguda com ou sem bico. O fungo pertence ao grupo de fungos

Mitosporicos, ordem Moniliales e familia Dematiaceae (VALE et al., 2000).

Sintomas

Esta doenga afeta toda a parte aérea da planta, a partir das folhas mais velhas e
proximas ao solo. A pinta preta normalmente nao ataca folhas novas, o que a diferencia da
mancha-de-estenfilio, da pinta bacteriana ¢ da mancha bacteriana. Na folha, a doenca
caracteriza-se pela presenca de manchas grandes, escuras, circulares, com anéis
concéntricos. O ataque severo provoca desfolha acentuada e expoe o fruto a queima de sol.
Também ¢ comum o aparecimento de cancro no colo e nas hastes. Nesse caso, o sintoma ¢
caracterizado por lesdes grandes, com anéis concéntricos, semelhantes aos que ocorrem
nas folhas. Nos frutos, verifica-se uma podriddo deprimida, grande circular, proxima ao
pedanculo, coberta por mofo preto na superficie (KUROZAWA & PAVAN, 2005).

Se forem utilizadas sementes infectadas, podem ocorrer podridio de sementes e

morte de plantulas em pré e pds-emergéncia. As mudas pequenas podem apresentar



sintomas de necrose do colo, caracterizados pelo anelamento da base do caule,

apresentando crescimento retardado e murchando até a morte (VALE et al., 2000).

Epidemiologia

A ocorréncia de epidemias severas desta doenca estd associada a uma faixa de
temperatura didria de 25 a 32 °C e as temperaturas minimas, 6timas € maximas para a
germinagdo dos conidios estdo em torno de 5, 27 e 32 °C, respectivamente. A presenga de
agua na superficie da folha ¢ fundamental para a germinagdo, infeccdo e esporulagdo do
fungo. A esporulacdo abundante de 4. solani ocorre na faixa de 14 a 26 °C, com umidade
relativa de 100% durante 24 horas. Sob condi¢des favoraveis ao desenvolvimento da
doenca, podem ocorrer varios ciclos secundarios de duracdo relativamente curto durante o

ciclo da cultura, levando ao surgimento de epidemias (KUROZAWA & PAVAN, 2005).

Controle

Segundo Embrapa hortalicas (2003), ndo existem cultivares comerciais resistentes,
devendo-se pulverizar preventivamente com os fungicidas registrados para essa doenca. O
fungo sobrevive nos restos culturais e infecta outras hortaligas como a batata e a berinjela,
além de invasoras como o “jua-de-capote”. Como a doenca ¢ transmitida também por
sementes recomenda-se incorporar os restos culturais imediatamente apos a ultima colheita

e fazer rotacdo de cultura com gramineas.

2.4 CONTROLE ALTERNATIVO DE DOENCAS DE PLANTAS

Controle alternativo ¢ o controle de doencas, o qual inclui o controle biolégico, a
indugdo de resisténcia em plantas (MORAES, 1992) e o uso de extratos naturais com
propriedades antimicrobianas e ou indutores de resisténcia (SCHWAN-ESTRADA &
STANGARLIN, 2005).

O controle bioldégico pode ser definido como o controle de um microrganismo
antagdnico, o qual pode atuar por meio de antibiose, parasitismo, competi¢do, predagdo ou

hipoviruléncia (COOK & BAKER, 1983). A inducdo de resisténcia sera abordada a seguir.

2.4.1 INDUCAO DE RESISTENCIA

Toda planta na natureza se desenvolve sob constante ameaca de seus inimigos,
sejam eles herbivoros ou patogenos. Todavia, as plantas ndo aceitam passivamente essa
agressdo, mas apresentam barreiras ja existentes antes do ataque, que visam conter esta

agressdo. Estas barreiras sao denominadas de defesas constitutivas e sdo representadas por



estruturas, como ceras, cuticula, espessamento de parede celular, tricomas, adaptagdes em
estomatos e fibras vasculares, bem como por substancias quimicas pré-formadas como
fenois, alcaldides, lactonas insaturadas, glicosideos fendlicos, glicosideos cianogénicos,
fototoxinas, inibidores protéicos e enzimas hidroliticas (PASCHOLATI, 2011;
STANGARLIN et al., 2011a). Por outro lado, ha mecanismos de defesa que se manifestam
somente quando a planta ¢ desafiada por um agressor. Estes mecanismos envolvem a
formacao de papila, halos, lignificacdo, camada de cortica, formacdo de tiloses e deposi¢do
de goma, além de compostos como fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese
(proteinas-RP) e espécies reativas de oxigénio (CAVALCANTI et al., 2005a; SCHWAN-
ESTRADA et al., 2008; STANGARLIN et al., 2011 a).

A indugdo de resisténcia envolve a ativagdo de mecanismos de defesa latentes
existentes nas plantas em resposta ao tratamento com agentes bidticos ou abiodticos
(BONALDO et al., 2005; CAVALCANTI et al., 2005b; HAMMERSCHMIDT & DANN,
1997). Os agentes indutores capazes de ativar ou induzir qualquer resposta de resisténcia
nas plantas s3o chamados de elicitores (SMITH, 1996), podendo apresentar natureza
quimica variada, como oligossacarideos, glicoproteinas, oligopeptideos ou acidos graxos, o
que demonstra a nao existéncia de caracteristica estrutural unica na determinacdo da
atividade elicitora (STANGARLIN et al., 1999).

A ativagdo das defesas das plantas pode ocorrer a partir da elicitagdo por compostos
presentes em extratos de plantas (STANGARLIN et al., 1999; BETTIOL & STADNIK,
2001; SCHWAN-ESTRADA & STANGARLIN, 2005; STANGARLIN et al., 2008),
preparacdes de cogumelos (DI PIERO et al., 2005; ASSI, 2005; BALDO et al., 2011; DI
PIERO et al., 2006), preparacdes de leveduras (STANGARLIN & PASCHOLATI, 1994;
PASCHOLATI, 1998; STADNIK & BETTIOL, 2000; STANGARLIN et al., 2010),
preparados homeopéticos (TOLEDO et al., 2011), exopolissacarideos bacterianos (BACH
et al.,, 2003; CASTRO & BACH, 2004), rizobactérias promotoras de crescimento
(VISWANATHAN & SAMIYAPPAN, 2002), fungos promotores de crescimento (MADI
& KATAN, 1998), ¢ ainda racgas nao virulentas do patogeno (MONOT et al., 2002), além
do proprio patéogeno inativado pelo calor (BACH et al., 2003). Pode-se ainda utilizar
elicitores quimicos ou fisicos, como silicio (Si) (CARRE-MISSIO et al., 2010), 4cido D-L-
aminobutirico (BABA) (HWANG et al., 1997), quitosana (COQUEIRO et al., 2011 a, b,
¢), acibenzolar-S-metil (ASM) (OSSWALD et al.,, 2004; SOARES & MARINGONI,
2002) ou luz em comprimentos de onda especificos (KHANAM et al., 2005).

2.5 EXTRATOS DE PLANTAS



Nos ultimos anos muitos extratos de plantas vém sendo estudados e utilizados para
o controle ou manejo de doencas de plantas devido a presencga de substancias presentes no
tecido destas que podem apresentar acdo biologica diretamente contra os patdégenos ou
induzir resisténcia, nas plantas em que sdo aplicados, contra uma ampla gama de patégenos
(STANGARLIN et al., 2011 b). Neste contexto Daayf et al. (1995) e Konstantinidou-
Doltsinis & Schmidt (1998) trataram plantas de pepino com extrato de Reinoutria
sachalinensis e observaram drastica redugdo da severidade de Sphaerotheca fuliginea
agente causal do mildio associado a aumentos na produtividade.

Por outro lado, no Brasil diversas pesquisas tém sido feitas para identificar plantas
cujo extrato bruto apresente substancias com a¢ao bioldgica contra patdégenos de plantas ou
que induza resisténcia (FIORI et al., 2000; MOTOYAMA et al., 2003a,b; SCHWAN-
ESTRADA et al., 2003; BALBI-PENA et al., 2006a,b; CARRE et al., 2006).

Franzener et al. (2003) controlaram a mancha marrom (Bipolaris sorokiniana) em
trigo usando extrato aquoso de Artemisia camphorata (canfora). Carneiro (2003) verificou
o controle do oidio (Oidium Iycopersici) do tomateiro pelo o6leo emulsionavel de
Azadirachta indica (nim). Bonaldo et al. (2004) observaram o controle da antracnose
(Colletotrichum lagenarium) em pepino pelo extrato de Eucalyptus citriodora. Rodrigues
et al. (2006) estudaram o controle do mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) em alface por
Zingiber officinalis (gengibre).

Kuhn et al. (2006), estudando o efeito de Curcuma longa (ciircuma ou acafrdo) em
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, verificaram que in vitro, o extrato apresentou
acdo bactericida para concentragdes que variaram de 10 a 20%, dependendo da
procedéncia dos rizomas, mas, no entanto, in vivo, nas concentracdes utilizadas, ndo houve
efeito curativo em manivas de mandioca infectadas com o patdgeno.

Kuhn et al. (2008) verificaram que extratos de curcuma (10%) e de Rosmarinus
officinalis (alecrim) (10%) foram tao eficientes quanto os tratamentos controle com
oxicloreto de cobre (4 g/L) e ASM (50 mg/L) no controle de Xanthomonas vesicatoria em
tomateiro “Débora Plus” em cultivo protegido.

Balbi-Pena et al. (2006 b) trabalharam com extrato de C. longa (circuma) e solugao
de curcumina para controle de 4. solani em tomateiro em cultivo protegido, utilizando
como tratamentos controle acibenzolar-S-metil (ASM), um fungicida protetor (oxicloreto
de cobre) e um fungicida sistémico (azoxystrobin). Todos os tratamentos apresentaram
valor de area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) estatisticamente menor do
que a testemunha. Dentre os mesmos, o tratamento com ASM foi 0 menos eficiente, mas

ndo diferindo estatisticamente de curcuma 10% e curcumina 100 mg/l. Carcuma 1%,



curcumina 50 mg/l e oxicloreto de cobre apresentaram melhor nivel de controle, mas ainda
inferior estatisticamente ao obtido pelo fungicida azoxystrobin. Nao houve diferencas
estatisticas na produgdo e no numero de frutos comerciais, nem na massa fresca média de
frutos entre tratamentos. Quanto ao tamanho dos frutos, o tratamento de curcumina 50 mg/1
foi o Unico que apresentou menor porcentagem de frutos pequenos, e maior de frutos
grandes, em relagdo a testemunha. Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos
com relagdo a porcentagem de frutos de tamanho médio.

Outro trabalho é o de Becker et al. (2004), com extratos de Cymbopogon citratus
(capim-limao), C. longa (curcuma) e Rosmarinus officinalis (alecrim) para controle de
doencas de final de ciclo (Septoria glycines e Cercospora kikuchii) e oidio (Microsphaera
diffusa) em soja em condigdes de campo. O tratamento com curcumina a 50 mg/l
proporcionou peso total de sementes de soja 29% maior que o obtido com o tratamento
padrio com o fungicida pyraclostrobin + epoxiconazole. Extratos de C. citratus e C. longa
a 5% proporcionaram o mesmo nivel de controle de DFC que o fungicida utilizado para
comparagdo. C. citratus e R. officinalis a 5% e C. longa a 5 ¢ 10% foram tao eficientes
quanto o fungicida no controle de oidio. Alguns extratos, como o de C. longa a 10%, além
do eficiente controle de DFC e oidio em soja, permitiu obter uma produtividade 16% maior
(equivalente a 535 kg a mais por ha) em relacdo ao tratamento com o fungicida.

Roéder (2006) conduziu ensaios em condigdes de campo (cultivo organico) com dois
cultivares de morangueiro, ‘Camarosa’ e ‘Dover’, para controle de Rhizopus sp. e
Colletotrichum fragariae, utilizando extratos aquosos de alecrim e arruda (Ruta
graveolens). Verificou-se para ‘Camarosa’ que os tratamentos com alecrim reduziram em
média 51,2% a quantidade de doenca quando comparados com a testemunha (agua). Esse
valor foi similar aquele obtido com o tratamento com calda bordaleza (tratamento padrdo
utilizado pelo produtor em sistema organico de cultivo), no qual a redugdo na incidéncia de
doenca foi de 52%. Para os tratamentos com arruda a redu¢do de doenca foi de 39% em
média. Isto se refletiu diretamente na producdo de morangos, onde os tratamentos com
alecrim permitiram incremento médio de 214% na produgdo em comparagdo com a
testemunha ¢ de 58% em relacdo ao tratamento com calda bordaleza. Para arruda, o
incremento médio foi de 223% em relagdo a testemunha e de 67% em relacao a calda
bordaleza. No caso especifico dos extratos de alecrim ¢ arruda a 10% o incremento na
producao foi em torno de 326%. O tratamento com calda bordaleza incrementou em 156%
a producao em relagao a testemunha. Para ‘Dover’ os tratamentos com alecrim permitiram

incremento médio de 127% na producdo em comparagdo com a testemunha. Para arruda, o



incremento médio foi de 131% em relacdo a testemunha. O tratamento com calda
¢

bordaleza incrementou em 154% a produgdo em relacdo a testemunha.

2.5.1 Alecrim e seu uso para o controle de fitopatdogenos

O alecrim (Rosmarinus officinalis) ¢ uma planta da familia Labiaceae, perene,
arbusto aromatico, muito ramificado, chegando até a 1 m de altura (CORREA et al., 1998).
Originaria da Europa possui as seguintes propriedades quimicas: Oleos essenciais e
borneol, acetato de bornila e a pireno, dextrogina, canfeno, canfora, eucaliptol, saponina,
acidos organicos, flavonoides e acido nicotinico (FRANCO, 1996). O 6leo essencial obtido
das folhas é constituido principalmente de timol (50 — 60%) e carvacrol (5 — 8%),
acompanhado de p-cimeno (12 — 27%), cis-cariofileno (1 — 10%), y-terpineno (6%),
mirceno (2%) e outros terpenos em menores quantidades. O timol ¢ antimicrobiano,
destacando-se sua atividade contra espécies de Penicillium. O carvacrol ¢ antifungico e
anti-helmintico usado na veterinaria (CAMARGO, 1998).

Com relacdo ao controle de doengas em plantas, Cruz et al. (1999), trabalhando
com agua destilada aromatizada de plantas medicinais no tratamento de sementes de trigo,
dentre elas o Rosmarinus, para o controle de Rhizopus sp., obtiveram em todos os

tratamentos maior percentual de plantulas normais sadias, superior ao controle.

2.5.2 A clircuma e seu uso para o controle de fitopatogenos

A ctircuma (Curcuma longa L.) ¢ uma planta da familia Zingiberaceae, originaria
do sudeste asiatico. O interesse economico da cultura estd baseado nos principais
componentes qualitativos dos rizomas: corante curcumina e o6leos essenciais (CECILIO
FILHO, 1996).

Utilizada desde a antiguidade na medicina e gastronomia do oriente, a circuma
vem se tornando importante, atualmente, no combate a varios problemas de saide humana,
podendo-se destacar alguns efeitos de seus componentes como: antiinflamatério (ARAUJO
& LEON, 2001; BALASUBRAMANYAM et al., 2003), antioxidante (LEAN &
MOHAMED, 1999; SCARTEZINI & SPERONI, 2000; BALASUBRAMANYAN et al.,
2003) e atividades contra protozoarios (ARAUJO et al., 1998 ¢ 1999), bactérias (UECHI et
al., 2000), fungos (APISARIYAKUL et al., 1995), e nematéides (ARAUJO & LEON,
2001).

As agoes citadas estdo ligadas a uma série de compostos presentes no rizoma da
curcuma. FEste rizoma ¢ muito rico em compostos fendlicos benéficos, como os

curcuminéides. Os curcumindides estdo quimicamente relacionados ao seu principal



ingrediente, a curcumina. Trés principais curcuminoides foram isolados da clrcuma:
curcumina, desmetoxicurcumina ¢ bisdemetoxicurcumina (BALASUBRAMANYAM et
al., 2003).

O uso de extrato de clircuma para o controle de fitopatogenos ¢ relatado por Saju et
al. (1998), que determinaram a atividade fungistatica através da inibicdo do crescimento
micelial in vitro contra Colletotrichum gloeosporioides, Sphaceloma cardamoni, Pestalotia
palmarum, Rhizoctonia solani, Aspergillus sp. e Fusarium sp. Singh & Rai (2000)
verificaram que o extrato de circuma apresentou fungitoxidade in vitro através da inibi¢ao
do crescimento micelial de Fusarium udum. Raja & Kurucheve (1998) obtiveram reducdo
no crescimento e na germinagao in vitro do esclerodio de Macrophomina phaseolina com
extrato de circuma.

Kuhn et al., (2006) estudou o efeito do extrato aquoso de clircuma em
Xanthomonas axonopodis pv. manihots in vitro, e verificaram que o mesmo apresentou
acdo bactericida. /n vivo, nas concentracdes utilizadas, ndo apresentou efeito curativo em
manivas de mandioca infectadas com o patogeno.

Singh et al. (2002) estudaram o efeito de d6leos essenciais de C. longa sobre varios
fungos. O 6leo essencial na concentracdo de 1000 ppm causou inibi¢do micelial completa
em Colletotrichum falcatum e Fusarium moniliforme e a 2000 ppm em Curvularia
pallescens, Aspergillus niger e Fusarium oxysporum.

Balbi-Pena et al. (2006 b) estudaram o efeito de curcuma a 10% em plantas de

tomateiro sobre A. solani, provocando uma possivel inducao de resisténcia sist€émica.

2.6 EXTRATOS DE FUNGOS

Dentre os diversos agentes bidticos e abidticos, utilizados em trabalhos de indugao
de resisténcia de plantas a patogenos, os cogumelos Lentinula edodes e Agaricus blazei
vém se destacando (STANGARLIN et al., 2011b). Porém, extratos de outras espécies vém
sendo estudados para esse fim, como ¢ o caso do fungo Pycnoporus sanguineus, que vem
demonstrado potencial na inducdo de resisténcia para o controle de diversas doencas de
plantas.

Di Piero & Pascholati (2004) verificaram o efeito indutor de resisténcia pelo uso de
extrato aquoso de basidiocarpos de Agaricus blazei em tomateiro contra Xanthomonas
vesicatoria.

Di Piero et al. (2006) verificaram que o fracionamento com sulfato de amonia do
extrato bruto de Lentinula edodes, foi capaz de isolar proteinas indutoras de peroxidases,

as quais apresentaram reducdo na severidade de antracnose em plantulas de pepino.



Fiori-Tutida et al. (2007), estudando o uso de extratos dos cogumelos Lentinula
edodes e A. blazei na indugao de resisténcia em trigo a Bipolaris sorokiniana, concluiu que
os extratos brutos de basidiocarpos desses fungos possuem atividade eliciadora de

fitoalexinas em mesocotilos de sorgo e cotilédones de soja.

2.6.1 Pycnoporus sanguineus

Evidéncias genéticas e morfologicas indicam a presenca de trés espécies para o
género Pycnoporus: P. cinnabarinus, que ocorre em regides de clima temperado no
hemisfério Norte; P. coccineus, que ocorre em regioes de clima temperado do hemisfério
Sul e em paises vizinhos a India e Oceano Pacifico; e P. sanguineus que ocorre em regides
tropicais e subtropicais dos hemisférios Norte e Sul (NOBLES & FREW, 1962).

P. sanguineus ¢ uma espécie cosmopolita muito chamativa por sua cor vermelho-
alaranjado. E um fungo do tipo saprofita de crescimento lento, pertencente a Divisio
Basidiomycota, da familia Poliporaceae. Este fungo tem basidiocarpo duro e lenhoso,
geralmente encontrado em troncos em processo de apodrecimento. Sdo encontrados ao
longo dos tropicos e podem apresentar beneficios medicinais significantes. P. sanguineus
possui componentes para o tratamento de reumatismos, artrites e gota (NATURAL, 2008).

A atividade antimicrobiana de P. sanguineus ¢ conhecida desde 1946, quando Bose
(1946) isolou poliporina, um composto ativo contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas e sem toxicidade para animais (ROSA et al., 2003). Smania et al. (1998)
demonstraram atividade antibacteriana e antifungica a partir de um composto de pigmento
alaranjado isolado desse fungo, denominado cinabarina, o qual possui uso na medicina
popular no tratamento de varias doengas infecciosas, demonstrando atividade biologica
contra espécies dos géneros Staphylococcus, Pseudomonas e diversos membros do género
Streptococcus, entre outros (SMANIA et al., 1995). Ha, porém, grande variacdo nas
atividades bioldgicas entre diferentes isolados (ROSA et al., 2003).

Dessoy (2003) realizando levantamento sobre a incidéncia de P. sanguineus na
Regido Centro Oeste do Rio Grande do Sul e andlise de seus metabolitos secundarios,
observou a presenca de cumarinas, flavonoides, esterdides e terpenodides no fungo em
estudo, além de nao haver diferencas qualitativas entre os extratos analisados quanto aos
metabolitos secundarios presentes.

Assi (2005), estudando o efeito da aplicagdo de extratos aquosos de basidiocarpos
de P. sanguineus contra Colletotrichum lindemuthianum em feijoeiro, concluiu que houve
o controle da antracnose e que o mesmo pode ocorrer tanto por atividade antimicrobiana

direta, através da inibi¢ao da germinacao de conidios do patdégeno, quanto por indugdo de



resisténcia local e sistémica, através da ativagdo de peroxidases. Baldo et al. (2011) obteve
resultados semelhantes para o mesmo patossistema, observando ainda a capacidade de
inducdo de fenilalanina amonia-liase, B-1,3 glucanase e espécies reativas de oxigénio.

Viecelli et al. (2009 e 2010), estudando o efeito da aplicacdo de extratos de P.
sanguineus contra Pseudocercospora griseola em feijoeiro, concluiram que os extratos
controlam a mancha angular através de atividade antimicrobiana sobre o patéogeno e
indugdo de peroxidases e polifenoloxidases, de forma localizada e sistémica.

Toillier et al. (2010) verificaram as atividades antibacteriana e indutora de
resisténcia de extratos de P. sanguineus para controle do crestamento bacteriano comum
em feijoeiro, utilizando extratos aquosos de basidiocarpo, micélio e filtrado de cultura
deste fungo. Foi observada atividade antibacteriana contra Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli apenas para o filtrado de cultura em concentragdes acima de 15% e para o extrato
de basidiocarpo em todas as concentragdes avaliadas. /n vivo, os resultados indicaram o
potencial de extratos de basidiocarpos para o controle desta doenga em feijoeiro, o que
pode ter ocorrido tanto por atividade antimicrobiana direta quanto por inducdo de
resisténcia envolvendo a ativacdo das enzimas de defesa vegetal peroxidase,
polifenoloxidase, B-1,3 glucanase e fenilalanina amonia-liase.

Turkiv (2009) realizou trabalho objetivando a purificacdo parcial, através de
cromatografia de filtracdo em gel, de compostos presentes em extrato bruto de
basidiocarpos P. sanguineus eficientes na indugcdo de mecanismos de defesa em
cotilédones de soja. Foram obtidos cinco picos protéicos e um pico glicidico, com pesos
moleculares variando de 1,82 a 5,18 kda. O tratamento com extrato bruto (EB) a 20%
mostrou-se eficiente na indugdo de fitoalexinas, sendo semelhante a S. cerevisiae,
reconhecidamente indutora de gliceolina. A atividade de peroxidases foi inibida pelo EB
20%, e apesar de ndo diferirem estatisticamente da testemunha agua, os demais tratamentos
mostraram atividades maiores que a mesma, com destaque para fragdo glicida, seguida das
fracdes protéicas III (3,44 kda) e V (1,82 kda). Isso indica a presenca de supressores no
EB. A atividade de polifenoloxidases apresentou tendéncia semelhante a enzima
peroxidase, porém as fragoes obtidas por CFG ndo foram tdo eficientes na inducdo de
polifenoloxidases como foram para peroxidases. A atividade de B-1,3 glucanases foi
induzida pela fra¢do protéica IV (2,79 KDa) que apresentou atividade 222,5% maior que a
testemunha agua. FAL foi grandemente induzida pelos picos protéicos III ¢ V. De acordo
com os resultados obtidos pode-se selecionar as fragdes protéicas III, IV e V, além da
fragao de carboidratos como potenciais indutores de resisténcia em soja. Adicionalmente,

verificou-se que as fragdes ndo possuem atividade inibidora da geminagdo de esporos



Phakopsora pachyrhizi e foram eficientes na reducdo do niimero de lesdes de ferrugem

asiatica por cm? de folha.
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CAPITULO I

EXTRATO FORMULADO DE Rosmarinus officinalis PARA CONTROLE DE
Alternaria solani E DE Xanthomonas vesicatoria EM TOMATEIRO: TEMPO DE
PRATELEIRA, CONCENTRACAO E INTERVALO DE APLICACAO

1. RESUMO

O uso de pesticidas pode ter, em curto prazo, efeito positivo para o produtor, no
entanto, em longo prazo, o efeito pode se tornar negativo devido a contaminagdo ambiental
e residuos no produto vegetal. Desta forma, tém-se buscado novas medidas de protecdo das
plantas contra as doencas. O objetivo deste trabalho foi verificar a atividade antimicrobiana
in vitro contra Alternaria solani e Xanthomonas vesicatoria e o controle da pinta preta e da
mancha bacteriana no tomateiro, utilizando para tanto, produto formulado estadvel, na
forma de po6 soluvel, de alecrim (Rosmarinus officinalis). Para o teste de estabilidade, o pod
soltvel foi armazenado a 40 °C por 0, 60, 120 e 180 dias e testado em cinco concentragdes
(0, 50, 100, 150 e 200 mg L'l). Definidos o tempo de prateleira e a melhor concentragao,
avaliaram-se os intervalos de aplicacdo de sete, 14 ¢ 21 dias. Como tratamentos controle
foram utilizados os fungicidas azoxystrobin (200 mg do ingrediente ativo — i.a. L") para a
pinta preta e oxicloreto de cobre (400 mg i.a. L") para a mancha bacteriana. Ndo houve in
vitro atividade antifingica a antibacteriana dos extratos. A concentragcdo calculada de
extrato de alecrim que resultou em menor severidade das doencas foi em média ao redor de
130 mg L', com tempo de prateleira do po soluvel de 24 meses. In vivo, os extratos
proporcionaram o mesmo nivel de controle da pinta preta e da mancha bacteriana que os
fungicidas utilizados, com eficiéncia de até¢ 75%, em intervalo de aplicagdo de sete dias.
Estes resultados demonstram a eficiéncia do controle da pinta preta e da mancha bacteriana
do tomateiro, provavelmente por indug¢do de resisténcia, pelo extrato aquoso obtido de

formulagdo po6 soluvel de alecrim.

Palavras-chave: Agroecologia, agricultura organica, controle alternativo, alecrim.

2. ABSTRACT
Rosmarinus officinalis formulated extract to the control of Alternaria solani and
Xanthomonas vesicatoria in tomato: shelf life, concentration and time of spraying
The continuous use of pesticides protecting plants from diseases can result in

several damages due the environmental pollution and food residues. Thus, it is necessary



the search for new plant diseases control technology. The objective of this study was to
evaluate the in vitro antimicrobial activity against Alternaria solani and Xanthomonas
vesicatoria and the control of early blight and bacterial spot on tomato plants, using stable
formulation, as soluble powder, from rosemary (Rosmarinus officinalis). To determine the
shelf life, the soluble powder was kept at 40 °C during 0, 60, 120 and 180 days and assayed
with five concentrations (0, 50, 100, 150 and 200 mg L™"). When the shelf life and the best
concentrations were defined, it was evaluated the time-interval of spraying of seven, 14
and 21 days. As control treatments were used the fungicides azoxystrobin (200 mg of
active ingredient — a.i L") to early blight and oxychloride (400 mg a.i. L) to bacterial
spot. There were no in vitro antifungal and antibacterial activities from extracts. The
calculated concentration of rosemary extract for the best control of diseases was 130 mg L~
! with 24 months of shelf live to soluble powder. In vivo, the rosemary extract gave the
same control of fungicides to early blight and bacterial spot, with values up to 75% of
disease reduction, with spraying at seven days. These results show that the aqueous extract
obtained from rosemary soluble powder formulation, can protect tomato plants against

early blight and bacterial spot, probably by resistance induction.

Keywords: Agroecology, organic growth, alternative control, rosemary.

3. INTRODUCAO

O tomate (Lycopersicon esculentum) tem relevancia para o Brasil, tanto pela sua
representacdo em area plantada quanto pela importancia na dieta basica das pessoas, pois €
um alimento funcional devido aos altos teores de vitaminas A e C, além de ser rico em
licopeno, substidncia que ajuda na prevencdo de canceres relacionados ao aparelho
digestivo (CARVALHO & PAGLIUCA, 2007).

No entanto, esta cultura é suscetivel a grande numero de doengas, como a mancha
bacteriana e a pinta preta. A mancha bacteriana causada por Xanthomonas vesicatoria &
uma doenga de ocorréncia muito frequente e destrutiva em condicdes de elevada umidade,
precipitacdo e temperaturas, sendo o tomateiro suscetivel em qualquer idade e todos os
orgaos da parte aérea sdo afetados (LOPES & QUEZADO-SOARES, 2000). A pinta preta,
causada por Alternaria solani também ¢ importante doenga nas condigdes brasileiras de
cultivo, devido ao seu alto potencial destrutivo (KUROZAWA & PAVAN, 2005). A
ocorréncia dessas doengas no tomateiro exigem cuidados extras, principalmente no caso de

cultivo organico, em comparagdo com outras culturas mais resistentes, o que tem levado



muitos agricultores a optarem pelo cultivo convencional, fortemente dependente do uso de
defensivos quimicos (POPIA et al., 2007).

Analises de residuos de pesticidas indicam que em 18,27% das amostras de tomate
analisadas havia presenga de agrotoxicos acima do limite maximo permitido, como
fentoato e permetrina, como também de residuos de agrotoxicos ndo autorizados para esta
cultura, como aldicarbe (ANVISA, 2008).

Assim, face aos problemas que tem sido verificados pelo uso continuo de pesticidas
para o controle de doengas, como a selecdo de isolados dos patogenos resistentes as
substancias quimicas utilizadas, poluicdo ambiental e intoxicagdes, t€ém-se buscado novas
medidas de prote¢do das plantas e, uma das alternativas que tem demonstrado resultados
promissores, ¢ 0 uso de extratos vegetais com propriedades antimicrobiana direta e/ou de
inducdo de resisténcia, a qual consiste na ativacdo de mecanismos de defesa latentes
existentes na propria planta hospedeira (STANGARLIN et al., 2011).

Diversas pesquisas tém sido feitas para identificar plantas cujo extrato apresente
atividade bioldgica para controle de fitopatogenos (FIORI et al., 2000; BALBI-PENA et
al., 2006a,b; FRANZENER et al., 2007; ITAKO et al., 2008; COLPAS et al., 2009;
ITAKO et al., 2009; CARLOS et al., 2010; FORMIGHIERI et al., 2010). No entanto,
ainda pouco se pesquisou sobre o uso de extratos da planta medicinal Rosmarinus
officinalis (alecrim) para o controle de doengas em plantas.

Roéder (2006) conduziu ensaios em condigdes de campo (cultivo organico) com dois
cultivares de morangueiro, ‘Camarosa’ e ‘Dover’, para controle de Colletotrichum
fragariae no canteiro e de Rhizopus sp. em pos-colheita, utilizando extratos aquosos de
alecrim e arruda (Ruta graveolens) em concentragdo de 10%, preparados no momento do
uso e pulverizados quinzenalmente. A autora observou que para a cultivar ‘Camarosa’ o
alecrim reduziu 51% em média a intensidade das doengas quando comparado ao
tratamento padrdo do produtor com Super Magro.

Kuhn et al. (2008) verificaram que extratos aquosos obtidos de folhas frescas de
alecrim, em concentracdo de 10% (peso/volume) e aplicados a cada sete dias, foram tao
eficientes quanto os tratamentos com oxicloreto de cobre (4 g L'l) e acibenzolar-S-metil
(50 mg L") para o controle de X. vesicatoria em tomateiro “Débora Plus” em cultivo
protegido. Neste trabalho, no entanto, esses autores ndo testaram doses e intervalos de
aplicagdo do extrato de alecrim, o qual era preparado no momento do uso.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi verificar a atividade antimicrobiana in

vitro € o controle no tomateiro contra Xanthomonas vesicatoria € Alternaria solani



utilizando formulagdes estaveis, obtidas a partir de extrato aquoso de alecrim, para

determinar tempo de prateleira, intervalo de aplicagdo e dose.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. OBTENCAO E MANUTENCAO DOS PATOGENOS

Alternaria solani foi isolado a partir de lesdes em folhas de tomateiro infectadas
naturalmente, cultivado e mantido em meio V8 a 25 °C e fotoperiodo de 12 h (BALBI-
PENA et al., 2006a), e, para a esporulacio, foi utilizada metodologia de Pulz & Massola Jr.
(2009).

Para Xanthomonas vesicatoria foi utilizado o isolado 2010-24 proveniente de
Cacador/SC e fornecido pela Embrapa - CNPH, o qual foi cultivado em meio agar-
nutriente a 25 °C e mantido no escuro por 72 h. A manutencdo das bactérias ocorreu pelo

método simples de armazenamento a —20 °C (MARIANO & ASSIS, 2000).

4.2. OBTENCAO E AVALIACAO DO EXTRATO FORMULADO

A partir de extrato aquoso de alecrim (Rosmarinus officinalis) foi obtido um
formulado po soluvel, cujos detalhes metodologicos ndo sdo descritos em decorréncia de
processo de patenteamento. O po6 soliivel obtido foi armazenado em embalagem de papel
aluminizado impermeavel (7 cm x 6,5 cm) contendo 1 g. Essas embalagens ou saches
foram submetidos ao processo de envelhecimento acelerado em estufa de circulacdo
forcada de ar a 40 °C por seis meses, ao que, ndo havendo alteracdo na atividade bioldgica
do produto durante este tempo de armazenamento, atribui-se ao mesmo a validade de 24
meses (ANVISA, 2004).

Com zero, 60, 120 e 180 dias de armazenagem os saches foram retirados e
utilizados para avaliar a atividade bioldgica em ensaios in vitro (atividade antimicrobiana)
e in vivo (controle de pinta preta e de mancha bacteriana no tomateiro). Para tanto, os
formulados foram dissolvidos em agua destilada esterilizada para obter concentragdes de 0,

50, 100, 150 ¢ 200 mg L'l, imediatamente antes do uso.

4.3. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para A. solani foi avaliada a germinagdo de conidios em ldmina de microscopia
revestida com 800 puL de agar-agua 2% (STANGARLIN et al., 2010). Para tanto, aliquotas
de 50 uL dos formulados, com concentracdes corrigidas para se manter os valores
indicados, e aliquotas de 50 uL de suspensdo de esporos de A. solani (3x10* conidios mL"

1), obtidos de uma cultura com 14 dias de idade, foram distribuidas na superficie das



laminas. Essas laminas foram incubadas em cdmara imida sob luz fluorescente durante 24
h a 20 °C e fotoperiodo de 12 h. Como testemunha foi utilizada 4gua destilada esterilizada
(BALBI-PENA et al., 2006a). Apos 24 h foram adicionados 40 uL de lactofenol com azul
de algoddo em cada lamina, a fim de paralisar a germinacdo dos esporos. Foram utilizadas
tré€s laminas por tratamento. O esporo foi considerado germinado quando o comprimento
do seu tubo germinativo era maior ou igual ao menor didmetro do esporo.

Para X. vesicatoria, 5 mL dos formulados, com concentra¢des corrigidas para se
manter os valores indicados anteriormente, foram esterilizados em filtro de seringa
(membrana com 0,45 pm de didmetro de poro) e adicionados assepticamente em tubo de
ensaio com meio caldo nutriente. A concentragdo bacteriana foi acertada para todos os
tratamentos em 4x10° unidades formadoras de colénia (UFC) mL’'. A multiplicagdo
bacteriana foi avaliada apds 24 horas pela leitura de absorbancia a 580 nm em
espectrofotometro.

Para estes ensaios foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado em
arranjo fatorial simples, considerando quatro tempos de armazenamento (0, 60, 120 e 180
dias) e cinco concentragdes (0, 50, 100, 150 ¢ 200 mg L™), com trés repeti¢cdes, cujos

dados foram submetidos a analise de variancia (FERREIRA, 2003).

4.4. CONTROLE DE PINTA PRETA E MANCHA BACTERIANA NO TOMATEIRO
4.4.1. Avaliacao da concentra¢ao do formulado

Sementes de tomateiro hibrido Débora-Plus (Sakata Seed Sudamerica Ltda.) foram
semeadas em bandejas de poliestireno expandido com substrato comercial ¢ mantidas em
casa de vegetacdo climatizada a 28 °C +/- 3 °C. Apdés 30 dias as mudas foram
transplantadas para vasos de 1,5 L (uma planta por vaso) contendo mistura de solo, areia ¢
matéria organica (2:1:2) autoclavados (1 ha 121 °C e 1 atm, sendo repetida a operagdo 24
h apo6s). Vinte dias apdés o transplante as plantas foram aspergidas até o ponto de
escorrimento com os formulados nas concentragdes indicadas. Trés dias apos o tratamento,
as plantas foram inoculadas com 4. solani (3x104 conidios mL™) ou X. vesicatoria (4x10®
UFC mL™") e mantidas em cidmara umida por 24 horas. Como tratamentos controle foram
utilizados os fungicidas azoxystrobin (200 mg do ingrediente ativo — i.a. L") para a pinta
preta e oxicloreto de cobre (400 mg i.a. L") para a mancha bacteriana. A severidade das
doencas foi avaliada no 28° dia apods a inoculagdo utilizando escalas diagramaticas
(BALBI-PENA et al., 2006b; MELLO et al., 1997).

Para estas avalia¢des foi utilizado o delincamento inteiramente casualizado em

arranjo fatorial simples, considerando quatro tempos de armazenamento do formulado,



cinco concentragdes, com trés repetigdes, sendo que estes dados foram submetidos a
analise de variancia e os dados ajustados em andlise de regressdo e comparados
individualmente com os tratamentos controle pelo teste de Dunett a 5%, utilizando o

programa SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2003).

4.4.2. Avaliacdo do intervalo de aplicacdo do formulado

Para determinar o melhor intervalo de aplicacdo do formulado de alecrim para
controle de pinta preta e mancha bacteriana no tomateiro, foram utilizados os mesmos
procedimentos ja descritos, com a particularidade de que foi utilizada apenas uma
concentragdo do formulado e um tempo de armazenamento, os quais apresentaram melhor
controle dessas doengas pelo ensaio anterior. Foram testados intervalos de aplicacdo de
sete, 14 ¢ 21 dias, mantendo-se as inoculagdes do patdégeno sempre aos trés dias apds os
tratamentos. Mesmo para os intervalos de sete e 14 dias ocorreram inoculagdes dos
patogenos todas as semanas para simular a ocorréncia de epidemias. Dessa forma, no total
foram cinco, trés e duas aplicagdes de formulado de alecrim para os intervalos de aplicacao
de sete, 14 e 21 dias, respectivamente, além de cinco inoculacdes dos patogenos em todas
as plantas. A avaliacdo de severidade ocorreu aos 35 dias apos a primeira inoculagao.

Para estas avaliacdes foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado,
considerando trés intervalos de aplicagdo ¢ uma concentragao do formulado, além dos
tratamentos controle negativo (com d&gua) e positivos (com fungicidas), com trés
repeticoes. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo

teste de Tukey a 5%, utilizando o programa SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2003).

5. RESULTADOS E DISCUSSAQO

5.1. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A andlise de variancia do efeito das concentragdes do extrato de alecrim e do tempo
de armazenagem do formulado pé soltivel sobre a germinacao de conidios de 4. solani ndo
foi significativa (Tabela 1). A média geral de conidios germinados foi de 46,57%,
indicando ndo haver com esse extrato soluvel atividade antimicrobiana direta sobre esse
patogeno.

Resultados opostos foram encontrados por outros autores, onde o extrato bruto
aquoso de alecrim, ndo submetido a tratamento térmico, foi fungitoxico contra Alternaria
alternata, Colletotrichum graminicola, Rhizoctonia solani ¢ Sclerotium rolfsii (TAGAMI

et al., 2009), o que foi verificado também por Pitarokili et al. (2008) contra Sclerotinia



sclerotiorum, Sclerotium cepivorum, Phytophthora nicotianae e Fusarium spp., por
Camatti-Sartori et al. (2011) contra Fusarium sp. € Botrytis sp. isolados de gérbera e rosa,
e por Scapin et al. (2010) contra Exserohilum turcicum isolado de milho pipoca.

Para Alternaria solani, Itako et al. (2008) verificaram que o extrato aquoso, obtido
de folhas frescas de alecrim no momento do uso, inibiram em 79% a esporulacdo a partir
da concentracdo de 10%, ¢ em 60% a germinagdo de conidios para a concentracdo de 20%
(ou 200.000 ppm), concentracdes estas consideradas extremamente maiores, ou pelo
menos 1000 vezes maior em relagdo a maior concentracdo utilizada neste trabalho, no
valor de 200 mg L' (ou ppm). Portanto, as concentragdes relativamente baixas utilizadas
neste trabalho, associado a temperatura de aproximadamente 106 °C durante a obtengdo do

po6 soluvel, podem ter contribuido para a perca da atividade antimicrobiana desses extratos.

Tabela 1. Porcentagem de germinacdo de conidios de 4. solani na presenca de diferentes
concentragdes do extrato aquoso de alecrim (Rosmarinus officinalis) obtido de formulado

po soluvel armazenado por diferentes periodos.

Concentracdo do extrato? Dias!
(mgL1) 0 60 120 180

0 50,003 50,10 51,00 50,35
50 49,33 48,00 47,00 47,67
100 49,33 46,00 47,67 48,33
150 50,00 46,00 41,33 44,00
200 49,33 46,67 47,00 48,67

Média 46,57

C.V. (%) 7,48

'Teste de envelhecimento acelerado do p6 soliivel, armazenado a 40 °C por diferentes periodos;
?Extratos aquosos obtidos no momento do uso a partir do p6 solivel;
*Niio houve diferenca significativa entre os tratamentos.

Quanto a atividade antibacteriana contra X. vesicatoria, também néo se verificou
efeito significativo para o tempo de armazenamento do p6 solivel e nem para a
concentragdo do extrato aquoso de alecrim (Tabela 2). Verifica-se assim, que o extrato de
alecrim nestes ensaios ndo mostrou atividade antimicrobiana contra X vesicatoria. No
entanto, para outros produtos derivados de alecrim, a literatura apresenta resultados
diferentes. O 6leo essencial de alecrim em concentracoes de 4% e 8% inibiu in vitro a
multiplicagdo de Ralstonia solanacearum isolada de tomateiro ¢ de pimentdo,
respectivamente (MARTINS et al., 2009 e 2010). Da mesma forma, o 6leo de alecrim a

partir da concentracao de 1% inibiu in vitro a multiplicacdo de Xanthomonas axonopodis



pv. phaseoli isolada de feijao vagem (VIGO-SCHULTZ, 2008). Deve-se ressaltar,
entretanto, que o dleo essencial apresenta maior concentracao de principios ativos do que o
extrato aquoso (MAIA, 2008), além do que, neste trabalho, foram testadas concentragdes
pelo menos 400, 200 e 50 vezes menores em relagdo as concentragdes de 8%, 4% e 1%,
respectivamente, utilizadas naqueles trabalhos, quando se considera a concentragao de 200

mg L.

Tabela 2. Multiplicacdo de X. vesicatoria (medida em absorbancia a 580 nm) na presenga
de diferentes concentragdes do extrato aquoso de alecrim (Rosmarinus officinalis) obtido

de formulado p6 soluvel armazenado por diferentes periodos.

Concentragdo do extrato” Dias’
(mgL™) 0 60 120 180
50 0,691 0,690 0,698 0,695
100 0,701 0,702 0,689 0,695
150 0,692 0,694 0,690 0,697
200 0,701 0,684 0,705 0,703
Controle’ 0,699 0,706 0,678 0,699
Média 0,695
CV% 6,592

'Teste de envelhecimento acelerado do p6 soltvel, armazenado a 40 °C por diferentes periodos;
“Extratos aquosos obtidos no momento do uso a partir do p6 solavel;

3Caldo nutriente sem a presenca de extrato de alecrim;

*N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos.

5.2. CONTROLE DE PINTA PRETA E MANCHA BACTERIANA DO TOMATEIRO
5.2.1. Avaliacido do tempo de armazenamento do pé soluvel e da concentracio

Houve controle da pinta preta causada por 4. solani em tomateiro tratado com
extrato soluvel de alecrim, com a mesma eficiéncia do fungicida utilizado como tratamento
padrao (Figura 1). Ao utilizar o extrato obtido de p6 soltivel sem armazenamento (0 dias)
houve reducdo linear da severidade da doenga em relagao a concentracdo, enquanto que
para os demais tempos de armazenamento o efeito foi quadratico, mas mantendo-se a
mesma eficiéncia, o que indica, portanto, validade ou tempo de prateleira desse produto de
24 meses na forma de p6 solivel. As concentragdes a partir de 50 mg L para os tempos
60 ¢ 180 dias e de 100 mg L™ para os tempos zero e 120 dias ndo diferiram do tratamento
com fungicida. Para as equacdes quadraticas, a concentragdo calculada de extrato de

alecrim que resultou em menor severidade da doenga foi em média ao redor de 130 mg L™



Assim, para os demais ensaios, como intervalo de aplicacdo, optou-se por utilizar esta

concentracao.
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Figura 1 — Severidade da pinta preta, causada por 4. solani, em tomateiro tratado com
diferentes concentragdes (mg L) de extrato aquoso de alecrim (Rosmarinus officinalis),
obtido de formulado p6d soluvel armazenado por zero, 60, 120 ou 180 dias a 40 °C.
Fungicida: azoxystrobin (200 mg L™"). Médias com letras distintas indicam diferenca

estatistica (Dunett < 5%) em relagdo ao tratamento fungicida.

Para a mancha bacteriana, também houve controle desta doenca pelo extrato aquoso
de alecrim, com comportamento quadratico em relacdo as diferentes concentragdes
testadas (Figura 2). As concentragdes de 100 e 150 mg L™ para os tempos 60 e 180 dias e
de 150 mg L para os tempos zero e 120 dias de armazenamento do po soluvel ndo
diferiram do tratamento com fungicida. Dessa forma, como a eficiéncia do produto foi
mantida, a validade ou tempo de prateleira do mesmo é de 24 meses na forma de pd
soluvel. A concentracdo calculada de extrato de alecrim que resultou em menor severidade
da doenga também foi em média ao redor de 130 mg L™, Assim, para os demais ensaios,

como intervalo de aplicagdo, optou-se por utilizar esta concentracao.



w0 oo

y=0,00130x2 - 0,3415x + 27,2794
S 30 41b R2 = ( 9685 30 4b  ¥=0,00131x2 - 0,3408x + 27,3285
S T k RZ = 0.9648
k]
©
°
o
>
(]
(/2] a
a
N I I Y B N
40 -+ 120 dias 40 -+ 180 dias
5 = 0,00148x2 - 0,3576x + 26,438
= 304 y=000117x2 - 0,3020x + 25,7238 s0lp R 00336
s RZ=10.9534 )
Q
k]
©
o
o
>
Q
(/2] a a
D T 0 T 1

0 50 100 150 200 Cobre 0 50 100 150 200 Cobre

Figura 2 — Severidade da mancha bacteriana, causada por X. vesicatoria, em tomateiro tratado com
diferentes concentragdes (mg L) de extrato aquoso de alecrim (Rosmarinus officinalis), obtido de formulado
po soluvel armazenado por zero, 60, 120 ou 180 dias a 40 °C. Cobre: fungicida oxicloreto de cobre (400 mg
L"). Médias com letras distintas indicam diferenga estatistica (Dunett < 5%) em relagio ao tratamento

fungicida.

5.2.2. Avaliacio do intervalo de aplicaciao

Houve controle de 4. solani em plantas de tomateiro tratadas com extrato de
alecrim (Tabela 3), com eficiéncia média de 61,10% em relacdo a testemunha agua. O
melhor controle foi obtido quando o extrato foi aplicado em intervalo de sete dias (71,66%
de controle). No entanto, o extrato de alecrim aplicado em intervalos de sete e 14 dias ndo
diferiu do tratamento com fungicida.

Para a mancha bacteriana (Tabela 4), a eficiéncia de controle proporcionada pelo
extrato de alecrim foi de 62,76% em relagdo a testemunha agua. O melhor controle foi
obtido quando o extrato foi aplicado em intervalo de sete dias (75,82% de controle). No
entanto, o extrato de alecrim aplicado em intervalos de sete ¢ 14 dias ndo diferiu do

tratamento com oxicloreto de cobre.

Tabela 3. Efeito do intervalo de aplicacdo do extrato aquoso de alecrim (Rosmarinus

officinalis) na severidade (%) da pinta preta, causada por 4. solani, em tomateiro.



Intervalo (dias)

Tratamentos Controle (%)
7 14 21
Alecrim' 6,80 bC’ 9,80 bB 13,20 bA 61,10"
Fungicida2 5,40 bB 7,80 bA 9,80 cA 69,96
Agua 24,00 aB 25,40 aAB 27,20 aA -
Meédia geral 14,38
C.V. (%) 9,92

"Extratos aquosos (130 mg L™ )obtidos no momento do uso a partir do p6 soliivel armazenado por 180 dias;
*Azoxystrobin (200 mg L™);

0 patogeno foi inoculado semanalmente em todas as plantas. A avaliagio de severidade ocorreu 35 dias
apos a primeira inoculagdo. Médias seguidas de mesmas letras, mintisculas nas colunas e maiusculas nas
linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 5%);

*Considerando a média dos trés intervalos de aplicagdo.

Tabela 4 Efeito do intervalo de aplicagdo do extrato aquoso de alecrim (Rosmarinus

officinalis) na severidade (%) da mancha bacteriana, causada por X. vesicatoria, em

tomateiro.
Intervalo (dias)

Tratamentos ; ” 51 Controle (%)
Alecrim' 5,60 bC’ 9,00 bB 12,8 bA 62,76
Oxicloreto de cobre’ 5,00 bB 6,8 bAB 9,60 cA 70,92
Agua 23,2 aB 23,6 aB 26,8 aA -
Média geral 13,60
C.V. (%) 13,58

"Extratos aquosos (130 mg L™ )obtidos no momento do uso a partir do pé soluvel armazenado por 180 dias;
2Oxicloreto de cobre (400 mg L),

30 patogeno foi inoculado semanalmente em todas as plantas. A avaliagio de severidade ocorreu 35 dias
apo6s a primeira inoculagdo. Médias seguidas de mesmas letras, mintisculas nas colunas e maiusculas nas
linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 5%);

*Considerando a média dos trés intervalos de aplicagio.

O uso de alecrim para controle de doengas no tomateiro foi relatado por Itako et al.
(2009), que observaram redugdo da severidade da cladosporiose (Cladosporium fulvum)
quando se utilizou o extrato aquoso em concentragdo de 10 e 20%, obtido de folhas frescas
no momento do uso. Menezes et al. (2009) conseguiram controle de A. solani do tomateiro,
em casa de vegetacdo, com extrato aquoso a 10%.

Em outros patossistemas, o extrato aquoso fresco de alecrim reduziu a incidéncia de

antracnose (Colletotrichum fragariae) em condigdes de campo em frutos de morangueiro



(RODER et al., 2007), e o oléo de alecrim reduziu em 69% a 4rea abaixo da curva de
progresso da ramulose (Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides) em algodoeiro
(SANTOS et al., 2011). No entanto, o 6leo essencial ndo foi eficiente para o controle do
crestamento bacteriano comum em feijdo vagem em ensaio em casa de vegetacdo com o
6leo na concentragdo de 0,5% (VIGO-SCHULTZ et al., 2009).

Neste trabalho, o controle da pinta preta e da mancha bacteriana proporcionado
pelos extratos aquosos obtidos de formulado p6 soluvel de alecrim, associado a auséncia de
atividade antimicrobiana direta sobre A. solani ¢ X. vesicatoria, indicam que o provavel

mecanismo envolvido seja a indugdo de resisténcia.
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CAPITULO 11

EXTRATO FORMULADO DE Curcuma longa PARA CONTROLE DE Alternaria
solani E DE Xanthomonas vesicatoria EM TOMATEIRO: TEMPO DE
PRATELEIRA, CONCENTRACAO E INTERVALO DE APLICACAO

1. RESUMO

Apesar do efeito imediatista dos pesticidas para controle de doengas, seu uso
continuado pode trazer sérias implicacdes agroecologicas. Desta forma, tém-se buscado
novas medidas de prote¢do das plantas contra as doencas. O objetivo deste trabalho foi
verificar a atividade antimicrobiana in vitro contra Alternaria solani e Xanthomonas
vesicatoria e o controle da pinta preta e da mancha bacteriana no tomateiro, utilizando para
tanto, produto formulado estavel, na forma de p6 soluvel, obtido de rizomas de curcuma ou
acafrio (Curcuma longa). Para o teste de estabilidade, o p6 solavel foi armazenado a 40 °C
por 0, 60, 120 e 180 dias e testado em cinco concentragdes (0, 50, 100, 150 e 200 mg L'l).
Definidos o tempo de prateleira e a melhor concentracdo, avaliaram-se os intervalos de
aplicacdo de sete, 14 e 21 dias. Como tratamentos controle foram utilizados os fungicidas
azoxystrobin (200 mg do ingrediente ativo — i.a. L") para a pinta preta e oxicloreto de
cobre (400 mg i.a. L") para a mancha bacteriana. Os extratos ndo apresentaram atividade
antifungica e antibacteriana in vitro. A concentragdo calculada de extrato de circuma que
resultou em menor severidade das doencas foi em média ao redor de 130 mg L', com
tempo de prateleira do p6 soluvel de 24 meses. In vivo, os extratos proporcionaram o
mesmo nivel de controle da pinta preta e da mancha bacteriana que os fungicidas
utilizados, com eficiéncia de até 74,58%, em intervalo de aplicacdo de sete dias. Estes
resultados demonstram a eficiéncia do extrato aquoso obtido de formulacdo pé soluvel de

circuma para controle da pinta preta e da mancha bacteriana do tomateiro.

Palavras-chave: Agroecologia, agricultura organica, controle alternativo, acafrao.

2. ABSTRACT
Curcuma longa formulated extract to the control of Alternaria solani and
Xanthomonas vesicatoria in tomato: shelf life, concentration and time of spraying
Although the quickly and fast response of pesticides for controlling plant diseases,
its continuous use can causes serious agro-ecological damages. Thus, it is necessary the

search for new plant diseases control technologies. The objective of this study was to



evaluate the in vitro antimicrobial activity against Alternaria solani and Xanthomonas
vesicatoria and the control of early blight and bacterial spot on tomato plants, using stable
formulation, as soluble powder, from turmeric (Curcuma longa). To determine the shelf
life, the soluble powder was kept at 40 °C during 0, 60, 120 and 180 days and assayed with
five concentrations (0, 50, 100, 150 and 200 mg L'l). When the shelf life and the best
concentrations were defined, it was evaluated the time-interval of spraying of seven, 14
and 21 days. As control treatments were used the fungicides azoxystrobin (200 mg of
active ingredient — a.i L) to early blight and oxychloride (400 mg a.i. L") to bacterial
spot. There were no in vitro antifungal or antibacterial activities of the extracts. The
calculated concentration of turmeric extract for the best control of diseases was 130 mg L~
! with 24 months of shelf live to soluble powder. In vivo, the turmeric extract gave the
same control of fungicides to early blight and bacterial spot, with values up to 74.58% of
disease reduction, with spraying at seven days. These results show that aqueous extract
obtained from turmeric soluble powder formulation, can protect tomato plants against early

blight and bacterial spot.

Keywords: Agroecology, organic growth, alternative control, turmeric.

3. INTRODUCAO

A mancha bacteriana causada por Xanthomonas vesicatoria (ex Doidge) Vauterin et
al. (LOPES & QUEZADO-SOARES, 2000) e a pinta preta, causada por Alternaria solani
(Ellis & Martin) L.R. Jones & Grout (KUROZAWA & PAVAN, 2005), sdao doengas de
ocorréncia muito freqiientes e destrutivas na cultura do tomateiro (Lycopersicon
esculentum), pois incidem em qualquer idade da planta e todos os 6rgaos da parte aérea sao
afetados, ocasionando elevados prejuizos econdmicos.

A ocorréncia dessas doengas no tomateiro exige cuidados extras, principalmente no
caso de cultivo orgédnico, em comparagdo com outras culturas mais resistentes, o que tem
levado muitos agricultores a optarem pelo cultivo convencional, fortemente dependente do
uso de defensivos quimicos (POPIA et al., 2007).

Analises de residuos de pesticidas indicam que em 18,27% das amostras de tomate
analisadas havia presenca de agrotoxicos acima do limite maximo permitido, como
fentoato e permetrina, como também de residuos de agrotdxicos ndo autorizados para esta

cultura, como aldicarbe (ANVISA, 2008).



Assim, face aos problemas que tem sido verificados pelo uso continuo de pesticidas
para o controle de doencas, como a selecdo de isolados dos patdgenos resistentes as
substancias quimicas utilizadas, poluicdo ambiental e intoxicacdes, t€ém-se buscado novas
medidas de protecdo das plantas e, uma das alternativas que tem demonstrado resultados
promissores, ¢ o uso de extratos vegetais com propriedades antimicrobiana direta e/ou de
inducdo de resisténcia, a qual consiste na ativacdo de mecanismos de defesa latentes
existentes na propria planta hospedeira (STANGARLIN et al., 2011).

Diversas pesquisas tém sido feitas para identificar plantas cujo extrato apresente
atividade bioldgica para controle de fitopatogenos (FIORI et al., 2000; BALBI-PENA et
al., 2006a,b; FRANZENER et al., 2007; ITAKO et al., 2008; COLPAS et al., 2009;
ITAKO et al., 2009; CARLOS et al., 2010; FORMIGHIERI et al., 2010). No entanto,
ainda pouco se pesquisou sobre o uso de extratos da planta medicinal Curcuma longa
(curcuma ou acafrdo) para o controle de doencas em plantas.

Kuhn et al. (2008) verificaram que extratos de circuma (10%) e de Rosmarinus
officinalis (alecrim) (10%) foram tdo eficientes quanto os tratamentos controle com
oxicloreto de cobre (4 g L) e acibenzolar-S-metil (ASM - 50 mg L) no controle de
Xanthomonas vesicatoria em tomateiro hibrido “Débora Plus”, em condi¢des de cultivo
protegido.

Kuhn et al. (2006), estudando o efeito de C. longa em Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis, verificaram que in vitro, o extrato apresentou acdo bactericida para
concentragdes que variaram de 10 a 20%, dependendo da procedéncia dos rizomas, mas,
no entanto, in vivo, nas concentragdes utilizadas, ndo houve efeito curativo em manivas de
mandioca infectadas sistemicamente com o patdogeno.

Balbi-Pena et al. (2006b) trabalharam com extrato de C. longa e solugdo de
curcumina para controle de 4. solani em tomateiro em cultivo protegido, utilizando como
tratamentos controle ASM, um fungicida protetor (oxicloreto de cobre) e um fungicida
sistémico (azoxystrobin). Todos os tratamentos apresentaram valor de area abaixo da curva
de progresso da doenga estatisticamente menor do que a testemunha e o tratamento com
curcumina 50 mg L foi 0 tnico que apresentou menor porcentagem de frutos pequenos, ¢
maior de frutos grandes.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi verificar a atividade antimicrobiana in
vitro e o controle no tomateiro contra Xanthomonas vesicatoria e Alternaria solani
utilizando formulagdes estaveis, obtidas a partir de extrato aquoso de curcuma, para

determinar tempo de prateleira, intervalo de aplicagéo e dose.



4. MATERIAL E METODOS
4.1. OBTENCAO E MANUTENCAO DOS PATOGENOS

Alternaria solani foi isolado a partir de lesdes em folhas de tomateiro infectadas
naturalmente, cultivado e mantido em meio V8 a 25 °C e fotoperiodo de 12 h (BALBI-
PENA et al., 2006a), e, para a esporulagio, foi utilizada metodologia de Pulz & Massola Jr.
(2009).

Para Xanthomonas vesicatoria foi utilizado o isolado 2010-24 proveniente de
Cacador/SC e fornecido pela Embrapa - CNPH, o qual foi cultivado em meio agar-
nutriente a 25 °C e mantido no escuro por 72 h. A manutencdo das bactérias ocorreu pelo

método simples de armazenamento a —20 °C (MARIANO & ASSIS, 2000).

4.2. OBTENCAO E AVALIACAO DO EXTRATO FORMULADO

A partir de extrato aquoso de curcuma (Curcuma longa) foi obtido um formulado
po solavel, cujos detalhes metodoldgicos ndo sdo descritos em decorréncia de processo de
patenteamento. O po6 soluvel obtido foi armazenado em embalagem de papel aluminizado
impermeavel (7 cm x 6,5 cm) contendo 1 g. Essas embalagens ou saches foram submetidos
ao processo de envelhecimento acelerado em estufa de circulacao forgada de ar a 40 °C por
seis meses, ao que, ndo havendo alteracdo na atividade biolégica do produto durante este
tempo de armazenamento, atribui-se ao mesmo a validade de 24 meses (ANVISA, 2004).

Com zero, 60, 120 e 180 dias de armazenagem os saches foram retirados e
utilizados para avaliar a atividade bioldgica em ensaios in vitro (atividade antimicrobiana)
e in vivo (controle de pinta preta e de mancha bacteriana no tomateiro). Para tanto, os
formulados foram dissolvidos em agua destilada esterilizada para obter concentragdes de 0,

50, 100, 150 ¢ 200 mg L', imediatamente antes do uso.

4.3. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para A. solani foi avaliada a germina¢@o de conidios em ldmina de microscopia
revestida com 800 puL de agar-agua 2% (STANGARLIN et al., 2010). Para tanto, aliquotas
de 50 pL dos formulados, com concentracdes corrigidas para se manter os valores
indicados, ¢ aliquotas de 50 uL de suspensao de esporos de A. solani (3){104 conidios mL~
1), obtidos de uma cultura com 14 dias de idade, foram distribuidas na superficie das
laminas. Essas ldminas foram incubadas em cdmara imida sob luz fluorescente durante 24
h a 20 °C e fotoperiodo de 12 h. Como testemunha foi utilizada agua destilada esterilizada
(BALBI-PENA et al., 2006a). Apos 24 h foram adicionados 40 uL de lactofenol com azul

de algoddo em cada lamina, a fim de paralisar a germinacdo dos esporos. Foram utilizadas



trés laminas por tratamento. O esporo foi considerado germinado quando o comprimento
do seu tubo germinativo era maior ou igual ao menor didmetro do esporo.

Para X. vesicatoria, 5 mL dos formulados, com concentragdes corrigidas para se
manter os valores indicados anteriormente, foram esterilizados em filtro de seringa
(membrana com 0,45 pm de didmetro de poro) e adicionados assepticamente em tubo de
ensaio com meio caldo nutriente. A concentragdo bacteriana foi acertada para todos os
tratamentos em 4x10® unidades formadoras de colonia (UFC) mL'. A multiplicagdo
bacteriana foi avaliada ap6s 24 horas pela leitura de absorbancia a 580 nm em
espectrofotometro.

Para estes ensaios foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado em
arranjo fatorial simples, considerando quatro tempos de armazenamento do pé soluavel (0,
60, 120 e 180 dias) e cinco concentragdes (0, 50, 100, 150 e 200 mg L'l), com trés

repeti¢des, cujos dados foram submetidos a analise de varidncia (FERREIRA, 2003).

4.4. CONTROLE DE PINTA PRETA E MANCHA BACTERIANA NO TOMATEIRO
4.4.1. Avaliacao da concentragio do formulado

Sementes de tomateiro hibrido Débora-Plus (Sakata Seed Sudamerica Ltda.) foram
semeadas em bandejas de poliestireno expandido com substrato comercial ¢ mantidas em
casa de vegetacdo climatizada a 28 °C +/- 3 °C. Apds 30 dias as mudas foram
transplantadas para vasos de 1,5 L (uma planta por vaso) contendo mistura de solo, areia e
matéria organica (2:1:2) autoclavados (1 ha 121 °C e 1 atm, sendo repetida a operagdo 24
h apos). Vinte dias apds o transplante as plantas foram aspergidas até o ponto de
escorrimento com os formulados nas concentragdes indicadas. Trés dias apos o tratamento,
as plantas foram inoculadas com A. solani (3)(104 conidios mL'l) ou X. vesicatoria (4){108
UFC mL™") e mantidas em camara umida por 24 horas. Como tratamentos controle foram
utilizados os fungicidas azoxystrobin (200 mg do ingrediente ativo — i.a. L") para a pinta
preta e oxicloreto de cobre (400 mg i.a. L'l) para a mancha bacteriana. A severidade das
doengas foi avaliada no 28° dia apés a inoculagdo utilizando escalas diagramaticas
(BALBI-PENA et al., 2006b; MELLO et al., 1997).

Para estas avaliacdes foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado em
arranjo fatorial simples, considerando quatro tempos de armazenamento do formulado pé
solivel e cinco concentracdes, com trés repeticoes, sendo que estes dados foram
submetidos a analise de varidncia e os dados ajustados em andlise de regressdo e
comparados individualmente com os tratamentos controle pelo teste de Dunett a 5%,

utilizando o programa SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2003).



4.4.2. Avaliacio do intervalo de aplicaciio do formulado

Para determinar o melhor intervalo de aplicacdo do formulado de circuma para
controle de pinta preta e mancha bacteriana no tomateiro, foram utilizados os mesmos
procedimentos ja descritos, com a particularidade de que foi utilizada apenas uma
concentragdo do formulado e um tempo de armazenamento, os quais apresentaram melhor
controle dessas doencas pelo ensaio anterior. Foram testados intervalos de aplicacdo de
sete, 14 e 21 dias, mantendo-se as inoculagdes do patdégeno sempre aos trés dias apds os
tratamentos. Mesmo para os intervalos de sete e 14 dias ocorreram inoculagdes dos
patogenos todas as semanas para simular a ocorréncia de epidemias. Dessa forma, no total
foram cinco, trés e duas aplicagdes de formulado de curcuma para os intervalos de
aplicacdo de sete, 14 e 21 dias, respectivamente, além de cinco inocula¢des dos patdgenos
em todas as plantas. A avaliacdo de severidade ocorreu aos 35 dias apds a primeira
inoculacao.

Para estas avaliagdes foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado,
considerando trés intervalos de aplicagdo ¢ uma concentra¢ao do formulado, além dos
tratamentos controle negativo (com agua) e positivos (com fungicidas), com trés
repeti¢des. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo

teste de Tukey a 5%, utilizando o programa SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2003).

5. RESULTADOS E DISCUSSAQO

5.1. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A analise de variancia do efeito das concentracdes do extrato de clircuma e do
tempo de armazenagem do formulado pd soluvel sobre a germinagdo de conidios de A.
solani ndo foi significativa (Tabela 1). A média geral de conidios germinados foi de apenas
48,13%, indicando ndo haver com esse extrato soluvel atividade antimicrobiana direta

sobre esse patdgeno.



Tabela 1. Porcentagem de germinagdo de conidios de A. solani na presenca de diferentes
concentragcdes do extrato aquoso de curcuma (Curcuma longa) obtido de formulado pd

soltvel armazenado por diferentes periodos.

Concentracdo do extrato” Dias'
(mgL™) 0 60 120 180

0 50,00° 49,67 49,67 49,33
>0 49,00 50,00 50,00 50,00
100 50,00 46,33 46,67 45,33
150 48,33 48,33 48,33 49,00
200 43,67 41,67 44,67 45,00

Média 48,13

C.V. (%) 4,87

"Teste de envelhecimento acelerado do pé soluvel, armazenado a 40 °C por diferentes periodos;
“Extratos aquosos obtidos no momento do uso a partir do poé solivel.
*Nizio houve diferenca significativa entre os tratamentos.

Resultados diferentes foram encontrados por outros autores. Balbi-Pena et al.
(2006a) verificaram que o extrato aquoso de C. longa em concentragdes de 10 e 15%,
preparados no momento do uso, inibiram em 38 e 23% respectivamente o crescimento
micelial, e em 72 ¢ 87% respectivamente, a esporulacdo de A. solani isolado de tomateiro.
Semelhantemente, o crescimento micelial de Fusarium oxysporum e de Rhizoctonia solani
foi inibido em média em 61% pelo extrato aquoso de circuma a 1% de concentragdo
(AMARAL & BARA, 2005).

Semelhantemente, Saju et al. (1998) determinaram atividade fungistatica in vitro do
extrato de curcuma contra Colletrotrichum gloeosporioides, Sphaceloma cardamoni,
Pestalotia palmarum, Rhizoctonia solani, Aspergillus sp. e Fusarium sp. Singh & Rai
(2000) verificaram que o extrato de curcuma mostrou fungitoxidade in vitro contra
Fusarium udum e Raja & Kurucheve (1998) obtiveram redug¢@o no crescimento in vitro de
Macrophomina phaseolina.

Quanto a atividade antibacteriana contra X. vesicatoria, nao se verificou efeito
significativo para o tempo de armazenamento do po solivel e nem para a concentragdo do
extrato aquoso de curcuma (Tabela 2). Verifica-se assim, que o extrato de circuma nestes

ensaios ndo mostrou atividade antimicrobiana contra X. vesicatoria.



Tabela 2. Multiplicacdo de X. vesicatoria (medida em absorbancia a 580 nm) na presenca
de diferentes concentragcdes do extrato aquoso de circuma (Curcuma longa) obtido de

formulado po6 soluvel armazenado por diferentes periodos.

Concentracdo do extrato” Dias'
(mgL™) 0 60 120 180
>0 0,700* 0,696 0,704 0,703
100 0,699 0,692 0,689 0,700
150 0,701 0,698 0,703 0,698
200 0,702 0,699 0,702 0,700
Controle® 0,699 0,706 0,678 0,699
Média 0,698
CV% 6.73

'Teste de envelhecimento acelerado do p6 soluvel, armazenado a 40 °C por diferentes periodos;
?Extratos aquosos obtidos no momento do uso a partir do p6 solivel;

3Caldo nutriente sem a presenga de extrato de clrcuma.

*N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos.

Kuhn et al. (2006) avaliaram o controle in vitro de X. axonopodis pv. manihotis
mediante o uso de extrato aquoso de quatro gen6tipos de curcuma provenientes de cultivos
de Jaboticabal-SP, Mara Rosa-GO, Maringa-PR e Mercedes-PR. O extrato de circuma
causou inibicdo completa do crescimento da bactéria na concentragdo de 10% para o
material proveniente de Mercedes, enquanto que para a curcuma de Jaboticabal houve
controle total a 15% e de Mara Rosa a 20%. A clrcuma proveniente de Maring4 nio inibiu
completamente o crescimento em nenhuma das concentragdes utilizadas.

Ainda com relagdo ao género Xanthomonas, Jabeen et al. (2011) observaram que a
infusdo obtida do rizoma de circuma, em concentragdo de 1%, foi capaz de inibir o
crescimento de X. oryzae pv. oryzae, com efeito semelhante ao do antibidtico
estreptomicina.

No entanto, deve-se ressaltar que tanto nesses trabalhos que mostraram efeito
antibacteriano, quanto naqueles de efeito antifungico, foram utilizadas concentragdes de
extrato de circuma muito maiores que as desse trabalho, uma vez que apenas a
concentragio de 1% ji equivale ao valor de 10.000 ppm ou mg L. Portanto, as
concentragdes relativamente baixas utilizadas neste trabalho, associado a temperatura de
aproximadamente 106 °C durante a obtencdao do pod soluvel, podem ter contribuido para a

perca da atividade antimicrobiana desses extratos.



5.2. CONTROLE DE PINTA PRETA E MANCHA BACTERIANA DO TOMATEIRO
5.2.1. Avaliacido do tempo de armazenamento do pé soluvel e da concentracio

Houve controle da pinta preta causada por 4. solani em tomateiro tratado com
extrato soluvel de clircuma, com a mesma eficiéncia do fungicida utilizado como
tratamento padrdo (Figura 1). Ao utilizar o extrato obtido de po6 solivel sem
armazenamento (0) ou armazenado por 120 dias, houve redugdo linear da severidade da
doenca em relagdo a concentragdo, enquanto que para os demais tempos de
armazenamento o efeito foi quadratico, mas mantendo-se a mesma efici€ncia, o que indica,
portanto, validade ou tempo de prateleira desse produto de 24 meses na forma de po
soliivel. As concentragdes a partir de 50 mg L™ para os tempos de 0, 60, 120 e 180 dias nio
diferindo do tratamento com fungicida. Para as equacdes quadraticas, a concentracdao
calculada de extrato de curcuma que resultou em menor severidade da doenga foi em
média ao redor de 130 mg L™, Assim, para os demais ensaios, como intervalo de aplicagio,

optou-se por utilizar esta concentracao.
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Figura 1 — Severidade da pinta preta, causada por 4. solani, em tomateiro tratado com diferentes
concentragdes (mg L) de extrato aquoso de circuma (Curcuma longa), obtido de formulado pd
soluvel armazenado por zero, 60, 120 ou 180 dias a 40 °C. Fungicida: azoxystrobin (200 mg L™).
Meédias com letras distintas indicam diferenga estatistica (Dunett < 5%) em relacdo ao tratamento
fungicida.



Para a mancha bacteriana, também houve controle desta doenga pelo extrato aquoso
de clrcuma, com comportamento quadratico em relacdo as diferentes concentragdes
testadas (Figura 2). As concentragoes de 100 a 150 mg L' para os tempos 0 e 120 dias, 100
mg L™ para 60 dias e de 100 a 200 mg L™ para 180 dias de armazenamento do po solavel
ndo diferiram do tratamento com fungicida. Dessa forma, como a eficiéncia do produto foi
mantida mesmo para 180 dias de armazenamento, a validade ou tempo de prateleira do
mesmo € de 24 meses na forma de po soluvel. A concentracdo calculada de extrato de
curcuma que resultou em menor severidade da doenga também foi em média ao redor de
130 mg L. Assim, para os demais ensaios, como intervalo de aplicacdo, optou-se por

utilizar esta concentragdo.
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Figura 2 — Severidade da mancha bacteriana, causada por X. vesicatoria, em tomateiro tratado com
diferentes concentragdes (mg L) de extrato aquoso de curcuma (Curcuma longa), obtido de
formulado p6 soluvel armazenado por zero, 60, 120 ou 180 dias a 40 °C. Cobre: fungicida
oxicloreto de cobre (400 mg L™). Médias com letras distintas indicam diferenga estatistica (Dunett
< 5%) em relagdo ao tratamento fungicida.

5.2.2. Avaliacao do intervalo de aplicacio
Houve controle de 4. solani em plantas de tomateiro tratadas com extrato de

curcuma (Tabela 3), com eficiéncia média de 57,70% em relacdo a testemunha agua. O



melhor controle foi obtido quando o extrato foi aplicado em intervalo de sete dias (74,58%
de controle). No entanto, o extrato de clircuma aplicado em intervalos de sete e 14 dias ndo

diferiu do tratamento com fungicida.

Tabela 3. Efeito do intervalo de aplicag@o do extrato aquoso de curcuma (Curcuma longa)

na severidade (%) da pinta preta, causada por A. solani, em tomateiro.

Intervalo (dias)

Tratamentos - o o Controle (%)
Clrcuma’ 6,10 bC’ 9,30 bB 17,00 bA 57,70°
Fungicida® 5,40 bB 7,80 bA 9,80 cA 69,96
Agua 24,00 aB 25,40 aAB 27,20 aA -
Meédia geral 14,50
C.V. (%) 0.18

'Extratos aquosos (130 mg L™ )obtidos no momento do uso a partir do p6 solavel armazenado por 180 dias;
2Azoxystrobin (200 mg L™:

30 patogeno foi inoculado semanalmente em todas as plantas. A avaliagio de severidade ocorreu 35 dias
apos a primeira inoculagdo. Médias seguidas de mesmas letras, mintisculas nas colunas e maiusculas nas
linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 5%).

*Considerando a média dos trés intervalos de aplicagio.

Para a mancha bacteriana (Tabela 4), a eficiéncia de controle proporcionada pelo
extrato de curcuma foi de 56,24% em relagdo a testemunha agua. O melhor controle foi
obtido quando o extrato foi aplicado em intervalo de sete dias (74,14% de controle). No
entanto, o extrato de curcuma aplicado em intervalos de sete ¢ 14 dias nao diferiu do

tratamento com oxicloreto de cobre.

Tabela 4 Efeito do intervalo de aplica¢do do extrato aquoso de curcuma (Curcuma longa)

na severidade (%) da mancha bacteriana, causada por X. vesicatoria, em tomateiro.

Intervalo (dias)

Tratamentos - 7 o Controle (%)
Ctrcuma' 6,00 bC’ 9,40 bB 16,80 bA 56,24"
Oxicloreto de cobre® 5,00 bB 6,80 bAB 9,60 cA 70,92
Agua 23,20 aB 23,60 aB 26,80 aA -
Média geral 14,13
C.V. (%) 12.85

'Extratos aquosos (130 mg L™ )obtidos no momento do uso a partir do p6 soltivel armazenado por 180 dias;
2Oxicloreto de cobre (400 mg L™);



30 patdgeno foi inoculado semanalmente em todas as plantas. A avaliagdo de severidade ocorreu 35 dias
apos a primeira inoculagdo. Médias seguidas de mesmas letras, mintisculas nas colunas e maiusculas nas
linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 5%).

*Considerando a média dos trés intervalos de aplicagio.

O potencial de extratos obtidos de rizomas de circuma para controle de doencas
fingicas tem sido verificado em outros trabalhos. Balbi-Pefia et al. (2006b) trabalharam
com extrato de C. longa e solugdo de curcumina para controle de 4. solani em tomateiro
em cultivo protegido, utilizando como tratamentos controle acibenzolar-S-metil (ASM —
125 mg i.a. L), um fungicida protetor (oxicloreto de cobre — 1100 mg i.a. L) e um
fungicida sistémico (azoxystrobin — 80 mg i.a. L"). Todos os tratamentos apresentaram
valor de area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) estatisticamente menor do
que a testemunha. Dentre os mesmos, o tratamento com ASM foi 0 menos eficiente, mas
ndo diferindo estatisticamente de circuma 10% e curcumina 100 mg L. Curcuma 1%,
curcumina 50 mg L™ e oxicloreto de cobre apresentaram melhor nivel de controle, mas
ainda inferior estatisticamente ao obtido pelo fungicida azoxystrobin. Nao houve
diferengas estatisticas na producao ¢ no nimero de frutos comerciais, nem na massa fresca
média de frutos entre tratamentos. Quanto ao tamanho dos frutos, o tratamento de
curcumina 50 mg L' foi o inico que apresentou menor porcentagem de frutos pequenos e
maior de frutos grandes em relagdo a testemunha. Nao houve diferenca significativa entre
os tratamentos com relagdo a porcentagem de frutos de tamanho médio.

Outro trabalho é o de Becker et al. (2004), com extratos de Cymbopogon citratus
(capim-limao), C. longa e Rosmarinus officinalis (alecrim) para controle de doengas de
final de ciclo (Septoria glycines e Cercospora kikuchii) e oidio (Microsphaera diffusa) em
soja em condi¢des de campo. O tratamento com curcumina a 50 mg L proporcionou peso
total de sementes de soja 29% maior que o obtido com o tratamento padrdo com o
fungicida pyraclostrobin + epoxiconazole (0,6 L p.c. ha™). Extratos de C. citratus e C.
longa a 5% proporcionaram o mesmo nivel de controle de DFC que o fungicida utilizado
para comparacdo. C. citratus € R. officinalis a 5% e C. longa a 5 e 10% foram tdo
eficientes quanto o fungicida no controle de oidio. O extrato de C. longa a 10%, além do
eficiente controle de DFC e oidio em soja, permitiu obter uma produtividade 16% maior
(equivalente a 535 kg a mais por ha) em relagao ao tratamento com o fungicida.

Embora neste trabalho o extrato de circuma tenha sido eficiente para controle da
mancha bacteriana no tomateiro, Kuhn et al. (2006) ndo observaram a mesma eficiéncia.
Esses autores verificaram que em manivas de mandioca tratadas com extrato de curcuma
de diferentes procedéncias, os valores de brotamento das plantas foram baixos, devido ao

grau de infec¢do das manivas, e que o extrato a 10% proveniente de Mercedes foi



prejudicial para a mandioca em condi¢do de campo, reduzindo o estande em relagdo aos
tratamentos controle. Possivelmente houve agdo toxica direta sobre a fisiologia da planta
ou inducdo de suscetibilidade. J4 na concentragdo de 1% da curcuma proveniente de
Maringa, ndo houve diferenga estatistica em relacdo as testemunhas para o pardmetro
estande de plantas. Com relacdo a severidade e produtividade ndo se observaram
diferencas significativas entre os tratamentos.

Em trabalhos com outras plantas da familia Zingiberaceae, como ¢ o caso do
gengibre (Zingiber officinale), tem sido verificado o mesmo potencial para controle de
fitopatdgenos que a curcuma, também uma zingiberacea. Rodrigues et al. (1999) avaliaram
o potencial fungitoxico do gengibre em Alternaria solani, A. alternata, Sclerotium rolfsii,
Rhizoctonia solani e Colletotrichum graminicola. in vitro, verificaram a inibi¢do do
crescimento micelial dos fungos pelos extratos brutos nas concentragdes acima de 5% e
pelos 6leos essenciais nas aliquotas acima de 20 pl.. Em casa de vegetagdo, estudaram o
efeito da irrigacdo do extrato bruto (caldo), 4gua aromatizada e adi¢do de residuo sobre a
emergéncia, altura das plantas e pesos iimido e seco de parte aérea e raiz de feijoeiro
plantado em solo infestado com S. rolfsii. A irrigagdo com caldo e a cobertura morta
proporcionaram plantulas com altura e pesos superiores a testemunha.

Rodrigues et al. (2007) estudaram o controle do mofo branco (Sclerotinia
sclerotiorum) em alface por extratos aquosos de gengibre nas concentracdes de 1%, 5%,
10%, 15%, 20% e 25%, e também pela massa de gengibre aplicada na base das plantas. Os
resultados indicaram o potencial desses tratamentos para controle da doenga, o que pode
ocorrer tanto por atividade antimicrobiana direta quanto pela ativagdo de mecanismos de
defesa da alface.

Silva & Bach (2004) analisaram a possibilidade de indug@o de resisténcia como
método de controle de Bipolaris sorokiniana utilizando extrato de gengibre em plantas de
cevada, relacionando com concentragao de proteinas B-1,3-glucanase. A porcentagem de
protecdo foi acima de 90% tendo aumento em fun¢do do tempo (21, 48 e 72 h) entre a
aplicacdo do indutor e a inoculagdo com o patéogeno. Nas analises bioquimicas dos extratos
foliares dos referidos tratamentos, observou-se aumento na quantidade de proteina total da
mesma forma que houve aumento na atividade da enzima B-1,3-glucanase.

Neste trabalho, o controle da pinta preta ¢ da mancha bacteriana proporcionada
pelos extratos aquosos obtidos da formulagdo do pd soluvel de clircuma, associado a
auséncia de atividade antimicrobiana direta sobre A4. solani, indicam que o provavel

mecanismo envolvido nesta protecdo seja a indugdo de resisténcia.
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CAPITULO 111

EXTRATO FORMULADO DE Pycnoporus sanguineus PARA CONTROLE DE
Alternaria solani E DE Xanthomonas vesicatoria EM TOMATEIRO: TEMPO DE
PRATELEIRA, CONCENTRACAO E INTERVALO DE APLICACAO

1. RESUMO

Face aos problemas de contaminagdo ambiental ¢ danos em organismos ndo alvos
resultantes do uso indiscriminado de agrotoxicos, t€ém-se buscado novas medidas de
protec@o das plantas contra as doengas. O objetivo deste trabalho foi verificar a atividade
antimicrobiana in vitro contra Alternaria solani e Xanthomonas vesicatoria e o controle da
pinta preta e da mancha bacteriana no tomateiro, utilizando para tanto, produto formulado
estavel, na forma de p6 solivel, de basidiocarpo de Pycnoporus sanguineus. Para o teste de
estabilidade, o p6 soltvel foi armazenado a 40 °C por 0, 60, 120 ¢ 180 dias e testado em
cinco concentragdes (0, 50, 100, 150 e 200 mg L™). Definidos o tempo de prateleira ¢ a
melhor concentracdo, avaliaram-se os intervalos de aplicacao de sete, 14 ¢ 21 dias. Como
tratamentos controle foram utilizados os fungicidas azoxystrobin (200 mg do ingrediente
ativo — i.a. L") para a pinta preta e oxicloreto de cobre (400 mg i.a. L") para a mancha
bacteriana. Nao houve in vifro atividade antifiingica a antibacteriana dos extratos. A
concentragdo calculada de extrato de P. sanguineus que resultou em menor severidade das
doengas foi em média ao redor de 130 mg L™, com tempo de prateleira do p6 soluvel de 24
meses. In vivo, 0s extratos proporcionaram o mesmo nivel de controle da pinta preta e da
mancha bacteriana que os fungicidas utilizados, com eficiéncia de até 79,31%, em
intervalo de aplicagdo de sete dias. Estes resultados demonstram a eficiéncia do controle da
pinta preta e da mancha bacteriana do tomateiro, provavelmente por indugdo de resisténcia,

pelo extrato aquoso obtido de formulacao po soltvel de P. sanguineus.

Palavras-chave: Agroecologia, agricultura organica, controle alternativo, Basidiomycota.

2. ABSTRACT
Pycnoporus sanguineus formulated extract to the control of Alternaria solani and
Xanthomonas vesicatoria in tomato: shelf life, concentration and time of spraying
Due the environmental pollution and damages in non-target organisms, by the
indiscriminate use of pesticides in agriculture, it is necessary the search for new plant

diseases control technology. The objective of this study was to evaluate the in vitro



antimicrobial activity against Alternaria solani and Xanthomonas vesicatoria and the
control of early blight and bacterial spot on tomato plants, using stable formulation, as
soluble powder, from Pycnoporus sanguineus fruiting body. To determine the shelf life,
the soluble powder was kept at 40 °C during 0, 60, 120 and 180 days and assayed with five
concentrations (0, 50, 100, 150 and 200 mg L'l). When the shelf life and the best
concentrations were defined, it was evaluated the time-interval of spraying of seven, 14
and 21 days. As control treatments were used the fungicides azoxystrobin (200 mg of
active ingredient — a.i L) to early blight and oxychloride (400 mg a.i. L") to bacterial
spot. There were no in vitro antifungal and antibacterial activities from extracts. The
calculated concentration of P. sanguineus extract for the best control of diseases was 130
mg L™, with 24 months of shelf live to soluble powder. In vivo, the P. sanguineus extract
gave the same control of fungicides to early blight and bacterial spot, with values up to
79,31% of disease reduction, with spraying at seven days. These results show that the
aqueous extract obtained from P. sanguineus soluble powder formulation, can protect

tomato plants against early blight and bacterial spot, probably by resistance induction.

Keywords: Agroecology, organic growth, alternative control, Basidiomycota.

3. INTRODUCAO

A cultura do tomateiro (Lycopersicon esculentum) € suscetivel a grande nimero de
doengas, como a mancha bacteriana e a pinta preta. A mancha bacteriana causada por
Xanthomonas vesicatoria (ex Doidge) Vauterin et al. ¢ uma doenca de ocorréncia muito
frequente e destrutiva em condi¢des de elevada umidade, precipitagdo e temperaturas,
sendo o tomateiro suscetivel em qualquer idade e todos os orgdos da parte aérea sdo
afetados (LOPES & QUEZADO-SOARES, 2000). A pinta preta, causada por Alternaria
solani (Ellis & Martin) L.R. Jones & Grout, também ¢ uma das mais importantes e
freqiientes doengas da cultura, com alto potencial destrutivo e incidindo sobre folhas,
hastes, peciolos e frutos, ocasionando elevados prejuizos econdomicos (KUROZAWA &
PAVAN, 2005). A ocorréncia dessas doencas no tomateiro exige cuidados extras,
principalmente no caso de cultivo organico, em compara¢do com outras culturas mais
resistentes, o que tem levado muitos agricultores a optarem pelo cultivo convencional,
fortemente dependente do uso de defensivos quimicos (POPIA et al., 2007).

Anadlises de residuos de pesticidas indicam que em 18,27% das amostras de tomate

analisadas havia presenca de agrotoxicos acima do limite maximo permitido, como



fentoato e permetrina, como também de residuos de agrotéxicos ndo autorizados para esta
cultura, como aldicarbe (ANVISA, 2008).

Assim, face aos problemas que tem sido verificados pelo uso continuo de pesticidas
para o controle de doencas, como a selecdo de isolados dos patdgenos resistentes as
substancias quimicas utilizadas, poluicdo ambiental e intoxicacdes, t€ém-se buscado novas
medidas de protecdo das plantas. Uma das alternativas que tem demonstrado resultados
promissores, ¢ o uso de agentes bidticos e abidticos com propriedades antimicrobiana
direta e/ou de indugdo de resisténcia, a qual consiste na ativagdo de mecanismos de defesa
latentes existentes na propria planta hospedeira (STANGARLIN et al., 2011). Dentre os
diversos agentes, utilizados em trabalhos de indug@o de resisténcia de plantas a patogenos,
os basidiomicetos Lentinula edodes e Agaricus blazei vém se destacando (DI PIERO &
PASCHOLATI, 2004; DI PIERO et al., 2006; FIORI-TUTIDA et al., 2007).

Porém, extratos de outras espécies fungicas vém sendo estudados para esse fim,
como ¢ o caso de Pycnoporus sanguineus, que tem demonstrado potencial na indugdo de
resisténcia para o controle de diversas doencas de plantas.

Assi (2005), estudando o efeito da aplicagdo de extratos aquosos de basidiocarpos
de P. sanguineus contra Colletotrichum lindemuthianum em feijoeiro, concluiu que houve
o controle da antracnose ¢ que o mesmo pode ocorrer tanto por atividade antimicrobiana
direta, através da inibi¢do da germinag@o de conidios do patdgeno, quanto por indugdo de
resisténcia local e sistémica, através da ativacdo de peroxidases. Baldo et al. (2011)
obtiveram resultados semelhantes para o mesmo patossistema, observando ainda a
capacidade de inducdo de fenilalanina amoénia-liase, B-1,3 glucanase e de espécies reativas
de oxigénio.

Viecelli et al. (2009 e 2010), estudando o efeito da aplicagdo de extratos de P.
sanguineus contra Pseudocercospora griseola em feijoeiro, concluiram que os extratos
controlam a mancha angular através de atividade antimicrobiana sobre o patdogeno e
indugdo de peroxidases e polifenoloxidases, de forma localizada e sistémica.

Toillier et al. (2010) verificaram as atividades antibacteriana e indutora de
resisténcia de extratos de P. sanguineus para controle do crestamento bacteriano comum
em feijoeiro, utilizando extratos aquosos de basidiocarpo, micélio e filtrado de cultura
deste fungo. Foi observada atividade antibacteriana contra Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli apenas para o filtrado de cultura em concentragdes acima de 15% e para o extrato
de basidiocarpo em todas as concentracdes avaliadas. In vivo, os resultados indicaram o
potencial de extratos de basidiocarpos para o controle desta doenca em feijoeiro, o que

pode ter ocorrido tanto por atividade antimicrobiana direta quanto por indugdo de



resisténcia envolvendo a ativacdo das enzimas de defesa vegetal peroxidase,
polifenoloxidase, B-1,3 glucanase e fenilalanina amonia-liase.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi verificar a atividade antimicrobiana in
vitro e o controle no tomateiro contra Xanthomonas vesicatoria e Alternaria solani
utilizando formulacdes estaveis, obtidas a partir de extrato aquoso de basidiocarpo de P.

sanguineus, para determinar tempo de prateleira, intervalo de aplicagdo e dose.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. OBTENCAO E MANUTENCAO DOS PATOGENOS

Alternaria solani foi isolado a partir de lesdes em folhas de tomateiro infectadas
naturalmente, cultivado ¢ mantido em meio V8 a 25 °C e fotoperiodo de 12 h (BALBI-
PENA et al., 2006a), e, para a esporulacdo, foi utilizada metodologia de Pulz & Massola Jr.
(2009).

Para Xanthomonas vesicatoria foi utilizado o isolado 2010-24 proveniente de
Cacador/SC e fornecido pela Embrapa - CNPH, o qual foi cultivado em meio agar-
nutriente a 25 °C e mantido no escuro por 72 h. A manuten¢ao das bactérias ocorreu pelo

método simples de armazenamento a —20 °C (MARIANO & ASSIS, 2000).

4.2. OBTENCAO E AVALIACAO DO EXTRATO FORMULADO

A partir de extrato aquoso de P. sanguineus foi obtido um formulado p6 soluvel,
cujos detalhes metodoldgicos ndo sdo descritos em decorréncia de processo de
patenteamento. O pod soluvel obtido foi armazenado em embalagem de papel aluminizado
impermeavel (7 cm x 6,5 cm) contendo 1 g. Essas embalagens ou saches foram submetidos
ao processo de envelhecimento acelerado em estufa de circulag@o forgada de ar a 40 °C por
seis meses, ao que, ndo havendo alteracdo na atividade biologica do produto durante este
tempo de armazenamento, atribui-se ao mesmo a validade de 24 meses (ANVISA, 2004).

Com zero, 60, 120 e 180 dias de armazenagem os saches foram retirados e
utilizados para avaliar a atividade biologica em ensaios in vitro (atividade antimicrobiana)
e in vivo (controle de pinta preta e de mancha bacteriana no tomateiro). Para tanto, os
formulados foram dissolvidos em agua destilada esterilizada para obter concentragdes de 0,

50, 100, 150 € 200 mg L', imediatamente antes do uso.

4.3. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
Para A. solani foi avaliada a germinag@o de conidios em ldmina de microscopia

revestida com 800 puL de agar-agua 2% (STANGARLIN et al., 2010). Para tanto, aliquotas



de 50 pL dos formulados, com concentracdes corrigidas para se manter os valores
indicados, e aliquotas de 50 uL de suspensdo de esporos de A. solani (3x10* conidios mL"
", obtidos de uma cultura com 14 dias de idade, foram distribuidas na superficie das
laminas. Essas laminas foram incubadas em cdmara imida sob luz fluorescente durante 24
h a 20 °C e fotoperiodo de 12 h. Como testemunha foi utilizada 4gua destilada esterilizada
(BALBI-PENA et al., 2006a). Apos 24 h foram adicionados 40 uL de lactofenol com azul
de algodao em cada lamina, a fim de paralisar a germinacao dos esporos. Foram utilizadas
trés laminas por tratamento. O esporo foi considerado germinado quando o comprimento
do seu tubo germinativo era maior ou igual ao menor didmetro do esporo.

Para X. vesicatoria, 5 mL dos formulados, com concentra¢des corrigidas para se
manter os valores indicados anteriormente, foram esterilizados em filtro de seringa
(membrana com 0,45 pm de didmetro de poro) e adicionados assepticamente em tubo de
ensaio com meio caldo nutriente. A concentragdo bacteriana foi acertada para todos os
tratamentos em 4x10° unidades formadoras de colénia (UFC) mL’'. A multiplicagdo
bacteriana foi avaliada apos 24 horas pela leitura de absorbancia a 580 nm em
espectrofotometro.

Para estes ensaios foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado em
arranjo fatorial simples, considerando quatro tempos de armazenamento (0, 60, 120 e 180
dias) e cinco concentragdes (0, 50, 100, 150 e 200 mg L'l), com trés repeticdes, cujos
dados foram submetidos a andlise de variancia pelo programa SISVAR 5.3 (FERREIRA,
2003).

4.4. CONTROLE DE PINTA PRETA E MANCHA BACTERIANA NO TOMATEIRO
4.4.1. Avaliacao da concentra¢ao do formulado

Sementes de tomateiro hibrido Débora-Plus (Sakata Seed Sudamerica Ltda.) foram
semeadas em bandejas de poliestireno expandido com substrato comercial ¢ mantidas em
casa de vegetacdo climatizada a 28 °C +/- 3 °C. Apoés 30 dias as mudas foram
transplantadas para vasos de 1,5 L (uma planta por vaso) contendo mistura de solo, areia ¢
matéria organica (2:1:2) autoclavados (1 h a 121 °C e 1 atm, sendo repetida a operacdo 24
h apo6s). Vinte dias apés o transplante as plantas foram aspergidas até o ponto de
escorrimento com os formulados nas concentragdes indicadas. Trés dias apods o tratamento,
as plantas foram inoculadas com 4. solani (3x104 conidios mL™") ou X. vesicatoria (4x10°
UFC mL™") e mantidas em cdmara umida por 24 horas. Como tratamentos controle foram
utilizados os fungicidas azoxystrobin (200 mg do ingrediente ativo — i.a. L") para a pinta

preta e oxicloreto de cobre (400 mg i.a. L) para a mancha bacteriana. A severidade das



doencas foi avaliada no 28° dia apés a inoculagdo utilizando escalas diagramaticas
(BALBI-PENA et al., 2006b; MELLO et al., 1997).

Para estas avaliagdes foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado,
considerando quatro tempos de armazenamento do formulado, cinco concentragdes, com
trés repeticodes, sendo que estes dados foram submetidos a andlise de variancia e os dados
ajustados em andlise de regressdo e comparados individualmente com os tratamentos
controle pelo teste de Dunett a 5%, utilizando o programa SISVAR 5.3 (FERREIRA,
2003).

4.4.2. Avaliacao do intervalo de aplicacio do formulado

Para determinar o melhor intervalo de aplicacdo do formulado de P. sanguineus
para controle de pinta preta e mancha bacteriana no tomateiro, foram utilizados os mesmos
procedimentos ja descritos, com a particularidade de que foi utilizada apenas uma
concentragdo do formulado e um tempo de armazenamento, os quais apresentaram melhor
controle dessas doengas pelo ensaio anterior. Foram testados intervalos de aplicacdo de
sete, 14 e 21 dias, mantendo-se as inoculagdes do patdégeno sempre aos trés dias apds os
tratamentos. Mesmo para os intervalos de sete ¢ 14 dias ocorreram inoculagdes dos
patogenos todas as semanas para simular a ocorréncia de epidemias. Dessa forma, no total
foram cinco, trés e duas aplicacdes de formulado de P. sanguineus para os intervalos de
aplicacdo de sete, 14 e 21 dias, respectivamente, além de cinco inocula¢des dos patdgenos
em todas as plantas. A avaliagdo de severidade ocorreu aos 35 dias apds a primeira
inoculagao.

Para estas avaliagdes foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado,
considerando trés intervalos de aplicacdo e uma concentragdo do formulado, além dos
tratamentos controle negativo (com d&gua) e positivos (com fungicidas), com trés
repeti¢des. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo

teste de Tukey a 5%, utilizando o programa SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2003).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A anélise de variancia do efeito das concentracdes do extrato de P. sanguineus ¢ do
tempo de armazenagem do formulado pd soluvel sobre a germinagdo de conidios de A.
solani ndo foi significativa (Tabela 1). A média geral de conidios germinados foi de apenas

48,42% e nado houve atividade antimicrobiana direta sobre esse patogeno.



Tabela 1. Porcentagem de germinacdo de conidios de 4. solani na presenca de diferentes
concentragdes do extrato aquoso de P. sanguineus obtido de formulado p6 soluvel

armazenado por diferentes periodos.

Concentracdo do extrato” Dias'

(mgL™) 0 60 120 180
0 50,00 49,67 49,33 49,67
>0 47,00 49,00 49,00 49,00
100 48,33 50,00 50,00 49,33
150 46,67 50,00 50,00 50,00
200 43,67 41,67 44,67 45,00

Média 48,42

C.V. (%) 4,69

'Teste de envelhecimento acelerado do p6 soliivel, armazenado a 40 °C por diferentes periodos;
?Extratos aquosos obtidos no momento do uso a partir do pé solavel.
*Nio houve diferenga significativa entre os tratamentos.

Resultados indicando a presenga de atividade antimicrobiana de extratos de P.
sanguineus tem sido, no entanto, verificadas em outros trabalhos. Baldo et al. (2008)
observaram que extratos aquosos de basidiocarpos de P. sanguineus nas concentragdes 5,
10, 15 e 20% inibiram significativamente a germinag¢do de esporos de Uromyces
appendiculatus e Phakopsora euvitis, sendo que o extrato a 5% inibiu em 78,8% a
germinagdo de P. euvitis e a 20% inibiu em 72,9% a germinacdo de U. appendiculatus em
relacdo a testemunha agua.

Contra Colletotrichum lindemuthianum, Baldo (2008) verificou que extratos
aquosos de basidiocarpos de P. sanguineus nas concentracoes de 5, 10, 15 e 20% inibiram
a germinacdo dos conidios em até¢ 97%, enquanto que para o extrato de micélio de P.
sanguineus, a inibicao foi de até 40%.

Viecelli et al. (2010) verificaram que a germinacdo de esporos de
Pseudocercospora griseola (mancha angular do feijoeiro) foi reduzida em até 70% na
concentragdo de 20% do extrato aquoso obtido do micélio de P. sanguineus. Essa mesma
concentragdo reduziu totalmente o crescimento micelial do patdégeno e a esporulagido foi
reduzida em 100% a partir da concentragdo 5% do extrato aquoso. No entanto,
concentragdes de 1 a 20% do filtrado de cultura de P. sanguineus nao inibiram a
germinagdo de esporos, o crescimento micelial e a esporulacao desse patdogeno (VIECELLI

etal., 2009).



Quanto a atividade antibacteriana contra X. vesicatoria, também ndo se verificou
efeito significativo para o tempo de armazenamento do p6 soluvel e nem para a
concentracdo do extrato aquoso de P. sanguineus (Tabela 2). Verifica-se assim, que o
extrato de P. sanguineus nestes ensaios nao mostrou atividade antimicrobiana contra X

vesicatoria.

Tabela 2. Multiplicacdo de X. vesicatoria (medida em absorbancia a 580 nm) na presenga
de diferentes concentragdes do extrato aquoso de P. sanguineus obtido de formulado po

soluvel armazenado por diferentes periodos.

Concentracdo do extrato” Dias'
(mg L™ 0 60 120 180
>0 0,702 0,701 0,704 0,700
100 0,701 0,702 0,701 0,700
150 0,707 0,703 0,701 0,705
200 0,701 0,696 0,705 0,698
Controle’ 0,699 0,706 0,678 0,699
Média 0,700
CV% 7,534

'Teste de envelhecimento acelerado do p6 soluvel, armazenado a 40 °C por diferentes periodos;
Extratos aquosos obtidos no momento do uso a partir do p6 solavel;

3Caldo nutriente sem a presenga de extrato de P. sanguineus.

*Nzo houve diferenga significativa entre os tratamentos.

Toillier et al. (2010) verificaram a atividade antibacteriana de extratos aquosos de
basidiocarpo, micélio e filtrado de cultura P. sanguineus contra Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli, causadora do crestamento bacteriano comum em feijoeiro. Esses
pesquisadores observaram que apenas o filtrado de cultura em concentragdes acima de
15% e o extrato de basidiocarpo em todas as concentragdes avaliadas (1, 5, 10, 15 ¢ 20%)
inibiram a multiplicacdo bacteriana, diferentemente do encontrado neste trabalho. No
entanto, deve-se levar em consideragdo que mesmo a maior concentragdo aqui utilizada
(200 mg L™) é 50 vezes inferior a menor concentragio utilizada naquele trabalho,que foi

de 1%, o que pode explicar, assim, a auséncia de atividade antimicrobiana direta.

5.2. CONTROLE DE PINTA PRETA E MANCHA BACTERIANA DO TOMATEIRO
5.2.1. Avaliacido do tempo de armazenamento do pé soluvel e da concentracio
Houve controle da pinta preta causada por 4. solani em tomateiro tratado com

extrato soluvel de P. sanguineus, com a mesma eficiéncia do fungicida utilizado como



tratamento padrao (Figura 1). Ao utilizar o extrato obtido de po6 solavel houve redugdo na
severidade da doenga de forma dependente da concentracdo, em todos os tempos de
armazenamento, o efeito foi quadratico, mantendo-se a mesma eficiéncia, o que indica,
portanto, validade ou tempo de prateleira desse produto de 24 meses na forma de pd
solavel. As concentragdes de 50, 100 ¢ 150 mg L' para os tempos 0 ¢ 60 dias, ¢ de 100 ¢
150 mg L' para os tempos 120 e 180, dias ndo diferiram do tratamento com fungicida.
Para as equagdes quadraticas, a concentracdo calculada de extrato de P. sanguineus que
resultou em menor severidade da doenga foi em média ao redor de 130 mg L. Assim, para
os demais ensaios, como intervalo de aplicagdo, optou-se por utilizar esta concentracao.

Para bactérias ndo fitopatogénicas, outros trabalhos também indicam a atividade

antimicrobiana de P. sanguineus, conforme demonstrado por Sménia et al. (1995 e 1998).
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Figura 1 — Severidade da pinta preta, causada por 4. solani, em tomateiro tratado com
diferentes concentragdes (mg L) de extrato aquoso de P. sanguineus, obtido de formulado
p6 soluvel armazenado por zero, 60, 120 ou 180 dias a 40 °C. Fungicida: azoxystrobin
(200 mg L™"). Médias com letras distintas indicam diferenga estatistica (Dunett < 5%) em
relagdo ao tratamento fungicida.

Para a mancha bacteriana, também houve controle desta doenca pelo extrato aquoso
de P. sanguineus, com comportamento quadratico em relacao as diferentes concentragoes
testadas (Figura 2). A concentragdo de 150 mg L™ para os tempos zero ¢ 120 dias, ¢ de 50

e 150 mg L™ para os tempos 60 ¢ 180 dias de armazenamento do po solavel ndo diferiram



do tratamento com fungicida. Dessa forma, como a eficiéncia do produto foi mantida, a
validade ou tempo de prateleira do mesmo ¢ de 24 meses na forma de po solavel. A
concentragdo calculada de extrato de P. sanguineus que resultou em menor severidade da
doenga também foi em média ao redor de 130 mg L. Assim, para os demais ensaios,

como intervalo de aplicagdo, optou-se por utilizar esta concentracao.
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Figura 2 — Severidade da mancha bacteriana, causada por X. vesicatoria, em tomateiro
tratado com diferentes concentragdes (mg L'l) de extrato aquoso de P. sanguineus, obtido
de formulado pd soluvel armazenado por zero, 60, 120 ou 180 dias a 40 °C. Cobre:
fungicida oxicloreto de cobre (400 mg L'l). Médias com letras distintas indicam diferenca
estatistica (Dunett < 5%) em relagdo ao tratamento fungicida.

5.2.2. Avaliacio do intervalo de aplicaciao

Houve controle de A. solani em plantas de tomateiro tratadas com extrato de P.
sanguineus (Tabela 3), com eficiéncia média de 57,96% em relacdo a testemunha agua. O
melhor controle foi obtido quando o extrato foi aplicado em intervalo de sete dias (70,41%
de controle). No entanto, o extrato de P. sanguineus aplicado em intervalos de sete ¢ 14

dias nao diferiu do tratamento com fungicida.

Tabela 3. Efeito do intervalo de aplicagdo do extrato aquoso de P. sanguineus na

severidade (%) da pinta preta, causada por 4. solani, em tomateiro.



Intervalo (dias)

Tratamentos Controle (%)
7 14 21
P. sanguineus ' 7,10 bC’ 9,50 bB 15,60 bA 57,96
Fungicida® 5,40 bB 7,80 bAB 9,80 cA 69,96
Agua 24,00 aB 25,40 aAB 27,20 aA -
Meédia geral 14,64
C.V. (%) 10,77

"Extratos aquosos (130 mg L™ )obtidos no momento do uso a partir do p6 soliivel armazenado por 180 dias;
*Azoxystrobin (200 mg L™);

0 patogeno foi inoculado semanalmente em todas as plantas. A avaliagio de severidade ocorreu 35 dias
apos a primeira inoculagdo. Médias seguidas de mesmas letras, mintisculas nas colunas e maiusculas nas
linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 5%).

*Considerando a média dos trés intervalos de aplicagdo.

Para a mancha bacteriana (Tabela 4), a eficiéncia de controle proporcionada pelo
extrato de P. sanguineus foi de 58,15% em relacdo a testemunha agua. O melhor controle
foi obtido quando o extrato foi aplicado em intervalo de sete dias (79,31% de controle). No
entanto, o extrato de P. sanguineus aplicado em intervalo de sete dias ndo diferiu do

tratamento com oxicloreto de cobre.

Tabela 4 Efeito do intervalo de aplicagdo do extrato aquoso de P. sanguineus na

severidade (%) da mancha bacteriana, causada por X. vesicatoria, em tomateiro.

Intervalo (dias)

Tratamentos Z ” 51 Controle (%)
P. sanguineus’ 4,80 bC’ 10,60 bB 15,40 bA 58,15
Oxicloreto de cobre? 5,00 bB 6,80 cAB 9,60 cA 70,92
Agua 23,20 aB 23,60 aB 26,80 aA -
Média geral 13,97
C.V. (%) 14,70

"Extratos aquosos (130 mg L™ )obtidos no momento do uso a partir do pé soluvel armazenado por 180 dias;
%Oxicloreto de cobre (400 mg L™);

30 patogeno foi inoculado semanalmente em todas as plantas. A avaliagio de severidade ocorreu 35 dias
apos a primeira inoculagdo. Médias seguidas de mesmas letras, mintisculas nas colunas e maiusculas nas
linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 5%).

*Considerando a média dos trés intervalos de aplicagio.

Diversos trabalhos tém demonstrado o potencial de controle de doengas em plantas
por extratos derivados de P. sanguineus. Assi (2005) verificou que o extrato aquoso de

basidiocarpos de P. sanguineus a 20% controlou a antracnose, com redu¢ao de 70% na



severidade na 7* folha (tratada e inoculada), enquanto que para o fungicida (azoxystrobin)
a reducdo foi de 73%. Para a 8* folha (apenas inoculada), os extratos a 5, 10 e 20%
reduziram a severidade em 58, 64 e 68%, respectivamente, enquanto que para o fungicida a
reducdo foi de 74%. O controle da ferrugem asidtica em soja, causada por Phakopsora
phachyrhizi, foi estudado por Iurkiv (2008) utilizando as fragdes protéicas III (3,44 kda),
IV (2,79 kda) e V (1,82 kda), obtidas por cromatografia de filtragdo em gel, a partir do
extrato aquoso de basidiocarpo de P. sanguineus. Essas fracdes ndo inibiram in vitro a
geminacio dos uredosporos, mas a fragdo III reduziu o numero de pustulas por cm® de
folha, o que envolveu incremento local e sist€émico na atividade de B-1,3 glucanase.

Viecelli et al. (2009) utilizaram extratos aquosos de filtrado de cultura de
Pycnoporus sanguineus para controle da mancha angular causada por Pseudocercospora
griseola no feijoeiro, em concentragdes de 10 e 20%, e verificaram que a severidade foi
reduzida em 82% e 49% em casa de vegetacdo e a campo respectivamente, provavelmente
por inducdo de resisténcia envolvendo alteracdo na atividade das enzimas peroxidase e
polifenoloxidase. Ainda neste mesmo patossistema, Viecelli et al. (2010), nesta vez
utilizando extrato aquoso obtido de micélio de P. sanguineus, reduziram a severidade em
93% e 50% em casa de vegetacdo e a campo respectivamente, o que pode ter ocorrido
tanto por atividade antimicrobiana direta quanto pela ativacao dessas enzimas.

Toillier et al. (2010), utilizando extrato aquoso de micélio, basidiocarpo e filtrado
de cultura de P. sanguineus a 5% e 10%, verificaram o controle de Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli em feijoeiro, o que pode ter ocorrido tanto por atividade
antibacteriana, quanto por inducdo de resisténcia envolvendo a ativacdo das enzimas de
defesa peroxidase, polifenoloxidase, B-1,3 glucanase e fenilalanina amonia-liase.

Baldo et al. (2011), com o objetivo detectar in situ a formagao de espécies reativas
de oxigenio, particularmente peréxido de hidrogénio (H,0O,) e radical superoxido (O,7), em
plantas de feijdo, utilizaram extrato aquoso de micélio e de basidiocarpo de P. sanguineus
a 5%. Foi detectada formagao de H,O, em 48 horas ap6s a inoculacdo (hai) apenas para o
tratamento com extrato de basidiocarpo. Para O, ", foi detectada a formagao principalmente
para o tratamento com extrato de micélio em 48 hai. Em 192 hai todos os tratamentos
apresentaram reagdo para H>O, e O,  nas células epidérmicas e¢ do mesofilo,
provavelmente em decorréncia do processo infeccioso.

A ativacao de mecanismos de defesa em plantas tratadas com extratos derivados de
P. sanguineus também foi verificada por Peiter-Beninca et al. (2008), que testaram os
extratos diclorometanico, hexanico e etandlico obtidos de basidiocarpos de P. sanguineus,

em concentragdes de 100, 250, 500 ¢ 750 mg L™ em relagdo a inducio de fitoalexinas em



cotilédones de soja e mesocotilos estiolados de sorgo. Para sorgo, o extrato hexanico (750
mg L) proporcionou a maior indugio, porém sem diferir significativamente de
acibenzolar-S-metil (100 mg L™). Para soja, no entanto, nao houve indugao.

Neste trabalho, o controle da pinta preta e da mancha bacteriana do tomateiro
proporcionado pelos extratos aquosos obtidos de formulado p6 soluvel de P. sanguineus,
associado a auséncia de atividade antimicrobiana direta sobre 4. solani e X. vesicatoria,

indicam que o provavel mecanismo envolvido seja a indugdo de resisténcia.
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANVISA. Resolucdo n° 398, de 12 de novembro de 2004. Disponivel em
wWww.anvisa.gov.br.

ANVISA. Programa de analise de residuos de agrotoxicos em alimentos — PARA. 2008.
Disponivel em www.anvisa.gov.br/divulga/noticias/2009/150409.

ASSI, L. Controle de Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. Et. Magn.) Scrib, na
cultura do feijao (Phaseolus vulgaris L.) pelo extrato do cogumelo Pycnoporus
sanguineus (L. ex. Fr.). Marechal Candido Rondon. Dissertagdo (Mestrado em
Agronomia). UNIOESTE — Universidade Estadual do Oeste do Parand. 51p. 2005.

BALBI-PENA, M.I.B.; BECKER, A; STANGARLIN, J.R.; FRANZENER, G; LOPES,
M.C.; SCHWAN-ESTRADA, K.R.F. Controle de Alternaria solani em tomateiro por
extratos de Curcuma longa e curcumina - I. Avaliacdo in vitro. Fitopatologia Brasileira,
v.31,n.2, p.311-315, 2006a.

BALBI-PENA, M.I.B.; BECKER, A.; STANGARLIN, J.R.; FRANZENER, G.; LOPES,
M.C.; SCHWAN-ESTRADA, K.R.F. Controle de Alternaria solani em tomateiro por

extratos de Curcuma longa e curcumina - II. Avaliagdo in vivo. Fitopatologia Brasileira,
v. 31, n.4, p.401-404, 2006b.

BALDO, M. Aspectos histolégicos e bioquimicos da inducio de resisténcia em
feijoeiro e atividade antifingica por derivados de Pycnoporus sanguineus. Marechal
Céandido Rondon. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia). UNIOESTE — Universidade
Estadual do Oeste do Parana. 72p. 2008.

BALDO, M.; IURKIV, L.; MEINERZ, C.C.; FRANZENER, G.; KUHN, O.J;
STANGARLIN, J.R. Inibi¢do da germinagdo de esporos de Phakopsora euvitis €
Uromyces appendiculatus pelo extrato de Pycnoporus sanguineus. Congresso
Paulista de Fitopatologia, 31, Campinas. Summa Phytopathologica, v. 34
(suplemento), p. 94, 2008.

BALDO, M.; STANGARLIN, J.R.; FRANZENER, G.; ASSI, L.; KUHN, O.J.;
SCHWAN-ESTRADA, K.R.F. Deteccao in situ de espécies reativas de oxigénio em
feijoeiro tratado com extratos de Pycnoporus sanguineus ¢ inoculado com Colletotrichum
lindemuthianum. Summa Phytopathologica, v.37, n.4, p.174-179, 2011.



DI PIERO, R.M.; PASCHOLATI, S.F. Efeito dos cogumelos Lentinula edodes e Agaricus
blazei na interacdo entre plantas de tomate e Xanthomonas vesicatoria. Summa
Phytopathologica, v. 30, n.1, 2004.

DI PIERO, R.M.; WULFF, N.A.; PASCHOLATI, S.F. Partial purification of elicitors from
Lentinula edodes basidiocarps protecting cucumber seedlings against Colletotrichum
lagenarium. Brazilian Journal of Microbiology, v.37, p.169-174, 2006.

FERREIRA, D.F. Sisvar versio 5.3. DEX/UFLA. 2003.

FIORI-TUTIDA, A.C.G.; SCHWAN-ESTRADA, K.R.F.; STANGARLIN, J.R.;
PASCHOLATI, S.F. Extratos de Lentinula edodes e Agaricus blazei sobre Bipolaris
sorokiniana e Puccinia recondita f.sp. tritici, in vitro. Summa Phytopathologica, v. 33, p.
287-289, 2007.

IURKIV, L. Purificacio parcial de compostos biologicamente ativos a partir de
Pycnoporus sanguineus no controle de ferrugem asidtica em soja. Marechal Candido
Rondon. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia). UNIOESTE — Universidade Estadual do
Oeste do Parana. 118p. 2008.

KUROZAWA, C; PAVAN, A. Doengas do tomateiro. In: KIMATI, H.; AMORIM, L.;
BERGAMIN FILHO, A.; CAMARGO, L.E.A.; REZENDE, J.A.M. Manual de
fitopatologia: doencas das plantas cultivadas. V.2, Sdo Paulo: Editora Agrondmica
Ceres Ltda. p.690-719, 2005.

LOPES, C.A; QUEZADO-SOARES, A.M. Doengas causadas por bactérias em tomate. In:
ZAMBOMIM, L.; VALE, F.X.R.; COSTA, H. (Eds.). Controle de doencas de plantas.
Vol. 2. Vigosa: os editores. 2000. p.757-800.

MARIANO, R. L. R.; ASSIS, S. M. P. Preservagao de bactérias fitopatogénicas. In:
MARIANQO, R. L. R. (Coord.) Manual de praticas em fitobacteriologia. Recife:
Universidade Federal Rural de Pernambuco, 2000. p. 37-47.

MELLO, S.C.M., TAKATSU, A.; LOPES, C.A. Escala diagramatica para avaliagdo da
mancha-bacteriana do tomateiro. Fitopatologia Brasileira, v.22, p.447-448, 1997.

PEITER-BENINCA, C.; FRANZENER, G.; ASSI, L.; IURKIV, L.; ECKSTEIN, B.;
COSTA, V.C.; NOGUEIRA, M.A.; STANGARLIN, J.R.; SCHWAN-ESTRADA, K.R.F.
Indugdo de fitoalexinas e atividade de peroxidases em sorgo e soja tratados com extratos de

basidiocarpos de Pycnoporus sanguineus. Arquivos do Instituto Biologico, v.75, n.3,
p.285-292, 2008.

POPIA, AF.; CIDADE JUNIOR, H.A.; HAMERSCHMIDT, 1.; TOLEDO, M.V.; ASSIS,
O. Manual de olericultura orgénica. Curitiba: EMATER/SEAB, 2007. 128 p.

PULZ, P.; MASSOLA JR., N.S. Efeito de meios de cultura e fatores fisicos no crescimento
e esporulagdo de Alternaria dauci e A. solani. SummaPhytopathologica, v.35, n.2, p.121-
126, 2009.

SMANIA, A.; DELLE MONACHE, F.; SMANIA, E.F.A_; GIL, M.L.;BENCHETRIT,
L.C.; CRUZ, F.S. Antibacterial activity of a substance produced by fungus Pycnoporus
sanguineus (Fr.) Murr. Journal of Ethnopharmacology, v.45, p.177-181, 1995.



SMANIA, E.F.A.; SMANIA Jr, A.; LEITE, C.L. Cinnabarin synthesis by Pycnoporus
sanguineus strains and antimicrobial activity against bacteria from food products. Revista
de Microbiologia, v.29, n.4, 1998.

STANGARLIN, J.R.; FRANZENER, G.; SCHWAN-ESTRADA, K.R.F.; CRUZ, M.E.S.
Estratégias de selecdo e uso de extratos de plantas no controle microbiano in vitro. In:
SCHERWINSKI-PEREIRA, J.E. (Org.). Contaminacdes microbianas na cultura de
células, tecidos e orgaos de plantas. 1° ed. Brasilia/DF: Embrapa Informacgao
Tecnologica, 2010, v. 1, p. 293-345.

STANGARLIN, J.R.; KUHN, O.J.; ASSI, L.; SCHWAN-ESTRADA, K.R.F. Control of
plant diseases using extracts from medicinal plants and fungi. In: MENDEZ-VILAS, A.
(Ed.). Science Against Microbial Pathogens: Communicating Current Research and
Technological Advances. Badajoz: Formatex, 2011. p.1033-1042.

TOILLIER, S.L.; IURKIV, L.; MEINERZ, C.C.; BALDO, M.; VIECELLI, C.A.; KUHN,
0.J.; SCHWAN-ESTRADA, K.R.F.; STANGARLIN, J.R. Controle de crestamento
bacteriano comum (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli) e alteragcdes bioquimicas em
feijoeiro induzidas por Pycnoporus sanguineus. Arquivos do Instituto Biolégico, v.77,
p-99-110, 2010.

VIECELLI, C.A.; STANGARLIN, J.R.; KUHN, O.J.; SCHWAN-ESTRADA, K.R.F.
Inducdo de resisténcia em feijoeiro a mancha angular por extratos de micélio de
Pycnoporus sanguineus. Summa Phytopathologica, v.36, p.73-80, 2010.

VIECELLI, C.A.; STANGARLIN, J.R.; KUHN, O.J.; SCHWAN-ESTRADA, K.R.F.
Inducdo de resisténcia em feijoeiro por filtrado de cultura de Pycnoporus sanguineus
contra Pseudocercospora griseola. Tropical Plant Pathology, v.34, p.87-96, 2009.



7. CONSIDERACOES FINAIS

Produtos formulados estdveis, na forma de po6 soliuvel, de folhas de alecrim
(Rosmarinus officinalis), rizomas de curcuma (Curcuma longa) e basidiocarpos de
Pycnoporus sanguineus, nao apresentaram atividade antimicrobiana direta in vifro contra
Alternaria solani e Xanthomonas vesicatoria, o que caracteriza entdo, esses produtos como
potenciais indutores de resisténcia.

In vivo, os testes de estabilidade do p6 soltivel armazenado a 40 °C por 0, 60, 120 e
180 dias e testados em cinco concentragdes (0, 50, 100, 150 ¢ 200 mg L) foram validados
para o tempo de prateleira de 24 meses, constatando-se ainda que os extratos
proporcionaram o mesmo nivel de controle da pinta preta e da mancha bacteriana que os
tratamentos controles utilizados, com eficiéncia de até 75% para alecrim, 74% para
curcuma e 79% para P. sanguineus, sendo que a melhor concentracao calculada para todos
os extratos foi em média de 130 mg L. Nos ensaios de avaliagio dos intervalos de
aplicacdo, pulverizacdes a cada sete dias apresentaram maior nivel de controle.

Avaliando-se os dados de forma conjunta, para os trés tipos de po6 soluvel, ndo se
constataram diferengas significativas para os mesmos. Assim, a utilizacdo de um ou outro
extrato dependera daquele que estiver a disposi¢do, considerando-se a época do ano ¢ a
disponibilidade de alecrim, clircuma ou P. sanguineus.

Estes resultados demonstram a efici€éncia do controle da pinta preta ¢ da mancha
bacteriana do tomateiro, provavelmente por indugdo de resisténcia, pelo extrato aquoso

obtido de formulagdo po soluvel de R. officinalis, C. longa e P. sanguineus.



