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Ata da reunido da Comissdo Julgadora da defesa de Tese da Bidloga CLAIR APARECIDA
VIECELLI. Aos vinte e oito dias do més de maio de 2012, as 14h00min, sob a
presidéncia do Prof. Dr. José Renato Stangarlin em sessdo plblica reuniu-se a Comissdo
Julgadora da defesa da Tese da Bidloga Clair Aparecida Viecelli, discente do Programa de
Pés-Graduagdo stricto sensu em Agronomia — Nivel Doutorado com area de concentracdo
em “PRODUCAO VEGETAL”, visando & obtencdo do titulo de “DOUTOR EM
AGRONOMIA”, constituida pelos membros: Prof. Dr. Roberto Luis Portz (UFPR), Prof.a
Dr.a Vivian Carré Missio (UFPR), e Prof. Dr. Qdair José Kuhn, Prof. Dr. Affonso Celso .
Gongalves Junior e Prof. Dr. José Renato Stangarlin {Orientador).

Iniciados os traba[hos, a candidata apresentou seminario referente aos resultados obtidos
e submeteu-se a defesa de sua Tese, intitulada: “FORMULACAO DE EXTRATOS
VEGETAIS E FUNGICO PARA CONTROLE ALTERNATIVO DE DOENCAS NO
FEIJOEIRO”.

Terminada a defesa, procedeu-se ao julgamento dessa prova, cujo resultade foi o
sequinte, observada a ordem de arguicdo:

Prof. Dr. RODEIO LUIS POz et iee i et it s iesea s et ieane s s bebennas Aprovada
Prof.@ Dr.@ VivIan Carr MiSSiO. .. uuueeee e iererienearirmretrastseneniassntsssestasieeenenees Aprovada
Piof., Dr. @dait JoSE Ko rrmmmsesvimmmesmsmmssgm s S s s s Aprovada
Prof. Dr. Affonsa Celso GONGAIVES JUMiOr e eers iereeirensiianiesscresnessesnsereeresaneanes Aprovada
Prof. Dr. José Renato Stangarlin (Orientador) ... covecuiieiiiieiieieeiiereerennaaenens Aprovada

Apurados os resultados, verificou-se que a candidata foi habilitada, fazendc jus,
portanto, ao titulo de “DOUTOR EM AGRONOMIA”, irea de concentracio:
"PRODUGCAO VEGETAL"”. Do que, para constar, lavrou-se a presente ata, que vai
assinada pelos senhores membros da Comissdo Julgadora,

. Marechal Cand:do Rondon, 28 de maio de 2012,
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RESUMO

A cultura do feijoeiro (Phaseolus vulgaris) apresenta importancia significativa no
ambito socio econémico mundial, porém, a producdo ¢ comprometida por doencas
fungicas como a mancha angular (Pseudocercospora griseola) e bacteriana como o
crestamento comum (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli), que dependem
basicamente de controle quimico para o manejo, comprometendo, em contrapartida,
a qualidade ambiental e a saude do agricultor e consumidor. Com o objetivo de
desenvolver um extrato alternativo aos fungicidas, formulou-se extrato seco de
alecrim (Rosmarinus officinalis), circuma (Curcuma longa) e Pycnoporus sanguineus
e realizou-se testes de estabilidade acelerada, atividade antimicrobiana direta,
efeitos sobre o desenvolvimento vegetativo do feijoeiro e eficiéncia na reducédo da
severidade dessas doencas. Foram usadas concentracdes de 50, 100, 150 e 200
mg L™, além da testemunha agua, e controles quimicos fungicida (azoxystrobin 40
mg i.a. L) para os ensaios com mancha angular e antibiético (22,5 mg L™ de
oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina) para o crestamento bacteriano
comum. O melhor resultado foi testado a campo avaliando-se a area abaixo da curva
de progresso da doenca (AACPD) e aspectos de produtividade. Para o extrato seco
de alecrim, os resultados indicaram que a validade é de 24 meses. Houve
especificidade da validade dos extratos de circuma e P. sanguineus dependendo do
patossistema, assim, para a mancha angular do feijoeiro, a validade do extrato seco
de clircuma € de 24 meses, e quando se visa controlar o crestamento bacteriano
comum a validade € de 18 meses. Da mesma forma, a validade do extrato seco de
P. sanguineus para mancha angular é de 24 meses e para o crestamento bacteriano
€ de 12 meses. In vitro, apenas o0 extrato de alecrim ndo apresentou atividade
antimicrobiana direta sobre P. griseola, os demais tratamentos tenderam a inibir a
germinacao de P. griseola e a multiplicagdo de X. axonopodis pv. phaseoli. Todos os
tratamentos tenderam a incrementar massa fresca e seca da parte aérea e raiz do
feijoeiro. A severidade de ambas as doencas em casa de vegetacdo nao foi
significativa para o extrato de P. sanguineus, no entanto a severidade foi reduzida
para a concentracdo de 150 mg L™ para o extrato de alecrim e 50 mg L™ para
curcuma. Estas ultimas concentragBes foram testadas a campo com 1, 2 e 3
aplicacoes em intervalos de 14 dias a partir da semeadura. A campo, 0 extrato seco
de alecrim reduziu a AACPD e incrementou a produtividade (Kg ha™) quando
realizado uma aplicacdo aos 14 dias da semeadura, em plantas desafiadas com P.
griseola, e trés aplicacdes para o crestamento bacteriano comum. Para o extrato de
curcuma, houve necessidade de trés aplicacdes para controlar ambas as doencgas.
Estes tratamentos foram superiores a testemunha e semelhantes ao controle
guimico. Em suma, a pesquisa desenvolvida com alecrim e carcuma fornece um
extrato eficiente para o controle da mancha angular e do crestamento bacteriano
comum do feijoeiro. Esses extratos, juntamente com P. sanguineus, estdo sendo
testados em diferentes culturas para o controle de doencgas, podendo ampliar a
recomendacdo para outras plantas, sendo uma alternativa viavel e ecologicamente
correta para a producdo agricola, respeitando o meio ambiente, o produtor e o
consumidor.

Palavras-chave adicionais: Rosmarinus officinalis, Curcuma longa, Pycnoporus
sanguineus, Phaseolus vulgaris.
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PLANT AND FUNGAL FORMULATED EXTRACTS FOR ALTERNATIVE
CONTROL OF BEAN DISEASES

ABSTRACT

The bean (Phaseolus vulgaris) has a significant economic and social importance, but
the production is affected by fungal diseases such as angular leaf spot
(Pseudocercospora griseola) and common bacterial blight (Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli), which depend primarily of chemical control for the management,
compromising, however, environmental quality and health of the farmer and
consumer. In order to develop an alternative product that respects the environment,
dry extract of rosemary (Rosmarinus officinalis), turmeric (Curcuma longa) and
Pycnoporus sanguineus were submited to accelerated stability tests, antimicrobial
activity, effects on vegetative growth of bean and efficiency in reducing the severity of
that disease. Thus were used concentrations of 50, 100, 150 and 200 mg L™, water
and chemical fungicides (azoxystrobin 40 mg L™) for angular leaf spot and antibiotic
(22.5 mg L™ + oxytetracycline 225 mg L™ streptomycin) for common bacterial blight.
The best result was field-tested on area under the disease progress curve (AUDPC)
and on aspects of productivity. To the extract of rosemary, the results report that the
validity is 24 months. To turmeric extracts and P. sanguineus the validity depending
on the pathosystem, and to angular leaf spot, the validity of the extract of turmeric is
24 months, and when it seeks to control bacterial blight shelf life is 18 months.
Likewise, extract of P. sanguineus to control angular leaf spot the validity of 24
months and for the bacterial blight 12 months. In vitro, only rosemary extract showed
no antimicrobial activity on P. griseola, the other treatments tended to inhibit the
germination of P. griseola and the multiplication of X. axonopodis pv. phaseoli. All
treatments tended to increase fresh and dry mass of shoots and roots of beans. The
severity of both diseases in the greenhouse was not reduced for the extract of P.
sanguineus, but was reduced for concentrations of 150 mg L™ for rosemary extract
and 50 mg L™ for turmeric. Those latter concentrations were tested in the field with 1,
2 and 3 shots at intervals of 14 days after planting. In the field, the dry extract of
rosemary reduced the AACPD and increased the productivity (kg ha™) with one
application 14 days after planting. To angular leaf spot, and with three applications
for common bacterial blight. To the extract of turmeric, it is suggested three
applications for controlling both diseases. These treatments were similar to chemical
controls. Thus study conducted with rosemary and turmeric provides an efficient
product for the control of angular leaf spot and bacterial blight of bean. These
products, along with P. sanguineus, are being tested in different cultures to disease
control, and may extend the recommendation for other plants, being a viable
alternative and environmentally friendly for agricultural production, respecting the
environment, the producer and consumer.

Keywords: Rosmarinus officinalis, Curcuma longa, Pycnhoporus sanguineus,
Phaseolus vulgaris.
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1 INTRODUCAO

A cultura do feijoeiro, que tem como espécie mais cultivada o Phaseolus
vulgaris, conhecido popularmente como feijdo comum, é a base alimentar da
populacdo brasileira devido a qualidade da composi¢cdo bromatolégica dos gréos
(BOREM & CARNEIRO, 2006; FRANCO, 1997). O apreco ao produto associado ao
baixo valor agregado na pos-colheita permite suprir todas as classes sociais, 0 que
em contrapartida aumenta a demanda de producdo que muitas vezes ndo atende o
mercado interno (YOKOYAMA & STONE, 2000). Uma das alternativas para
aumentar a producado de feijoeiro € aumentar a eficiéncia do controle de doencas,
principalmente mancha angular (Pseudocercospora griseola) e o0 crestamento
bacteriano comum (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli), destacadas pela
reducdo na producao e agregacao de custo devido ao manejo necessario.

Uma técnica explorada para o controle dessas doencas € a pulverizagao
com agrotoxicos (SARTORATO & RAVA, 2003), a qual se apresenta como solucao
em imediato, mas a longo prazo oferece riscos para a sociedade e ao meio ambiente
(GHINI & KIMATI, 2000), podendo afetar a saide do homem, a qualidade do solo,
agua, ar e exercer um impacto sobre a vida selvagem (SILVA & FAY, 2004), uma
vez que apenas 1% dos agrotoxicos aplicados de fato atingem o organismo alvo
(RAVEN, EVERT & EICHHORN, 2010). Para reduzir essa agressdo ao meio
ambiente, deve-se considerar um manejo integrado da cultura, associando o uso de
produtos quimicos a praticas culturais, selecédo de cultivares resistentes (AZEVEDO,
2003), controle fisico (BEDENDO, MASSOLA Jr. & AMORIM, 2011) e controle
alternativo de doencas.

O controle alternativo de doencas, o qual inclui o controle biolégico e a
inducao de resisténcia em plantas, prioriza o uso de produtos naturais com atividade
antimicrobiana e/ou indutora de resisténcia (SCHWAN-ESTRADA, STANGARLIN &
CRUZ, 2003) e, atualmente, apresentam-se imprescindiveis para o controle de
enfermindades de plantas de forma eficiente e a0 mesmo tempo menos agressivos a
saude humana e ao equilibrio do ecossistema (ROMEIRO, 2008).

A inducao de resisténcia envolve a expressdo genética dos mecanismos de
defesa latentes na planta, com efeitos locais e sistémicos (MORAES, 1992), perante
aplicacdo exdgena de indutores de resiténcia (GUZZO et al., 1999). Os indutores
sdo compostos por agentes bioticos ou abidticos (HAMMERSCHMIDT & DANN,
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1997) capazes de ativar mecanismos chaves de resisténcia, como as enzimas
peroxidase (FRIC, 1976) e polifenoloxidases, além de fototoxinas, espécies ativas de
oxigénio (PASCHOLATI, 2011) e B-1,3-glucanases (CORNELISSEN & MELCHERS,
1993), além de alteracOes fisiolégicas como a sintese de proteinas relacionadas a
patogénese (Proteinas-RP) (AGRIOS, 2005) e clorofila (STANGARLIN &
PASCHOLATI, 2000).

Os indutores de resisténcia em plantas sao classificados em bidticos, no qual
se consideram 0S microorganismos viaveis ou inativos, e agentes abibticos, como
acido aminobutirico (COHEN, 1996), &cido 2,6-dicloroisonicotinico (INA)
(HIJWEGWN et al., 1996) e acibenzolar-S-metil (ASM) (PASCHOLATI, 2011), metais
pesados, luz ultravioleta, acido salicilico, fosfitos e silicatos, entre outros
(CAVALCANTI et al., 2005).

Entre os indutores ndo convencionais pode-se incluir os extratos de plantas
medicinais e 6leos essenciais (STANGARLIN et al., 1999; SCHWAN-ESTRADA,
STANGARLIN & CRUZ, 2003; SCHWAN-ESTRADA & STANGARLIN, 2005), bem
como o0s extratos obtidos de cogumelos (DI PIERO, GARCIA & TONUCCI, 2005).
Entre as plantas medicinais testadas em patégenos do feijoeiro ressalta-se alecrim
(Rosmarinus officinalis L.) (VIGO-SCHULTZ, 2008; ARSLAN, ILHAN &
KARABULUT, 2009; BRAND et al., 2010) e curcuma (Curcuma longa L.) (SINGH &
RAI, 2000) e entre os basidiomicetos cita-se Pycnoporus sanguineus (ASSI, 2005;
BALDO, 2008; BALDO et al., 2008; VIECELLI et al., 2009; TOILLIER et al., 2010).

Os resultados em potencial com alecrim, circuma e P. sanguineus serviram
de alicerce para o objetivo do trabalho em formular trés extratos baseadas nos
principios ativos dessas plantas e fungo e determinar a validade e a eficiéncia dos
mesmos para estabelecer a recomendacao técnica, visando o controle da mancha

angular e do crestamento bacteriano comum na cultura do feijoeiro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CULTURA DO FEIJOEIRO

O feijoeiro é cultivado em todo o mundo e apresenta alto valor nutritivo
(BOREM & CARNEIRO, 2006). Para cada porcdo de 100 g, o feijdo fornece 22 g de
proteinas, 57 g de glicidos, 1,5 g de gorduras, 120 mg de calcio, 8,2 mg de ferro, 2,4
mg de niacina, 1 mg de vitamina C, 0,37 mg de vitamina B1, 0,16 mg de vitamina
B2, 0,2 mg de vitamina B6 e 180 um de &cido félico (FRANCO, 1997). Esta rica
composicdo bromatoldgica € um dos principais responsavel pela difusédo da cultura.

O feijoeiro é classificado no género Phaseolus, que inclui aproximadamente
100 espécies, das quais apenas quatro séo cultivadas: P. vulgaris L. (feifjao comum),
P. coccineus L. (feijdo ayocote), P. acutifolius F. (feijao tepari) e P. lunatus L. (feijao
de lima). O feijao comum € o mais plantado, sendo responsavel por cerca de 95% da
producdo mundial de Phaseolus (YOKOYAMA & STONE, 2000). E uma planta anual
herbacea e termdfila, isto €, ndo suporta geada. Seu cultivo visa principalmente a
producéo de gréos (VIEIRA & HEMP, 1992).
A producgao nacional de feijao registrada em 2011, considerando as trés safras
do produto, foi de 3.550.107 toneladas, 10,9% maior que a da safra de 2010,
enguanto que a area colhida de 3.707.201 ha também apresentou aumento de 7,1%.
O produto é cultivado em todo o territério nacional, sendo que 0s seis principais
Estados (PR, MG, GO, SP, CE e BA), responderam por 70,1% do total produzido no
Pais. O Parana manteve-se como principal produtor, com uma participagdo na
producédo de 23%, ou seja, 815.998 toneladas, 3% superior a obtida em 2010 (IBGE,
2011).

Porém, a producéo brasileira de feijao tem sido insignificante para abastecer o
mercado interno. A partir de 1994 o pais aumentou suas importacdes, predominando
a importacédo do feijdo preto vindo da Argentina, onde o consumo de feijao nao
passa de 0,3 kg hab™ ano® (YOKOYAMA & STONE, 2000). Segundo Yokoyama
(2000), uma projecéo futura indica 0 aumento da demanda do produto, considerando
o crescimento médio de 0,01% ao ano, estima-se que 0 consumo per capita que
atualmente é de 16,0 kg hab™ ano™ passe para 18,6 kg hab™ ano™ em 2014.

O aumento da demanda do feijdo garante a venda do produto, motivo que

estimula os agricultores, a qual, de acordo com o Censo Agropecuario (2006) é feita
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basicamente por pequenos produtores, o que facilita 0 manejo de doencas, principal
gargalo da producédo do feijoeiro, que apresenta suscetibilidade a um grande nimero
de patégenos.

O feijoeiro € afetado por mais de 300 doencas causadas por virus, bactérias,
fungos e nematdides, as quais contribuem para o seu baixo rendimento, em todas as
regides do mundo onde é praticada (SARTORATO; RAVA & RIOS, 1996). Muitas
doencas podem causar, dependendo das condicbes do ambiente, danos totais na
producdo ou, entdo, dependendo do nivel de contaminacdo, inviabilizar
determinadas areas para o cultivo (PAULA JUNIOR & ZAMBOLIM, 1998). Esses
danos podem ser observados tanto nas plantas como nos grdos armazenados,
comprometendo a qualidade e a comercializacdo do produto. Entre as doencas,

destaca-se a mancha angular e o crestamento comum do feijoeiro.

2.2 DOENCAS DO FEIJOEIRO

2.2.1 MANCHA ANGULAR - Pseudocercospora griseola

A mancha angular do feijoeiro, causada pelo fungo hemibiotrofico
Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & Braun (sin. Phaeoisariopsis griseola
(Sacc.) Ferraris) ocorre nas regibes tropicais e subtropicais e encontra-se
disseminada em todas as partes produtoras de feijdo do mundo. Essa doenca, até
1990 era considerada secundaria (DALLA PRIA et al., 1999) e atualmente € um dos
principais problemas para a cultura do feijao devido a alta intensidade com que vem
ocorrendo, sendo responsavel por perdas significativas na producao (VALE, COSTA
& ZAMBOLIM, 1997). No Parana, a mancha angular vem merecendo atencao,
principalmente em regides agricolas que fazem o plantio consecutivo de variedades
suscetiveis (CARNEIRO, AMORIM & BERGAMIN FILHO, 1997), onde os danos
podem atingir 40% na auséncia de medidas de controle (DALLA PRIA et al., 1999).

2.2.1.1 SINTOMAS

Os sintomas da doenca manifestam-se nas folhas, caule e vagens, ramos e
peciolos (VALE, COSTA & ZAMBOLIM, 1997). Nas folhas primarias, as lesdes
apresentam conformacao irregular de cor castanho escura. Nas folhas trifoliadas
formam-se lesBes necréticas de coloracdo acinzentada e formato irregular.

Posteriormente, estas adquirem coloracdo marrom-escura e formato angular, sendo
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delimitadas pelas nervuras (BIANCHINI, MARINGONI & CARNEIRO, 2005). Essas
lesbes podem coalescer, causando amarelecimento e desfolha prematura das
plantas. Nas vagens, as lesdes sao superficiais, circulares e com coloracao
castanho avermelhada e bordos escuros, favorecendo a producédo de sementes mal
desenvolvidas ou enrugadas. No caule, ramos e peciolos as lesdes sdo alongadas e
de cor castanha (VALE, COSTA & ZAMBOLIM, 1997).

A infeccdo das sementes reduz a germinacdo e o desenvolvimento das
plantulas. P. griseola produz conidioforos sobre as lesdes apds periodos de 24 a 48
horas de continua umidade (SARTORATO, RAVA & RIOS, 1996), formando uma
eflorescéncia de cor cinza escura a negra, caracteristica da frutificacdo do fungo
(SARTORATO & RAVA, 2003).

2.2.1.2 ETIOLOGIA

A mancha angular do feijoeiro é causada pelo fungo hemibiotréfico
Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & Braun [sin. Phaeoisariopsis griseola
(Sacc.) Ferraris]. Produz sinemas (corémios) na face inferior da folha, compostos por
8 a 40 conididforos paralelos e escuros, compondo um feixe colunar com 0s esporos
na extremidade. Os sinemas apresentam 250 pm de comprimento e 20-40 um de
largura, os quais formam tufos visiveis a olho nu. Os conidios sdo de cor cinza,
cilindricos a fusiformes, as vezes curvos, com dois a seis septos, medindo 35-70 um
de comprimento e 5-7,5 ym de largura no centro e 1,5-2 ym de largura na base. P.
griseola sobrevive em sementes e restos de cultura, sendo disseminado pelo vento,
respingos de chuva e particulas de solo. A viabilidade do fungo na semente diminui
com o tempo. Os conidios germinam em temperaturas entre 8 e 32 °C, com 6timo a
20-28 °C. O desenvolvimento da doenca ocorre em temperaturas entre 16 e 28 °C,
preferencialmente a 24 °C. O fungo penetra pelos estdbmatos e coloniza o
hospedeiro. Os sintomas aparecem cerca de 8-12 dias apo0s, quando entdo o
estroma se desenvolve na cavidade sub-estomatica. A esporulacdo ocorre durante
periodos de alta umidade (BIANCHINI, MARINGONI & CARNEIRO, 2005).

2.2.1.3 CONTROLE

O controle da mancha angular pode ser feito através do uso de sementes
sadias, eliminacéo dos restos culturais infectados, rotagcdo de culturas, variedades
com bom nivel de resisténcia (VALE, COSTA & ZAMBOLIM, 1997), tratamento
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quimico da semente e pulverizacdo da cultura com fungicidas (SARTORATO &
RAVA, 2003).

2.2.2 CRESTAMENTO BACTERIANO COMUM - Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli

O crestamento bacteriano comum é causado pela bactéria Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli (Smith 1987) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings 1995
(BIANCHINI, MARINGONI & CARNEIRO, 2005). E uma enfermidade de
disseminagcdo mundial, que pode causar projuizos severos (VIEIRA, 1988)
principalmente em cultivos nas areas mais quentes e umidas (VIEIRA, VIEIRA &
VIEIRA, 2001). As regibes muito baixas (inferior a 300 metros de altitude)
normalmente sédo caracterizadas pela reduzida incidéncia dessa doenca. Apesar de
sua especificidade, ndo se recomenda o0 uso de antibiéticos devido a baixa eficiéncia
desses produtos (FANCELLI & DOURADO NETO, 2007).

2.2.2.1 SINTOMAS

A bactéria X. axonopodis pv. phaseoli causa sintomas visiveis em toda a parte
aérea da planta, inicialmente como manchas encharcadas nas folhas, que
aumentam de tamanho e progridem para necroéticas. Pode haver um ténue halo
amarelecido ao redor das lesdes. Temperatura e umidades elevadas favorecem o
desenvolvimento da doenca (BIANCHINI, MARINGONI & CARNEIRO, 2005).

O principal modo de disseminacao da bactéria de uma area para a outra se faz
através de sementes contaminadas, e dentro de uma plantacdo, através de
respingos de chuva, implementos agricolas e insetos. As plantas originarias de
sementes infectadas podem desenvolver lesdes que circundam o né cotiledonar,
provocando o seu enfraquecimento e a quebra do caule, o qual ndo suporta o peso
das vagens (ROSOLEM & MARUBAYASHI, 1994). As sementes infectadas podem
apresentar-se descoloridas, enrugadas, ou simplesmente ndo apresentar sintomas
visiveis (SARTORATO & RAVA, 2003).

2.2.2.2 ETIOLOGIA
X. axonopodis pv. phaseoli forma colénias amareladas de bordos lisos,
convexas, brilhantes e circulares quando cultivada em meio nutriente-agar contendo

glicose ou sacarose. A bactéria é baciliforme, gram-negativa, possui um flagelo polar
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e cresce a 37 °C (BIANCHINI, MARINGONI & CARNEIRO, 2005). A bactéria
sobrevive em sementes por periodos varidveis de dois a 15 anos, no estado
hipobiotico (latente), podendo estar localizada interna ou externamente a semente,
sem perder sua patogenicidade (RAVA & SARTORATO, 1994). A abrasao em folhas
de feijoeiro, provocadas por particulas de solo dispersas pelo vento, € suficiente
para favorecer epidemias do crestamento bacteriano comum (AMORIM &
PASCHOLATI, 2011).

2.2.2.3 CONTROLE

O controle é realizado através da adocao de véarias medidas culturais. A
maioria das variedades em uso nas diferentes regifes do pais € suscetivel e a
eficacia do controle com produtos bactericidas, incluindo fungicidas a base de cobre,
€ contraditéria (BIANCHINI, MARINGONI & CARNEIRO, 2005). Dessa forma, as
recomendacdes para o controle do crestamento bacteriano comum no feijoeiro
incluem a rotacdo de culturas com gramineas por pelo menos um ano, evitando-se
com isso a semeadura de feijao sobre feijdo, a utilizacdo de sementes certificadas e
a interdicdo do transito dentro da lavoura, especialmente quando a cultura encontra-
se molhada pelo orvalho ou chuva, para impedir a disseminacdo secundaria
(SARTORATO & RAVA, 2003).

2.3 CONTROLE DE DOENCAS

A alta intensidade com que algumas doencas vem ocorrendo nas culturas
tem obrigado os produtores a estabelecerem medidas de controle quimico muitas
vezes ineficientes e onerosas (VALE, COSTA & ZAMBOLIM, 1997) e que acarretam,
em longo prazo, o surgimento de isolados dos fitopatdgenos resistentes as
substancias quimicas utilizadas, além do ressurgimento de pragas e efeitos
negativos para a sociedade e ao meio ambiente (GHINI & KIMATI, 2000).

Nesse ambito, a conscientizacdo da sociedade em relacdo aos problemas
ecoldgicos causados pelos agroquimicos fez com que produtores e consumidores
valorizassem o desenvolvimento agricola sustentavel (ASSIS, 2005), na qual esta
inserido o controle alternativo de doencas de plantas que isolado ou associado ao
controle quimico, garante eficiéncia no manejo de doengas com reducdo de danos

ao meio ambiente.
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2.3.1 CONTROLE QUIMICO

O controle quimico de doencas de plantas é, em muitos casos, a Unica
medida eficiente e economicamente viavel de garantir alta produtividade e qualidade
de producéao (KIMATI, 1995). Porém, o uso indiscriminado de tais produtos pode
acarretar, em longo prazo, o surgimento de isolados dos fitopatdégenos resistentes as
substancias quimicas utilizadas (GHINI & KIMATI, 2000), causadas por mutacdo ou
pré existéncia de genes que conferem resisténcia a populacdo (AGOSTINETTO &
VARGAS, 2009), além do ressurgimento de pragas e efeitos negativos para a
sociedade e ao meio ambiente (GHINI & KIMATI, 2000). Os danos ambientais
causados pelos agroquimicos atuam principalmente no balan¢co de microrganismos
do solo, deficiéncia de nutrientes e mudancas nas propriedades fisico-quimicas do
solo, resultando na diminuicédo da produtividade (CHOU, 1999).

Aproximadamente meio milhdo de toneladas de pesticidas e herbicidas séao
produzidas anualmente para aplicagdo em culturas, apenas nos Estados Unidos.
Desse total, estimou-se que apenas 1% aproximadamente de fato alcanca o
organismo alvo. A maior parte do restante pode chegar ao solo, a agua ou a
organismos que ndo se deseja atingir no ecossistema. Assim, buscam-se métodos
menos danosos para melhorar os rendimentos agricolas (RAVEN, EVERT &
EICHHORN, 2010) e/ou alternativas de controle de fitopatégenos que minimizem os
impactos ambientais e mantenham a alta produtividade agricola. Neste contexto, a
prépria natureza vem sendo investigada como fonte de solucdes em potencial

(SAITO & LUCHINI, 1998) para o controle alternativo de doencgas de plantas.

2.3.2 CONTROLE ALTERNATIVO DE DOENCAS

A modernizacdo da agricultura provocou o aumento da produtividade
agricola sem considerar o agricultor e 0 meio ambiente como constituintes do
processo de desenvolvimento, gerando problemas ambientais e sociais. Como
resposta, surge a agricultura alternativa de producdo, restrita, inicialmente, a
pequenos produtores e atualmente insatisfatoria para atender aos consumidores
conscientes (ASSIS, 2005). Nesse enfoque global da agricultura e do
desenvolvimento rural, solicita-se que a relacéo da sociedade com o meio ambiente
ndo seja tratada como uma questdo econdmica, derivada da manipulagdo fisico
quimica e do aporte de capital, mas como um processo complexo que exige a

compreensao do ecossistema para manter o desenvolvimento agricola (MATTOS,
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2006), resgatando para isso 0 conhecimento empirico para associar as mais
modernas técnicas de manejo (VIECELLI & MOREIRA, 2011), especialmente no
controle de doencas de plantas e instituindo assim o controle alternativo.

Dessa forma, o controle alternativo de doencas apresenta um grande desafio
ao associar a eficiéncia do controle com a seguranca a salde humana e ao
equilibrio do ecossistema, recomendando para isso a ativacdo de mecanismos de
defesa da planta, fazendo com que ela apresente uma autodefesa, ao invés de
intoxica-la com defensivos (ROMEIRO, 2008). Nesse contexto, o controle alternativo,
como a inducdo de resisténcia, ndo necessariamente descarta 0s meétodos
tradicionais de controle quimico ou cultural, mas realiza de forma mais consciente o
manejo da cultura (MORAES, 1992) para manter a alta produtividade agricola

(SAITO & LUCHINI, 1998) de forma ecologicamente correta e segura.

2.3.2.1 INDUCAO DE RESISTENCIA

Em uma interacdo complexa do parasitismo, onde mecanismos bioldgicos e
moleculares definem resisténcia ou suscetibilidade (PASCHOLATI, 2011). Esta é
iniciada quando os patdgenos atacam as plantas para conseguir parasitar a célula
vegetal e a agressao é restringida por barreiras fisicas e quimicas que constituem o
mecanismo de defesa de uma planta. As barreiras fisicas atuam sobre a penetracéo
ou colonizacdo do patdégeno, e os bioquimicos geram condi¢cdes adversas para a
sobrevivéncia nos tecidos do hospedeiro (SCHWAN-ESTRADA, STANGARLIN &
PASCHOLATI, 2008).

As barreiras de defesa formadas antes da presenca do patdgeno e
denominada de constitutiva, sdo representadas por estruturas como as ceras,
cuticula, bem como substancias quimicas pré-formadas, como os fendis, alcaldides,
lactonas insaturadas, glicosidios fendlicos e cianogénicos, fototoxinas, inibidores
protéicos e enzimas hidroliticas (RESENDE & MACHADO, 2000; PASCHOLATI,
2011). Entretanto, ha mecanismos de defesa produzidos ou ativados somente na
presenca do patdégeno (ativos ou induziveis). Estes mecanismos envolvem a
formacéo de estruturas como papilas, halos, lignificacdo, camada de cortica, tiloses
e deposicdo de goma, aléem de compostos como fitoalexinas, espécies reativas de
oxigénio e proteinas relacionadas a patogénese (Proteinas-RP) (RESENDE &
MACHADO, 2000; CAVALCANTI, BRUNELLI & STANGARLIN, 2005; TAIZ &
ZEIGER, 2006; PASCHOLATI, 2011).
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Esses mecanismos de defesa envolvem alteragBes bioquimicas que estdo
correlacionadas com mudancas na atividade de enzimas como a peroxidase (FRIC,
1976), p-1,3-glucanases (CORNELISSEN & MELCHERS, 1993) e polifenoloxidases
(AGRIOS, 2005), além de alteracdes fisiologicas como o teor de clorofila
(STANGARLIN & PASCHOLATI, 2000; VIECELLI et al., 2010; PASCHOLATI, 2011).

A ativacdo de mecanismos de defesa latentes existentes nas plantas pode ser
local, ou seja, apenas nos tecidos desafiados, ou sistémico quando que se manifesta
a distancia do local instigado (MORAES, 1992) e pode durar por periodos de tempo
variaveis (BEDENDO, MASSOLA Jr. & AMORIM, 2011) em resposta ao tratamento
com agentes bioticos ou abidticos (HAMMERSCHMIDT & DANN, 1997) capazes de
gerar respostas de resisténcia na planta (GUZZO et al., 1999). Produtos ou agentes
com essa capacidade sao classificados como indutores de resisténcia.

Os indutores de resisténcia em plantas sao classificados em bidticos, no qual
se consideram 0s microorganismos viaveis ou inativos como, por exemplo, Bacillus
cereus, testado na cultura do feijoeiro contra Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
(KUHN, 2007), e agentes abidticos, como acido aminobutirico (COHEN, 1996), acido
2,6-dicloroisonicotinico (INA) (HIJWEGWN et al., 1996), acibenzolar-S-metil (ASM)
(PASCHOLATI, 2011), metais pesados, luz ultravioleta, acido salicilico, fosfitos e
silicatos, entre outros (CAVALCANTI et al., 2005).

O primeiro indutor de resisténcia de uso comercial foi registrado em 1995,
representado pelo acibenzolar-S-metil (ASM), o qual contextualizou uma nova classe
de defensivos denominada de ativadores de plantas. Posteriormente outros produtos
foram lancados no mercado com o mesmo potencial e possivies de serem
empregados no manejo de doencas em plantas (PASCHOLATI, 2011).

Além dos produtos comerciais disponiveis, pesquisas revelam a eficiéncia de
extratos de plantas medicinais no controle de doengas, como o alecrim (Rosmarinus
officinalis) no combate a podriddo mole (Rhizopus sp.) e a antracnose em
morangueiro  (Colletotrichum fragariae) (RODER, 2006), a cladosporiose
(Cladosporium fulvum) (ITAKO et al., 2009) e a mancha bateriana em tomateiro
(Xanthomonas vesicatoria) (STANGARLIN & KUHN, 2009). Outra planta medicinal
em destaque € a curcuma (Curcuma longa), relatada para o crestamento foliar
(Cercospora kikuchi) e oidio da soja (Microsphaera diffusa) (BECKER et al., 2004),

para murcha bacteriana em mandioca (Xanthomonas axonopodis pv. manihotis)
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(KUHN et al. (2006) e mancha bacteriana em tomateiro (Xanthomonas vesicatoria)
(STANGARLIN & KUHN, 2009).

Basidiocarpos também s&o relatados com resultados promissores no
controle de doencas, como Agaricus blazei e Lentinula edodes contra antracnose em
pepino (Colletotricum lagenarium) (DI PIERO & PASCHOLATI, 2004). O
basidiocarpo P. sanguineus, conhecido popularmente como orelha de pau,
igualmente apresenta potencialidade do tratamento de enfermidades vegetais, como
a antracnose do feijoeiro (Colletotrichum lindemuthianum) (ASSI, 2005; BALDO,
2008), mancha angular do feijeiro causada pelo fungo Pseudocercospora griseola
(VIECELLI, 2008; VIECELLI et al., 2009), crestamento bacteriano comum do feijoeiro
incitada pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (TOILLIER et al.,
2010), ferrugem asiatica da soja (Phakopsora pachyrhizi) (IURKIV, 2009), ferrugem
da videira (Phakopsora euvitis) e ferrugem do feijoeiro (Uromyces appendiculatus)
(BALDO et al., 2008).

Mesmo com resultados potenciais dos indutores citados, poucos trabalhos
foram estendidos a casa de vegetacdo e/ou campo, transparecendo a necessidade
de continuacdo e conclusdo das pesquisas para a elaboracdo de formulados,
obtencdo de registro do extrato e informagbes como concentragdo, quantidade de
calda, numeros de aplicacbes e época de aplicacdo para ser repassado aos
agricultores e de fato concretizar o objetivo das pesquisas, que visam 0 controle
alternativo de doencas em plantas por meio da inducdo de resisténcia, utilizando
extratos obtidos de plantas medicinais ou basidiocarpos. Essa restricdo impossibilita
a transferéncia da tecnologia aos agricultores, restando poucas opg¢des de produtos
gue podem ser utilizados na agricultura, especialmente a organica.

Dessa forma, a Unioeste — Universidade Estadual do Parana, pela
orientacdo do professor Doutor José Renato Stangarlin, criou o grupo de pesquisa
em Controles Biologico e Alternativo em Fitossanidade — COBALFI, visando
respaldar a comunidade cientifica e os agricultores no manejo correto e consciente

para o controle de pragas e doencas em plantas; e para o qual esse trabalho integra.
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4 CAPITULO | - FORMULACAO DE EXTRATO DE ALECRIM (Rosmarinus
officinalis) PARA O CONTROLE ALTERNATIVO DE DOENCAS EM FEIJOEIRO

RESUMO

Doencas do feijoeiro como a mancha angular (Pseudocercospora griseola) e o
crestamento bacteriano comum (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli) exigem um
manejo que atualmente esta respaldado em controle quimico, comprometendo a
saude humana e o equilibrio do ecossistema. Com o objetivo de desenvolver um
produto alternativo aos quimicos, formulou-se extrato seco de alecrim (Rosmarinus
officinalis) e realizou-se testes de estabilidade acelerada, atividade antimicrobiana
direta, efeitos sobre o desenvolvimento vegetativo e eficiéncia na reducdo da
severidade dessas doencas. Foram usadas concentracdes de 50, 100, 150 e 200
mg L™, além da testemunha &gua, fungicida (azoxystrobin 40 mg i.a. L™) para os
ensaios com mancha angular e antibiético (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L
! de estreptomicina) para o crestamento bacteriano comum. O melhor resultado foi
testado a campo. Os resultados indicam que a validade do extrato seco de alecrim é
de 24 meses. In vitro, 0s extratos ndo apresentaram atividade antimicrobiana direta
sobre P. griseola, mas todas as concentragdes inibiram a multiplicacdo de X.
axonopodis pv. phaseoli em até 100% na concentracdo de 50 mg L™. Os extratos
secos de alecrim tenderam a incrementar a massa fresca e seca da parte aérea e da
raiz do feijoeiro. Todas as concentracdes reduziram a severidade da mancha
angular, ao passo que para o crestamento bacteriano comum a concentracéo de 150
mg L™ apresentou maior controle. A campo, a concentracdo de 150 mg L™ que se
apresentou eficiente na reducéo da doenca em ambos os patossistemas, reduziu a
area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) e incrementou a
produtividade (Kg ha®) quando realizado uma aplicacdo aos 14 dias apds a
semeadura, em plantas desafiadas com mancha angular, e trés aplicacdes para o
crestamento bacteriano comum. Os resultados demonstram a eficiéncia do extrato
seco de alecrim como alternativa ecologicamente correta para o controle das
doencas citadas.

Palavras-chave adicionais: Inducéo de resisténcia, Lamiaceae, Phaseolus vulgaris,
Pseudocercospora griseola, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
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4 CAPITULO | - FORMULATION OF ROSEMARY EXTRACT (Rosmarinus
officinalis) FOR ALTERNATIVE CONTROL OF BEAN DISEASES

ABSTRACT

Bean diseases as angular leaf spot (Pseudocercospora griseola) and bacterial blight
(Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli) require a management that is currently
supported on chemical control, dammaging human health and the balance of the
ecosystem. In order to develop an alternative product, it was formulated a dry extract
of rosemary (Rosmarinus officinalis) which has been submited to accelerated stability
tests, antimicrobial activity, effects on plant growth and efficiency in reducing the
severity of these disease. It were used concentrations of 50, 100, 150 and 200 mg L"
! and the control with water, fungicide (azoxystrobin was 40 mg L™) for assays with
angular leaf spot and antibiotic (22.5 mg L' oxytetracycline + 225 mg L™
streptomycin) to bacterial blight. The best result was field tested. The results showed
that the validity of the dry extract of rosemary is 24 months. In vitro, the extracts
showed no antimicrobial activity on P. griseola, but all concentrations inhibited the
multiplication of X. axonopodis pv. phaseoli up to 100% at concentration of 50 mg L™.
The dried extracts of rosemary tended to increase the fresh and dry mass of shoots
and roots of beans. All concentrations reduced the severity of angular leaf spot,
whereas for the bacterial blight concentration of 150 mg L™ showed greater control.
In the field, the concentration of 150 mg L™, which showed to be efficient in reducing
disease in both pathosystems, reduced the area under the disease progress curve
(AUDPC) and increased productivity (kg ha™®) when was spraying at 14 days after
planting in plants challenged with angular leaf spot, and three spraying for common
bacterial blight. The results demonstrate the efficiency of dry extract of rosemary and
shows itself as environmentally alternative for the control of these diseases.

Keywords: Induced resistance, Lamiaceae, Phaseolus vulgaris, Pseudocercospora
griseola, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
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4.1 INTRODUCAO

“Alecrim, alecrim dourado
Que nasceu no campo
Sem ser semeado

Foi meu amor,

Que me disse assim:
Que a flor do campo,

€ o alecrim.”

Cancéo Folclérica Brasileira

O controle alternativo de doencas de plantas vem merecendo atengéo pela
necessidade de reduzir a agresséo quimica ao meio ambiente e ao homem (ASSIS,
2005). Nesse contexto, culturas de alto valor econémico e social como o feijoeiro
(FERREIRA et al., 2006), destacam-se nas pesquisas que visam relatar um controle
alternativo aos quimicos por meio da inducdo de resisténcia das plantas em
importantes patossistemas, como a mancha angular (VIECELLI et al., 2009; 2010) e
o crestamento bacteriano comum (TOILLIER et al., 2010), doencas incidentes em
todas as regides onde se cultiva feijoeiro (FANCELLI & DOURADO NETO, 2007). A
resisténcia nas plantas pode ser induzida pela aplicacdo exdégena de produtos
quimicos, fisicos (PASCHOLATI, 2011) ou naturais como o0s 6leos esséncias e
extratos de plantas medicinais (STANGARLIN et al., 1999; SCHWAN-ESTRADA,
STANGARLIN & CRUZ, 2003; SCHWAN-ESTRADA & STANGARLIN, 2005), com
capacidade de ativar mecanismos estruturais e bioquimicos de defesa aos
patégenos (PASCHOLATI, 2011).

Nos ultimos anos muitos extratos de plantas vém sendo estudados e
utilizados para o controle de doencas de plantas (STANGARLIN; KUHN &
SCHWAN-ESTRADA, 2008) devido a presenca de substancias presentes no tecido
destas que podem apresentar acao biologica direta contra os patdogenos ou induzir
resisténcia nas plantas em que séo aplicados.

Os indutores de resisténcia apresentam efeitos protetores que podem durar
por toda a vida da planta, protegendo-a contra um amplo espectro de fitopatégenos
(PASCHOLATI, 2011). Podem agir somente no local aplicado ou a distancia do
mesmo (MORAES, 1992). Essas caracteristicas sdo dependentes do tipo de agente
indutor e do patossistema estudado.

Entre os indutores ndo convencionais, cita-se com potencial para o controle

de doencas em feijoeiro, extratos da planta medicinal alecrim (Rosmarinus officinalis
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L.) (VIGO-SCHULTZ, 2008; BRAND et al., 2010; ARSLAN, ILHAN & KARABULUT,
2009). O alecrim € uma planta da familia Lamiaceae, perene, arbusto aromaético,
muito ramificado (CORREA Jr.; MING & SCHEFFER, 1994), chegando até a 1,8 m
de altura (RIBEIRO & DINIZ, 2008). Originaria da Europa possui como propriedades
quimicas os 0Oleos essenciais, borneol, acetato de bornila e alfa pireno, dextrogina,
canfeno, céanfora, eucaliptol, saponina, &acidos organicos, flavondides e &cido
nicotinico. 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 é antimicrobiano, destacando-se sua atividade contra espécies
de Penicilium. O carvacrol é antifingico e anti-helmintico usado na veterinaria
(TESKE & TRENTINI, 1997).

As partes do alecrim utilizadas na medicina popular sdo as folhas, talos e
flores secas ou frescas, destinando-se para xampu, lo¢do, banho e chas (RIBEIRO
& DINIZ, 2008), sendo indicado como estimulante digestivo, azia, problemas
respiratorios, debilidade cardiaca, cansaco fisico e mental, hemorréidas,
antiespasmadico e cicratizante (MARTINS et al., 2000). Devido a alta capacidade
antioxidante, pode ser adicionado em embutidos para aumentar o periodo de
conservacgao. O uso abusivo do alecrim pode causar alteragdes no sono, nefrites e
aumento do fluxo menstrual (RIBEIRO & DINIZ, 2008). A importancia do alecrim é
citada até mesmo na cancéo folclérica brasileira, revelando um pouco da vida e dos
costumes do campo perante essa planta medicinal.

No controle de doencas em plantas, o alecrim é relatado por Rdoder et al.
(2007), no controle da podriddo causada por Colletotrichum sp. em frutos de
morango e por Itako et al. (2009) pela eficiéncia na reducdo da severidade de
cladosporiose (Cladosporium fulvum) em folhas de tomateiro. Testes in vitro com
Oleo essencial de alecrim também se mostram promissores no controle de X.
axonopodis pv. phaseoli, responsavel pelo crestamento bacteriano comum em feijao
vagem cultivar Braganca (VIGO-SCHULTZ, 2008) e Ralstonia solanacearum,
bactéria causadora da murcha em plantas de pimentdo (MARTINS et al., 2010).

Assim, o conhecimento empirico do alecrim para uso medicinal e os
resultados significativos no controle de doencas em plantas, constituiram o objetivo
desse trabalho em desenvolver um extrato, com determinacdo da validade,

recomendacdes técnicas e eficiéncia no controle de fitopatégenos


http://apps.isiknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&db_id=&SID=3CNKgA3InHBcDDo9Bie&field=AU&value=Arslan%20U&ut=000267255500020&pos=1
http://apps.isiknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&db_id=&SID=3CNKgA3InHBcDDo9Bie&field=AU&value=Ilhan%20K&ut=000267255500020&pos=2

41

Pseudocercospora griseola, causador da mancha angular e de Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli, responsavel pelo crestamento bacteriano comum, ambos

em feijoeiro.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Obteng&o e manutencéo de P. griseola

O isolado de P. griseola foi obtido a partir de lesdes em folhas de feijoeiro
naturalmente infectadas, coletadas na lavoura da Fazenda Escola da Faculdade
Assis Gurgacz, Cascavel, Parana. realizou-se isolamento direto do fungo o qual foi
cultivado em meio de suco de tomate (200 mL de suco de tomate integral + 15 g de
agar + 4,5 g de CaCO3 + 800 mL de agua destilada), por 14 dias a temperatura de
24 °C com escotofase total (STANGARLIN, PASCHOLATI & LABATE, 2000).

4.2.2 Obtencéao e manutencao de X. axonopodis pv. phaseoli

O isolado da bactéria X. axonopodis pv phaseoli foi obtido de folhas de
feijoeiro infectadas naturalmente com a doencga, provenientes da lavoura da
Fazenda Escola da Faculdade Assis Gurgacz, Cascavel, Parana. O isolamento foi
realizado com fragmentos da folha (0,5 cm) na area de transicao tecido sadio e
tecido doente, o qual foi imerso em alcool 50% por 30 segundos, em seguida em
hipoclorito de sodio (1%) por 1 min e, posteriormente, em agua destilada. Apos esta
desinfestacdo superficial, foi realizada a maceragdo em solucdo salina (0,85% de
NaCl) esterilizada e entdo, com alca de platina, transferida uma aliquota do
macerado para placas de Petri contendo meio agar-nutriente, realizando-se estrias
compostas. Em seguida, as placas foram identificadas, invertidas e incubadas a 25
°C, observando-se seu crescimento apos 48 h (MARIANO & SILVEIRA, 2000).

A curva de crescimento bacteriano foi obtida pelo método de determinacéo da
concentracdo do indculo pela contagem em placas, descrito por Mariano & Assis
(2000). Foi preparada uma suspensdao da bactéria teste a partir da cultura em placas
com 48 h de incubacdo. Foram ajustadas concentracdes bacterianas para obter
leituras de absorbancia a 560 nm de 1,2; 1,0; 0,8; 0,6; 0,4; 0,2 e 0,0. Cada uma das
suspensdes foi diluida até 107, 10° e 10°.

Foi pipetado 1 mL de cada diluicdo e espalhado uniformemente com alga de

vidro flambada e esfriada em placas de Petri com meio agar-nutriente, preparando-



42

se quatro placas para cada diluicdo, as quais foram invertidas e incubadas a 25 °C
por 48 h. Foi obtida pelo menos uma série de placas contaveis (que apresentasse
entre 30 a 300 coldnias) para cada absorbancia. Os dados de unidades formadoras
de coldnia (UFCs) foram transformados para uma mesma base de 10'°, obtendo-se,
posteriormente uma equacéao de regressao.

Para a definicdo da concentracdo da suspensao bacteriana foi efetuado o
célculo: UFC mL™ = nimero médio de coldnias x diluicdo da amostra. Os dados de
concentracdo (UFC) foram transformados para uma mesma base de 10'°, obtendo-

se, posteriormente uma equacgéao de regressao.

4.2.3 Formulagéo e determinagéo da validade do extrato de R. officinalis

As folhas de alecrim foram coletadas no horto medicinal da Universidade
Estadual de Maringad (UEM) e posteriormente submetidos a lavagem e secagem em
papel toalha do material. Em seguida, as folhas de alecrim foram trituradas com
agua destilada em liquidificador durante 2 minutos, na proporcdo de 300 g de folha
para 900 mL de agua destilada, ou seja, a 33,3%, sendo esta a maxima
concentracdo que permitiu uma uniforme trituracdo. Apos, filtrou-se o extrato em
uma peneira de controle granulométrico de 48 mesh e o0 bagaco retido nessa peneira
foi prensado em pano e juntado ao extrato filtrado para melhor aproveitamento do
mesmo. O extrato aquoso obtido na filtracdo com a peneira de 48 mesh foi
novamente filtrado em uma peneira de 200 mesh, sendo o bagacilho retido na
peneira descartado e o extrato filtrado final foi coletado, determinado o teor de
sélidos soluveis e em seguida procedida a secagem.

O teor de sdlidos soluveis foi determinado pela adicdo de 5 gotas do extrato
aquoso filtrado de alecrim no refratbmetro do tipo ABBE. Apds a verificacdo,
procedeu-se a secagem do extrato em um atomizador (Spray Dryer) de bancada que
utiliza ar comprimido e energia elétrica como fonte geradora de calor. A temperatura
de entrada no atomizador era de 175°C e na saida 105°C. O tempo de secagem foi
de uma hora e quarenta e cinco minutos, com rendimento de 10,5 gramas a partir de
700 mL de extrato aquoso filtrado de alecrim, com 1,7% de teor de sélidos soluveis.

O extrato seco obtido foi rapidamente acondicionado em envelopes
impermeaveis e lacrados em seladora manual. Posteriormente, parte dessas
amostras foram mantidas em temperatura ambiente e protegidas do sol para a

determinacao da eficiéncia in vitro e in vivo dos extratos sobre P. griseola e X.
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axonopodis pv. phaseoli. Outra parte das amostras foram submetidas ao teste de
estabilidade acelerada, mantendo-as em estufa a 40 °C por até seis meses e a cada
dois meses uma amostra foi retirada da estufa e mantidas a temperatura ambiente
até completar seis meses e posteriormente esse extrato seco foi diluido em agua
destilada nas concentracées de 50, 100, 150 e 200 mg L™, para realizacdo dos
testes in vitro e in vivo com os patégenos para determinacédo do tempo de prateleira,
conforme norma da ANVISA, por meio da resolucao - RE n° 398, de 12 de novembro
de 2004, publicada no Diario Oficial da Unido de 16 de novembro de 2004, a qual
determina que, se o produto ndo apresentar alteracéo no efeito apds os 6 meses na
estufa, atribui-se 24 meses de validade.

4.2.4 Testes in vitro para determinacéo da validade do extrato de R. officinalis

4.2.4.1 Inibicdo da germinagéo de esporos

Para P. griseola o teste foi realizado em lamina de microscopia revestida por
fina camada de agar-agua a 1% (1000 pL por Iamina). Aliquotas de 40 uL do extrato
seco de alecrim sob estabilidade acelerada com 0, 2, 4 e 6 meses na estufa a 40 °C,
ajustadas para obter concentracdes de 50, 100, 150 e 200 mg L™ e aliquotas de 40
uL da suspensao de conidios de P. griseola (1x10* conidios mL™) obtidos de cultura
com 14 dias de idade, foram distribuidas na superficie das laminas, as quais foram
incubadas em camara umida com escotofase total a 24 °C. A porcentagem de
germinacao foi determinada 24 h apds o inicio do experimento com a adicao de 40
puL de lactofenol com azul de algoddao em cada lamina, a fim de paralisar a
germinacao dos conidios (STANGARLIN et al., 1999).

4.2.4.2 Inibicdo da multiplicacéo bacteriana

Para X. axonopodis pv. phaseoli foi preparado meio de cultura caldo nutriente
(extrato de carne: 3 g; peptona: 5 g; glicose: 15 g; 4gua destilada: 1.000 mL)
(MARIANO & SILVEIRA, 2000). O meio de cultura (10 mL tubo™) recebeu as
diferentes concentracdes do extrato seco de alecrim sob estabilidade acelerada em
0, 2, 4 e 6 meses na estufa a 40°C, nas concentracdes de 50, 100, 150 e 200 mg L,
e posteriormente foram esterilizados em autoclave. Uma aliquota de 100 pL de
suspensdo de células bacterianas contendo 10'° UFC mL™ foi adicionada a cada

tubo, os quais foram incubados a 28° C por 48h em estufa incubadora sob agitacao
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a 150 rpm. A avaliacdo do numero de bactérias foi realizada por espectrofotometria,
anotando-se a absorbancia a 560 nm de cada amostra e calculando-se o valor de

UFCs de acordo com a curva de crescimento bacteriano previamente elaborada.

4.2.5 Testes em casa de vegetacao para determinacéo da validade do extrato de R.

officinalis

4.2.5.1 Cultivo e manutencdo em casa de vegetacao

Os ensaios foram conduzidos em cultivo protegido na area pertencente ao
Centro de Desenvolvimento Tecnolbégico (CEDETEC) da Faculdade Assis Gurgacz,
Cascavel, com altitude de 712 m, longitude 53° 30’ 01” W e latitude 24° 56’ 09” S.

Cinco plantas de feijoeiro (cultivar IAPAR 81 — Carioca) foram cultivadas em
vasos plasticos, contendo 20 L de substrato com solo, areia e matéria organica
(proporcdo 2:1:1). Cada tratamento foi composto por cinco vasos, 0S quais
representavam as repeticbes. Nao se realizou adubacdo devido a analise de solo

apresentar resultados satisfatérios de nutrientes.

4.2.5.2 Aplicacao dos extratos com estabilidade acelerada

Aplicou-se os tratamentos com o0s extratos secos de alecrim submetidas a 0,
2, 4 e 6 meses na estufa a 40°C para atribuir a estabilidade acelerada, nas
concentracdes de 50, 100, 150 e 200 mg L™, adicionando-se 0,25% de adjuvante
natural (obtido da trituracdo de 100 g de linhaca hidratada com 1L de vinagre de
vinho natural, e mantido a temperatura ambiente e no escuro por 20 dias),
metodologia informada por Méarcia Vargas Toledo — EMATER - Comunicacao
pessoal. Os tratamentos foram aplicados por aspersdo com auxilio de um borrifador
manual de pressdo acumulada, na 32 folha (fase vegetativa V4) em quantidade de 1

mL por folha.

4.2.5.3 Inoculacéo de P. griseola em casa de vegetacgao

A suspenséo de conidios de P. griseola foi preparada em dgua com Tween 20
(uma gota 500 mL™) a partir da raspagem com pincel de uma colénia com 14 dias de
idade, sendo a concentracdo ajustada para 4x10* conidios mL™. A inoculacdo em
casa de vegetacao foi realizada com borrifador manual de pressdo acumulada aos

trés dias apdés a aplicacdo dos extratos secos de alecrim com estabilidade
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acelerada, na 3?2 folha trifoliolada tratada, bem como na 42 folha trifoliolada n&o
tratada (fase vegetativa V4). A inoculacao foi realizada no inicio da noite para que as
plantas permanecessem no escuro para garantir a infeccdo e mantidas a
temperatura ambiente (STANGARLIN, PASCHOLATI & LABATE, 2000).

4.2.5.4 Inoculacdo de X. axonopodis pv. phaseoli em casa de vegetacao

A suspensao bacteriana com X. axonopodis pv. phaseoli foi preparada com
solucéo salina (0,85% de NaCl) a partir de um isolado com 48 h de cultivo e ajustada
na concentracdo de 5 x 10" UFC mL™ (RAVA & SARTORATO, 1994). Foram
inoculadas com auxilio de um borrifador manual de pressdo acumulada aos trés dias
apos a aplicacdo dos tratamentos com extratos secos de alecrim sob estabilidade
acelerada, na 3?2 folha trifoliolada tratada, bem como na 42 folha trifoliolada néo
tratada. A inoculacdo foi realizada no inicio da noite e as plantas mantidas a

temperatura ambiente.

4.2.5.5 Avaliacdo da severidade para determinacéo da validade

A severidade da mancha angular e do crestamento bacteriano comum do
feijoeiro em casa de vegetacdo foi avaliada na 32 e 42 folha aos 21 dias ap6s a
inoculacdo. Estas folhas foram destacadas e escaneadas para determinacdo da
area lesionada com o auxilio do sistema computacional QUANT v. 1.0.2 (VALE,
FERNANDES FILHO & LIBERATO, 2003).

4.2.6 Testes in vitro para determinacdo da eficiéncia do extrato de R. officinalis

4.2.6.1 Inibicdo da germinacéo de esporos

Para P. griseola o teste foi realizado em lamina de microscopia revestida por
fina camada de agar-agua a 1% (1000 pL por lamina). Aliquotas de 40 pL do extrato
seco de alecrim que nao foi submetido a estabilidade acelerada (mantidos em
temperatura ambiente), ajustadas para se obter as concentragdes de 50, 100, 150 e
200 mg L™ e aliquotas de 40 pL da suspensdo de conidios de P. griseola (1x10*
conidios mL™) obtidos de cultura com 14 dias de idade, foram distribuidas na
superficie das laminas, as quais foram incubadas em camara Umida com escotofase
total a 24 °C. A porcentagem de germinacédo foi determinada 24 h ap6s o inicio do

experimento com a adicdo de 40 pL de lactofenol com azul de algoddo em cada
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lamina, a fim de paralisar a germinacdo dos conidios (STANGARLIN et al., 1999).
Como controles utilizaram-se agua, fungicida azoxystrobin (40 mg i.a. L") e &gua

com 0,25% de adjuvante natural.

4.2.6.2 Inibicdo da multiplicacéo bacteriana

Para X. axonopodis pv. phaseoli foi preparado meio de cultura caldo nutriente
(MARIANO & SILVEIRA, 2000). O meio de cultura (10 mL tubo™) recebeu as
diferentes concentracdes do extrato seco de alecrim que ndo foi submetido a
estabilidade acelerada, nas concentracdes de 50, 100, 150 e 200 mg L' e
posteriormente foram esterilizados em autoclave. Uma aliquota de 100 uL de
suspensdo de células bacterianas contendo 10'° UFC mL™? foi adicionada a cada
tubo, os quais foram incubados a 28°C por 48h em estufa incubadora sob agitacdo a
150 rpm. A avaliacdo do numero de bactérias foi realizada por espectrofotometria,
anotando-se a absorbancia a 560 nm de cada amostra e calculando-se o valor de
UFCs de acordo com a curva de crescimento bacteriano previamente elaborada.
Como tratamentos controles utilizaram-se apenas o meio de cultura, antibiético
sistémico (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina) e o meio de
cultura com 0,25% de adjuvante natural.

4.2.7 Testes em casa de vegetacdo para determinagéo da eficiéncia do extrato de R.

officinalis

4.2.7.1 Cultivo em casa de vegetacéo

Os ensaios foram conduzidos em cultivo protegido na area pertencente ao
Centro de Desenvolvimento Tecnologico (CEDETEC) da Faculdade Assis Gurgacz,
Cascavel, com altitude de 712 m, longitude 53° 30’ 01” W e latitude 24° 56’ 09” S.

Cinco plantas de feijoeiro (cultivar IAPAR 81 — Carioca) foram cultivadas em
vasos plasticos, contendo 20 L de substrato com solo, areia e matéria organica
(proporgédo 2:1:1). Cada tratamento foi composto por cinco vasos, 0S quais
representavam as repeticdes. Nao se realizou adubacdo devido a analise de solo

apresentar resultados satisfatorios de nutrientes.
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4.2.7.2 Aplicagdo dos tratamentos em casa de vegetagao

Aplicou-se os tratamentos com 0s extratos secos de alecrim ndo submetidas
a estabilidade acelerada, nas concentracdes de 50, 100, 150 e 200 mg L™, e os
controles agua, fungicida sistémico azoxystrobin (40 mg i.a. L) para o ensaio com
mancha angular e antibiético sistémico (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™
de estreptomicina) para crestamento bacteriano comum. Nos extratos e no controle
agua foram adicionados 0,25% de adjuvante natural. Os tratamentos foram
aplicados por aspersao utilizando um borrifador de pressdo acumulada na 32 folha
trifoliolada (fase vegetativa V4), em quantidade de 1 mL por folha. No momento da
aplicacdo as demais folhas foram protegidas com sacos plasticos.

4.2.7.3 Inoculacdo de P. griseola em casa de vegetacao

A suspenséo de conidios de P. griseola foi preparada em dgua com Tween 20
(uma gota 500 mL™) a partir de uma colénia com 14 dias de idade, sendo a
concentracdo ajustada para 4x10% conidios mL™. A inoculacdo em casa de
vegetacdo foi realizada trés dias apds a aplicacdo dos extratos secos de alecrim néo
submetidos a estabilidade acelerada, na 32 folha trifoliolada tratada, bem como na 42
folha trifoliolada néo tratada (fase vegetativa V4). A inoculacéo foi realizada no inicio
da noite para que as plantas permanecessem no escuro para garantir a infeccao e
mantidas a temperatura ambiente (STANGARLIN, PASCHOLATI & LABATE, 2000).

4.2.7.4 Inoculacdo de X. axonopodis pv. phaseoli em casa de vegetacao

A suspensao bacteriana com X. axonopodis pv. phaseoli foi preparada com
solugéo salina (0,85% de NaCl) a partir de um isolado com 48 horas e ajustada na
concentracéo de 5 x 10’ UFC mL™ (RAVA & SARTORATO, 1994). Foram inoculadas
trés dias apds a aplicacdo dos tratamentos com extratos secos de alecrim nao
submetidos a estabilidade acelerada, na 32 folha trifoliolada tratada, bem como na 42
folha trifoliolada ndo tratada. A inoculacdo foi realizada no inicio da noite e as

plantas mantidas a temperatura ambiente.

4.2.7.5 Avaliacdo da severidade para determinacéo da eficiéncia
A severidade da mancha angular e do crestamento bacteriano comum do

feijoeiro em casa de vegetacdo foi avaliada na 32 e 42 folha aos 21 dias apos a
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inoculagdo, por determinacdo da éarea lesionada com o auxilio do sistema
computacional QUANT v. 1.0.2 (VALE, FERNANDES FILHO & LIBERATO, 2003).

4.2.8 Avaliacao de variaveis de crescimento do feijoeiro em casa de vegetacao

4.2.8.1 Avaliacdo de crescimento de parte aérea e raiz

Para o teste de avaliacdo do desenvolvimento de plantas de feijoeiro, aplicou-
se o0s extratos secos de alecrim nas concentracdes de 50, 100, 150 e 200 mg L™ e
os controles agua, fungicida sistémico azoxystrobin (40 mg i.a. L™) e antibiético
sistémico (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina) aos 20 dias
apos o plantio. Aos 50 dias coletaram-se as plantas, separando parte aérea da raiz
para pesagem do material fresco, sendo posteriormente seco em estufa a 104 °C por
24 horas para avaliacdo da massa seca. Para este teste ndo se inoculou os

patdégenos.

4.2.9 Testes a campo para determinagéo da eficiéncia do extrato de R. officinalis

4.2.9.1 Cultivo a campo

O cultivo a campo foi conduzido na area pertencente ao Centro de
Desenvolvimento Tecnoldgico (CEDETEC) da Faculdade Assis Gurgacz, Cascavel,
com altitude de 712m, longitude 53° 30’ 01” W e latitude 24° 56’ 09” S. As plantas de
feijoeiro (IAPAR 81 — Carioca) foram semeadas em 16 de fevereiro de 2011 para o
experimento 1 (época da seca) e em 19 de setembro de 2011 para o experimento 2
(época das &aguas) (SARTORATO et al., 1983), sendo realizado média dos
experimentos 1 e 2 para avaliagdo da eficiéncia dos tratamentos.

Os experimentos constituiram-se de trés blocos casualizados, sendo que
cada bloco era composto por cinco parcelas, e cada parcela dentro de um bloco
representava um tratamento. Cada tratamento foi constituido de area util de quatro
linhas de 1 m de comprimento cada, espagadas 0,45 m entre si, com doze plantas
viaveis por metro linear, constituindo uma densidade populacional de 266 mil plantas
por hectare. A bordadura constava com 1 m anterior e posterior e duas linhas entre
os tratamentos. Essa descricdo de croqui foi aplicada tanto para a mancha angular
como para o crestamento bacteriano comum do feijoeiro.

Foram aplicados 400 kg ha™ de NPK (04-14-08) no sulco da semeadura (de

acordo com andlise de solo) e os demais tratos culturais como capinas foram
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realizados sempre que necessario. No experimento 1 aplicou-se por aspersdo em
todos os tratamentos uniformemente, na fase vegetativa V5, um produto
homeopatico a base de percevejo fornecido pela COOPAVEL, diluindo-se 5 gotas
em 1L de agua. O controle de percevejo foi satisfatério a partir dessa aplicacdo, nao

sendo necessaria outra forma de manejo.

4.2.9.2 Aplicacao dos tratamentos a campo

Os tratamentos com os extratos secos de alecrim ndo submetidos ao teste
de estabilidade acelerada foram realizadas com 1 (14 dias apés a semeadura -
DAS); 2 (14 e 28 DAS) e 3 (14, 28 e 42 DAS) aplicacdes em toda a planta na
concentracdo de 150 mg L™, além dos controles agua, fungicida sistémico
azoxystrobin (40 mg i.a. L") para o ensaio com mancha angular e antibi6tico
sistémico (22,5 mg L' de oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina) para
crestamento bacteriano comum. Nos extratos e no controle agua foram adicionados
0,25% de adjuvante natural. O fungicida e o antibiético foram aplicados trés vezes
ao longo do ciclo da cultura (aos 14, 28 e 42 DAS), conforme recomendacao técnica
do produto. Os tratamentos foram aplicados por aspersdo em quantidade de 5 mL
por planta.

Para o experimento com mancha angular, as plantas foram inoculadas com
suspensdo de esporos de P. griseola (4x10* esporos mL™) preparada em agua com
Tween 20 (uma gota 500 mL™) a partir de uma colénia com 14 dias de idade
(STANGARLIN, PASCHOLATI & LABATE, 2000), e para o crestamento bacteriano
comum, a suspensao bacteriana com X. axonopodis pv. phaseoli foi preparada com
solugéao salina (0,85% de NaCl) a partir de um isolado com 48 h e ajustada na
concentracdo de 5 x 10° UFC mL™* (RAVA & SARTORATO, 1994). Ambos o0s
patogenos foram inoculados separadamente trés vezes na cultura, aos 3 dias apos a

aplicacao de cada tratamento.

4.2.9.3 Avaliagao da severidade a campo

A severidade da doenca a campo foi avaliada em toda a planta, iniciando
aos 7 dias apoés a ultima inoculacédo, com escala diagramatica elaborada por Godoy
et al. (1997) para a mancha angular (P. griseola) e escala descrita por Diaz,
Bassanezi & Bergamin Filho (2001) para o crestamento bacteriano comum do
feijoeiro (X. axonopodis pv. phaseoli).
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Foram realizadas quatro avaliacbes a cada quatro dias e, posteriormente,
procedeu-se ao célculo da curva de progresso da doenca e a determinacdo da area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para ambas as doencas, por

meio da equacédo proposta por Campbell & Madden (1990):

AACPD= i{[%”; 4 J* (6 -1 )}

i=l

n = nimero de avaliagfes;
y = intensidade da doenca na i-ésima avaliacao;

t = tempo no momento da i-ésima.

4.2.9.4 Avaliagcao da produtividade a campo

Ao final do ciclo da cultura, foram coletados dados de massa e numero de
graos por planta, numero de vagens e niumero de graos por vagem, massa de 100
gréos e produtividade em Kg ha™. A umidade foi verificada e o teor ajustado para
13% em todos os tratamentos.

4.2.10 Andlise estatistica

4.2.10.1 Analise estatistica dos testes para determinacdo da validade

O delineamento experimental in vitro e em casa de vegetacéao foi organizado
em esquema fatorial 4x4 (quatro tempos de estabilidade acelerada a 40°C do extrato
seco de alecrim (0; 2; 4 e 6 meses) x 4 concentracdes (50, 100, 150 e 200 mg L™).
Foram utilizados in vitro trés repeticdes e em casa de vegetacao cinco repeticoes.

Os dados foram expressos em porcentagem e transformados por arco seno
\x/100. As andlises de variancia (ANAVA) foram realizadas por meio do programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000). A comparacdo das medias dos tratamentos
foi realizada com a aplicacéo do teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade. A
classificagao dos valores do coeficiente de variagcéo (C.V.) foi determinada de acordo
com Pimentel Gomes (2000), sendo estes considerados baixos até 10%, médios

entre 10 e 20%, altos entre 20 e 30% e muito altos acima de 30%.
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4.2.10.2 Andlise estatistica dos testes para determinacéo da eficiéncia

Para avaliacdo do efeito dos extratos secos de alecrim ndo submetidos a
estabilidade acelerada, o delineamento experimental in vitro foi inteiramente
casualizado, com sete tratamentos, sendo o extrato nas concentracdes de 50, 100,
150 e 200 mg L™ e os controles 4gua, adjuvante natural e fungicida azoxystrobin (40
mg i.a. L) para a germinacdo de esporos de P. griseola e antibiético sistémico (22,5
mg L de oxitetraciclina + 225 mg L' de estreptomicina) para multiplicacdo
bacteriana de X. axonopodis pv. phaseoli, com trés repeti¢cdes cada.

Em casa de vegetacgdo o delineamento inteiramente casualizado apresentava
as concentracbes do extrato de 50, 100, 150 e 200 mg L™ e os controles &gua e
fungicida azoxystrobin (40 mg i.a. L) para o ensaio com mancha angular e
antibiético sistémico (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina)
para crestamento bacteriano comum, e ambos para a variavel de crescimento, com
cinco repeticdes cada tratamento.

A campo, o delineamento foi organizado em blocos casualizados com cinco
tratamentos: extrato seco de alecrim a 150 mg L™, aplicados 1, 2 e 3 vezes e os
controles agua e fungicida azoxystrobin (40 mg i.a. L) para o ensaio com mancha
angular e antibiético sistémico (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™ de
estreptomicina) para crestamento bacteriano comum, ambos com cinco parcelas,
sendo que a parcela representava a repeticao.

Os dados expressos em porcentagem foram transformados por arco seno
\x/100. As andlises de variancia (ANAVA) foram realizadas por meio do programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000). A comparacao das medias dos tratamentos
foi realizada com a aplicacao do teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Determinacédo da validade do extrato de R. officinalis

4.3.2 Testes in vitro para determinacéo da validade do extrato de R. officinalis
4.3.2.1 Inibicdo da germinacéo de esporos

A andlise de variancia do efeito do extrato seco de alecrim sob estabilidade
acelerada por 0, 2, 4 e 6 meses a 40° C na estufa, foi significativo apenas para a
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concentracéo de 50 mg L™, que aos 6 meses reduziu a germinacéo de esporos de P.
griseola. As demais concentracdes se mantiveram estaveis (Tabela 4.1). Assim,
sugere-se trabalhar com concentracées a partir de 100 mg L™ e com o tempo de

prateleira estimado para o teste in vitro ao fungo P. griseola, de até 24 meses.

Tabela 4.1: Germinagao de esporos de P. griseola em funcéo dos tratamentos com
extratos secos de R. officinalis submetidos ao processo de estabilidade acelerada.

Germinacéo de esporos (%)

Tempo
(meses) 50mgL* 100mgL™ 150mgL™ 200mgL™  Média
o 86,3b 84,3 71,3 80,6 80,6
2" 84,0b 82,6 75,6 77,3 79,8
4 81,0b 70,6 85,0 80,6 79,3
6 63,6Aa 71,3AB 80,6B 79,0B 73,6
Média 78,7 77,2 78,1 79,3 78,3

C. V. (%) = 8,97
Média seguida de letras distintas, mailscula na linha e mindscula na coluna, difere pelo teste de
Tukey a 5%. Tratamento seguido de ns indica ndo significAncia estatistica. Dados transformados por
arco seno Vx/100.

4.3.2.2 Inibicdo da multiplicacéo bacteriana

O extrato seco de alecrim sob estabilidade acelerada por 0, 2, 4 e 6 meses a
40° C na estufa, paresentou diferenca significativa (Tabela 4.2), sendo que a
concentracdo de 50 mg L™ estimulou a multiplicacdo bacteriana (X. axonopodis pv.
phaseoli) aos 6 meses.

Tabela 4.2: Multiplicacdo da bactéria X. axonopodis pv. phaseoli em funcdo dos
tratamentos com extratos secos de R. officinalis submetidos ao processo de
estabilidade acelerada.

Concentracdo bacteriana (UFC mL™* x10™)

Tempo
(meses) 50mgL* 100mgL? 150mgL? 200mglL* Média
0 19,6 Aa 34,6 Aab  100,0Bb  107,6 Bab 65,5
2" 16,6 a 19,0 a 20,3 a 58,6 a 28,6
4 13,3 Aa 76,3 Bb 37,0BCa  134,0Cb 65,1
6 943ABb  553Aab  130,6 Bb 62,3 Aa 85,6
Média 36,0 46,3 72,0 90,6 61,2

C. V. (%) =40,8
Média seguida de letras distintas, mailscula na linha e mindscula na coluna, difere pelo teste de
Tukey a 5%. Tratamento seguido de ns indica néo significancia estatistica.
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As concentragdes de 100 e 200 mg L™ no diferiram do extrato que n&o foi
submetido a estabilidade acelerada e para a de 150 mg L™ houve inibicdo da
multiplicacéo aos 2 e 4 meses, nao diferenciando do tempo 0 aos 6 meses.

Quando se analisa as linhas da Tabela 4.2, observa-se que no geral as
menores concentrac¢des inibiram a multiplicacdo da bactéria. No entanto sugere-se
trabalhar com doses acima de 100 mg L™, devido a estabilidade perdurar por até 24

meses.

4.3.3 Testes em casa de vegetacao para determinacéo da validade do extrato de R.

officinalis

4.3.3.1 Avaliacéo da severidade de P. griseola
A analise de variancia do efeito do extrato seco de alecrim submetido a
estabilidade acelerada, sobre a severidade da mancha angular na terceira folha,

tratada e inoculada com P. griseola, n&o foi significativa (Tabela 4.3).

Tabela 4.3: Severidade da mancha angular causada por P. griseola em feijoeiro cv.
IAPAR 81 tratado com extrato seco de R. officinalis submetido ao processo de
estabilidade acelerada.

Severidade (%) 32 Folha

Tempo
(meses) 50mgL™ 100mgL™™ 150 mgL™™ 200mgL™™ Média
o™ 0,5 0,5 0,4 0,9 0,5
2" 0,9 1,0 0,5 0,6 0,7
4 0,6 0,4 0,3 0,8 0,5
6" 0,7 0,4 0,5 0,9 0,6
Média 0,6 0,5 0,4 0,8 0,57

C. V. (%) = 37,07

Severidade (%) 42 Folha

Tempo
(meses) 50mgL™™ 100mgL™™ 150 mg L™ 200 mg L™ Média
o 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
2" 0,08 0,1 0,1 0,03 0,07
4 0,04 0,1 0,2 0,1 0,1
6" 0,1 0,1 0,2 0,08 0,1
Média 0,1 0,1 0,1 0,07 0,09

C. V. (%) = 96,35
Tratamento seguido de ns indica ndo significAncia estatistica. Dados transformados por arco seno

\x/100. Ensaio realizado em casa de vegetacdo. Tratamentos aplicados na 32 folha trés dias antes da
inoculacdo com P. griseola, que ocorreu na 32 e 42 folha.
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Assim, 0 extrato mostra-se estavel em todas as concentracfes durante os
seis meses de incubacao, confirmando sua validade por 24 meses. O mesmo pode
ser observado para a 42 folha (apenas inoculada com P. griseola).

4.3.3.2 Avaliacdo da severidade de X. axonopodis pv. phaseoli

Para a severidade do crestamento bacteriano comum em feijoeiro, avaliado
na terceira folha tratada e inoculada, o extrato seco de alecrim se mostrou estavel
durante os seis meses do teste de estabilidade acelerada. Porém, o desdobramento
do fatorial demonstra que as concentracées de 100 e 150 mg L™ foram mais
eficientes na reducéo da severidade, quando comparados com 50 e 200 mg L™,
sugerindo, dessa forma, tempo de validade do extrato de 24 meses e testes a
campo com concentracdes entre 100 e 150 mg L™ (Tabela 4.4).

Para a 42 folha, apenas inoculada, verifica-se o efeito sistémico dos
tratamentos durante os seis meses sobre a severidade do crestamento bacteriano
em feijoeiro. O desdobramento do fatorial de tempo e das concentracdes revelam
que o efeito sistémico apresenta-se de forma significativa, com reducdo da
severidade a partir da concentracéo de 100 mg L™, quando comparados a 50 mg L™
que apresentou maior severidade da doenca. Portanto os dados confirmam a
validade do extrato seco de alecrim por 24 meses.

Os resultados obtidos com desdobramento do fatorial dos extratos secos de
alecrim submetidos a estabilidade acelerada, sugerem maior constancia na
concentracdo de 150 mg L™ quando testados para a mancha angular (P. griseola) e
para o crestamento bacteriano comum (X. axonopodis pv. phaseoli) do feijoeiro,
tanto nos testes in vitro como in vivo. Destaca-se que para ambas as doencas a
validade do extrato de alecrim € de 24 meses. Na literatura ndo constam trabalhos
de estabilidade acelerada com extratos de plantas medicinais, contudo, essa
validade relativamente longa do extrato seco de alecrim pode estar associada a
caracteristicas antioxidantes presentes no formulado, uma vez que a planta
apresenta alto conteudo de principios antioxidantes, conforme comentam Velloso &
Peglow (2003).
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Tabela 4.4: Severidade do crestamento bacteriano comum causado por X.
axonopodis pv. phaseoli em feijoeiro cv. IAPAR 81 tratado com extrato seco de R.
officinalis submetido ao processo de estabilidade acelerada.

Severidade (%) 3° Folha

Tempo
(meses) 50mgL™ 100mgL™™ 150 mgL™™ 200mgL™™ Média
0 14,2 B 8,7 AB 55A 12,8 B 10,3
2 13,7B 8,8 AB 4,3 A 10,8 B 9,4
4 12,4 B 59A 45 A 9,3 AB 8,0
6 12,2B 6,8 A 3,8A 9,6 AB 8,1
Média 13,1 7,5 4.5 10,6 8,96

C. V. (%) = 31,48

Severidade (%) 4° Folha

Tempo
(meses) 50mg L™ 100mg L™ 150 mgL™ 200mg L™  Média
0 54B 3,0 AB 0,4 A 10A 2,4
2 52B 2,3A 0,4 A 0,7A 2,1
4 3, 7B 2,9 AB 05A 0,7A 1,9
6 39B 1,6 AB 1,5AB 0,4 A 1,8
Média 4.5 2,4 0,7 0,7 2,10

C. V. (%) = 55,93
Média seguida de letras distintas, mailscula na linha e mindscula na coluna, difere pelo teste de
Tukey a 5%. Tratamento seguido de ns indica ndo significAncia estatistica. Dados transformados por
arco seno Vx/100. Ensaio realizado em casa de vegetacdo. Tratamentos aplicados na 32 folha trés
dias antes da inoculag&o com P. griseola, que ocorreu na 32 e 42 folha.

4.3.4 Testes in vitro para determinacéo da eficiéncia do extrato de R. officinalis

4.3.4.1 Inibicdo da germinacao de esporos

A analise de variancia do efeito do extrato aquoso seco de alecrim ndo
mantido em estabilidade acelerada, apresentou-se significativo sobre a germinacao
de esporos de P. griseola (Figura 4.1). A concentracdo de 150 mg L™ do extrato
seco de alecrim e o adjuvante natural ndo diferiram dos demais tratamentos. As
concentracbes do extrato nao diferiram da testemunha agua, mas diferiram do
fungicida, exceto para 150 mg L. O adjuvante natural ndo diferiu da testemunha
agua, podendo utiliza-lo nos testes in vivo, acrescentando-o a calda para maximizar

o efeito dos extratos devido a melhor aderéncia do na superficie cerosa da folha.
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Resultados com padrdo diferente de resposta in vitro do obtido neste
trabalho, com extrato de alecrim sobre fungos fitopatogénicos, sdo descritos por
Tagami et al. (2009), os quais observaram que 0s extratos brutos aquosos de
alecrim (R. officinalis) apresentaram-se fungitoxicos sobre os fungos Alternaria
alternata, Colletotrichum graminicola, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii, em
testes in vitro. Da mesma forma, Pitarokili, Tzakou & Loukis (2008) observaram
atividade antimicrobiana dos compostos quimicos de alecrim sobre os fitopatégenos
Sclerotinia sclerotiorum, Phytophthora nicotianae, Sclerotium cepivorum, Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi e Fusarium proliferatum.

Para Itako et al. (2008), os extratos brutos aquosos de alecrim nao
interferiram no crescimento micelial de Alternaria solani, mas inibiram em 78,9% a
esporulacdo a partir da concentracdo de 10% e a germinacéo de esporos em 59,5%
na concentragdo de 20%. Contudo, inibicdes do crescimento micelial dos
fitopatdgenos Fusarium sp. e Botrytis sp. isolados de flores de Gerbera sp. e Rosa
sp. sdo relatadas por Camatti-Sartori et al. (2011), utilizando extratos acéticos de
alecrim na concentracéo de 25%, causando inibicoes de 40 e 90%, respectivamente.

Conforme Scapin et al. (2010), a partir da concentracdo de 1%, 0s extratos
brutos aquosos de R. officinalis, Artemisia camphorata e Achillea milefollium,
proporcionaram inibicdo do crescimento micelial de Exserohilum turcicum, fungo
causador da helmintosporiose em milho pipoca, em 19, 14 e 12% respectivamente.
Os maiores efeitos na inibicdo do fungo ocorreram na concentracdo de 40%,
proporcionando controle no crescimento micelial de 54, 58, 38 e 27%, para R.
officinalis, A. camphorata, A. millefolium e Cymbopogon citratus respectivamente.

Entretanto, o crescimento micelial de Aspergillus niger e Aspergillus
parasiticus foi estimulado pelo 6leo essencial de alecrim (SAGLAM, OZCAN &
BOYRAZ, 2009), destacando a especificidade de acdo dos compostos de alecrim
sobre diferentes patégenos estudados.

Conforme os resultados in vitro descritos na literatura a partir do oleo
essencial ou do extrato bruto aquoso de alecrim sobre fungos fitopatogénicos,
percebe-se que a atividade antimicrobiana é especifica para cada espécie de fungo,
0 que respalda que a eficiéncia desse extrato formulado de alecrim deste trabalho
deve ser confirmada em testes in vivo, pois a eficacia ndo necessariamente depende
da atividade fungica direta, uma vez que o mesmo pode agir por inducdo de

resisténcia na planta.
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Figura 4.1: Percentual de germinacdo de esporos de P. griseola em funcdo do
tratamento com extratos secos de R. officinalis nas concentra¢cdes 50, 100, 150 e
200 mg L™, testemunha agua (0), fungicida azoxystrobin (40 mg i.a. L™) e adjuvante
natural. Média seguida de letra distinta difere pelo teste de Tukey a 5%. Dados
transformados por arco seno Vx/100.

4.3.4.2 Inibicdo da multiplicacéo bacteriana

Os extratos secos de alecrim apresentaram atividade antimicrobiana,
inibindo em até 100% a multiplicacdo de X. axonopodis pv. phaseoli na
concentracdo de 50 mg L™?, quando comparado a testemunha agua. Todas as
concentracfes foram estatisticamente iguais ao antibiético. O adjuvante natural e a
testemunha agua nao diferiram entre si, podendo se fazer uso deste na calda do
extrato a ser aplicada a campo, visando aumentar a eficiéncia da aplicacdo pela
melhor aderéncia do produto a superficie foliar (Figura 4.2).

Esses resultados corroboram com dados obtidos por Martins et al. (2009), os
qguais observaram que o Oleo essencial de alecrim foi efetivo contra a bactéria
Ralstonia solanacearum, agente causador da murcha bacteriana do tomateiro
(Lycopersicon esculentum), nas concentracdes de 4 e 8%, em condic¢des in vitro. Da
mesma forma, Lugman et al. (2007) observaram que o0 Oleo essencial de alecrim
apresentou efeito inibitorio sobre as bactérias Mycobacterium smegmatis e
Escherichia coli, causadoras de doengas em humanos.

Resultado semelhante foi obtido por Vigo-Schultz (2008), que observou a
presenca de halos de inibicdo de X. axonopodis pv. phaseoli, responsavel pelo
crestamento bacteriano comum em feijdo vagem cultivar Braganca, ao utilizar 6leos

essenciais de alecrim a partir da concentracado de 1%. Para Matrtins et al. (2010), o
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Oleo de alecrim, na concentracdo de 4 e 8% foi ativo sobre os isolados RPAR1 e
RPLS1 de Ralstonia solanacearum, bactéria causadora da murcha em plantas de
pimentdo, com valores médios dos halos de inibicdo entre 13 e 14 mm de diametro,
respectivamente, verificando que a partir desta concentracdo o 6leo essencial de

alecrim nao foi efetivo no controle in vitro.
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Figura 4.2: Unidades formadoras de colénias (UFC) de Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli em fungdo do tratamento com extratos secos de R. officinalis nas
concentracdes 50, 100, 150 e 200 mg L™, testemunha agua (0), antibiético (22,5 mg
L de oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina) e adjuvante natural. Média
seguida de letra distinta difere pelo teste de Tukey a 5%.

A atividade antimicrobiana do alecrim é confirmada também por Costa et al.
(2008), os quais observaram que houve inibicdo da multiplicacéo bacteriana in vitro
de Erwinia carotovora pelo 6leo essencial de alecrim, na concentracdo de 4%, onde
0 halo apresentou diametros entre 25 e 28 mm, tendo uma efetividade maior do
gue o controle com a tetraciclina, cujos halos variaram entre 18 e 25 mm.

De acordo com os estudos in vitro descritos na literatura a partir do oleo
essencial de alecrim, somado a atividade antimicrobiana do extrato seco
desenvolvido neste trabalho que mantem-se ativa, sugere que a viabilidade da

formulag&o do extrato contra a bactéria X. axonopodis pv. phaseoli.

4.3.5 Testes em casa de vegetacéo para determinacéo da eficiéncia do extrato de R.

officinalis
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4.3.5.1 Avaliacéo da severidade de P. griseola para determinacédo da eficiéncia

A analise de variancia do efeito das concentracbes dos extratos secos de
alecrim foram significativas sobre a severidade da mancha angular do feijoeiro (P.
griseola), reduzindo a doenca de forma local e sistémica, atingindo niveis de controle
de até 88% quando aplicado o extrato a 150 mg L™ (Tabela 4.5). Todas as
concentracbes foram estatisticamente iguais ao fungicida, tanto para a 32 folha
tratada e inoculada com o patdégeno, como para a 42 folha apenas inoculada com P.
griseola.

A eficiéncia de alecrim na reducdo da severidade de doenca também é
relatada por Itako et al. (2009), os quais observaram menor nimero de lesdes das
folhas de tomateiro tratadas com extrato bruto de alecrim a 10% e 20% e inoculadas
com Cladosporium fulvum, fungo causador da cladosporiose, quando comparadas
com a testemunha. Da mesma forma, Rdder et al. (2007) observaram que o
tratamento com extrato aquoso de alecrim a 5% resultou em reducao dos valores de

incidéncia da podridao causada por Colletotrichum sp. em frutos de morango.

Tabela 4.5: Severidade e percentual de controle da mancha angular causada por P.
griseola em feijoeiro cv. IAPAR 81 tratado com extrato seco de R. officinalis na
terceira folha, trés dias antes da inoculacéo realizada na terceira e quarta folha.

Severidade (%)

Tratamentos 32 Folha Controle (%) 42 Folha Controle (%)
0 3,3b - 0,5b -
50mg L™ 0,5a 84,8 0,2a 60,0
100 mg L™ 0,5a 84,8 0,1a 80,0
150 mg L™ 0,4a 88,0 0,1a 80,0
200 mg L™ 0,9 a 72,7 0,1a 80,0
Fungicida 0,2a 93,9 0,03 a 94,0
Regressdo:  0,000x” - 0,047x + 3,086 y = 2E-05x° - 0,006x + 0,512
R%: 0,896 0,911

Médias seguidas de letra distinta diferem pelo teste de Tukey a 5%. Dados transformados por arco
seno Vx/100. Fungicida: azoxystrobin (40 mgi.a. L™).

4.3.5.2 Avaliacao da severidade de X. axonopodis pv. phaseoli para determinacéo
da eficiéncia

A severidade do crestamento bacteriano comum foi reduzida
significativamente na 3?2 folha tratada com extrato seco de alecrim na concentracéo

de 150 mg L™, chegando a 62% de controle e n&o diferindo do antibiético. As demais



60

concentragfes ndo diferiram da testemunha agua. Para a 42 folha, as concentragfes
de 100, 150 e 200 mg L™ ressultaram em severidade inferior a testemunha agua e
nao diferiram do tratamento quimico , sendo que o maior nivel de controle foi de
94,2% no tratamento 150 mg L™ do extrato de alecrim (Tabela 4.6).

Em trabalho desenvolvido por Vigo-Schultz (2008), o 6leo essencial de
alecrim ndo apresentou acdo sobre o crestamento bacteriano comum, em feijao
vagem cultivar Braganca, em condicbes de casa de vegetacdo, ou seja, hao
apresentou eficiéncia como o observado neste trabalho com o extrato seco, contudo,
deve-se considerar a concentracdo dos principios ativos presentes em cada forma
de obtencao do extrato.

A eficiéncia dos extratos secos de alecrim pode ser atribuida a complexa
composicdo quimica das plantas medicinais, que possuem principios ativos e
moléculas que podem ser empregadas na defesa de plantas contra fitopatégenos,
tanto pela atividade antimicrobiana direta quanto pela inducdo de resisténcia
(SCHWAN-ESTRADA & STANGARLIN, 2005), que ativa enzimas chaves como a [3-
1,3-glucanase, relatada por Kuhn (2007) que verificou aumento significativo da
enzima quando as plantas de feijdo que receberam tratamento com acibenzolar-S-
metil (indutor de resisténcia comercial) e foram desafiadas com X. axonopodis pv.
phaseoli.

Como a concentracdo com maior eficiéncia no controle do crestamento
bacteriano comum do feijoeiro, em condi¢des de casa de vegetacao, foi de 150 mg
L™, e a mesma concentracao foi suficiente também para a mancha angular (citado
em 4.3.5.1), sugere-se esta para a extensdo da pesquisa a campo, para ambos 0s
patossistemas.

Por mais que para a mancha angular pudesse ser utilizada uma
concentracdo menor, € necessario considerar que na pratica, dificlmente tem-se a
incidéncia de uma unica doencga, ao contrario, 0 que se observa a campo é a
presenca de mancha angular associado com o crestamento bacteriano comum,
provavelmente pela temperatura que favorece a ocorréncia das epidemias serem
proximas, de 20 a 24°C para a mancha angular e de 28 a 30°C para o crestamento
bacteriano (HERRERA, 2005). Dessa forma, a concentracdo de 150 mg L™ pode

suprir o manejo para ambas as doencas.
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Tabela 4.6: Severidade e percentual de controle do crestamento bacteriano comum
causado por X. axonopodis pv. phaseoli em feijoeiro cv. IAPAR 81 tratados com
extrato seco de R. officinalis na terceira folha, trés dias antes da inoculagéo
realizada na terceira e quarta folha.

Severidade (%)

Tratamentos 32 Folha Controle (%) 42 Folha Controle (%)
0 14,5b - 6,8 ¢ -

50 mg L™ 14,2 b 2,1 5,4 bc 20,5
100 mg L™ 8,7 ab 40,0 3,0 ab 55,9
150 mg L™ 55a 62,1 0,4a 94,2
200mg L™ 12,8b 11,8 1,0 a 85,3
Antibidtico 2,7a 81,4 1,7 a 75,0
Regressdo: y =0,000x - 0,124x + 16,1 y = 0,000x* - 0,055x + 7,24
R%: 0,599 0,943

Médias seguidas de letra distinta diferem pelo teste de Tukey a 5%. Dados transformados por arco
seno Vx/100. Antibiético (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina)

4.3.6 Avaliagdo de variaveis de crescimento do feijoeiro

4.3.6.1 Avaliacdo de crescimento de parte aérea

As variaveis de crescimento observadas por meio da massa fresca e seca
da parte aérea de plantas de feijoeiro tratadas com os extratos secos de alecrim e
comparadas com plantas tratadas apenas com agua, fungicida e antibidtico,
demonstram que a concentracdo de 100 mg L™ estimulou o desenvolvimento,
diferenciando da testemunha, dos controles quimicos e da concentragdo de 50 mg L~
! Ao avaliar a massa seca da parte aérea das plantas, observa-se aumento de 94%
na concetracdo de 200 mg L™ quando comparado a testemunha agua, ao passo que
os demais tratamentos nao diferenciaram entre si (Figura 4.3).

Os compostos quimicos contidos no extrato vegetal afetam processos como
a germinacdo das sementes, crescimento das plantulas, assimilacdo de nutrientes,
fotossintese, respiracdo, sintese de proteinas, atividade enzimatica e nutricional,
permeabilidade da membrana, estruturas citologicas e ultra estruturais,
fitoreguladores, tanto alterando suas concentragcdes quanto o balanco entre os
diferentes horménios, movimento dos estématos, sintese de pigmentos, relacdes
hidricas e alteracbes no material genético (DNA e RNA) (FERREIRA e AQUILA,
2000; SOARES e VIEIRA, 2000; PINA-RODRIGUES e LOPES, 2001), acarretando
em efeito direto no desenvolvimento das plantas de feijoeiro observadas neste
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trabalho. Isto € complexo o suficiente para descrever quais compostos do extrato

poderiam estar agindo em cada atividade fisiolégica na planta.
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Figura 4.3: Massas fresca (A) e seca (B) da parte aérea de plantas de feijoeiro cv.
IAPAR 81 tratadas com extratos secos de R. officinalis comparadas com plantas
tratadas apenas com agua destilada (0), fungicida: azoxystrobin (40 mg i.a. L) e
antibiotico (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina), aos 50
dias ap0s a emergéncia e 25 dias apos a aplicacdo dos tratamentos em condicdes
de casa de vegetacdo. Médias seguidas de letras distintas diferem pelo teste de
Tukey a 5%.
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4.3.6.2 Avaliacdo de crescimento de raiz

A andlise de variancia para o efeito dos tratamentos sobre o crescimento da
raiz mostra-se significativa. Os extratos de alecrim néo diferenciaram entre si, mas
diferenciam da testemunha e dos controles quimicos na concentracdo de 50 mg L™
para massa fresca e 200 mg L™ para massa seca, com estimulo de 61 e 59%
respectivamente (Figura 4.4).

De forma incompativel com os resultados obtidos neste trabalho, em estudos
realizados in vitro por Alves et al. (2004), utilizando extratos de uma espécie da
familia Lamiaceae, mesma familia botanica do alecrim (R. officinalis), o alecrim-
pimenta (Lippia sidoides C.), sobre a germinacdo e crescimento de plantas
bioindicadoras de alface (Lactuca sativa L.), observou-se efeito inibitério no
comprimento da raiz, o qual foi proporcional a concentracdo do extrato, ou seja,
quanto maior a concentragdo maior o efeito de inibigdo do crescimento. Da mesma
forma, Viecelli & Cruz-Silva (2009) observaram inibicdo das raizes pelos extratos
aguosos nas concentracdes de 7,5; 15; 22,5 e 30% obtidos de folhas frescas de

Salvia (Salvia officinalis L.), em condicdes de laboratorio.
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Figura 4.4: Massas fresca (A) e seca (B) da raiz de plantas de feijoeiro cv. IAPAR 81
tratadas com extratos secos de R. officinalis nas concentragdes 50, 100, 150 e 200
mg L™ e comparadas com plantas tratadas apenas com agua destilada (0), fungicida:
azoxystrobin (40 mg i.a. L™) e antibiético (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™
de estreptomicina), aos 50 dias apos a emergéncia e 25 dias apés a aplicacdo dos
tratamentos em condicdes de casa de vegetacdo. Médias seguidas de letras
distintas diferem pelo teste de Tukey a 5%.

A ndo semelhanca entre os resultados dos extratos utilizando plantas da
mesma familia botanica pode ser compreendido pelo conceito de Reigosa et al.
(1999), os quais relatam que os compostos quimicos de uma planta podem agir em
sinergismo provocando efeitos que podem ativar ou inibir o crescimento de outras

plantas, dependendo da concentracado testada.

4.3.7 Testes a campo para determinacao da eficiéncia do extrato de R. officinalis

4.3.7.1 Avaliagao da severidade a campo

A area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para a mancha
angular (P. griseola) em condi¢bes de campo foi reduzida significativamente quando
as plantas de feijoeiro receberam duas e trés aplicagcbes dos extratos secos de
alecrim na concentracdo de 150 mg L™, diferenciando da testemunha agua e nao
diferenciando do fungicida (Tabela 4.7).

A eficiéncia do alecrim na reducdo da AACPD em fungos fitopatogénicos &
confirmada por Menezes et al. (2009), os quais observaram valor de AACPD
estatisticamente menor do que o valor encontrado para a testemunha, no controle da
pinta preta (Alternaria solani) no tomateiro tratado com extrato aquoso de alecrim a

10%, em condi¢cOes de casa de vegetacdo. Semelhantemente, os 6leos de alecrim
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(AACPD: 98,5) e carqueja (AACPD: 99,1) na concentracdo de 1% apresentaram
maior efeito na indugcéo de resisténcia em algodao, reduzindo em 68,9 e 55,1% a
ramulose, respectivamente, causada pelo fungo Colletotrichum gossypii var.
cephalosporiodes (SANTOS, BONALDO & SCHWAN-ESTRADA, 2011).

Conforme a Tabela 4.7, a AACPD do crestamento bacteriano comum (X.
axonopodis pv. phaseoli) foi significativa com trés aplicacdes do extrato de alecrim a
150 mg L™, com valor inferior a uma e duas aplicacbes do extrato e da testemunha
agua, e nao diferenciando do antibiético. Resultados contraditérios séo relatados por
Vigo et al. (2009), em ensaios com 0leo essencial de alecrim a 0,5%, os quais ndo
constataram diferencas da AACPD em relacdo a testemunha agua e a testemunha
dgua + leite em poO, sobre o crestamento bacteriano comum (Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli) em feijdo vagem, possivelmente devido a baixa

concentracao testada.

Tabela 4.7: Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) de plantas de
feijoeiro cv. IAPAR 81 tratadas com 1 (14 DAS); 2 (14 e 28 DAS) e 3 (14, 28 e 42
DAS) aplicacdes com extrato seco de alecrim (R. officinalis) na concentracdo de 150
mg L™ e comparadas com plantas que receberam 3 aplicacdes de agua destilada
(0), fungicida ou antibidtico, e desafiadas com P. griseola ou X. axonopodis pv.
phaseoli.

Tratamentos AACPD
P. griseola X. axonopodis pv. phaseoli
Agua 175 ¢ 240 c
Fungicida 40,3 a -
Antibidtico - 35a
1 aplicacéo 101,3b 105,6 b
2 aplicacoes 71,3 ab 100,3 b
3 aplicacoes 52 a 50 a
Média Geral 87,9 106,1
C. V. (%) 20,1 14,8

Médias seguidas de letras distintas diferem pelo teste de Tukey a 5%. Fungicida: azoxystrobin (40 mg
i.a. L'l). Antibiético (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina). DAS: dias apos a
semeadura.

No presente trabalho, destaca-se a eficiéncia do extrato seco de alecrim no
controle da mancha angular e do crestamento bacteriano comum do feijoeiro, ja a
partir de uma Unica aplicacdo, quando comparados com a testemunha agua. No

entanto, os melhores resultados de controle foram obtidos com trés aplicagdes.
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4.3.7.2 Avaliagao da produtividade a campo

4.3.7.2.1 Avaliagdo da produtividade do feijoeiro desafiado com P. griseola

A andlise de variancia do efeito dos tratamentos no namero de vagens
(Figura 4.5A) e numero de gréaos por plantas (Figura 4.5C), em condi¢des de campo,
ndo foi significativa. Porém, o nimero de grdos por vagem foi superior quando
plantas de feijoeiro receberam trés aplicaces do extrato de alecrim a 150 mg L™, ao
comparar com a testemunha agua, nao diferenciando do fungicida (Figura 4.5B).
Para a massa de 100 grédos, os tratamentos com o0s extratos de alecrim néo
diferenciaram da testemunha agua e apresentaram-se inferiores ao fungicida (Figura
4.5D).

Na avaliacdo da massa de graos por planta, destaca-se o tratamento com
uma aplicagdo do extrato seco de alecrim, por ndo diferenciar estatisticamente do
fungicida e ser superior a testemunha agua (Figura 4.5E). O mesmo comportamento
é observado para a variavel de produtividade (Kg ha™), no qual, uma aplicacdo do
extrato de alecrim tem o mesmo potencial produtivo que o tratamento quimico e
apresentaram média de 61,4 e 62,2 sc ha™, respectivamente, com incremento de
34,6% ao comparar com a testemunha que apresentou produtividade de 45,6 sc ha™
(Figura 4.5F).

O incremento da produtividade em plantas tratadas com extratos de plantas
também é relatado por Rdder (2006), o qual conduziu ensaios em condi¢cdes de
cultivo organico a campo com dois cultivares de morangueiro, ‘Camarosa’ e ‘Dover’,
para controle de Rhizopus sp. e Colletotrichum fragariae, utilizando extratos agquosos
a 10% de alecrim e arruda (Ruta graveolens). Verificou-se para ‘Camarosa’ que os
tratamentos com alecrim reduziram em média 51,2% a quantidade de doenca
guando comparados com a testemunha (dgua). Esse valor foi similar aquele obtido
com o tratamento com calda bordaleza (tratamento padréo utilizado pelo produtor
em sistema organico de cultivo), no qual a redug¢édo na incidéncia de doenca foi de
52%. Para os tratamentos com arruda a reducéo 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 producdo em comparagao com a
testemunha e de 58% em relagdo ao tratamento com calda bordalesa. Para arruda,
o incremento médio foi de 223% em relacdo a testemunha e de 67% em relacdo a

calda bordalesa.
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Figura 4.5: Namero de vagens por planta (A), nUumero de grdos por vagem (B),
namero de graos por planta (C), massa de 100 graos (D), massa de grdos por planta
(E) e produtividade (F) de plantas de feijoeiro cv. IAPAR 81 tratadas com 1 (14
DAS); 2 (14 e 28 DAS) e 3 (14, 28 e 42 DAS) aplicacbes com extrato seco de
alecrim (R. officinalis) na concentracdo de 150 mg L™ e comparadas com plantas
gue receberam 3 aplicacGes de agua destilada (0) ou fungicida: azoxystrobin (40 mg
i.a. LY. As plantas foram inoculadas trés vezes ao longo do ciclo da cultura com
suspensdo de esporos de P. griseola (4x10* esporos mL™) aos trés dias apds a
aplicacdo de cada tratamento. Asterisco (*) indica que ndo houve diferenca
significativa pela ANAVA ao passo que médias seguidas de letras distintas diferem
pelo teste de Tukey a 5%.
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No presente trabalho, observa-se que uma aplicagdo do extrato seco de
alecrim mostra-se mais eficiente para a variavel massa de gréaos por planta, fator que
interfere diretamente na produtividade, quando comparado com a testemunha,
porém nao diferente estatisticamente de duas e trés aplicagdes. Esse resultado pode
ser compreendido como a necessidade de distribuicdo de recursos internos da
planta utilizados para a defesa, uma vez que o tratamento com trés aplicacdes
apresentou reducdo da doenca (menor AACPD), possivelmente por ativar o
metabolismo de defesa de forma mais eficiente, acarretando em competicdo por
substrato comum e energia (HERMS & MATTSON, 1992; GAYLER et al., 2004) e
resultando em menor produtividade.

Este custo da resisténcia induzida é definido por Heil & Baldwin (2002) como
todo efeito negativo sobre a adaptabilidade das plantas que resulta da expressao de
caracteristicas de defesa quando a planta cresce sob condi¢cdes semelhantes ao que

se desenvolveu no processo evolutivo.

4.3.7.2.2 Avaliacdo da produtividade do feijoeiro desafiado com X. axonopodis pv.
phaseoli

A média das variaveis de produtividade do feijoeiro inoculado com X.
axonopodis pv. phaseoli e tratados com uma, duas e trés aplicagcdes do extrato de
alecrim e comparados com a testemunha agua e o antibiético, ndo foram
significativos para o niumero de vagens por planta (Figura 4.6A). Porém, o nimero
de graos por vagem das plantas tratadas com duas e trés aplicacbes do extrato, n&o
diferenciaram do antibiético e dos demais tratamentos (Figura 4.6B). O namero de
graos por planta apresentou tendéncia de aumento nas plantas que receberam trés
aplicagcbes do extrato de alecrim, contudo foram estatisticamente iguais a
testemunha e ao antibidtico (Figura 4.6C). Para a massa de 100 gréos, destacam-se
os tratamentos com duas e trés aplicac6es do extrato, os quais foram superiores a
testemunha e ao tratamento com uma aplicacdo e estatisticamente iguais ao
antibiético (Figura 4.6D).

Para a massa de graos por planta (Figura 4.6E) e para a produtividade
(Figura 4.6F), o antibidtico e trés aplicagbes do extrato de alecrim foram
estatisticamente iguais e superiores aos demais tratamentos. Nestes, a

produtividade atingiu o mais alto nivel, com 39,9 e 41,1 sc ha™, respectivamente,
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incrementos de 36,1 e 40,2% respectivamente, quando comparados a testemunha
(29,3 sc ha™).

O aumento da produtividade com trés aplicacdes do extrato seco de alecrim
possivelmente esta relacionado com a reducdo da AACPD de, em média, 50% em
relacdo a uma e duas aplicagdes, justificando 0 aumento da massa de graos por
planta e, consequentemente, na produtividade. Nesta, a interacao do extrato x planta
X patdgeno apresenta uma alocacdo de recursos para defesa de forma mais
eficiente do padréao apresentado pelo feijoeiro desafiado com o fungo P. griseola.

A especificidade do efeito de extratos de plantas sobre a produtividade em
diferentes culturas também é relatada por Santos et al. (2007), os quais verificaram
gue os extratos de alho, pimenta do reino + coentro e calda bordalesa a 1%
proporcionaram incremento na produtividade da goiabeira de 27,19%, 27,45% e
35,02%, respectivamente, em relacdo a testemunha que foi pulverizada apenas com
agua. Isto ocorreu, provavelmente, em funcdo dos macros e micronutrientes
disponibilizados nos extratos de alho e pimenta do reino + coentro, bem como da
presenca de enxofre, célcio e cobre na calda bordalesa que foram assimilados pela
cultura, principalmente durante o estagio de crescimento dos frutos, época em que
foram realizadas as aplicacoes. Os mesmos tratamentos n&do apresentaram
diferenga significativa para a cultura do maracujazeiro nas variaveis de niumero de
frutos por planta e produtividade.

O aumento da resisténcia e dos aspectos produtivos das plantas de feijoeiro
ao crestamento bacteriano comum quando tratadas com o extrato de alecrim esta
relacionada com a atividade antimicrobiana direta e possivelmente com a ativacao
de mecanismos de resisténcia, conforme descrito por Cavalcanti et al. (2006), os
quais verificaram que acibenzolar-S-metil (ASM; 0,2 g L™%), Ecolife (5 mL L™,
suspensdo de quitosana (200 g L™) proveniente de micélio de Crinipellis perniciosa,
e extrato aquoso de ramos de lobeira (Solanum lycocarpum) infectados por C.
perniciosa (VLA; 300 g L™) conferem capacidade parcial de protecdo em plantas de
tomateiro desafiadas por Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, devido ao
aumento da atividade de quitinase e [(-1,3-glucanase, proteinas relacionadas a

patogénese em folhas de plantas de tomateiro.
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Figura 4.6: Namero de vagens por planta (A), nUmero de grdos por vagem (B),
namero de graos por planta (C), massa de 100 graos (D), massa de gréaos por planta
(E) e produtividade (F) de plantas de feijoeiro cv. IAPAR 81 tratadas com uma (14
DAS); duas (14 e 28 DAS) e trés (14, 28 e 42 DAS) aplicagbes com extrato seco de
alecrim (R. officinalis) na concentracdo de 150 mg L™ e comparadas com plantas
que receberam trés aplicacdes de agua destilada (0) ou antibiético (22,5 mg L™ de
oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina). As plantas foram inoculadas trés
vezes ao longo do ciclo da cultura com suspensao bacteriana de X. axonopodis pv.
phaseoli (5 x 10" UFC mL™) aos trés dias ap6s a aplicacdo de cada tratamento.
Asterisco (*) indica que nao houve diferenca significativa pela ANAVA ao passo que
médias seguidas de letras distintas diferem pelo teste de Tukey a 5%.
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Na cultura do feijoeiro, Campos et al. (2003) induziram resisténcia em quatro
cultivares utilizando &cido salicilico (AS) e um isolado de Colletotrichum
lindemuthianum avirulento e observaram que o fungo e o AS induziram a atividade
de fenilalanina amoénia-liase, com diferente padrdo de resposta em cada variedade,
demonstrando a especificidade dos mecanismos que regem a inducéo de resisténcia
em plantas.

Portanto, para o controle da mancha angular do feijoeiro (P. griseola), o
extrato seco de alecrim a 150 mg L™ apresenta potencial quando aplicado uma vez
no inicio do ciclo da cultura (aos 14 dias do plantio), garantindo produtividade
semelhante a trés aplicacdes com o fungicida e apresentando efeito benéfico ao
meio ambiente, uma vez que o extrato € natural e ndo téxico, além de reduzir custos
de producéo, evitando sucessivas aplicacdes.

Para o crestamento bacteriano comum (X. axonopodis pv. phaseoli), o
extrato de alecrim a 150 mg L™ apresenta efeito semelhante ao antibiético quando
aplicado trés vezes ao longo do ciclo da cultura, em intervalos de 14 dias, garantindo
a produtividade e o respeito ao meio ambiente ao substituir o produto quimico pelo
extrato natural.

Corroborando com o conceito de Romeiro (2007), o qual ressalta a
necessidade de investigar, com seriedade e persisténcia, métodos alternativos para
o controle de doencas de plantas, que sejam, ao mesmo tempo, eficientes e menos
agressivos a saude humana e ao meio ambiente. Ativar os mecanismos de defesa
da planta deixando que ela prépria se proteja contra patégenos, em vez de satura-la
e intoxica-la com defensivos, por certo sera a estratégia politicamente correta do
futuro.

Além de um produto natural e eficiente para a cultura do feijoeiro, esse
extrato abre portas para o cultivo do alecrim visando o fornecimento de substrato
para a elaboracdo do extrato seco, tornando-se mais uma opc¢ao de cultura para o
produtor. O alecrim pode ser cultivado a partir de sementes ou estaquia (MARTINS
et al., 2000) em fileira simples de 50 cm entre plantas e 1m entre linhas. E uma
planta que tolera geadas severas e prefere regibes de grande luminosidade. A
colheita pode ser realizada seis meses ap0s 0 plantio, apresentando rendimento
médio de 8.000 — 10.000 Kg de folhas verdes por ha (RIBEIRO & DINIZ, 2008).
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4.4 CONCLUSAO

Os testes realizados com o extrato seco de alecrim (R. officinalis) em
estabilidade acelerada indicam que a validade do mesmo € de 24 meses. As
concentracbes testadas in vitro apresentam atividade antimicrobiana sobre a
bactéria X. axonopodis pv. phaseoli e sem efeito sobre o fungo P. griseola,
patdgenos causadores do crestamento bacteriano comum e da mancha angular do
feijoeiro, respectivamente. A massa fresca e seca da parte aérea e da raiz de
plantas de feijoeiro foram incrementadas quando tratadas com os extratos secos de
alecrim.

A avaliacdo de severidade em casa de vegetacdo indica que todas as
concentracfes sdo eficientes no controle da mancha angular do feijoeiro, ao passo
que para o crestamento bacteriano comum destaca-se a concentragdo de 150 mg L’
! sendo a concentracdo escolhida para os testes a campo por apresentar eficiéncia
na reducédo da severidade em ambas as doencas.

A campo, a concentracdo de 150 mg L™? do extrato seco de alecrim
apresentou reducdo da AACPD e aumentou a produtividade (Kg ha™) quando
aplicadas uma vez em plantas desafiadas com P. griseola e trés vezes quando
inoculadas com X. axonopodis pv. phaseoli. Nestes tratamentos, a produtividade foi
semelhante as trés aplicacfes do produto quimico padréo para controle.

Os resultados comprovam a eficiéncia do extrato formulado a base de
alecrim para o controle da mancha angular do feijoeiro e do crestamento bacteriano
comum, disponibilizando ao produtor uma alternativa de controle de doencas
ecologicamente correta, além de valorizar a emergéncia de uma cultura de
subsisténcia que € a producdo de alecrim como fonte de substrato para a

elaboracao do extrato.
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5 CAPITULO Il - FORMULACAO DE EXTRATO DE CURCUMA (Curcuma longa)
PARA O CONTROLE ALTERNATIVO DE DOENCAS EM FEIJOEIRO

RESUMO

O controle alternativo mostra-se como solugédo para resgatar a qualidade do meio
ambiente e a saude dos produtores e consumidores, pois utiliza extratos de vegetais
como o de curcuma (Curcuma longa) para controlar doencas em plantas. Nesse
contexto, objetivou-se nesse trabalho desenvolver um extrato seco a base de
curcuma, e determinar a validade, efeitos sobre o desenvolvimento de plantas de
feijdo e testes antimicrobianos in vitro e controle em casa de vegetacao e campo da
mancha angular (Pseudocercospora griseola) e do crestamento bacteriano comum
(Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli). Foram utilizados extratos nas
concentracdes de 50, 100, 150 e 200 mg L™, além da testemunha &gua, fungicida
(azoxystrobin 40 mg i.a. L") para os ensaios com mancha angular e antibiético (22,5
mg L* de oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina) para o crestamento
bacteriano comum. Os resultados demonstram que para a mancha angular do
feijoeiro, a validade do extrato seco de curcuma é de 24 meses, e quando se visa
controlar o crestamento bacteriano comum a validade é de 18 meses. A
concentracdo de 50 mg L™ inibiu a germinacdo dos esporos de P. griseola e 100,
150 e 200 mg L™ inibiram a multiplicacdo de X. axonopodis pv. phaseoli. Todas as
concentracbes reduziram a severidade das doencas em casa de vegetacdo e
tenderam a estimular a massa fresca e seca da parte aérea e da raiz do feijoeiro. A
campo, a concentracdo de 50 mg L™ aplicada uma, duas e trés vezes ao longo do
ciclo da cultura em intervalos de 14 dias, reduziu a area abaixo da curva de
progresso da doenca, porém a produtividade foi superior a testemunha e semelhante
ao controle quimico quando aplicado trés vezes, para ambas as doencas. Dessa
forma, mostra-se viavel o uso do extrato seco de cuUrcuma para o0 controle dessas
doencas em feijoeiro.

Palavras-chave adicionais: planta medicinal, Zingiberaceae, Phaseolus vulgaris,
Pseudocercospora griseola, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
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5 CAPITULO Il - FORMULATION OF TURMERIC EXTRACT (Curcuma longa)
FOR ALTERNATIVE CONTROL OF BEAN DISEASES

ABSTRACT

The alternative control is a way to recover the quality of the environment and health
of producers and consumers because it uses plant extracts such as turmeric
(Curcuma longa) to control plant diseases. In this context, this study aimed to
develop a product based on the dry extract of turmeric, and determine the validity,
effect on the development of bean plants, in vitro antimicrobial test and control in
greenhouse and in field of angular leaf spot (Pseudocercospora griseola) and
common bacterial blight (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli). It were used the
concentrations of 50, 100, 150 and 200 mg L™, and the control with water, fungicide
(azoxystrobin 40 mg L™) for angular leaf spot assay and antibiotic (22.5 mg L™ +
oxytetracycline 225 mg L™ streptomycin) for common bacterial blight. The results
showed that for the angular leaf spot, the validity of the dry extract of turmeric is 24
months, and to control bacterial blight the validity is 18 months. The concentration of
50 mg L™ inhibited germination of P. griseola and 100, 150 and 200 mg L™ inhibited
the multiplication of X. axonopodis pv. phaseoli. All concentrations reduced the
severity of the diseases in greenhouse and tended to stimulate fresh and dry mass of
shoots and roots of beans. In the field, the concentration of 50 mg L™ sprayed one,
two and three times over the course of the culture every 14 days reduced area under
the disease progress curve, but the yield was greater than control treatment with
water and similar to chemical control when applied three times, for both diseases.
Thus, it is shown the potential of dry extract of turmeric for the control of these
disease in bean.

Keywords: medicinal plant, Zingiberaceae, Phaseolus vulgaris, Pseudocercospora
griseola, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
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5.1 INTRODUCAO

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) € um dos mais importantes
constituintes na dieta dos brasileiros, especialmente por ser fonte de carboidratos,
proteinas e ferro, tornando o Brasil o maior produtor mundial dessa cultura (BOREM
& CARNEIRO, 2006), sendo o Estado do Parana o maior produtor nacional (IBGE,
2011). Porém, doencas de parte aérea como a mancha angular, causada pelo fungo
Pseudocercospora griseola e 0 crestamento bacteriano comum incitada pela
bactéria Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, contituem as principais causas da
sua baixa produtividade (PAULA JUNIOR & ZAMBOLIM, 2006).

Para conter o avanco desses patdégenos com alto poder de destruicdo, a
protecdo quimica com fungicidas € a técnica mais utilizada (AZEVEDO, 2003),
contudo, a selecao de isolados resistentes dos patégenos aos produtos quimicos e a
contaminacao do meio ambiente (GHINI & KIMATI, 2000; ASSIS, 2005) ressaltam a
necessidade de um manejo sanitario consciente, como o0 controle alternativo de
doencas em plantas, que envolve a inducéo de resisténcia (PASCHOLATI, 2011) e 0
uso de extratos vegetais com atividade antimicrobiana direta e/ou indutora de
resisténcia (STANGARLIN, KUHN & SCHWAN-ESTRADA, 2008). Entre as plantas
Cujo extrato apresenta este potencial, detaca-se a circuma ou acafrao.

A carcuma (Curcuma longa L.) € uma planta da familia Zingiberaceae,
originaria do sudeste asiatico (CECILIO FILHO, 1996). Utilizada desde a antiguidade
na medicina e gastronomia do oriente, a carcuma vem se tornando importante,
atualmente, no combate a varios problemas de saude humana, podendo-se destacar
alguns efeitos de seus componentes como: antiinflamatério (ARAUJO & LEON,
2001), antioxidante (BALASUBRAMANYAN et al.,, 2003) e atividades contra
protozoarios (ARAUJO et al., 1999), bactérias (UECHI et al., 2000), fungos
(APISARIYAKUL, VANITTANAKOM & BUDDHASUKH, 1995), e nematdides
(ARAUJO & LEON, 2001). Outros trabalhos também relatam que a clrcuma
promove beneficios como a inibicdo do virus da imunodeficiéncia humana Tipo-1
(MAZUMDER et al., 1995), além de possuir atividade antitumorigena (SURH, 2002),
anticarcinogénica (LIN & LIN-SHIAU, 2001) e atividade antimutagénica (ARAUJO &
LEON, 2001).

Balasubramanyam et al. (2003) determinaram que a curcumina apresenta

acao inibitoria sobre a atividade da proteina-Kinase C, determinando um importante
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potencial terapéutico no tratamento da diabetes. Miquel et al. (2002) relataram que
extratos hidroalcoodlicos de rizoma de cdrcuma e curcumina diminuiram o risco
cardiovascular em humanos. Ribeiro & Diniz (2008) recomendam como cicratizante,
hepatoprotetor, colerético (estimula a producéo da bile), colagogo (eliminac&o da bile
pela vesicula biliar), antiséptico, digestivo, vermifugo e redutor do colesterol e da
glicose.

O rizoma de curcuma é rico em compostos como turmerona, a e 3-pineno,
canfeno, limoneno, terpineno, cariofileno, linalol, borneol e cineol (RIBEIRO & DINIZ,
2008), e compostos fendlicos como 0s curcumindides. Os curcumindides estéo
guimicamente relacionados ao seu principal ingrediente, a curcumina. Trés principais
curcumindides foram isolados da curcuma: curcumina, desmetoxicurcumina e
bisdemetoxicurcumina (BALASUBRAMANYAM et al., 2003).

A utilidade medicinal e condimentar da carcuma despertaram o interesse dos
pesquisadores em utiliza-lo no controle de doencas em plantas. Alguns trabalhos
recentes relatam a eficiéncia de extratos de circuma no controle da mancha parda,
crestamento foliar e oidio na soja, causados pelos fungos Septoria glycines,
Cercospora kikuchii e Microsphaera diffusa, respectivamente (BECKER et al., 2004).
Na cultura do tomate citam-se resultados positivos para pinta preta (Alternaria
solani) (BALBI-PENA et al., 2006b) e murcha bacteriana (Xanthomonas vesicatoria)
(STANGARLIN & KUHN, 2009). Na cultura da mandioca, relata-se para murcha
bacteriana causada por Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (KUHN et al., 2006)
e em arroz para mancha folicular bacteriana (Xanthomonas oryzae pv. oryzae)
(JABEEN et al., 2011).

Devido ao histérico da curcuma na medicina popular e aos resultados
promissores no controle de doengcas em plantas, objetivou-se nesse trabalho a
formulacdo de um extrato estavel a base dessa planta, determinando sua validade e
avaliacao da eficiencia no controle da mancha angular (Pseudocercospora griseola)
e do crestamento bacteriano comum (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli) do

feijoeiro, em ensaios in vitro e in vivo.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Obtencgdo e manutencéo de P. griseola

O isolado de P. griseola foi obtido a partir de lesdes em folhas de feijoeiro
naturalmente infectadas, coletadas na lavoura da Fazenda Escola da Faculdade
Assis Gurgacz, Cascavel, Parana, e cultivado em meio de suco de tomate (200 mL
de suco de tomate integral + 15 g de agar + 4,5 g de CaCO3; + 800 mL de agua
destilada), por 14 dias a temperatura de 24 °C com escotofase total (STANGARLIN,
PASCHOLATI & LABATE, 2000).

5.2.2 Obtencédo e manutencédo de X. axonopodis pv. phaseoli

A bactéria X. axonopodis pv. phaseoli foi obtida de folhas de feijoeiro
infectadas naturalmente com a doenca, provenientes na lavoura da Fazenda Escola
da Faculdade Assis Gurgacz, Cascavel, Parana. O isolamento foi realizado com
fragmentos da folha (0,5 cm) na area de transicdo tecido sadio e tecido doente, o
qual foi imerso em alcool 50% por 30 segundos, em seguida em hipoclorito de sédio
(1%) por 1 min e, posteriormente, em &agua destilada. Apds esta desinfestacéo
superficial, foi realizada a maceracdo em solugdo salina (0,85% de NaCl)
esterilizada e entdo, com alca de platina, transferida uma aliquota do macerado para
placas de Petri contendo meio agar-nutriente, realizando-se estrias compostas. Em
seguida, as placas foram identificadas, invertidas e incubadas a 25 °C, observando-
se seu crescimento apés 48 h (MARIANO & SILVEIRA, 2000).

A curva de crescimento bacteriano foi obtida pelo método de determinagéo da
concentracdo do indculo pela contagem em placas, descrito por Mariano & Assis
(2000). Foi preparada uma suspensdao da bactéria teste a partir da cultura em placas
com 48 h de incubacdo. Foram ajustadas concentracdes bacterianas para obter
leituras de absorbancia a 560 nm de 1,2; 1,0; 0,8; 0,6; 0,4; 0,2 e 0,0. Cada uma das
suspensdes foi diluida até 10’, 10° e 10°.

Foi pipetado 1 mL de cada diluicdo e espalhado uniformemente com alca de
vidro flambada e esfriada em placas de Petri com meio agar-nutriente, preparando-
se quatro placas para cada diluicdo, as quais foram invertidas e incubadas a 25 °C
por 48 h. Foi obtida pelo menos uma série de placas contaveis (que apresentasse
entre 30 a 300 colbnias) para cada absorbancia. Os dados de unidades formadoras
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de coldnia (UFCs) foram transformados para uma mesma base de 10'°, obtendo-se,
posteriormente, uma equagao de regressao.

Para a definicdo da concentracdo da suspensdo bacteriana foi efetuado o
célculo: UFC mL™ = nimero médio de coldnias x diluicdo da amostra. Os dados de
concentracdo (UFC) foram transformados para uma mesma base de 10'°, obtendo-

se, posteriormente uma equacéao de regressao

5.2.3 Formulagao e determinacao da validade do extrato de C. longa

Os rizomas de curcuma foram coletados em propriedades rurais no
municipio de Marechal Candido Rondon, lavados, secados em papel toalha e
congelados a -4°C. Apés um més descongelou-se lentamente em geladeira para
realizacdo da trituracdo com agua destilada em liquidificador durante 2 minutos, na
propor¢éo de 600 g de rizoma de curcuma para 700 mL de agua destilada, ou seja,
a 85,7%, sendo esta a maxima concentracdo que permitiu uma uniforme trituracao.
Em seguida, filtrou-se o extrato em uma peneira de controle granulométrico de 48
mesh e 0 bagaco retido nessa peneira foi prensado em pano e juntado ao extrato
filtrado para melhor aproveitamento do mesmo. O extrato aquoso obtido na filtrag&do
com a peneira de 48 mesh foi novamente filtrado em uma peneira de 200 mesh,
sendo o bagacilho retido na peneira descartado e o extrato filtrado final foi coletado,
determinado o teor de sélidos soluveis e em seguida procedida a secagem.

O teor de sdlidos soluveis foi determinado pela adicdo de 5 gotas do extrato
aquoso filtrado de curcuma no refratbmetro do tipo ABBE. Apds a verificacao,
procedeu-se a secagem do extrato em um atomizador (Spray Dryer) de bancada que
utiliza ar comprimido e energia elétrica como fonte geradora de calor. A temperatura
de entrada no atomizador era de 175°C e na saida 105°C. O tempo de secagem foi
de duas horas e vinte minutos, com rendimento de 8,1 gramas a partir de 1.100 mL
de extrato aquoso filtrado de rizomas de curcuma, com 0,7% de teor de solidos
solaveis.

O extrato seco foi coletado e rapidamente acondicionado em envelopes
impermeaveis e lacrados em seladora manual. Posteriormente, parte dessas
amostras foram mantidas em temperatura ambiente e protegidas do sol para a
determinacdo da eficiéncia in vitro e in vivo dos extratos sobre P. griseola e X.
axonopodis pv. phaseoli. Outra parte das amostras foram submetidas ao teste de

estabilidade acelerada, mantendo-as em estufa a 40 °C por até seis meses e a cada
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dois meses uma amostra foi retirada da estufa e mantidas a temperatura ambiente
até completar seis meses e posteriormente esse extrato seco foi diluido em agua
destilada nas concentracdes de 50, 100, 150 e 200 mg L™, para realizacdo dos
testes in vitro e in vivo com os patégenos para determinagédo do tempo de prateleira,
conforme norma da ANVISA, por meio da resolucao - RE n° 398, de 12 de novembro
de 2004, publicada no Diéario Oficial da Unido de 16 de novembro de 2004, a qual
determina que, se o produto ndo apresentar alteracédo no efeito apdés os 6 meses na

estufa, atribui-se 24 meses de validade.
5.2.4 Testes in vitro para determinacao da validade do extrato de C. longa

5.2.4.1 Inibicdo da germinacao de esporos

Para P. griseola o teste foi realizado em lamina de microscopia revestida por
fina camada de agar-agua a 1% (1000 pL por lamina). Aliguotas de 40 pL do extrato
seco de curcuma sob estabilidade acelerada com 0, 2, 4 e 6 meses na estufa a
40°C, ajustadas para se obter as concentracdes de 50, 100, 150 e 200 mg L™ e
aliquotas de 40 pL da suspensdo de conidios de P. griseola (1x10* conidios mL™),
obtidos de cultura com 14 dias de idade, foram distribuidas na superficie das
laminas, as quais foram incubadas em camara Umida com escotofase total a 24 °C.
A porcentagem de germinacao foi determinada 24 h apd6s o inicio do experimento
com a adi¢cdo de 40 pL de lactofenol com azul de algoddo em cada lamina, a fim de

paralisar a germinacao dos conidios (STANGARLIN et al., 1999).

5.2.4.2 Inibicdo da multiplicacao bacteriana

Para X. axonopodis pv. phaseoli foi preparado meio de cultura caldo nutriente
(extrato de carne: 3 g; peptona: 5 g; glicose: 15 g; agua destilada: 1.000 mL)
(MARIANO & SILVEIRA, 2000). O meio de cultura (10 mL tubo™) recebeu as
diferentes concentragfes do extrato seco de curcuma sob estabilidade acelerada em
0, 2, 4 e 6 meses na estufa a 40°C, nas concentracdes de 50, 100, 150 e 200 mg L™,
e, posteriormente, foram esterilizados em autoclave. Uma aliquota de 100 uL de
suspensdo de células bacterianas contendo 10'° UFC mL™ foi adicionada a cada
tubo, os quais foram incubados a 28 °C por 48 h em estufa incubadora sob agitacéo
a 150 rpm. A avaliacdo do numero de bactérias foi realizada por espectrofotometria,
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anotando-se a absorbancia a 560 nm de cada amostra e calculando-se o valor de
UFCs de acordo com a curva de crescimento bacteriana previamente elaborada.

5.2.5 Testes em casa de vegetacao para determinagéo da validade do extrato de C.

longa

5.2.5.1 Cultivo em casa de vegetacado para determinacao da validade

Os ensaios foram conduzidos em cultivo protegido na area pertencente ao
Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico (CEDETEC) da Faculdade Assis Gurgacz,
Cascavel, com altitude de 712 m, longitude 53° 30’ 01” W e latitude 24° 56’ 09” S.

Cinco plantas de feijoeiro (cultivar IAPAR 81 — Carioca) foram cultivadas em
vasos plasticos, contendo 20 L de substrato com solo, areia e matéria organica
(proporgédo 2:1:1). Cada tratamento foi composto por cinco vasos, 0S quais
representavam as repeticdes. Nao se realizou adubacdo devido a andlise de solo

apresentar resultados satisfatorios de nutrientes.

5.2.5.2 Aplicacéo dos extratos com estabilidade acelerada

Aplicou-se os tratamentos com 0s extratos secos de curcuma submetidos a
0, 2, 4 e 6 meses na estufa a 40 °C para atribuir a estabilidade acelerada, nas
concentracdes de 50, 100, 150 e 200 mg L™, adicionando-se 0,25% de adjuvante
natural (obtido da trituracdo de 100 g de linhaca hidratada com 1L de vinagre de
vinho natural, e mantido a temperatura ambiente e no escuro por 20 dias),
metodologia informada por Marcia Vargas Toledo — EMATER - Comunicagao
pessoal. Os tratamentos foram aplicados por aspersdo na 32 folha (fase vegetativa

V4) em quantidade de 1 mL por folha.

5.2.5.3 Inoculacéo de P. griseola em casa de vegetacgao

A suspenséo de conidios de P. griseola foi preparada em agua com Tween 20
(uma gota 500 mL™) a partir de uma colénia com 14 dias de idade, sendo a
concentracdo ajustada para 4x10* conidios mL™. A inoculacdo em casa de
vegetacao foi realizada trés dias apos a aplicacdo dos extratos secos de curcuma
com estabilidade acelerada, na 32 folha trifoliolada tratada, bem como na 42 folha

trifoliolada nédo tratada (fase vegetativa V4). A inoculagéo foi realizada no inicio da
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noite para que as plantas permanecessem no escuro para garantir a infeccéo e
mantidas a temperatura ambiente (STANGARLIN, PASCHOLATI & LABATE, 2000).

5.2.5.4 Inoculacao de X. axonopodis pv. phaseoli em casa de vegetacéo

A suspensao bacteriana com X. axonopodis pv. phaseoli foi preparada com
solugéo salina (0,85% de NaCl) a partir de um isolado com 48 horas de cultivo e
ajustada na concentracdo de 5 x 10’ UFC mL™ (RAVA & SARTORATO, 1994).
Foram inoculadas trés dias apés a aplicacdo dos tratamentos com extratos secos de
curcuma com estabilidade acelerada, na 32 folha trifoliolada tratada, bem como na 42
folha trifoliolada ndo tratada. A inoculacdo foi realizada no inicio da noite e as

plantas mantidas a temperatura ambiente.

5.2.5.5 Avaliagéo da severidade para determinacao da validade

A severidade da mancha angular e do crestamento bacteriano comum do
feijoeiro em casa de vegetacdo foi avaliada na 32 e 42 folhas aos 21 dias apds a
inoculacdo, por determinacdo da éarea lesionada com o auxilio do sistema
computacional QUANT v. 1.0.2 (VALE, FERNANDES FILHO & LIBERATO, 2003).

5.2.6 Testes in vitro para determinacédo da eficiéncia do extrato de C. longa

5.2.6.1 Inibicdo da germinacao de esporos

Para P. griseola o teste foi realizado em lamina de microscopia revestida por
fina camada de agar-agua a 1% (1000 pL por lamina). Aliquotas de 40 pL do extrato
seco de curcuma que nao foi submetido a estabilidade acelerada (mantidos em
temperatura ambiente), ajustadas para se obter as concentra¢des de 50, 100, 150 e
200 mg L™ e aliquotas de 40 pL da suspensdo de conidios de P. griseola (1x10*
conidios mL™) obtidos de cultura com 14 dias de idade, foram distribuidas na
superficie das laminas, as quais foram incubadas em camara Umida com escotofase
total a 24 °C. A porcentagem de germinacgao foi determinada 24 h apds o inicio do
experimento com a adicdo de 40 pL de lactofenol com azul de algoddo em cada
lamina, a fim de paralisar a germinacao dos conidios (STANGARLIN et al., 2010).
Como controles utilizaram-se agua, fungicida azoxystrobin (40 mg i.a. L) e agua
com 0,25% de adjuvante natural.



87

5.2.6.2 Inibicdo da multiplicacdo bacteriana

Para X. axonopodis pv. phaseoli foi preparado meio de cultura caldo nutriente
(MARIANO & SILVEIRA, 2000). O meio de cultura (10 mL tubo™) recebeu as
diferentes concentracdes do extrato seco de curcuma que nao foi submetido a
estabilidade acelerada, nas concentracbes de 50, 100, 150 e 200 mg L™ e,
posteriormente, foram esterilizados em autoclave. Uma aliquota de 100 pL de
suspensdo de células bacterianas contendo 10'° UFC mL™ foi adicionada a cada
tubo, os quais foram incubados a 28 °C por 48 h em estufa incubadora sob agitacéo
a 150 rpm. A avaliagdo do numero de bactérias foi realizada por espectrofotometria,
anotando-se a absorbancia a 560 nm de cada amostra e calculando-se o valor de
UFCs de acordo com a curva de crescimento bacteriano previamente elaborada.
Como tratamentos controles utilizaram-se apenas o meio de cultura, antibiético
sistémico (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina) e o meio de
cultura com 0,25% de adjuvante natural.

5.2.7 Testes em casa de vegetacado para determinacdo da eficiéncia do extrato de C.

longa

5.2.7.1 Cultivo em casa de vegetacao

Os ensaios foram conduzidos em cultivo protegido na area pertencente ao
Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico (CEDETEC) da Faculdade Assis Gurgacz,
Cascavel, com altitude de 712 m, longitude 53° 30’ 01” W e latitude 24° 56’ 09” S.

Cinco plantas de feijoeiro (cultivar IAPAR 81 — Carioca) foram cultivadas em
vasos plasticos, contendo 20 L de substrato com solo, areia e matéria orgénica
(proporgédo 2:1:1). Cada tratamento foi composto por cinco vasos, 0S quais
representavam as repeticdes. Ndo se realizou adubacdo devido a andlise de solo

apresentar resultados satisfatorios de nutrientes.

5.2.7.2 Aplicacdo dos tratamentos em casa de vegetagao

Aplicou-se o0s tratamentos com o0s extratos secos de cdrcuma, nhao
submetidos a estabilidade acelerada, nas concentragcbes de 50, 100, 150 e 200 mg
L, e os controles agua, fungicida sistémico azoxystrobin (40 mg i.a. L) para o
ensaio com mancha angular e antibiético sistémico (22,5 mg L™ de oxitetraciclina +

225 mg L™ de estreptomicina) para crestamento bacteriano comum. Nos extratos e
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no controle agua foram adicionados 0,25% de adjuvante natural. Os tratamentos
foram aplicados por aspersao na 32 folha trifoliolada (fase vegetativa V4), em

quantidade de 1 mL por folha.

5.2.7.3 Inoculacao de P. griseola em casa de vegetacao

A suspenséo de conidios de P. griseola foi preparada em agua com Tween 20
(uma gota 500 mL™Y) a partir de uma colénia com 14 dias de idade, sendo a
concentracdo ajustada para 4x10% conidios mL™. A inoculacdo em casa de
vegetacao foi realizada trés dias apés a aplicacdo dos extratos secos de clurcuma
nao submetidos a estabilidade acelerada, na 32 folha trifoliolada tratada, bem como
na 42 folha trifoliolada néo tratada (fase vegetativa V4). A inoculacao foi realizada no
inicio da noite para que as plantas permanecessem no escuro para garantir a
infeccdo e mantidas a temperatura ambiente (STANGARLIN, PASCHOLATI &
LABATE, 2000).

5.2.7.4 Inoculacao de X. axonopodis pv. phaseoli em casa de vegetacéo

A suspensao bacteriana com X. axonopodis pv. phaseoli foi preparada com
solucéo salina (0,85% de NacCl) a partir de um isolado com 48 horas de cultivo e
ajustada na concentracdo de 5 x 10" UFC mL™* (RAVA & SARTORATO, 1994).
Foram inoculadas trés dias apés a aplicacdo dos tratamentos com extratos secos de
curcuma ndo submetidos a estabilidade acelerada, na 32 folha trifoliolada tratada,
bem como na 42 folha trifoliolada nao tratada. A inoculacéo foi realizada no inicio da

noite e as plantas mantidas a temperatura ambiente.

5.2.7.5 Avaliacdo da severidade para determinagéo da eficiéncia

A severidade da mancha angular e do crestamento bacteriano comum do
feijoeiro em casa de vegetacéo foi avaliada na 32 e 42 folhas aos 21 dias apds a
inoculacdo, por determinacdo da area lesionada com o auxilio do sistema
computacional QUANT v. 1.0.2 (VALE, FERNANDES FILHO & LIBERATO, 2003).

5.2.8 Avaliacéo de variaveis de crescimento do feijoeiro em casa de vegetacao



89

5.2.8.1 Avaliacdo de crescimento de parte aérea e raiz

Para o teste de avaliacdo do desenvolvimento de plantas de feijoeiro, aplicou-
se 0s extratos secos de curcuma nas concentracdes de 50, 100, 150 e 200 mg Lte
os controles agua, fungicida sistémico azoxystrobin (40 mg i.a. L) e antibiético
sistémico (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina) aos 20 dias
apos o plantio. Aos 50 dias coletaram-se as plantas, separando parte aérea da raiz
para pesagem do material a fresco, sendo, posteriormente, seco em estufa a 104 °C
por 24 horas para avaliacdo da massa seca. Para este teste ndo inoculou-se

patdgeno.
5.2.9 Testes a campo para determinacgéo da eficiéncia do extrato de C. longa

5.2.9.1 Cultivo a campo

O cultivo a campo foi conduzido na area pertencente ao Centro de
Desenvolvimento Tecnologico (CEDETEC) da Faculdade Assis Gurgacz, Cascavel,
com altitude de 712 m, longitude 53° 30’ 01” W e latitude 24° 56’ 09” S. As plantas de
feijoeiro (IAPAR 81 — Carioca) foram semeadas em 16 de fevereiro de 2011 para o
experimento 1 (época da seca) e em 19 de setembro de 2011 para o0 experimento 2
(época das éaguas) (SARTORATO et al.,, 1983), sendo realizado média dos
experimentos 1 e 2 para avaliacdo da eficiéncia dos tratamentos.

Os experimentos constituiram-se de trés blocos casualizados, sendo que
cada bloco era composto por cinco parcelas, e cada parcela dentro de um bloco
representava um tratamento. Cada tratamento foi constituido de area util de quatro
linhas de 1 m de comprimento cada, espagadas 0,45 m entre si, com dez plantas
viaveis por metro linear. A bordadura constava com 1 m anterior e posterior e duas
linhas entre os tratamentos. Essa descricdo de croqui foi aplicada tanto para a
mancha angular como para o crestamento bacteriano comum do feijoeiro.

Foram aplicados 400 kg ha™* de NPK (04-14-08) no sulco da semeadura (de
acordo com andlise de solo) e os demais tratos culturais como capinas foram
realizados sempre que necessario. No experimento 1 aplicou-se por aspersdo em
todos os tratamentos uniformemente, na fase vegetativa V5, um homeopatico de
percevejo fornecido pela COOPAVEL, diluindo-se 5 gotas em 1 L de agua. O
controle de percevejo foi satisfatorio a partir dessa aplicacdo, ndo sendo necessério

outra forma de manejo.
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5.2.9.2 Aplicacdo dos tratamentos a campo

Os tratamentos com os extratos secos de curcuma, ndo submetidos ao teste
de estabilidade acelerada, foram realizadas com 1 (14 dias apds a semeadura -
DAS); 2 (14 e 28 DAS) e 3 (14, 28 e 42 DAS) aplicacbes em toda a planta na
concentracdo de 150 mg L™, além dos controles &gua, fungicida sistémico
azoxystrobin (40 mg i.a. L") para o ensaio com mancha angular, e antibi6tico
sistémico (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L* de estreptomicina) para
crestamento bacteriano comum. Nos extratos e no controle adgua foram adicionados
0,25% de adjuvante natural. O fungicida e o antibidtico foram aplicados trés vezes
ao longo do ciclo da cultura (aos 14, 28 e 42 DAS), conforme recomendacéao técnica
do produto. Os tratamentos foram aplicados por aspersdo em quantidade de 5 mL
por planta.

Para o experimento com mancha angular, as plantas foram inoculadas com
suspenséo de esporos de P. griseola (4x10* esporos mL™) preparada em agua com
Tween 20 (uma gota 500 mL™) a partir de uma colénia com 14 dias de idade
(STANGARLIN, PASCHOLATI & LABATE, 2000), e para o crestamento bacteriano
comum, a suspensao bacteriana com X. axonopodis pv. phaseoli foi preparada com
solucéo salina (0,85% de NaCl) a partir de um isolado com 48 horas e ajustada na
concentracdo de 5 x 10’ UFC mL' (RAVA & SARTORATO, 1994). Ambos os
patdgenos foram inoculados separadamente trés vezes na cultura, aos 3 dias apoés a

aplicacao de cada tratamento.

5.2.9.3 Avaliacéo da severidade a campo

A severidade da doenca a campo foi avaliada em toda a planta, iniciando
aos 7 dias apos a ultima inoculagcdo, com escala diagramética elaborada por Godoy
et al. (1997) para a mancha angular (P. griseola) e escala descrita por Diaz et al.
(2001) para o crestamento bacteriano comum do feijoeiro (X. axonopodis pv.
phaseoli).

Foram realizadas quatro avaliagbes a cada quatro dias e posteriormente
procedeu-se ao calculo da curva de progresso da doenca e a determinacao da area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para ambas as doencas, por

meio da equacéao proposta por Campbell & Madden (1990):
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i=l

AACPD= iﬂ“"*'; 4 J* &.~2 )}

n = nimero de avaliagdes;
y = intensidade da doenca na i-ésima avalia¢ao;
t = tempo no momento da i-ésima.
5.2.9.4 Avaliacdo da produtividade a campo
Ao final do ciclo da cultura, foram coletados dados de massa e nudmero de
graos por planta, nUmero de vagens e nimero de graos por vagem, massa de 100
grdos e produtividade em Kg ha. A umidade foi verificada e o teor ajustado para

13% em todos os tratamentos.
5.2.10 Andlise estatistica

5.2.10.1 Andlise estatistica dos testes para determinacdo da validade

O delineamento experimental in vitro e em casa de vegetacao foi organizado
em esquema fatorial 4x4 (quatro tempos de estabilidade acelerada a 40 °C do
extrato seco de curcuma (0; 2; 4 e 6 meses) nas concentracdes (50, 100, 150 e 200
mg L™?). Foram realizadas trés repeticdes in vitro e cinco repeticdes em casa de
vegetacao.

Os dados foram expressos em porcentagem e transformados por arco seno
\Vx/100. As andlises de variancia (ANAVA) foram realizadas por meio do programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000). A comparacdo das medias dos tratamentos

foi realizada com a aplicagédo do teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.

5.2.10.2 Andlise estatistica dos testes para determinacao da eficiéncia

Para avaliacdo do efeito dos extratos secos de curcuma, ndo submetidos a
estabilidade acelerada, o delineamento experimental in vitro foi inteiramente
casualizado, com 7 tratamentos, sendo o extrato nas concentragdes de 50, 100, 150
e 200 mg L™ e os controles &gua, adjuvante natural e fungicida azoxystrobin (40 mg
i.a. L™ para a germinacéo de esporos de P. griseola e antibiético sistémico (22,5 mg
L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina) para multiplicacdo bacteriana

de X. axonopodis pv. phaseoli, com trés repeticdes cada.
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Em casa de vegetacdo o delineamento inteiramente casualizado apresentava
as concentracbes do extrato de 50, 100, 150 e 200 mg L™ e os controles agua e
fungicida azoxystrobin (40 mg i.a. L) para o ensaio com mancha angular e
antibiético sistémico (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina)
para crestamento bacteriano comum, e ambos para a varidvel de crescimento, com
cinco repeticdes cada tratamento.

A campo, o delineamento foi organizado em blocos casualizados com cinco
tratamentos: extrato seco de circuma a 50 mg L™, aplicado 1, 2 e 3 vezes e os
controles agua e fungicida azoxystrobin (40 mg i.a. L) para o ensaio com mancha
angular e antibiético sistémico (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™ de
estreptomicina) para crestamento bacteriano comum, ambos com cinco parcelas,
sendo que a parcela representava a repeticao.

Os dados expressos em porcentagem foram transformados por arco seno
\x/100. As andlises de variancia (ANAVA) foram realizadas por meio do programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000). A comparacao das médias dos tratamentos
foi realizada com a aplicacdo do teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Formulacao e determinacao da validade do extrato de C. longa

5.3.2 Testes in vitro para determinacao da validade do extrato de C. longa

5.3.2.1 Inibicdo da germinacao de esporos

A analise de variancia do efeito do extrato seco de curcuma submetido a
estabilidade acelerada por 0, 2, 4 e 6 meses a 40 °C na estufa, sobre a germinacgéo
de esporos de P. griseola nao foi significativa. Assim o extrato mostra-se estavel em
todas as concentragbes durante os 6 meses, confirmando sua validade por 24
meses (Tabela 5.1).

Na literatura ndo constam trabalhos que relatam testes de estabilidade
acelerada de extratos de plantas medicinais com finalidade de controle de doencas,
entretanto, sugere-se que a composicdo quimica natural do extrato deve estar

relacionada com compostos antioxidantes que favoregcam um prazo de validade
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suficiente para compensar a formulagcdo do extrato, como é o caso dos

curcumindides presentes na composi¢ao da clurcuma.

Tabela 5.1: Germinagédo de esporos de P. griseola em funcdo dos tratamentos com
extratos secos de C. longa submetidos ao processo de estabilidade acelerada.

Germinacéo de esporos (%)

Tempo
(meses) 50mgL™ 100mgL™™ 150mgL™™ 200mgL™™ Média
o 63,0 71,0 85,3 78,6 74,47
2" 67,4 75,6 66,7 67,0 69,1
4 63,0 67,6 66,0 73,3 67,4
6" 66,0 70,0 76,0 71,4 70,8
Média 64,8 71,0 73,5 72,5 70,4

C. V. (%) = 8,28
Tratamento seguido de ns indica ndo significancia estatistica. Dados transformados por arco seno
x/100.

5.3.2.2 Inibicdo da multiplicacdo bacteriana para determinacdo da validade

A multiplicacdo bacteriana de X. axonopodis pv. phaseoli, no teste in vitro,
mostrou-se significativa perante os extratos secos de curcuma submetidos a
estabilidade acelerada por 0, 2, 4 e 6 meses a 40 °C na estufa (Tabela 5.2). As
concentracdes de 100 e 150 mg L™ estimularam a multiplicacdo bacteriana a partir
do extrato com 2 meses na estufa e a 50 e 200 mg L™ apresentaram estimulo aos 2
e 4 meses, mas nao diferenciaram do tempo 0 aos 6 meses. Observa-se ainda que
as maiores concentracbes dos extratos foram mais eficientes em reduzir a

multiplicacdo da bactéria.

Tabela 5.2: Multiplicagdo da bactéria X. axonopodis pv. phaseoli em fungdo dos
tratamentos com extratos secos de C. longa submetidos ao processo de estabilidade
acelerada.

Concentracéo bacteriana (UFC mL™ x10™)

Tempo
(meses) 50mgL* 100mgL* 150mgL? 200mglL* Média
0 537,6 Ba  201,0Aa 178,3Aa  258,0 Aa 295,1
2 1128,6 Bb  931,6 ABb  668,6 Ab  703,3 Ab 858,0
4 1153,3Bb  523,6 Ab  580,3Ab  596,0 Ab 713,3
6 836,6 Bab 839,3Bb  569,6Bb  109,3 Aa 588,7
Média 914,0 652,3 499,2 416,6 613,8

C. V. (%) = 29,65
Média seguida de letras distintas, mailscula na linha e mindscula na coluna, difere pelo teste de
Tukey a 5%. Dados transformados por Vx+0,5.
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Dessa forma, esses resultados supbem alteragcdo dos compostos quimicos
com atividade antimicrobiana direta no extrato seco de curcuma a partir dos 6 meses
da preparacdo. E necessario considerar o efeito dos extratos in vivo para confirmar a
validade, uma vez que a inducédo de resisténcia pode se manter eficiente mesmo

sem atividade antimicrobiana.

5.3.3 Testes em casa de vegetacao para determinagéo da validade do extrato de C.

longa

5.3.3.1 Avaliagéo da severidade de P. griseola para determinacao da validade

A severidade da mancha angular do feijoeiro néo foi significativa para a 32
folha trifoliolada tratada com extratos secos de curcuma, submetidos a estabilidade
acelerada, e inoculada com esporos de P. griseola, em condicdes de casa de
vegetacdo, indicando a estabilidade do extrato de curcuma por 24 meses (Tabela
5.3).

Tabela 5.3: Severidade da mancha angular causada por P. griseola em feijoeiro cv.
IAPAR 81 tratado com extrato seco de C. longa submetido ao processo de
estabilidade acelerada.

Severidade (%) 32 Folha

Tempo
(meses) 50mgL™ 100mgL™™ 150 mgL™*" 200 mg L' Média
o™ 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1
2" 0,2 0,3 0,1 0,1 0,1
4 0,2 0,2 0,1 0,05 0,1
6" 0,2 0,2 0,2 0,05 0,1
Média 0,1 0,2 0,1 0,07 0,18

C. V. (%) = 79,05

Severidade (%) 42 Folha

Tempo
(meses) 50mgL™ 100mgL™™ 150mgL™™ 200mgL™™  Média
o 0,03 0 0,06 0 0,02
2" 0 0 0 0 0
4" 0,01 0 0 0 0
6" 0 0 0 0 0
Média 0,01 0 0,01 0 0,007

C. V. (%) = 53,56
Tratamento seguido de ns indica ndo significancia estatistica. Dados transformados por arco seno

Vx/100. Ensaio realizado em casa de vegetacédo. Tratamentos aplicados na 32 folha trés dias antes da
inoculacdo com P. griseola que ocorreu nas 32 e 42 folhas.
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Para a 42 folha trifoliolada do feijoeiro, apenas inoculada com esporos de P.
griseola, a avaliacdo de severidade manteve o comportamento de estabilidade, ja
descrita no teste in vitro para este patégeno fungico, confirmando a validade de 24

meses desse extrato (Tabela 5.3).

5.3.3.2 Avaliacdo da severidade de X. axonopodis pv. phaseoli para determinacdo
da validade

A severidade do crestamento bacteriano comum na 32 folha trifoliolada do
feijoeiro, tratado com extratos secos de curcuma submetidos a estabilidade
acelerada por 0, 2, 4 e 6 meses, mostrou-se significativa para as concentracdes de
50, 100 e 150 mg L™, os quais mantiveram a eficiéncia até o tempo de 4 meses na
estufa, demonstrando que a validade do extrato, nestas concentracfes, estende-se
por 18 meses. A partir desse periodo, sugere-se aumentar a dosagem para 200 mg

L™, pois essa concentragcdo mantem-se estavel por 24 meses.

Tabela 5.4: Severidade do crestamento bacteriano comum causado por X.
axonopodis pv. phaseoli em feijoeiro cv. IAPAR 81 tratado com extratos secos de C.
longa submetidos ao processo de estabilidade acelerada.

Severidade (%) 32 Folha

Tempo
(meses) 50mgL? 100mgL* 150mgL* 200mgL™™  Média
o™ 4,9 a 54 a 38a 7.1 5,3
2" 3,6a 35a 28a 7.7 4,4
4 50a 33a 29a 4,7 3,9
6 11,6 Bb 20,3 Cb 11,7 Bb 6,6 A 12,5
Média 6,2 8,1 5,3 6,5 6,52

C. V. (%) = 30,77

Severidade (%) 42 Folha

Tempo
(meses) 50mgL? 100mgL™ 150mgL™*™ 200mgL™™  Média
o 02a 0,4 0,1 0,03 0,1
2" Oa 0,2 0,1 0,3 0,1
4" 0,06 a 0,1 0,04 0 0,05
6 3,6 Bb 0,4A 0,4A 0,06 A 1,1
Média 0,9 0,2 0,1 0,09 0,39

C. V. (%) = 66,40
Média seguida de letras distintas, mailscula na linha e mindscula na coluna, difere pelo teste de
Tukey a 5%. Tratamento seguido de ns indica ndo significancia estatistica. Dados transformados por

Vx+5. Ensaio realizado em casa de vegetacdo. Tratamentos aplicados na 32 folha trés dias antes da
inoculacdo com P. griseola, que ocorreu na 32 e 42 folha.
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A severidade do crestamento bacteriano comum para a 42 folha do feijoeiro
mostrou-se significativa apenas para a concentracdo de 50 mg L™ aos 6 meses de
estabilidade acelerada, sugerindo que a partir dos 18 meses de validade, a eficiéncia
e o efeito sistémico sera garantida apenas nas concentracdes acima de 100 mg L™
(Tabela 5.4).

A severidade do crestamento bacteriano comum, para a 32 e 42 folha,
demonstram que a eficiéncia sobre essa doenca € independente da atividade
antimicrobiana direta, e que 0s compostos quimicos desse extrato de curcuma
tiveram efeito nos testes in vitro, ndo mantendo o mesmo padréo de resposta in vivo.

Os resultados obtidos com os extratos secos de curcuma submetidos a
estabilidade acelerada sugerem constancia quando testados para a mancha angular
do feijoeiro (P. griseola), tanto nos testes in vitro como in vivo. Por outro lado,
qgquando testados para o crestamento bacteriano comum (X. axonopodis pv.
phaseoli), compostos que apresentam atividade antimicrobiana direta a partir dos 6
meses de formulacdo (24 meses de validade) nos testes em casa de vegetacao
tiveram a eficiéncia mantida apenas até os 18 meses da formulacéo.

Em suma, destaca-se que para a mancha angular do feijoeiro, a validade do
extrato de curcuma é de 24 meses, e quando se visa controlar o crestamento
bacteriano comum a validade é de 18 meses a partir da data de formulacéo.
Ressalta-se ainda que a validade do extrato seco de clUrcuma apresenta-se
prolongada, podendo estar relacionada com compostos antioxidantes presentes no
extrato do rizoma (MIQUEL et al., 2002) que se igualam a eficiéncia da vitamina C
(JAYAPRAKASHA, JAGANMOHAN RAO & SAKARIAH, 2006).

5.3.4 Testes in vitro para determinacao da eficiéncia do extrato de C. longa

5.3.4.1 Inibicdo da germinacéao de esporos

A germinagédo de esporos de P. griseola foi reduzida significativamente em
26% na concentracdo de 50 mg L™, quando camparado a testemunha agua (0), ndo
diferenciando do efeito do fungicida. As demais concentracdes do extrato nao
diferenciaram da testemunha e o adjuvante natural ndo diferenciou da agua,
propondo sua incorporacgdo a calda de aplicagdo dos extratos de cdrcuma nos testes
in vivo (Figura 5.1).
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Semelhantemente, o trabalho de Balbi-Pefia et al. (2006a) indicou que o0s
extratos de curcuma (C. longa) a 10% e 15% n&o autoclavados inibiram em
38,2% e 23,2%, respectivamente, 0 crescimento micelial e 71,7% e 87%,
respectivamente, a esporulacéo de Alternaria solani.

Para Amaral e Bara (2005), o extrato aquoso a 1% de curcuma inibiu o
crescimento micelial de Fusarium oxysporum em 61,2% e de Rizoctonia solani em
61,1%. A atividade antifungica de curcuma também é relatada por Sindhu et al.
(2011), os quais testaram o 0leo essencial das folhas de curcuma sobre a producao
de aflatoxina B1 e G1 do fungo Aspergillus flavus e observaram que a concentracéo
de 1 e 1,5% do 6leo essencial inibiu em 95,3 e 100% a producdo de ambas as
toxinas.

A atividade antimicrobiana dos produtos naturais, como o extrato seco de
curcuma testado neste trabalho, o viabiliza para testes de controle alternativo por
meio da inducdo dos mecanismos de defesa das plantas. Compostos secundarios
das plantas medicinais podem desempenhar funcées importantes em interacbes
planta-patégeno (SCHWAN-ESTRADA et al., 2010).
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Figura 5.1: Percentual de germinacdo de esporos de P. griseola em fungcdo do
tratamento com extratos secos de C. longa nas concentracdes 50, 100, 150 e 200
mg L?, testemunha &gua (0), fungicida azoxystrobin (40 mg i.a. L) e adjuvante
natural. Média seguida de letra distinta difere pelo teste de Tukey a 5%. Dados
transformados por arco seno Vx/100.
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5.3.4.2 Inibicdo da multiplicacao bacteriana

A multiplicacdo da bactéria X. axonopodis pv. phaseoli foi reduzida
significativamente nas maiores concentracdes (100, 150 e 200 mg L) do extrato de
curcuma, quando comparados a testemunha agua (0), ndo diferenciando do
antibiético. A concentracdo de 50 mg L™ n&o diferenciou da testemunha, mas
apresentou tendéncia de atividade antimicrobiana. O adjuvante foi estatisticamente
igual a agua, citando-o com potencial para acrescentar aos extratos de curcuma nos
testes in vivo (Figura 5.2).

O uso de extratos aquosos de curcuma também tem sido estudado no
controle da bactéria X. axonopodis pv. manihotis, in vitro. O uso de extrato aquoso
de quatro gendtipos de curcuma provenientes de cultivos de Jaboticabal-SP, Mara
Rosa-GO, Maringad-PR e Mercedes-PR, causou inibicdo completa da multiplicacéo
da bactéria na concentracdo 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 curcuma proveniente de Maringa nado inibiu completamente o

crescimento em nenhuma das concentracfes utilizadas (KUHN et al., 2006).
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Figura 5.2: Unidades formadoras de colénias (UFC) de Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli em funcdo do tratamento com extratos secos de C. longa nas
concentracdes 50, 100, 150 e 200 mg L™, testemunha agua (0), antibiético (22,5 mg
L de oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina) e adjuvante natural. Média
seguida de letra distinta difere pelo teste de Tukey a 5%.

Da mesma forma, Jabeen et al. (2011) relataram que extratos aquosos

obtidos por infusdo do rizoma de curcuma na concentracdo de 1% causaram inibicao
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in vitro de Xanthomonas oryzae pv. oryzae, atingindo um halo de inibicao de 28,4 cm
de didmetro, se igualando ao efeito da estreptomicina.

Esses resultados in vitro publicados ressaltam a atividade antimicrobiana de
curcuma encontrado no presente trabalho, sobre a bactéria X. axonopodis pv.
phaseoli, 0 que, agregado ao efeito in vivo, pode maximizar o manejo da doenca

pela indugéo de resisténcia e pela atividade antimicrobiana direta.

5.3.5 Testes em casa de vegetacao para determinacdo da eficiéncia do extrato de C.

longa

5.3.5.1 Avaliacdo da severidade para determinacao da eficiéncia

5.3.5.1.1 Avaliacéo da severidade de P. griseola para determinacao da eficiéncia

A severidade da mancha angular do feijoeiro, em condi¢cdes de casa de
vegetacdo foi reduzida de forma significativa tanto para a 32 folha trifoliolada tratada
com extratos secos de curcuma e desafiadas com P. griseola, quanto para a 42 folha
apenas inoculada, com reducdo da severidade da doenca em todas as
concentracfes testadas, diferenciando da testemunha agua (0) e apresentando o
mesmo efeito do fungicida. O comportamento observado na 42 folha respalda o
efeito sistémico desses extratos (Tabela 5.5).

A eficiéncia do extrato de curcuma na reducdo da severidade de doencas
fungicas também é relatada por Balbi-Pefia et al. (2006b), os quais descrevem que
0s extratos brutos aquosos de circuma a 1% e curcumina 50 mg L*
apresentaram melhor nivel de controle, com valor de AACPD da pinta preta,
causada por Alternaria solani, estatisticamente menor do que a testemunha e
similar ao tratamento com fungicida cuprico, ressaltando o potencial do extrato de
curcuma para o controle de doengas em plantas.

Extratos aquosos do rizoma de gengibre (Zingiber officinale R.), planta da
mesma familia botanica da curcuma, apresentaram reducéo da AACPD semelhante
ao fungicida azoxistrobina, quando aplicados a cada 15 dias nas concentracdes de
15, 25, 35 e 45% em plantas de inhame (Dioscorea cayennensis) para ocontrole da
gueima das folhas, causadas pelo fungo Curvularia eragrostidis (BRITO, 2009).

Para a cultura da alface, verificou-se que a aplicacdo de massa de gengibre

na base da planta aumentou a atividade da enzima peroxidase e reduziu a
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incidéncia de Sclerotinia sclerotiorum. A presenca de compostos elicitores no extrato
aquoso bruto de gengibre nas concentragbes de 1, 5, 10, 15, 20 e 25% foi
observada pela inducdo da producédo de fitoalexinas em sorgo e soja, que ocorreu
de maneira dose dependente. Dessa forma, a atividade do gengibre ocorreu tanto
por atividade antimicrobiana direta quanto pela ativacdo de mecanismos de defesa
das plantas (RODRIGUES et al., 2007).

Tabela 5.5: Severidade e percentual de controle da mancha angular causada por P.
griseola em feijoeiro cv. IAPAR 81 tratado com extratos secos de C. longa na
terceira folha, trés dias antes da inoculagéo realizada na terceira e quarta folhas.

Severidade (%)

Tratamentos 32 Folha Controle (%) 42 Folha Controle (%)
0 3,3b - 0,5b -
50mg L™ 0,1a 97,0 0,03 a 94,0
100 mg L™ 0,1a 97,0 Oa 100
150 mg L™ 0,2a 94,0 0,07 a 99,5
200 mg L™ 0,1a 97,0 Oa 100
Fungicida 0,2 a 94,0 0,03 a 94,0
Regressao y = 0,000%” - 0,048x + 2,97 y = 3E-05%° - 0,007x + 0,476
R? 0,842 0,820

Médias seguidas de letra distinta diferem pelo teste de Tukey a 5%. Dados transformados por arco
seno Vx/100. Fungicida: azoxystrobin (40 mg i.a. L™).

5.3.5.1.2 Avaliacdo da severidade de X. axonopodis pv. phaseoli para determinacéo
da eficiéncia

Os extratos secos de curcuma reduziram significativamente a severidade do
crestamento bacteriano comum em feijoeiro, tanto para a 32 folha tratada e inoculada
com a bactéria X. axonopodis pv. phaseoli, quanto para a 42 folha apenas inoculada,
demonstrando que o efeito do controle € local e sistémico, da mesma forma que o
antibiotico (Tabela 5.6).

Com resultados contraditérios, Kuhn et al. (2006) observaram atividade
antimicrobiana direta in vitro de extratos de curcuma a 10 e 20% sobre X.
axonopodis pv. manihotis, dependendo da procedéncia dos rizomas. No entanto,
in vivo, nas concentracdes utilizadas, ndo houve efeito curativo em manivas de
mandioca infectadas com o patdgeno. A literatura conta com poucos trabalhos
relacionados a atividade indutora de resisténcia de curcuma em bacteriose, contudo,
suficiente para observar a especificidade de resposta para os diferentes

patossistemas.
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Tabela 5.6: Severidade e percentual de controle do crestamento bacteriano comum
causado por X. axonopodis pv. phaseoli em feijoeiro cv. IAPAR 81 tratado com
extratos secos de C. longa na terceira folha, trés dias antes da inoculacéo realizada
na terceira e quarta folhas.

Severidade (%)

Tratamentos 32 Folha Controle (%) 42 Folha Controle (%)
0 145b - 6,8b -

50 mg L™ 4,9 a 66,3 0,2a 97,1
100 mg L™ 54 a 62,7 0,4a 94,2
150 mg L™ 3,8a 73,8 0,1a 98,5
200 mg L™ 7,0a 51,8 0,03 a 99,6
Antibiético 2,7a 81,4 1,7a 75,0
Regressdo  y = 0,000%° - 0,167x + 13,73 y = 0,000%° - 0,099x + 6,08
R? 0,889 0,845

Médias seguidas de letra distinta diferem pelo teste de Tukey a 5%. Dados transformados por arco
seno Vx/100. Antibiético (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina)

Com resultados contraditorios, Kuhn et al. (2006) observaram atividade
antimicrobiana direta in vitro de extratos de curcuma a 10 e 20% sobre X.
axonopodis pv. manihotis, dependendo da procedéncia dos rizomas. No entanto,
in vivo, nas concentracdes utilizadas, ndo houve efeito curativo em manivas de
mandioca infectadas com o patdgeno. A literatura conta com poucos trabalhos
relacionados a atividade indutora de resisténcia de cdarcuma em bacteriose, contudo,
suficiente para observar a especificidade de resposta para os diferentes
patossistemas.

Os resultados da eficiéncia dos extratos de curcuma sobre a severidade da
mancha angular e do crestamento bacteriano comum no feijoeiro, em condi¢cdes de
casa de vegetacéao, sugerem a utilizagdo da menor concentragéo, ou seja, de 50 mg
L™, para a extensdo dos testes a campo, devido a néo diferenca estatistica entre as

concentracoes.

5.3.6 Avaliacdo de variaveis de crescimento do feijoeiro

5.3.6.1 Avaliacdo de crescimento de parte aérea

A massa fresca das plantas de feijoeiro tratadas com o extrato seco de
clrcuma foi significativa para as concentracdes de 50, 100 e 150 mg L™, com
estimulo no desenvolvimento com quando comparados a testemunha agua (0). A

massa seca manteve 0 mesmo comportamento para as concentracdes de 50 e 150
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mg L. Neste ultimo, o incremento da parte aérea foi de 152,1 e 163,7%,
respectivamente (Figura 5.3).

Resultados diferentes, demosntrando a fitotoxidez de circuma séao relatados
por Tavares et al. (2010), os quais verificaram que 0s rizomas moidos de cudrcuma
inibbem a germinacdo e o crescimento de picdo (Bidens pilosa) e o composto
fitotdxico isolado e identificado foi o sesquiterpeno ar-turmerona.

Aoki et al. (1997) ressaltam que a intensidade dos efeitos de extratos de
uma planta sobre o desenvolvimento de outra € dependente da concentracdo das
substéancias testadas, o que se comprovou neste trabalho, no qual a massa fresca e
seca do feijoeiro ndo apresenta uma relacdo dose dependente perante as

concentracfes do extrato de curcuma.

A B

] w =
=} =} <
! ] 1

=
(=]
1

Parte aérea - massa fresca (g)
Parte aérea - massa seca (g)

=}
L

50 100 150 200mg L™

50 100 150 200mglL*

Fungicida

Antibidtico
Fungicida
Antibidtico

Figura 5.3: Massas fresca (A) e seca (B) da parte aérea de plantas de feijoeiro cv.
IAPAR 81 tratadas com extratos secos de C. longa, nas concentra¢fes 50, 100, 150
e 200 mg L™ e comparadas com plantas tratadas apenas com agua destilada (0),
fungicida: azoxystrobin (40 mg i.a. L™) e antibiético (22,5 mg L™ de oxitetraciclina +
225 mg L™ de estreptomicina), aos 50 dias apés a emergéncia e 25 dias apds a
aplicacao dos tratamentos em condi¢cOes de casa de vegetacdo. Médias seguidas de
letras distintas diferem pelo teste de Tukey a 5%.

5.3.6.2 Avaliagéo de crescimento de raiz

A avaliagdo do desenvolvimento do sistema radicular foi significativo, com
incremento da massa fresca e seca nas plantas de feijoeiro tratadas com os extratos
secos de clircuma, nas concentracdes de 100, 150 e 200 mg L™ e 150 e 200 mg L™,
respectivamente, quandos comparados a testemunha. A concentragdo de 150 mg L
! aumentou 216,6 e 225% a massa fresca e seca da raiz, respectivamente (Figura
5.4).
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Na literatura ndo consta trabalhos com cdrcuma sobre o desenvolvimento
radicular de plantas, contudo, destaca-se o potencial de outras plantas medicinais
como a salvia (Salvia officinalis L.) com semelhante efeito sobre o comprimento da
raiz, estimulado na ordem de 86, 98 e 75%, para as concentracbes de 7,5; 15 e
22,5%, respectivamente, de extrato aquoso (VIECELLI & CRUZ-SILVA, 2009). Efeito
este verificado também por Piesanti e Jacobi (2004) em bioensaios realizados com
folhas e raizes de Ateleia glazioviana (timbo) testadas em sementes de alface.

Resultados contrarios séo descritos por Alves et al. (2004) utilizando extratos
de uma espécie da familia Lamiaceae, o alecrim-pimenta (Lippia sidoides C.) sobre
a germinacdo e crescimento de plantulas de alface (Lactuca sativa L.), que
observaram efeito inibitério no comprimento da raiz o qual foi proporcional a
concentracdo do extrato. Para Souza, Rodrigues & Rodrigues (1997), a raiz € um
indicador mais sensivel do que a germinacdo aos extratos aquosos, destacando que
esta varidvel € um aspecto ecoldgico importante, uma vez que a inibicdo do sistema
radicular seria determinante, pois impediria 0 desenvolvimento normal da planta
afetada pelos compostos quimicos e representaria o potencial competitivo entre as

plantas.
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Figura 5.4: Massas fresca (A) e seca (B) da raiz de plantas de feijoeiro cv. IAPAR 81
tratadas com extratos secos de C. longa nas concentra¢gdes 50, 100, 150 e 200 mg
L' e comparadas com plantas tratadas apenas com agua destilada (0), fungicida:
azoxystrobin (40 mg i.a. L") e antibiético (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™
de estreptomicina), aos 50 dias apos a emergéncia e 25 dias apos a aplicacédo dos
tratamentos em condicdes de casa de vegetacdo. Médias seguidas de letras
distintas diferem pelo teste de Tukey a 5%.
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5.3.7 Testes a campo para determinacéo da eficiéncia do extrato de C. longa

5.3.7.1 Avaliacdo da severidade a campo

A area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para a mancha
angular do feijoeiro, foi reduzida com 1, 2 e 3 aplicagbes com extrato seco de
clrcuma na concentracdo de 50 mg L™, quando comparada a testemunha agua e
nao diferenciando do fungicida. Com comportamento semelhante, houve reducédo da
AACPD do crestamento bacteriano comum quando comparado a agua e com 0O
mesmo afeito atingido pelo antibidtico (Tabela 5.7).

Resultados semelhantes foram encontrados por Balbi-Pefia et al. (2006b)
qgue verificaram menor aérea abaixo da curva de progresso da doenca na folha de
tomateiro tratada e ndo tratada com o extrato aquoso do rizoma de curcuma a 10%,

promovendo uma possivel inducéo de resisténcia sistémica contra A. solani.

Tabela 5.7: Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) de plantas de
feijoeiro cv. IAPAR 81 tratadas com 1 (14 DAS); 2 (14 e 28 DAS) e 3 (14, 28 e 42
DAS) aplicacdes com extrato seco de curcuma (C. longa) na concentracdo de 50 mg
L' e comparadas com plantas que receberam 3 aplicacdes de agua destilada (0),
fungicida ou antibiético e desafiadas com P. griseola ou X. axonopodis pv. phaseoli.

Tratamentos AACPD
P. griseola X. axonopodis pv. phaseoli
Agua 175 Db 240,6 b
Fungicida 40,3 a -
Antibidtico - 35,0a
1 aplicacao 45,3 a 38,6 a
2 aplicacoes 30,3 a 33,3a
3 aplicacoes 33,6 a 30,0 a
Média Geral 64,9 75,5
C. V. (%) 19,7 14,5

Fungicida: azoxystrobin (40 mg i.a. L™). Antibidtico (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™ de
estreptomicina). Médias seguidas de letras distintas diferem pelo teste de Tukey a 5%.

O potencial de extratos aquosos de plantas medicinais no controle de
doencas também sao relatados por Santos, Bonaldo & Bulhdes (2011), os quais
testaram extratos a 25% das plantas de arruda (Ruta graveolens), carqueja
(Baccharis trimera), manjerona (Origanum majorana) e, das espécies florestais,
eucalipto (Corymbia citriodora) e angelim (Parkia pendula) na protecdo de algodao
contra Colletotrichum gossypii e no controle curativo de ramulose (C. gossypii

var. cephalosporioides) em campo. Esses autores observaram que o0 extrato



105

aquoso de arruda néo foi efetivo no controle da antracnose, enquanto que os demais
extratos reduziram a doenca. No controle da ramulose a campo, nas cultivares
LDCV03 e LDCV22, todos os extratos testados ndo apresentaram diferenca

significativa para reducdo da AACPD em relacéo a testemunha.

5.3.7.2 Avaliagéo da produtividade a campo

5.3.7.2.1 Avaliacéao da produtividade do feijoeiro desafiado com P. griseola

A analise de variancia dos dados de produtividade obtidos de plantas
tratadas com 1, 2 e 3 aplicacdes do extrato seco de circuma a 50 mg L*,
testemunha agua e fungicida e desafiadas com P. griseola, fungo causador da
mancha angular do feijoeiro, mostrou-se nao significante para o numero de vagens
(Figura 5.5A) e numero de gréos (Figura 5.5C) por planta. Porém, significativo para o
ndamero de gréos por vagem, com incremento quando aplicado extrato de curcuma
em comparacao a testemunha e néo diferenciando do fungicida (Figura 5.5B).

A massa de 100 gréos foi incrementada quando as plantas de feijoeiro foram
tratadas com 2 aplicacbes do extrato seco de curcuma, sendo este superior a
testemunha e igual ao fungicida (Figura 5.5D).

A massa de gréos por planta (Figura 5.5E) e a produtividade (Figura 5.5F)
foram significativamente maiores com 3 aplicacdes do extrato seco de clircuma e no
tratamento fungicida, produzindo 57,8 e 62,2 sc ha, respectivamente, ao passo que
a testemunha produziu 45,6 sc ha™. A testemunha, 1 e 2 aplicacdes do extrato ndo
diferenciaram entre si para ambas as variaveis.

De forma semelhante, o incremento na produtividade de plantas de soja
tratadas com curcumina a 50 mg L™ é relatada por Becker et al. (2004), os quais
observaram que o tratamento proporcionou um peso total de sementes de soja
29% maior que o0 obtido com o tratamento padrdo com o fungicida
pyraclostrobin + epoxiconazole, em ensaio para controle de doencas de final de
ciclo, como Septoria glycines, Cercospora kikuchi e Microsphaera diffusa, em

condicbes de campo.
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Figura 5.5: Namero de vagens por planta (A), numero de graos por vagem (B),
namero de graos por planta (C), massa de 100 graos (D), massa de grdos por planta
(E) e produtividade (F) de plantas de feijoeiro cv. IAPAR 81 tratadas com 1 (14
DAS); 2 (14 e 28 DAS) e 3 (14, 28 e 42 DAS) aplicagcbes com extrato seco de
ctrcuma (C. longa) na concentracdo de 50 mg L™ e comparadas com plantas que
receberam 3 aplicacfes de agua destilada (0) ou fungicida: azoxystrobin (40 mg i.a.
LY. As plantas foram inoculadas trés vezes ao longo do ciclo da cultura com
suspensdo de esporos de P. griseola (4x10* esporos mL™) aos 3 dias apds a
aplicacdo de cada tratamento. Asterisco (*) indica que ndo houve diferenca
significativa pela ANAVA ao passo que médias seguidas de letras distintas diferem
pelo teste de Tukey a 5%.
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Para Balbi-Pefia et al. (2006b), trabalhando com extrato de curcuma (1 e
10%), curcumina (50 e 100 mg L), acibenzolar-S-metil (ASM) (25 mg i.a. L™),
oxicloreto de cobre (1.100 mg i.a. L), azoxystrobin (80 mg i.a. L) e testemunha
(dgua) no controle da pinta preta, causada por Alternaria solani em tomateiro,
verificaram e o0s extratos brutos de curcuma apresentaram niveis de controle de
pinta preta similares ao tratamento com fungicida cuprico, mas inferior ao
azoxystrobin. Nao houve diferencas estatisticas na producdo comercial de tomate
entre tratamentos. Somente o tratamento de curcumina 50 mg L™ apresentou maior
porcentagem de frutos grandes em relagcéo a testemunha.

A produtividade de plantas de feijoeiro tratadas com 1 e 2 aplicacbes nao
diferenciaram em produtividade do tratamento testemunha, apesar de apresentar
reducao significativa na AACPD da mancha angular (Tabela 5.7), provavelmente a
inducdo de resisténcia nas plantas exigiu uma alocacao de recursos, gerando um
custo adaptativo (IRITI & FAORO, 2003) associado entre defesas constitutivas e
induziveis (HEIL & BALDWIN (2002) que refletiram na produtividade do feijoeiro.

5.3.7.2.2 Avaliacdo da produtividade do feijoeiro desafiado com X. axonopodis pv.
phaseoli

O numero de vagens (Figura 5.6A) e o numero de gréos por planta (Figura
5.6C) nao foram significativos em feijoeiro tratado com 1, 2 e 3 aplicagdes do extrato
de circuma a 50 mg L™, e comparadas com a testemunha e o antibiético, ambos
inoculados com X. axonopodis pv. phaseoli trés dias apds cada tratamento. O
namero de gréos por vagem obtidos de plantas tratadas com o extrato de curcuma
nao diferenciaram do antibiotico e da testemunha agua (Figura 5.6B). Da mesma
forma, a massa de 100 graos foi incrementada no tratamento com 3 aplicagdes do
extrato de cuUrcuma, quando comparada com a testemunha, atingindo efeito
semelhante ao antibiotico (Figura 5.6D).

A massa de graos por planta (Figura 5.6E) e a produtividade (Figura 5.6F)
do feijoeiro foram superiores quando aplicado 3 pulveriza¢gdes do extrato de curcuma
a 50 mg L' e comparados com a testemunha. As 3 aplicacbes do extrato
apresentaram o mesmo efeito das 3 aplica¢des do antibiotico, que produziram 37,2 e
39,9 sc ha', respectivamente, ao passo que a testemunha apresentou 29,3 sc ha?,

média de 21,2% inferior as 3 aplicagbes do extrato.
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Figura 5.6: Namero de vagens por planta (A), nUmero de grdos por vagem (B),
namero de graos por planta (C), massa de 100 graos (D), massa de grdos por planta
(E) e produtividade (F) de plantas de feijoeiro cv. IAPAR 81 tratadas com 1 (14
DAS); 2 (14 e 28 DAS) e 3 (14, 28 e 42 DAS) aplicagbes com extrato seco de
ctrcuma (C. longa) na concentracdo de 50 mg L™ e comparadas com plantas que
receberam 3 aplicacdes de &gua destilada (0) ou antibidtico (22,5 mg L™ de
oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina). As plantas foram inoculadas trés
vezes ao longo do ciclo da cultura com suspensao bacteriana de X. axonopodis pv.
phaseoli (5 x 10" UFC mL™) aos 3 dias ap6s a aplicacdo de cada tratamento.
Asterisco (*) indica que nao houve diferenca significativa pela ANAVA ao passo que
médias seguidas de letras distintas diferem pelo teste de Tukey a 5%.
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Kuhn (2007), trabalhando com o patossistema feijoeiro e crestamento
bacteriano comum, tratados com indutor quimico (acibenzolar-S-metil - ASM) e
biolégico (Bacillus cereus), observou que o ASM indiziu resisténcia pelo aumento de
enzimas chaves como peroxidase, quitinase, B-1,3-glucanase, protease, lignina,
proteinas sollveis e acuUcares redutores e reducdo no teor de fendis, amido,
crescimento e produtividade, ao passo que o indutor biético proporcionou aumento
na atividade de peroxidase e amido e reduziu o teor de proteinas nas folhas e gréos,
sem interferir no crescimento e na produtividade, destacando que a inducédo de
resisténcia deve equilibrar a distribuicdo de recursos energéticos na planta para ser
vantajosa e néao interferir no aspecto produtivo da cultura.

No presente trabalho, observou-se que o extrato seco de curcuma a 50 mg
L™ aplicado uma e duas vezes ao longo do ciclo da cultura ndo diferenciou do
tratamento testemunha em nenhuma das varidveis avaliadas de produtividade do
feijoeiro desafiado com X. axonopodis pv. phaseoli, possivelmente pelo investimento
dos limitados recursos na producéo de defesas constitutivas (COLEY et al., 1985) ao
invés de apresentar custo apenas na presenca do patdogeno (HEIL, 2002). Dessa
forma, € importante que o produto/extrato indutor de resisténcia mantenha o
mecanismo latente de defesa na planta para que 0s recursos energéticos sejam
destinados para a expressao da defesa somente em condicdes necessarias
(BOSTOCK, 2005), o chamado priming.

O mecanismo latente de defesa nas plantas faz parte dos processos
morfogenéticos e evolutivos relacionados a adaptacdo e selecdo. Interacbes
extremamente complexas regulam a convivéncia dos individuos em uma populagéao
vegetal (LARCHER, 2000) e possivelmente surgiu devido a relativa imobilidade das
plantas no ambiente terrestre (HARTMANN et al., 2002), deixando-as mais
suscetiveis a predadores e doencas e exigindo o desenvolvimento de mecanismos
de defesa.

Em consideracao, ressalta-se que para o controle da mancha angular do
feijoeiro (P. griseola) e crestamento bacteriano comum (X. axonopodis pv. phaseoli),
em condicdes de campo, o extrato seco de clrcuma a 50 mg L™ apresenta potencial
no controle dessas doencas quando aplicado trés vezes ao longo do ciclo da cultura,
em intervalos de 14 dias, garantindo a produtividade de forma semelhante ao
controle quimico, além de respeitar 0 meio ambiente ao substituir o agrotoxico pelo

extrato natural.
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Além da opgéo no controle de doengas do feijoeiro, sugere-se o cultivo de
curcuma como alternativa de producdo para suprir a demanda de substrato do
formulado seco, podendo, inclusive, ser utilizada na rotacdo de cultura da
propriedade rural. O cultivo de clircuma € realizado pela propagacédo dos rizomas
enterrados de 10 a 15 cm de profundidade, espacados em fileiras simples de 20-40
cm entre plantas e 50 cm entre linhas. O plantio deve ser feito nos meses de outubro
a novembro e os rizomas sdo colhidos quando a parte aérea comeca a secar,
geralmente apds 7 meses, podendo produzir até 10 toneladas de tubérculos por ha
ano™. E uma planta de pleno sol e tolera geada (RIBEIRO & DINIZ, 2008).
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5.4 CONCLUSAO

O extrato seco de curcuma mostra-se estavel por 24 meses para 0
patossistema mancha angular do feijoeiro, enquanto para o crestamento bacteriano
comum a validade é de 18 meses a partir da data de formulacdo. A concentracao de
50 mg L* inibiu a germinacdo de P. griseola e 100, 150 e 200 mg L™ inibiram a
multiplicagédo de X. axonopodis pv. phaseoli. Todas as concentracdes reduziram a
severidade das doencas em casa de vegetacdo e tenderam a estimular a massa
fresca e seca da parte aérea e da raiz do feijoeiro. O controle das doencas testadas
relaciona-se com a atividade antimicrobiana direta e provavelmente com a ativacéo
dos mecanismos de defesa no feijoeiro.

A campo, a concentracdo de 50 mg L™, a menor das concentracdes que se
destacaram em casa de vegetacdo na reducédo da severidade, foi aplicada 1, 2 e 3
vezes ao longo do ciclo da cultura em intervalos de 14 dias, e reduziu a area abaixo
da curva de progresso da doenca, sendo que a produtividade foi superior a
testemunha e semelhante ao controle quimico apenas quando aplicado trés vezes,
para ambas as doencas.

Dessa forma, o extrato seco formulado de cdrcuma mostra-se viavel para o

controle da mancha angular e do crestamento bacteriano comum do feijoeiro.
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6 CAPITULO IIl - FORMULACAO DE EXTRATO DE Pycnoporus sanguineus
PARA O CONTROLE ALTERNATIVO DE DOENCAS EM FEIJOEIRO

RESUMO

O feijoeiro € uma cultura de grande importancia econémica, porém doencas flngicas
como a mancha angular causada por Pseudocercospora griseola e bacteriana
incitada por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli comprometem a produtividade.
Com o objetivo de desenvolver métodos alternativos para o controle destas doencas,
formulou-se um extrato seco de Pycnoporus sanguineus, determinando-se o seu
prazo de validade e verificando-se a sua eficiéncia in vitro e in vivo. O extrato foi
usado nas concentracdes de 50, 100, 150 e 200 mg L™, além da testemunha agua, e
os controles quimicos fungicida (azoxystrobin 40 mg i.a. L) para os ensaios com
mancha angular e antibiético (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™ de
estreptomicina) para o crestamento bacteriano comum. Os resultados indicaram que
para mancha angular nos testes in vitro e in vivo, a validade é de 24 meses para o
extrato seco de P. sanguineus na menor concentracdo (50 mg L™). Para o
crestamento bacteriano comum, essa mesma concentragdo do extrato se restringe a
12 meses, contudo a concentracdo de 200 mg L manteve estabilidade de 24
meses. A atividade antimicrobiana indica reducdo de 24,5% na germinagdo dos
esporos de P. griseola na concentracdo de 100 mg L™ e inibicdo da multiplicacdo
bacteriana em todas as concentracbes do extrato. Em casa de vegetacdo, 0s
extratos estimularam o desenvolvimento da parte aérea e radicular de plantas de
feijoeiro, mas a severidade da mancha angular néo foi reduzida. Para o crestamento
bacteriano comum, os extratos apresentaram acao sistémica para o controle dessa
doenca. Estes resultados indicam o potencial do extrato seco de P. sanguineus para
o controle do crestamento bacteriano comum do feijoeiro.

Palavras-chave adicionais: Polyporaceae, Phaseolus vulgaris, Pseudocercospora
griseola, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, mancha angular, crestamento
bacteriano comum.
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6 CAPITULO Il - FORMULATION OF Pycnoporus sanguineus EXTRACT FOR
ALTERNATIVE CONTROL OF BEAN DISEASES

ABSTRACT

The bean is a very important crop, but the diseases caused by Pseudocercospora
griseola and Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli compromise the productivity.
Aiming to develop alternative methods to control these diseases was formulated a
dry extract of Pycnoporus sanguineus, and determined its validity and its in vitro and
in vivo efficiency. The extracts were used at concentrations of 50, 100, 150 and 200
mg L™, and the control water, and chemical controls with fungicide (azoxystrobin 40
mg L™) for angular leaf spot and antibiotic (22.5 mg L™ + oxytetracycline 225 mg L™
streptomycin) to bacterial blight. The results showed that to angular leaf spot of bean,
with in vitro and in vivo assays the validity of the dry extract of P. sanguineus at
lowest concentration (50 mg L) was 24 months. For bacterial blight, this same
concentration the validity is limited to 12 months, however the concentration of 200
mg L™ remained it efficiency for 24 months. The antimicrobial activity indicated a
reduction of 24.5% in germination of P. griseola spores at concentration of 100 mg L
! and complete inhibition of bacterial growth at all concentrations of this extract. In
the greenhouse, there were no control of angular leaf spot, however, the bacterial
blight severity was reduced in a systemic way. These results dry extract of P.
sanguineus for the control of common bacterial blight.

Keywords: Polyporaceae, Phaseolus vulgaris, Pseudocercospora griseola,
Xanthomonas axonopodis pv. Phaseoli, angular leaf spot, common bacterial blight.
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6.1 INTRODUCAO

Na cultura do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), diversos séo os fatores que
comprometem a produtividade, entre estes estdo as doencas de diversas etiologias
e que causam danos significativos, destacando-se a mancha angular e o
crestamento bacteriano comum. A mancha angular, causada pelo fungo
hemibiotrofico Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & Braun (sin.
Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris), representa um dos principais patégenos
fungicos, manifestando-se no caule, folhas e vagens da planta Para doencas
bacterianas destaca-se o crestamento bacteriano comum, incitada por Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli (Smith 1987) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings 1995, a
qgual apresenta manchas encharcadas visiveis em toda a parte aérea da planta
(BIANCHINI, MARINGONI & CARNEIRO, 2005).

O controle da mancha angular tem sido feito com o emprego de cultivares
resistentes, sementes livres de patdégenos e aplicacdo de fungicidas (VALE, COSTA
& ZAMBOLIM, 1997) ao passo que para o crestamento bacteriano utiliza-se de
produtos bactericidas e medidas culturais (BIANCHINI, MARINGONI & CARNEIRO,
2005).

No controle de ambas as doencas, 0 uso de compostos quimicos é
priorizado e em curto prazo, tem suas vantagens, mas em longo prazo pode causar
problemas devido aos residuos acumulados nos produtos e no ambiente (GHINI &
KIMATI, 2000) sendo necessario, desta forma, desenvolver métodos alternativos de
controle de doencas como a inducédo de resisténcia em plantas usando produtos
naturais (SCHWAN-ESTRADA & STANGARLIN, 2005).

A inducdo de resisténcia envolve a ativacdo de mecanismos de defesa
latentes existentes nas plantas em resposta ao tratamento com agentes bidticos ou
abidticos (STANGARLIN et al., 2011a). As plantas ativam um conjunto de respostas
de resisténcia apds o reconhecimento de um patdégeno ou pela aplicagcdo exdgena
de indutores de resisténcia (PASCHOLATI, 2011). Entre o0s indutores néo
convencionais podem-se incluir os extratos de plantas medicinais e 6leos essenciais
(SCHWAN-ESTRADA & STANGARLIN, 2005; STANGARLIN, KUHN & SCHWAN-
ESTRADA, 2008), bem como os extratos obtidos de cogumelos (DI PIERO, GARCIA
& TONUCCI, 2005; VIECELLI et al., 2009).
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Ainda que a diversidade dos Basidiomicotas em ecossistemas tropicais seja
vasta (HAWKSWORTH, 1991), no Brasil existem poucas pesquisas relacionadas
com a utilizacdo de basidiocarpos (cogumelos e orelhas de pau) para o controle de
doencas em plantas, demonstrando a escassez de estudos relacionados ao
potencial dos mesmos para ativagdo de mecanismos de defesas em vegetais
(STANGARLIN et al., 2011b). As espécies de cogumelos mais facilmente
reconhecidas como os comestiveis (ISHIKAWA, KASUYA & VANETTI, 2001,
PACCOLA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2002) ou medicinais (SMANIA et al., 1995a,
1997), séo alvo da maioria das investigacoes.

Entre os basidiomicetos com potencial para a inducdo de resisténcia,
destaca-se Pycnoporus sanguineus (L. ex Fr.) Murr., utilizado desde a medicina
popular (SMANIA et al., 1995b) até ao controle alternativo de doencas de planta em
feijoeiro, inclusive com agéo indutora de enzimas relacionadas a patogénese contra
mancha angular do feijoeiro (VIECELLI et al., 2009; 2010) e o crestamento
bacteriano comum (TOILLIER et al., 2010).

O fungo P. sanguineus conhecido popularmente como orelha-de-pau,
pertence ao filo Basidiomycota e a familia Polyporaceae. Esta espécie apresenta
uma frutificagdo semicircular e de consisténcia lenhosa, que se forma
horizontalmente contra os caules das arvores. Sua superficie é lisa e ligeiramente
marcada em zonas concéntricas de coloracdo vermelho-laranjada (LEPP, 2008).
Cresce naturalmente em regides tropicais e subtropicais dos hemisférios Norte e Sul
(NOBLES & FREW, 1962).

Os resultados promissores das pesquisas com P. sanguineus obtidos por
Toillier et al. (2010) e Viecelli et al. (2009; 2010) para a cultura do feijoeiro
incentivaram o desenvolvimento deste trabalho cujo objetivo é formular um extrato
estavel a base do basidiocarpo desse fungo para o controle da mancha angular e do
crestamento bacteriano comum do feijoeiro, determinando-se a validade e a

eficiéncia desse formulado em testes in vitro e in vivo.



122

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Obtencdo e manutencéo de P. griseola

O isolado de P. griseola foi obtido por isolamento direto a partir de lesdes em
folhas de feijoeiro naturalmente infectadas, coletadas na lavoura da Fazenda Escola
da Faculdade Assis Gurgacz, Cascavel, Parana, e cultivado em meio de suco de
tomate (200 mL de suco de tomate integral + 15 g de agar + 4,5 g de CaCO3 + 800
mL de agua destilada), por 14 dias a temperatura de 24 °C com escotofase total
(STANGARLIN, PASCHOLATI & LABATE, 2000).

6.2.2 Obtencdo e manutencédo de X. axonopodis pv. phaseoli

A bactéria X. axonopodis pv phaseoli foi obtida por isolamento indireto a partir
de folhas de feijoeiro infectadas naturalmente com a doenga, provenientes na
lavoura da Fazenda Escola da Faculdade Assis Gurgacz, Cascavel, Parana. O
isolamento foi realizado com fragmentos da folha (0,5 cm) na &rea de transicao
tecido sadio e tecido doente, o qual foi imerso em alcool 50% por 30 segundos, em
seguida em hipoclorito de so6dio (1%) por 1 min e, posteriormente, em &agua
destilada. Apos esta desinfestacao superficial, foi realizada a maceracdo em solucéo
salina (0,85% de NaCl) esterilizada e entdo, com alca de platina, transferida uma
aliquota do macerado para placas de Petri contendo meio agar-nutriente, realizando-
se estrias compostas. Em seguida, as placas foram identificadas, invertidas e
incubadas a 25 °C, observando-se seu crescimento ap6s 48 h (MARIANO &
SILVEIRA, 2000).

A curva de crescimento bacteriano foi obtida pelo método de determinagéo da
concentracdo do indculo pela contagem em placas, descrito por Mariano & Assis
(2000). Foi preparada uma suspensao da bactéria teste a partir da cultura em placas
com 48 h de incubacdo. Foram ajustadas concentracfes bacterianas para obter
leituras de absorbancia a 560 nm de 1,2; 1,0; 0,8; 0,6; 0,4; 0,2 e 0,0. Cada uma das
suspensdes foi diluida até 10’, 10° e 10°.

Foi pipetado 1 mL de cada diluicdo e espalhado uniformemente com al¢ca de
vidro flambada e esfriada em placas de Petri com meio agar-nutriente, preparando-
se quatro placas para cada diluicdo, as quais foram invertidas e incubadas a 25 °C
por 48 h. Foi obtida pelo menos uma série de placas contaveis (que apresentasse

entre 30 a 300 coldnias) para cada absorbéancia. Os dados de unidades formadoras
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de coldnia (UFCs) foram transformados para uma mesma base de 10'°, obtendo-se,
posteriormente, uma equagao de regressao.

Para a definicdo da concentracdo da suspensdo bacteriana foi efetuado o
célculo: UFC mL™ = niimero médio de coldnias x diluicdo da amostra. Os dados de
concentracdo (UFC) foram transformados para uma mesma base de 10'°, obtendo-

se, posteriormente uma equacéao de regressao.

6.2.3 Formulacao e determinacao da validade do extrato de P. sanguineus

Os basidiocarpos de P. sanguineus foram coletados nas matas do municipio
de Marechal Candido Rondon e Cascavel e identificados de acordo com chave
taxondémica para fungos (PEGLER, 1973), secados em estufa a 30°C com circulagéo
de ar até atingir peso constante e, posteriormente, foram triturados em moinho de
esfera. Para o preparo dos extratos aquosos, fez-se na hidratacdo do p6 de
basidiocarpos por 24 h a temperatura de 4 °C, na proporcdo de 14 mL &gua
destilada para 1 g de p6 seco de basidiocarpo, sendo em seguida filtrados em papel
de filtro Whatman n° 1, obtendo dessa forma o extrato bruto de basidiocarpo (ASSI,
2005; DI PIERO, WULFF & PASCHOLATI, 2006).

Em seguida, filtrou-se novamente o extrato em uma peneira de controle
granulométrico de 48 mesh e o bagaco retido nessa peneira foi prensado em pano e
juntado ao extrato filtrado para melhor aproveitamento do mesmo. O extrato aquoso
obtido na filtragcdo com a peneira de 48 mesh foi novamente filtrado em uma peneira
de 200 mesh, sendo o bagacilho retido na peneira descartado e o extrato filtrado
final foi coletado, determinado o teor de sdlidos solluveis e em seguida procedida a
secagem.

O teor de sdlidos soluveis foi determinado pela adicdo de 5 gotas do extrato
aquoso filtrado de P. sanguineus no refratdmetro do tipo ABBE. Apoés a verificacéo,
procedeu-se a secagem do extrato em um atomizador (Spray Dryer) de bancada que
utiliza ar comprimido e energia elétrica como fonte geradora de calor. A temperatura
de entrada no atomizador era de 175°C e na saida 105°C. O tempo de secagem foi
de duas horas e quarenta minutos, com rendimento de 5 gramas a partir de 1.200
mL de extrato aquoso filtrado de P. sanguineus, com 1,0% de teor de sélidos
soluveis.

O extrato seco foi coletado e rapidamente acondicionado em envelopes

impermeaveis e lacrados em seladora manual. Posteriormente, parte dessas
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amostras foram mantidas em temperatura ambiente e protegidas do sol para a
determinacdo da eficiéncia in vitro e in vivo dos extratos sobre P. griseola e X.
axonopodis pv. phaseoli. Outra parte das amostras foram submetidas ao teste de
estabilidade acelerada, mantendo-as em estufa a 40 °C por até seis meses e a cada
dois meses uma amostra foi retirada da estufa e mantidas a temperatura ambiente
até completar seis meses e posteriormente esse extrato seco foi diluido em agua
destilada nas concentracdes de 50, 100, 150 e 200 mg L™, para realizacdo dos
testes in vitro e in vivo com os patégenos para determinacéo do tempo de prateleira,
conforme norma da ANVISA, por meio da resolucao - RE n° 398, de 12 de novembro
de 2004, publicada no Diéario Oficial da Unido de 16 de novembro de 2004, a qual
determina que, se 0 extrato ndo apresentar alteracdo no efeito apds os 6 meses,

atribui-se 24 meses de validade.

6.2.4 Testes in vitro para determinacdo da validade do extrato de P. sanguineus

6.2.4.1 Inibicdo da germinacao de esporos

Para P. griseola o teste foi realizado em lamina de microscopia revestida por
fina camada de agar-agua a 1% (1000 uL por lamina). Aliquotas de 40 pL do extrato
seco de P. sanguineus sob estabilidade acelerada com 0, 2, 4 e 6 meses na estufa a
40 °C, ajustadas para se obter as concentracdes de 50, 100, 150 e 200 mg L' e
aliquotas de 40 pL da suspensdo de conidios de P. griseola (1x10* conidios mL™)
obtidos de cultura com 14 dias de idade, foram distribuidas na superficie das
laminas, as quais foram incubadas em camara umida com escotofase total a 24 °C.
A porcentagem de germinacéo foi determinada 24 h apos o inicio do experimento
com a adi¢édo de 40 pL de lactofenol com azul de algoddo em cada lamina, a fim de

paralisar a germinacéo dos conidios (STANGARLIN et al., 1999).

6.2.4.2 Inibicdo da multiplicacao bacteriana

Para X. axonopodis pv. phaseoli foi preparado meio de cultura caldo nutriente
(extrato de carne: 3 g; peptona: 5 g; glicose: 15 g; agua destilada: 1.000 mL)
(MARIANO & SILVEIRA, 2000). O meio de cultura (10 mL tubo™) recebeu as
diferentes concentracbes do extrato seco de P. sanguineus sob estabilidade
acelerada em 0, 2, 4 e 6 meses na estufa a 40 °C, nas concentracdes de 50, 100,

150 e 200 mg L™, e, posteriormente, foram esterilizados em autoclave. Uma aliquota
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de 100 pL de suspensdo de células bacterianas contendo 10 UFC mL* foi
adicionada a cada tubo, os quais foram incubados a 28 °C por 48 h em estufa
incubadora sob agitacdo a 150 rpm. A avaliacdo do numero de bactérias foi
realizada por espectrofotometria, anotando-se a absorbancia a 560 nm de cada
amostra e calculando-se o valor de UFCs de acordo com a curva de crescimento
bacteriano previamente elaborada.

6.2.5 Testes em casa de vegetacao para determinacdo da validade do extrato de P.

sanguineus

6.2.5.1 Cultivo em casa de vegetacdo para determinacao da validade

Os ensaios foram conduzidos em cultivo protegido na area pertencente ao
Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico (CEDETEC) da Faculdade Assis Gurgacz,
Cascavel, com altitude de 712 m, longitude 53° 30’ 01” W e latitude 24° 56’ 09” S.

Cinco plantas de feijoeiro (cultivar IAPAR 81 — Carioca) foram cultivadas em
vasos plasticos, contendo 20 L de substrato com solo, areia e matéria organica
(proporgédo 2:1:1). Cada tratamento foi composto por cinco vasos, 0S quais
representavam as repeticdes. Nao se realizou adubacdo devido a andlise de solo
apresentar resultados satisfatérios de nutrientes.

6.2.5.2 Aplicacéo dos extratos com estabilidade acelerada

Aplicou-se o0s tratamentos com o0s extratos secos de P. sanguineus
submetidos a 0, 2, 4 e 6 meses na estufa a 40 °C para atribuir a estabilidade
acelerada, nas concentracdes de 50, 100, 150 e 200 mg L™, adicionando-se 0,25%
de adjuvante natural (obtido da trituracdo de 100 g de linhaca hidratada com 1L de
vinagre de vinho natural, e mantido a temperatura ambiente e no escuro por 20
dias), metodologia informada por Marcia Vargas Toledo — EMATER - Comunicagéo
pessoal. Os tratamentos foram aplicados por aspersdo na 32 folha (fase vegetativa

V4) em quantidade de 1 mL por folha.

6.2.5.3 Inoculacéo de P. griseola em casa de vegetagao
A suspenséo de conidios de P. griseola foi preparada em agua com Tween 20
(uma gota 500 mL™?) a partir de uma colénia com 14 dias de idade, sendo a

concentracdo ajustada para 4x10* conidios mL™. A inoculacdo em casa de
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vegetacdo foi realizada trés dias ap0s a aplicacdo dos extratos secos de P.
sanguineus com estabilidade acelerada, na 32 folha trifoliolada tratada, bem como na
42 folha trifoliolada néo tratada (fase vegetativa V4). A inoculacéo foi realizada no
inicio da noite para que as plantas permanecessem no escuro para garantir a
infeccdo e mantidas a temperatura ambiente ((STANGARLIN, PASCHOLATI &
LABATE, 2000).

6.2.5.4 Inoculacao de X. axonopodis pv. phaseoli em casa de vegetacéo

A suspensao bacteriana com X. axonopodis pv. phaseoli foi preparada com
solucéo salina (0,85% de NacCl) a partir de um isolado com 48 horas de cultivo e
ajustada na concentracdo de 5 x 10° UFC mL? (RAVA & SARTORATO, 1994).
Foram inoculadas trés dias apés a aplicacdo dos tratamentos com extratos secos de
P. sanguineus com estabilidade acelerada, na 32 folha trifoliolada tratada, bem como
na 42 folha trifoliolada nao tratada. A inoculacéo foi realizada no inicio da noite e as

plantas mantidas a temperatura ambiente.

6.2.5.5 Avaliacédo da severidade para determinacao da validade

A severidade da mancha angular e do crestamento bacteriano comum do
feijoeiro em casa de vegetacao foi avaliada na 32 e 42 folhas aos 21 dias apés a
inoculacdo, por determinacdo da é&rea lesionada com o auxilio do sistema
computacional QUANT v. 1.0.2 (VALE, FERNANDES FILHO & LIBERATO, 2003).

6.2.6 Testes in vitro para determinacao da eficiéncia do extrato de P. sanguineus

6.2.6.1 Inibicdo da germinacéao de esporos

Para P. griseola o teste foi realizado em lamina de microscopia revestida por
fina camada de agar-agua a 1% (1000 pL por lamina). Aliquotas de 40 pL do extrato
seco de P. sanguineus que nédo foi submetido a estabilidade acelerada (mantidos em
temperatura ambiente), ajustadas para se obter as concentracdes de 50, 100, 150 e
200 mg L™ e aliquotas de 40 pL da suspensdo de conidios de P. griseola (1x10*
conidios mL™) obtidos de cultura com 14 dias de idade, foram distribuidas na
superficie das laminas, as quais foram incubadas em camara umida com escotofase
total a 24 °C. A porcentagem de germinacdo foi determinada 24 h apds o inicio do

experimento com a adicdo de 40 pL de lactofenol com azul de algoddo em cada
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lamina, a fim de paralisar a germinacdo dos conidios (STANGARLIN et al., 2010).
Como controles utilizaram-se agua, fungicida azoxystrobin (40 mg i.a. L") e &gua

com 0,25% de adjuvante natural.

6.2.6.2 Inibicdo da multiplicacéo bacteriana

Para X. axonopodis pv. phaseoli foi preparado meio de cultura caldo nutriente
(MARIANO & SILVEIRA, 2000). O meio de cultura (10 mL tubo™) recebeu as
diferentes concentracdes do extrato seco de P. sanguineus que nao foi submetido a
estabilidade acelerada, nas concentracbes de 50, 100, 150 e 200 mg L™ e,
posteriormente, foram esterilizados em autoclave. Uma aliquota de 100 pL de
suspensdo de células bacterianas contendo 10'° UFC mL™? foi adicionada a cada
tubo, os quais foram incubados a 28 °C por 48 h em estufa incubadora sob agitacéo
a 150 rpm. A avaliagdo do numero de bactérias foi realizada por espectrofotometria,
anotando-se a absorbancia a 560 nm de cada amostra e calculando-se o valor de
UFCs de acordo com a curva de crescimento bacteriano previamente elaborada.
Como tratamentos controles utilizaram-se apenas o meio de cultura, antibiético
sistémico (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina) e o meio de
cultura com 0,25% de adjuvante natural.

6.2.7 Testes em casa de vegetacdo para determinagéo da eficiéncia do extrato de P.

sanguineus

6.2.7.1 Cultivo em casa de vegetacao

Os ensaios foram conduzidos em cultivo protegido na area pertencente ao
Centro de Desenvolvimento Tecnolégico (CEDETEC) da Faculdade Assis Gurgacz,
Cascavel, com altitude de 712 m, longitude 53° 30’ 01” W e latitude 24° 56’ 09” S.

Cinco plantas de feijoeiro (cultivar IAPAR 81 — Carioca) foram cultivadas em
vasos plasticos, contendo 20 L de substrato com solo, areia e matéria organica
(proporcédo 2:1:1). Cada tratamento foi composto por cinco vasos, 0S quais
representavam as repeticdes. Nao se realizou adubacéo devido a analise de solo

apresentar resultados satisfatorios de nutrientes.
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6.2.7.2 Aplicacdo dos tratamentos em casa de vegetagao

Aplicou-se os tratamentos com o0s extratos secos de P. sanguineus, néo
submetidos a estabilidade acelerada, nas concentra¢des de 50, 100, 150 e 200 mg
L, e os controles agua, fungicida sistémico azoxystrobin (40 mg i.a. L) para o
ensaio com mancha angular e antibiético sistémico (22,5 mg L™ de oxitetraciclina +
225 mg L™ de estreptomicina) para crestamento bacteriano comum. Nos extratos e
no controle agua foram adicionados 0,25% de adjuvante natural. Os tratamentos
foram aplicados por aspersdo na 32 folha trifoliolada (fase vegetativa V4), em

quantidade de 1 mL por folha.

6.2.7.3 Inoculacao de P. griseola em casa de vegetacao

A suspensdo de conidios de P. griseola foi preparada em dgua com Tween 20
(uma gota 500 mL™) a partir de uma colénia com 14 dias de idade, sendo a
concentracdo ajustada para 4x10* conidios mL™®. A inoculacdo em casa de
vegetacdo foi realizada trés dias apds a aplicacdo dos extratos secos de P.
sanguineus n&o submetidos a estabilidade acelerada, na 32 folha trifoliolada tratada,
bem como na 42 folha trifoliolada néo tratada (fase vegetativa V4). A inoculagdo foi
realizada no inicio da noite para que as plantas permanecessem no escuro para
garantir a infeccdo e mantidas a temperatura ambiente (STANGARLIN,
PASCHOLATI & LABATE, 2000).

6.2.7.4 Inoculacao de X. axonopodis pv. phaseoli em casa de vegetacdo

A suspensao bacteriana com X. axonopodis pv. phaseoli foi preparada com
solugéo salina (0,85% de NaCl) a partir de um isolado com 48 horas de cultivo e
ajustada na concentracdo de 5 x 10” UFC mL™ (RAVA & SARTORATO, 1994).
Foram inoculadas trés dias apés a aplicacéo dos tratamentos com extratos secos de
P. sanguineus nao submetidos a estabilidade acelerada, na 32 folha trifoliolada
tratada, bem como na 42 folha trifoliolada n&o tratada. A inoculacdo foi realizada no

inicio da noite e as plantas mantidas a temperatura ambiente.

6.2.7.5 Avaliacdo da severidade para determinacao da eficiéncia
A severidade da mancha angular e do crestamento bacteriano comum do

feijoeiro em casa de vegetacao foi avaliada na 32 e 42 folhas aos 21 dias apés a
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inoculagdo, por determinacdo da éarea lesionada com o auxilio do sistema
computacional QUANT v. 1.0.2 (VALE, FERNANDES FILHO & LIBERATO, 2003).

6.2.8 Avaliacao de variaveis de crescimento do feijoeiro em casa de vegetacao

6.2.8.1 Avaliacdo de crescimento de parte aérea e raiz

Para o teste de avaliacdo do desenvolvimento de plantas de feijoeiro, aplicou-
se 0s extratos secos de P. sanguineus nas concentracdes de 50, 100, 150 e 200 mg
L™ e os controles &gua, fungicida sistémico azoxystrobin (40 mg i.a. L™) e antibiético
sistémico (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina) aos 20 dias
apos o plantio. Aos 50 dias coletaram-se as plantas, separando parte aérea da raiz
para pesagem do material a fresco, sendo posteriormente seco em estufa a 104 °C
por 24 horas para avaliacdo da massa seca. Para este teste nao inoculou-se

patogeno.
6.2.9 Analise estatistica

6.2.9.1 Andlise estatistica dos testes para determinacao da validade

O delineamento experimental in vitro e em casa de vegetacéo foi organizado
em esquema fatorial 4x4 (quatro tempos de estabilidade acelerada a 40 °C do
extrato seco de P. sanguineus (0; 2; 4 e 6 meses) nas concentracdes (50, 100, 150 e
200 mg L™). In vitro foram trés repetices e a casa de vegetacdo foram cinco
repeticdes.

Os dados foram expressos em porcentagem e transformados por arco seno
\Vx/100. As andlises de variancia (ANAVA) foram realizadas por meio do programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000). A comparacao das medias dos tratamentos
foi realizada com a aplicacao do teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.

6.2.9.2 Andlise estatistica dos testes para determinacdo da eficiéncia

Para avaliacdo do efeito dos extratos secos de P. sanguineus, nao
submetidos a estabilidade acelerada, o delineamento experimental in vitro foi
inteiramente casualizado, com 7 tratamentos, sendo o extrato nas concentracdes de
50, 100, 150 e 200 mg L™ e os controles &gua, adjuvante natural e fungicida
azoxystrobin (40 mg i.a. L) para a germinacdo de esporos de P. griseola e
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antibiético sistémico (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina)
para multiplicacdo bacteriana de X. axonopodis pv. phaseoli, com trés repeticbes
cada.

Em casa de vegetacdo o delineamento inteiramente casualizado apresentava
as concentracbes do extrato de 50, 100, 150 e 200 mg L™ e os controles agua e
fungicida azoxystrobin (40 mg i.a. L) para o ensaio com mancha angular e
antibiético sistémico (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina)
para crestamento bacteriano comum, e ambos para a variavel de crescimento, com
cinco repeticdes cada tratamento.

Os dados expressos em porcentagem foram transformados por arco seno
\x/100. As andlises de variancia (ANAVA) foram realizadas por meio do programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000). A comparacao das médias dos tratamentos

foi realizada com a aplicacao do teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Formulacao e determinacao da validade do extrato de P. sanguineus

6.3.2 Testes in vitro para determinacdo da validade do extrato de P. sanguineus

6.3.2.1 Inibicdo da germinacao de esporos

A andlise de variancia do efeito do extrato seco de P. sanguineus, mantido em
estufa a 40 °C por 0, 2, 4 e 6 meses, ndo foi significativo para a germinagdo de
esporos de P. griseola, podendo-se atribuir para tanto a validade de 24 meses
(Tabela 6.1).

Tabela 6.1: Germinagéao de esporos de P. griseola em fun¢éo dos tratamentos com
extratos secos de P. sanguineus submetidos ao processo de estabilidade acelerada.
Germinacéao de esporos (%)

Tempo
(meses) 50mgL™ 100mgL™ 150mg L™ 200mgL™  Média
o 76,6 64,0 72,0 72,4 71,2
2" 71,3 70,6 61,3 59,3 65,6
4 80,0 77,0 79,3 73,6 77,4
6" 72,6 71,3 70,0 67,3 70,3
Média 75,1 70,7 70,6 68,1 70,9

C. V. (%) = 8,86
Tratamento seguido de ns indica ndo significAncia estatistica. Dados transformados por arco seno
Vx/100.
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6.3.2.2 Inibicdo da multiplicacéo bacteriana

A analise de variancia do efeito do extrato seco de P. sanguineus, mantido em
estufa a 40 °C por 0, 2, 4 e 6 meses, e testado nas concentracdes de 50; 100; 150 e
200 mg L sobre a multiplicagéo bacteriana de X. axonopodis pv. phaseoli, mostrou-
se significativa apenas para a maior concentracdo, pelo pariodo de 4 meses (Tabela
6.2). As demais concentracbes mantiveram estabilidade por 6 meses na estufa,
atribuindo portanto, 24 meses de validade para a atividade in vitro sobre X.

axonopodis pv. phaseoli.

Tabela 6.2: Multiplicacdo da bactéria X. axonopodis pv. phaseoli em funcdo dos
tratamentos com extratos secos de P. sanguineus submetidos ao processo de
estabilidade acelerada.

Concentracéo bacteriana (UFC mL™ x10™)

Tempo
(meses) 50mgL™ 100mgL™™ 150 mgL™™ 200 mg L™ Média
o"® 4.5 1,0 3,1 09a 2,4
2 6,1B 18A 2,0A 7,3 Bc 4,3
4 56B 1,2 A 1,3A 1,0 Aa 2,3
6" 3,9 2,9 1,8 4,9 bc 34
Média 5,0 1,7 2,1 35A 3,12

C. V. (%) =58,1
Média seguida de letras distintas, mailscula na linha e mindscula na coluna, difere pelo teste de
Tukey a 5%. Tratamento seguido de ns indica nao significancia estatistica.

6.3.3 Testes em casa de vegetacdo para determinacdo da validade do extrato de P.

sanguineus

6.3.3.1 Avaliacédo da severidade de P. griseola para determinacao da validade

Em casa de vegetacéao, a severidade da mancha angular na 32 folha tratada
com o extrato de P. sanguineus sob estabilidade acelerada mostrou-se estavel
durante os 6 meses para as concentracdes de 50; 100 e 200 mg L™. A concentracao
de 150 mg L™ aumentou a severidade a partir dos 4 meses na estufa (Tabela 6.3).
Dessa forma, ndo se recomenda utilizar a concentracdo de 150 mg L™, por
apresentar menor tempo de validade (12 meses) e sim as concentracdes de 50; 100

e 200 mg L™ que apresentam validade de 24 meses.
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Para a 42 folha, apenas inoculada, ndo houve diferenca na severidade para

0s extratos, de acordo com a andlise de variancia (Tabela 6.3). Sugere-se que o

efeito sistémico persiste nos extratos com validade de 24 meses, inclusive para a

concentracdo de 150 mg L™ que ndo tem a mesma validade para efeito local. A

literatura néo relata testes de estabilidade acelerada de extratos de P. sanguineus,

porém Silva et al. (2009) relatam que o extrato metandlico:aquoso do cogumelo

Agaricus blazei, com 6 horas de extracdo, apresentou alta atividade antioxidante

qguando aplicado em 6leo de soja, maior que o antioxidante sintético (BHT 100 mg

kg™), considerando um potencial antioxidante natural.

Tabela 6.3: Severidade da mancha angular causada por P. griseola em feijoeiro cv.
IAPAR 81 tratado com extratos secos de P. sanguineus submetidos ao processo de

estabilidade acelerada.

Severidade (%) 32 Folha

Tempo
(meses) 50mgL™ 100mgL™ 150mgL? 200mgL™  Média
o™ 1,9 2,8 2,6a 2,1 2,3
2 09A 34B 1,4 Aba 1,9 AB 1,9
4 2,6 AB 2,0 AB 4,1 Bb 09A 2,4
6 2,4 AB 2,1 AB 4,5 Bb 1,0A 2,5
Média 1,9 2,5 3,1 1.4 2,32
C. V. (%) = 49,77
Severidade (%) 42 Folha
Tempo
(meses) 50mgL™ 100mgL™™ 150 mgL™™ 200mgL™™  Média
o 0,6 0,3 0,2 0,2 0,3
2" 0,4 0,4 0,3 0,1 0,3
4" 0,5 0,2 0,2 0,1 0,2
6" 0,4 0,2 0,4 0,3 0,3
Média 0,4 0,2 0,2 0,1 0,27

C. V. (%) = 50,74

Média seguida de letras distintas, mailscula na linha e mindscula na coluna, difere pelo teste de
Tukey a 5%. Tratamento seguido de ns indica ndo significancia estatistica. Dados transformados por
arco seno Vx/100. Ensaio realizado em casa de vegetagdo. Tratamentos aplicados na 32 folha trés

dias antes da inoculacdo com P. griseola, que ocorreu na 32 e 42 folha.
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6.3.3.2 Avaliacdo da severidade de X. axonopodis pv. phaseoli para determinacdo
da validade

Para o crestamento bacteriano comum em casa de vegetacao, a severidade
na 32 folha mostrou-se estavel até o segundo més de armazenamento, para as
concentracdes de 50 e 150 mg L™, atribuindo assim, para essas concentracdes a
validade de 12 meses, ao passo que para 100 e 200 mg L™ a validade atinge 24
meses (Tabela 6.4).

Na 42 folha, apenas inoculada com X. axonopodis pv. phaseoli, a
sistemicidade do efeito do extrato de P. sanguineus permanece até o segundo més
para as concentracdes de 50 e 100 mg L™, sendo que as concentracées de 150 e
200 mg L™ se mantiveram estaveis por todo o periodo (Tabela 6.4). Dessa forma, a
validade da acéo sistémica do extrato seco de P. sanguineus para as concentracoes
de 50 e 100 mg L™ é de 12 meses e para as maiores concentracées, de 150 e 200

mg L?, é de 24 meses.

Tabela 6.4: Severidade do crestamento bacteriano comum causado por X.
axonopodis pv. phaseoli em feijoeiro cv. IAPAR 81 tratado com extratos secos de P.
sanguineus submetidos ao processo de estabilidade acelerada.

Severidade (%) 32 Folha

Tempo
(meses) 50mgL? 100mgL™™ 150mgL* 200mgL™™  Média
0 10,8 Ba 9,5B 3,7 Aa 13,3 B 9,3
2" 12,2 a 9,5 8,8a 14,0 11,1
4 21,8 Bb 10,1 A 18,4 Bb 18,3 B 17,1
6 21,4 Bb 13,5 A 19,3 ABb 16,2 AB 17,6
Média 16,5 10,6 12,5 15,4 13,76

C. V. (%) = 26,02

Severidade (%) 42 Folha

Tempo
(meses) 50mgL* 100mgL* 150mgL™*™ 200mgL™™  Média
o™ 09a 2,7 a 2,3 2,0 1,9
2" 1,6 a 25a 2,7 2,3 2,2
4 8,2 Cb 5,5 Bb 1,9 A 2,2 A 4,4
6 7,9Cb 4,4 Bb 2,7A 2,8A 4,4
Média 4,6 3,7 2,4 2,3 3,30

C. V. (%) = 29,0
Média seguida de letras distintas, mailscula na linha e mindscula na coluna, difere pelo teste de
Tukey a 5%. Tratamento seguido de ns indica ndo significAncia estatistica. Dados transformados por

arco seno Vx/100. Ensaio realizado em casa de vegetacdo. Tratamentos aplicados na 32 folha trés
dias antes da inoculacdo com P. griseola, que ocorreu na 32 e 42 folha.
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Com base nesses dados, atribui-se para mancha angular do feijoeiro nos
testes in vitro e in vivo, a determinacéo da validade de 24 meses do extrato seco de
P. sanguineus na menor concentracdo (50 mg L™). Para o crestamento bacteriano
comum, essa mesma concentracdo do extrato se restringe a 12 meses, contudo, a
concentracdo de 200 mg L™ manteve efeito local e sistémico com estabilidade
atribuida por 24 meses.

6.3.4 Testes in vitro para determinacao da eficiéncia do extrato de P. sanguineus

6.3.4.1 Inibicdo da germinacao de esporos

A andlise de variancia das concentracées do extrato aquoso seco de P.
sanguineus sobre a germinacao de esporos de P. griseola mostra-se significativa e
indica que a concentracdo de 100 mg L™ desse extrato apresentou fungitoxidade,
com inibicdo de 24,5% em comparacdo com a testemunha agua (0) e nao diferindo
do fungicida. Os demais tratamentos nao diferenciaram da agua, inclusive o
adjuvante natural, podendo utiliza-lo nos testes in vivo (Figura 6.1).

A atividade antimicrobiana de basidiocarpos da familia Polyporaceae é
conhecida desde 1946, quando Bose (1946) isolou ‘poliporin’ de Polystictus
sanguineus um composto ativo contra bactérias gram-positivas e gram-negativas e
sem toxicidade aos animais.

Viecelli et al. (2009; 2010), estudando o efeito da aplicacdo de extratos
aguosos obtidos por maceracdo estatica de Pycnoporus sanguineus contra P.
griseola em feijoeiro, concluiram que o0s extratos controlam a mancha angular
através de atividade antimicrobiana sobre o patégeno com reducéo de até 70% na
germinacdo dos esporos, e inducdo de resisténcia envolvendo atividade de
peroxidases e polifenoloxidases, de forma localizada e sistémica.

Para Baldo (2008), extratos aquosos de basidiocarpo de P. sanguineus
inibiram a germinagdo in vitro de esporos de Colletotrichum lindemuthianum,
Uromyces appendiculatus e de Phakopsora euvitis em até 97; 79 e 73%,
respectivamente, em relacdo a testemunha agua. Semelhantemente, Assi (2005)
relata reducdo em até 96% na germinacao in vitro de esporos de C. lindemuthianum.

Os efeitos antifungicos e antimicrobianos de P. sanguineus também sao
relatados por Pérez-Silva et al. (1988), o qual ressalta a utilizagdo do basidiocarpo

na medicina popular por tribos indigenas das Américas e da Africa para tratamento
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de diversas enfermidades. Essas caracteristicas séo atribuidas a gama de
compostos quimicos presente na familia Polyporaceae (WASSER, 2002).
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Figura 6.1: Percentual de germinacdo de esporos de P. griseola em funcdo do
tratamento com extratos secos de P. sanguineus nas concentragdes 50, 100, 150 e
200 mg L, testemunha &gua (0), fungicida azoxystrobin (40 mg i.a. L) e adjuvante
natural. Média seguida de letra distinta difere pelo teste de Tukey a 5%. Dados
transformados por arco seno Vx/100.

6.3.4.2 Inibicdo da multiplicacdo bacteriana

Para o crestamento bacteriano comum, todas as concentracdes do extrato
seco de P. sanguineus inibiram significativamente em 100% a multiplicacédo
bacteriana, quando comparado a testemunha agua, ndo diferindo do antibiético. Da
mesma forma que para mancha angular, o adjuvante ndo diferiu da tetemunha,
podendo-se utiliza-lo com o extrato aqguoso no momento da aplicacdo nas plantas
(Figura 6.2).

Resultados semelhantes de atividade antibacteriana por P. sanguineus sao
relatados em trabalhos de Smania, Smania Jr. & Leite (1998), os quais realizaram
estudos com o extrato etandlico do basidiocarpo, observando a sintese de
metabolitos secundarios e a atividade antimicrobiana contra bactérias de produtos
alimenticios. Em suas conclusGes, observaram que o Basidiomiceto produziu
cinabarina, um antibiético de coloracio alaranjada (produzido entre o 18° e o0 22° dia
de crescimento do fungo) (SMANIA et al., 1995b).

Da mesma forma, Toillier et al. (2010) verificou as atividades antibacteriana

e indutora de resisténcia de extratos de P. sanguineus para controle do crestamento
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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
concentracbes acima de 15% e para o0 extrato de basidiocarpo em todas as
concentracOes avaliadas.

Os trabalhos citados mostram-se promissores com extratos de basidiocarpos
no controle de fitopatdogenos, em testes realizados in vitro. Poucos sédo os trabalhos,
mesmo com resultados em potencial, que foram estendidos a casa de vegetacéo
e/lou campo, transparecendo a necessidade de continuacdo e conclusdo das
pesquisas para a elaboracdo de formulados e informagbes como concentracdo do
extrato, quantidade de calda, nUmeros de aplicacdes e época de aplicacdo para ser
repassado aos agricultores e, de fato, concretizar o objetivo das pesquisas que

visam o controle alternativo de doengas em plantas.
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Figura 6.2: Unidades formadoras de colonias (UFC) de Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli em funcdo do tratamento com extratos secos de P. sanguineus nas
concentraces 50, 100, 150 e 200 mg L™, testemunha &gua (0), antibiético (22,5 mg
L' de oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina) e adjuvante natural. Média
seguida de letra distinta difere pelo teste de Tukey a 5%.

6.3.5 Testes em casa de vegetacdo para determinacgéo da eficiéncia do extrato de P.
sanguineus
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6.3.5.1 Avaliagcéo da severidade para determinacao da eficiéncia

A severidade da mancha angular do feijoeiro na 32 folha tratada e inoculada
foi reduzida apenas no tratamento com fungicida. Os extratos secos de P.
sanguineus nado diferiram do controle 4gua. Na 42 folha, apenas inoculada, as
concentracdes de 100; 150 e 200 mg L™ tenderam a reduzir a severidade sendo
estatisticamente igual ao fungicida, porém também néo diferenciaram do controle
(Tabela 6.5).

Em trabalhos desenvolvidos por Assi (2005), os extratos aquosos de
basidiocarpos de P. sanguineus reduziram a severidade da antracnose (C.
lindemuthianum) em feijoeiro de forma sistémica. Essa capacidade de generalizacao
do efeito na planta com extratos do basidiocarpo também é relatada por Baldo
(2008), a qual verificou incremento na atividade especifica de B-1,3 glucanase em
feijoeiro tratado com extrato de P. sanguineus e desafiado com C. lindemuthianum.
Na 12 folha, tratada e inoculada, houve incremento de 28% na atividade, enquanto
gue na 22 folha, ndo tratada, mas inoculada, o filtrado de cultura a 5% e o extrato de
micélio a 10% incrementaram em 331 e 1057%, respectivamente, a atividade dessa

enzimas chaves para a resisténcia das plantas de feijoeiro aos patossistemas.

Tabela 6.5: Severidade e percentual de controle da mancha angular causada por P.
griseola em feijoeiro cv. IAPAR 81 tratado com extratos secos de P. sanguineus na
terceira folha, trés dias antes da inoculacéo realizada na terceira e quarta folhas.

Severidade (%)

Tratamentos 32 Folha Controle (%) 42 Folha Controle (%)
0 3,3b - 05b -

50 mg L™ 19b 42,5 0,6b -20,0
100 mg L™ 28b 15,2 0,4 ab 20,0
150 mg L™ 26b 21,3 0,3ab 40,0
200 mg L™ 21b 36,4 0,3ab 40,0
Fungicida 0,2 a 94,0 0,03 a 94,0
Regressdo  y = 2E-05x° - 0,007x + 3,039 y = 9E-07x° - 0,001x + 0,584
R? 0,303 0,790

Médias seguidas de letra distinta diferem pelo teste de Tukey a 5%. Dados transformados por arco
seno Vx/100. Fungicida: azoxystrobin (40 mgi.a. L™).

Da mesma forma, Baldo et al (2011) observaram no experimento in vitro com
fitrados de cultura de P. sanguineus, auséncia de efeito inibitério sobre o
crescimento micelial, a esporulacdo e a germinacédo de conidios de P. griseola. A

area abaixo da curva de progresso da mancha angular foi reduzida em 82 e 49%
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respectivamente, nas plantas cultivadas em casa de vegetacdo e no campo em
relacdo ao controle agua. A atividade das enzimas peroxidase e polifenoloxidase e
os teores de proteinas e clorofilas foram maiores nas plantas tratadas com o extrato.

Outros basidiocarpos sao relatados com potencial no controle alternativo de
doencas, como Lentinula edodes e Agaricus blazei, que reduziram a severidade da
antracnose em folhas de pepino pré-tratadas com os extratos dos basidiocarpos. O
efeito protetor foi dependente da concentracdo do extrato utilizado e, em menor
grau, do intervalo de tempo entre a inducdo e a inoculacdo (DI PIERO &
PASCHOLATI, 2004).

Para o crestamento bacteriano comum do feijoeiro ndo houve redugdo na
severidade da 32 folha quando tratada com extratos aquosos de P. sanguineus. As
concentraces que se mostraram promissoras foram as de 100 e 150 mg L™ que
nado diferenciam do antibiético, porém também foram iguais ao controle. Para a 42
folha apenas inoculada, o efeito sistémico foi confirmado e todos os extratos
reduziram a severidade sem diferenciar do antibiético, atingindo niveis de controle
de até 86,8% na concentracdo de 50 mg L™ (Tabela 6.6).

O potencial de extratos de basidiocarpos para o controle do crestamento
bacteriano comum em feijoeiro é comentado por Toillier et al. (2010), 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. O potencial de P. sanguineus para a ativacéo
de mecanismos de defesa em plantas contra doencas também € relatado por
Beninca et al. (2008), que avaliou o efeito de extratos organicos de basidiocarpos e
verificou que o extrato diclorometandlico para sorgo e soja e etandlico para soja,
inibbem a atividade de peroxidase, enquanto que o extrato hexanico promove a
atividade dessa enzima para sorgo e a atividade especifica para soja.

Para Viecelli et al. (2010), o efeito das concentracdes do extrato de micélio
de P. sanguineus sobre a germinacgdo, crescimento micelial e esporulacdo de P.
griseola foi significativa apenas para o extrato esterilizado por filtragdo, néo
apresentando diferenca estatistica para o extrato autoclavado a 121 °C por 15
minutos. Esses dados podem respaldar a ineficiéncia do extrato seco testado nesse
trabalho, uma vez que a temperatura da secagem foi superior ao citado e,

provavelmente, inativou ou degradou compostos quimicos do extrato.



139

Para trabalhos posteriores, indica-se alterar temperatura de secagem na
formulagcdo do extrato para verificar a influéncia desse método na eficiéncia do
mesmo. Sugere-se ainda testes em diferentes patossistemas visando o controle de

doencas em plantas.

Tabela 6.6: Severidade e percentual de controle do crestamento bacteriano comum
causado por X. axonopodis pv. phaseoli em feijoeiro cv. IAPAR 81 tratado com
extratos secos de P. sanguineus na terceira folha, trés dias antes da inoculacdo
realizada na terceira e quarta folhas.

Severidade (%)

Tratamentos 32 Folha Controle (%) 42 Folha Controle (%)
0 14,5b - 6,8 b -

50 mg L™ 10,8 b 25,6 09a 86,8
100 mg L™ 9,5 ab 34,5 2,7a 60,3
150 mg L 8,7 ab 40,0 23a 66,2
200mg L™ 13,3b 8,3 20a 70,6
Antibidtico 2,7a 81,4 1,7 a 75,0
Regressdo y = 0,000x* - 0,106x + 14,73 y = 0,000x” - 0,068x + 5,928
R? 0,934 0,611

Médias seguidas de letra distinta diferem pelo teste de Tukey a 5%. Dados transformados por arco
seno Vx/100. Antibiético (22,5 mg L™ de oxitetraciclina + 225 mg L™ de estreptomicina)

6.3.6 Avaliacdo de variaveis de crescimento do feijoeiro

6.3.6.1 Avaliacdo de crescimento de parte aérea

A andlise de variancia do efeito dos tratamentos sobre o desenvolvimento de
plantas de feijoeiro em casa de vegetagdo mostrou-se significativa, com tendéncia
de aumento do crescimento da parte aérea, analisada em massa fresca, na ordem
de 81,4; 139,8; 215 e 76,1% para as concentracdes de 50; 100; 150 e 200 mg L™ do
extrato de P. sanguineus, respectivamente. O fungicida e o antibidtico ndo diferiram
do controle. Ao analisar a massa seca da parte aérea verifica-se incremento em
182,3% para a concentracdes de 150 mg L™ do extrato seco, diferindo do controle
(Figura 6.3).

Na literatura ndo ha trabalhos que relatam o efeito de P. sanguineus sobre 0
desenvolvimento de plantas, porém compreende-se que a producdo de compostos
quimicos do basidiocarpo como xilanase e B-glucosidase (ESPOSITO et al. 1993),
cinabarina (SMANIA et al., 1995a), a-amilase (SIQUEIRA, MIZUTA & GIGLIO,
1997), lacase (POINTING, JONES & VRIIJMOED, 2000) e tirosinase (HALAOULI et
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al., 2005) podem estar envolvidas em processos fisiolégicos e estimular o
desenvolvimento vegetativo. O incremento do teor de clorofila, pigmento envolvido
diretamente com a producéo de energia da planta, foi verificado em feijoeiro tratado
com filtrado de cultura (VIECELLI et al., 2009) e micélio de P. sanguineus (VIECELLI
et al., 2010), podendo este processo favorecer o aumento do desenvolvimento

vegetal por suprir um provavel custo energético da inducéo de resisténcia.
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Figura 6.3: Massas fresca (A) e seca (B) da parte aérea de plantas de feijoeiro cv.
IAPAR 81 tratadas com extratos secos de P. sanguineus nas concentra¢des 50, 100,
150 e 200 mg L™ e comparadas com plantas tratadas apenas com agua destilada
(0), fungicida: azoxystrobin (40 mgi.a. L™) e antibiético (22,5 mg L™ de oxitetraciclina
+ 225 mg L de estreptomicina), aos 50 dias apds a emergéncia e 25 dias apés a
aplicacdo dos tratamentos, em condicfes de casa de vegetacdo. Médias seguidas
de letras distintas diferem pelo teste de Tukey a 5%.

6.3.6.2 Avaliacao de crescimento de raiz

A massa fresca do sistema radicular foi estimulada em 136,3 e 145,4% nas
concentracdes de 150 e 200 mg L™ respectivamente, diferindo do controle. Porém a
massa seca da raiz, apesar de apresentar tendéncia de crescimento quando tratada
com os extratos de P. sanguineus, ndao mostrou diferenca significativa entre os
tratamentos, conforme figura 6.4.

O sistema radicular apresenta importante fungdo para a planta, pois é
responsavel pela fixagcdo no solo e absorcdo de elementos minerais e agua (RAVEN,
EVERT & EICHHORN, 2010), dessa forma, o aumento do desenvolvimento da raiz
nas plantas tratadas com os extratos de P. sanguineus respaldam, de forma mais

eficiente, o crescimento vegetativo. Observou-se neste trabalho que a maximizacao
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do crescimento radicular estd4 associada ao aumento da parte aérea, uma vez que

esta supre a energia e os hormoénios necessérios para a raiz (SCHOOLEY,1996).
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Figura 6.4: Massas fresca (A) e seca (B) da raiz de plantas de feijoeiro cv. IAPAR 81
tratadas com extratos secos de P. sanguineus nas concentracées 50, 100, 150 e
200 mg L* e comparadas com plantas tratadas apenas com &agua destilada (0),
fungicida: azoxystrobin (40 mg i.a. L™) e antibiético (22,5 mg L™ de oxitetraciclina +
225 mg L™ de estreptomicina), aos 50 dias apds a emergéncia e 25 dias apds a
aplicacdo dos tratamentos, em condi¢cdes de casa de vegetacdo. Variavel seguida
de asterisco (*) indica ndo significAncia estatistica. Médias seguidas de letras
distintas diferem pelo teste de Tukey a 5%.

Na literatura ndo ha trabalhos que avaliaram o efeito de extratos de
basidiocarpos sobre o desenvolvimento de plantas, apenas resultados com fungos
fitopatogénicos, como os descritos por Spiassi (2011), a qual observou que o filtrado
de cultura do fungo Macrophomina phaseolina nas concentragcbes 5 e 15%,
apresentou menor massa fresca de parte aérea de Euphorbia heterophylla (leiteiro
ou amendoim-bravo) e, na concentracao de 15%, Diplodia maydis apresentou menor
massa seca de raiz e parte aérea. Ja o filtrado de Fusarium graminearum nao
apresentou diferenca significativa para o parametro massa fresca de raiz e parte
aérea, mas teve menor massa seca de raiz em todas as concentracdoes. Quando
testados sobre Bidens pilosa (picdo-preto), o filtrado de F. graminearum diminuiu a
massa fresca e seca e o filtrado de Fusarium solani reduziu apenas a massa fresca.
Sobre plantas de soja, os filtrados de cultura de M. phaseolina e D. maydis
diminuiram significativamente a massa fresca de raiz das plantulas e em milho

houve reducdo de matéria fresca de raiz quando se utlizou o filtrado de F.


http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&biw=1276&bih=599&sa=X&ei=42ncTZeaF5KcsQPLv5y6Dg&ved=0CCoQBSgA&q=Euphorbia+Heterophylla&spell=1
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graminearum, F. solani na concentracdo 20% e M. phaseolina e D. maydis em todas
as concetracoes testadas.

Relatos de Souza Filho e Duarte (2007) utilizando filtrado de cultura do fungo
F. solani na concentracdo de 4%, observam efeito inibitdrio sobre a germinacdo de
sementes e o desenvolvimento da radicula e do hipocétilo de malicia (Mimosa

pudica L.) e mata-pasto (Senna obstusifolia L.).
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6.4 CONCLUSAO

O extrato formulado a partir de P. sanguineus apresenta, para mancha
angular, nos testes in vitro e in vivo, validade de 24 meses na concentracao de 50
mg L e para o crestamento bacteriano comum, essa mesma concentracdo do
extrato se restringe a 12 meses, contudo a concentracdo de 200 mg L™ manteve
estabilidade de 24 meses.

A atividade antimicrobiana indica reducé&o na germinacao dos esporos de P.
griseola e na multiplicacdo bacteriana. Em casa de vegetacdo, 0s extratos
estimularam o desenvolvimento da parte aérea e radicular de plantas de feijoeiro,
mas a severidade da mancha angular ndo foi reduzida. Para o crestamento
bacteriano comum, os extratos apresentaram acao sistémica para o controle dessa
doenca, em todas as concentracfes. Estes resultados indicam o potencial do extrato
seco de P. sanguineus para o controle do crestamento bacteriano comum do

feijoeiro.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Perante os resultados do presente trabalho, conlui-se que o extrato seco de
alecrim apresenta validade de 24 meses, ao passo que para os extratos de curcuma
e P. sanguineus a validade € de 24 meses para o controle da mancha angular e 18 e
12 meses para o controle do crestamento bacteriano comum, respectivamente.

Os extratos apresentaram atividade antimicrobiana por inibir a germinacao
de esporos de P. griseola e a multiplicacdo de X. axonopodis pv. phaseoli, exceto
para alecrim sobre P. griseola.

Todos os tratamentos tenderam a incrementar massa fresca e seca da parte
aérea e raiz do feijoeiro, efeito importante para garantir boa fixacdo e absorcédo de
agua e sais minerais, assim como realizar fotossintese na parte aérea e maximizar a
produtividade.

Em casa de vegetacéo, a severidade néo foi reduzida de forma significativa
para os extratos secos de P. sanguineus, a passo que 0s extratos secos de alecrim
na concentracdo de 150 mg L™ e de circuma a 50 mg L™ foram eficientes, reduzindo
a severidade semelhantemente ao controle quimico e superior a testemunha.

A campo, essas concentracdes dos extratos secos de alecrim e cudrcuma
diluidos em agua e acrescentado o adjuvante natural, foram eficientes na reducédo
da AACPD de forma significativa e incrementaram a produtividade quando realizado
uma aplicacdo com o extrato seco de alecrim aos 14 dias do plantio, em plantas
desafiadas com mancha angular, e trés aplicacdes para o crestamento bacteriano
comum. Para o extrato de curcuma, o melhor resultado foi obtido com trés
aplicacdes para ambas as doencas. Estes tratamentos recomendados foram
superiores a testemunha e semelhante ao controle quimico.

Ressalta-se ainda que esta pesquisa desenvolvida esta inserida no objetivo
do grupo COBALFI da Unioeste, e ndo apenas fornece suporte aos produtores no
controle da mancha angular e do crestamento bacteriano comum do feijoeiro, de
forma mais consciente, segura ao meio ambiente, ao produtor e ao consumidor, mas
apresenta mais uma opcao de cultura, especialmente para o pequeno agricultor e
para a producdo organica, de alecrim e curcuma para suprir a demanda na
elaboracado do extrato a ser formulado apos a obtencédo de registro.

Estes extratos estdo sendo registrados pela Unioeste, Campus de Marechal

Candido Rondon, e testados em diferentes culturas para ampliar a recomendacéao.



150

ApOs a obtencao do registro e inicio da formulagdo, concretizara, de fato, o objetivo
da pesquisa em respaldar os agricultores no manejo correto de doencas em plantas

e demonstrar que é possivel produzir com menor agressdo ao meio ambiente.



