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EXTRATOS VEGETAIS NO CONTROLE DE FUNGOS
FITOPATOGENICOS A SOJA

RESUMO: O trabalho teve por objetivo avaliar a viabilidade de se utilizar extratos vegetais
no controle in vitro de fungos fitopatogénicos e em relacdo ao tratamento e armazenamento de
sementes de soja. Os ensaios experimentais foram conduzidos na Universidade Federal da
Grande Dourados. Os experimentos para avaliar o controle in vitro, foram realizados
inicialmente, por meio do potencial antifingico de dez extratos vegetais, obtidos na
concentracdo de 20%, sobre os fungos, Aspergillus sp., Penicillium sp., Cercospora kikuchii,
Colletotrichum sp., Fusarium solani e Phomopsis sp. Posteriormente, foram utilizados
extratos aquosos de alho, cravo-da-india e canela, sob diferentes, metodologias de
esterilizacdo e concentracOes, para analisar sua eficiéncia sobre a inibi¢cdo do crescimento de
fitopatogenos. Estes extratos foram utilizados ainda, no tratamento de sementes (400 ml/100
kg), mais o fungicida Carbendazin + Thiram (200 ml/100 kg) e a testemunha. As analises para
avaliacdo do controle dos fungos associados as sementes foram realizadas em cinco periodos
de armazenamento, 0, 35, 70, 105 e 140 dias. Foram observados que os meios de cultura
contendo os extratos de cravo-da-india, alho e canela apresentaram maior atividade
antifangica sobre os fitopatdgenos, quando comparados aos demais extratos utilizados. O
extrato aquoso de cravo-da-india pode ser uma alternativa eficiente para estudos in vitro, pois
0 mesmo inibiu completamente o desenvolvimento de todos os fungos fitopatogénicos
estudados, com a vantagem de ndo sofrer alteracdes de seus principios ativos, quando
submetido a diferentes metodologias de esterilizacdo. Ao contrario dos extratos de alho e
canela, que tiveram sua eficiéncia influenciada pelas diferentes metodologias utilizadas. Em
relacdo as diferentes concentracdes, verificou-se que o efeito dos extratos vegetais sobre o
desenvolvimento dos fitopatdgenos foi dependente das concentracdes utilizadas. O controle
dos fungos associados as sementes de soja, com a utilizacdo dos extratos vegetais, nao
ocorreu sobre toda a micoflora encontrada, no entanto, em relacdo a qualidade fisioldgica
tanto o produto quimico como o0s extratos vegetais foram eficientes na manutencdo da

qualidade das sementes quando armazenadas.

Termos para indexacdo: controle alternativo, Glycine max, plantas medicinais.



PLANT EXTRACTS IN THE CONTROL OF THE SOYBEAN
PHYTOPATHOGENIC FUNGI

ABSTRACT: It was evaluated the viability of using plant extracts in the control of
phytopathogenic fungi in vitro and in relation to the treatment and storage of soybean seeds.
The experimental trials were conducted at the Federal University of Grande Dourados. First,
the antifungal potential of ten extracts of plants was evaluated, in the concentration of 20%,
testing them for the fungi, Aspergillus sp., Penicillium sp., Cercospora kikuchii,
Colletotrichum sp., Fusarium solani and Phomopsis sp. Subsequently, we used aqueous
extracts of garlic, clove and cinnamon with different methods of sterilization and
concentration, to examine their efficiency on the inhibition of growth of pathogens. These
extracts were also used in the treatment of seeds (400 ml/100 kg), more the fungicide
Carbendazin + Thiram (200 ml/100 kg) and the control without treatment. The analysis to
evaluate the control of fungi associated with seeds were carried out in five storage periods, O,
35, 70, 105 and 140 days. Were observed that culture medium containing the extracts of
clove, cinnamon and garlic showed greater antifungal activity on plant pathogens, when
compared to other extracts used. The aqueous extract of clove may be an efficient alternative
to in vitro studies, because it completely inhibited the development of all fungi studied, with
the advantage of no change in its effect, when submitted to different methodologies of
sterilization. However, the extracts of garlic and cinnamon, had its efficiency reduced by
different sterilization methodologies. For different concentrations, it was found that the effect
of plant extracts on the development of the plant pathogens was dependent on the
concentrations used. There was no control of fungi associated with soybean seeds with the use
of plant extracts, however, the physiological quality was maintaining by both the chemical

and the plant extracts treatments during the seed storage.

Index terms: alternative control, Glycine max, medicinal plant.



INTRODUCAO GERAL

O tratamento quimico é amplamente utilizado na agricultura. Os beneficios
advindos dessa préatica foram muitos, mas tambem sdo muitos os males que podem acarretar
ao meio ambiente e ao ser humano. O uso indiscriminado e excessivo de agrotdxicos é
resultado de uma visdo equivocada do processo agricola, que gerou como consequéncia, a
crescente resisténcia de pragas, microrganismos fitopatogénicos e ervas daninhas aos produtos
sintéticos, aumentando a dependéncia de insumos quimicos por parte de produtores
(COUTINHO, 1996), que muitas vezes por conta propria aumentam as doses dos produtos, na
tentativa de manter sob controle os agentes adversos e a viabilidade econdmica do sistema de
producéo (SILVA et al., 2008).

Este fato tem impulsionado a industria na descoberta e formulacdo de novos
principios ativos, formando um ciclo vicioso de alto custo econdmico e ambiental,
contaminacdo e degradacdo de solos e aguas, reducdo da biodiversidade e desequilibrios
ecologicos, levando finalmente a insustentabilidade dos sistemas de producéo agricola
(COUTINHO, 1996). Frente a estes problemas, a agricultura alternativa, ou agricultura
sustentavel, obtém expressao politica (ZADOKS, 1992) e estimula a busca de novas medidas
de protecéo das plantas contra as doencas.

A agricultura sustentavel ou alternativa, que pode ser definida como aquela
agricultura que utiliza recursos naturais racionalmente, visando a suprir as necessidades das
geracOes presentes e futuras, abrange a utilizacdo de compostos quimicos presentes nas
plantas e que sdo resultantes do metabolismo primario e secundario (CRUZ et al., 2000).
Dentre esses métodos alternativos, o uso de subprodutos de plantas medicinais pode ser uma
alternativa viadvel, seja do ponto de vista econémico, seja do ponto de vista ambiental
(RODRIGUES et al., 2006). Também, esta forma de controle € interessante aos produtores
rurais pela facilidade de acesso as plantas medicinais, normalmente cultivadas nas pequenas
propriedades agricolas (CUNICO et al., 2006).

Fungicidas originados de plantas sdo utilizados hd séculos. As pesquisas
envolvendo a procura de fungicidas obtidos de plantas, porém, s6 vém aumentando nos
Galtimos vinte anos. Tem se constatado na literatura, pesquisas in vitro demonstrando que
diversos patdgenos podem ser controlados com eficiéncia, por meio de extratos vegetais,
como Fusarium proliferatum por extratos de alho e capim-santo (SOUZA et al., 2007),
Colletotrichum gloeosporioides por extratos de meléo de séo caetano e eucalipto (CELOTO et
al., 2008) e Bipolaris sorokiniana por extrato de canfora (FRANZENER et al., 2003).
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Plantas medicinais possuem compostos secundarios que tanto podem apresentar
atividade direta, por meio de extratos brutos e éleos essenciais de plantas sobre fitopatdgenos
como bactérias, nematoides e fungos (FRANZENER et al., 2007; MELLO et al., 2006;
SILVA et al., 2008), ou indireta, ativando mecanismos de defesa das plantas aos patdgenos
(SCHWAN-ESTRADA e STANGARLIN, 2005).

O fracionamento dos metabdlitos secundarios dessas plantas, bem como a
determinacdo da atividade bioldgica dessas moléculas com respeito a atividade elicitora ou
antimicrobiana, podera contribuir para a aquisicdo de maiores conhecimentos que reforcem
sua possivel utilizacdo como um método alternativo de controle de doenca de plantas
(STANGARLIN et al., 1999).

Além da atividade antifingica in vitro, os pesquisadores tém investigado formas
alternativas de realizar o controle de fitopatogenos no tratamento e armazenamento de
sementes (CRUZ et al., 1997; PESSOA e LIMA, 1998; GONCALVES et al., 2003; RANGEL
et al., 2006). A utilizacdo de extratos vegetais € uma forma de prover um controle sem
desencadear os problemas provocados pelos fungicidas sintéticos que causam desequilibrios
ambientais nas culturas e demais populacdes vegetais e animais presentes no ecossistema.
Cruz et al. (1999), trabalhando com sementes de soja tratadas com 6leos essenciais e hidrolato
de Cymbopogon citratus, Eucalyptus citriodora, Lavandula sp. e Ocimum basilicum,
verificaram controle efetivo dos fungos Curvularia sp., Cercospora kikuchii, Fusarium
semitectum, Aspergillus sp. e Penicillium sp.

Devido a estrutura morfologica e composicdo quimica, as sementes de soja se
tornam sensiveis aos estresses ambientais, desde o inicio de seu desenvolvimento até a época
da semeadura, resultando em efeitos negativos em sua qualidade (BORDINGNON e
MANDARINO, 1994). Dentre os fatores bidticos que mais influenciam a perda de qualidade,
pode-se mencionar a associacdo de microrganismos as sementes. Os fungos sdo considerados
0s principais agentes patogénicos, por serem mais ativos e terem maior habilidade de penetrar
diretamente os tecidos vegetais (MACHADO, 1988). Desse modo, as sementes se tornam um
meio eficiente de sobrevivéncia e disseminacdo de doencas para novas areas, ou mesmo
dentro de areas tradicionais, alterando o equilibrio entre patdgenos do ecossistema, de forma
particular, os do solo (HENNING et al., 1994).

A associacdo do indculo dos patégenos com as sementes é responsavel pela
disseminacdo de um ndmero expressivo de doencas de plantas cultivadas (MACHADO,
2000). Dentre estas, as doencas fungicas sdo consideradas muito importantes, ndo somente

devido ao maior nimero, mas pelos prejuizos causados, tanto no rendimento quanto na
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qualidade das sementes (HENNING, 2004). Ito e Tanaka (1993) enfatizam ainda que além
dos aspectos de transmissao, a presenca de certos patdgenos nas sementes pode resultar em
efeitos diretos, como a reducdo do potencial germinativo, do vigor, da emergéncia, do periodo
de armazenamento e até do rendimento.

A manutencdo da qualidade de um lote de sementes durante o periodo de
armazenamento é outro aspecto a ser considerado dentro do processo produtivo de uma
cultura, uma vez que o sucesso de implantacdo de uma lavoura depende, entre outros, da
utilizacdo de sementes sadias com alto padréo de qualidade (AFONSO JUNIOR et al., 2000).

Vaérios fatores influenciam na conservacao da qualidade fisiologica das sementes
durante o armazenamento, dentre eles destaca-se o desenvolvimento de fungos,
principalmente Aspergillus e Penicillium (GONCALVES et al., 2003), pois utilizam as
sementes como substratos (CIRIO e LIMA, 2003). A associacdo de fungos as sementes pode
ocasionar reducdo da germinacgdo e do vigor, além da liberagdo de micotoxinas que podem
causar intoxicagdes tanto em animais como no homem (MALOZZI e CORREA, 1998).

Diante deste contexto, o trabalho teve por objetivo avaliar a viabilidade de se
utilizar extratos vegetais no controle in vitro de fungos fitopatogénicos e em relacdo ao

tratamento e armazenamento de sementes de soja.



CAPITULO |

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE EXTRATOS VEGETAIS SOBRE
O DESENVOLVIMENTO DE FITOPATOGENOS

RESUMO: A formacao de uma consciéncia ecoldgica e a necessidade de se preservar 0 meio
ambiente tem gerado a necessidade de testar produtos naturais, visando um controle
alternativo de fitopatogenos. Desta forma, objetivou-se avaliar o potencial de dez extratos
aquosos sobre o desenvolvimento de fungos fitopatogénicos. Foram conduzidos, no
Laboratério de Fitopatologia da Universidade Federal da Grande Dourados, seis ensaios
experimentais em delineamento inteiramente casualizado, com 11 tratamentos e 10 repeticdes
para cada ensaio. Os tratamentos constaram dos extratos bruto aquosos de alho, arruda,
canela, cravo-da-india, cavalinha, eucalipto, horteld, jabuticaba, meldo de séo caetano e nim
na concentracdo de 20%, mais a testemunha (somente BDA). Os ensaios foram realizados
com os fungos Aspergillus sp., Penicillium sp., Cercospora kikuchii, Colletotrichum sp.,
Fusarium solani e Phomopsis sp. Os extratos foram filtrados em papel wathman n° 1,
colocados em banho maria a 65°C, durante 1 hora, incorporados em meio BDA e
acondicionados em placas de Petri, onde foram transferidos discos de micélio dos patdgenos,
de 0,3 cm de didmetro. Foi analisado o crescimento micelial da col6nia, a porcentagem de
inibicdo e a taxa de crescimento dos fungos. Foi observado que os meios de cultura contendo
0s extratos de cravo-da-india, alho e canela apresentaram maior atividade antifungica sobre os
fitopatdgenos, quando comparados aos demais extratos utilizados. Destaca-se o extrato de
cravo-da-india, que inibiu completamente o desenvolvimento de todos os fitopatdgenos

testados.

Termos para indexacdo: crescimento micelial, plantas medicinais e controle alternativo.



EVALUATION OF THE ANTIFUNGAL ACTIVITY OF PLANT EXTRACTS ON
THE DEVELOPMENT OF PLANT PATHOGENS

ABSTRACT: The formation of an ecological conscience and the need to preserve the
environment has generated the need to test natural products, targeting an alternative control of
plant pathogens. In this way aimed at evaluating the potential of ten aqueous extracts on the
development of phytopathogenic fungi. Were conducted in the Laboratory of Phytopathology
of Federal University of Grande Dourados, six experimental trials in a completely randomized
design with 11 treatments and 10 replications for each assay. The treatments consisted of
crude aqueous extracts of garlic, rue, cinnamon, clove, horsetail, eucalyptus, mint, jabuticaba,
melon-of-sdo-caetano and neem in the concentration of 20%, more the witness (only PDA).
The trials were carried out with the fungus Aspergillus sp., Penicillium sp., Cercospora
kikuchii, Colletotrichum sp., Fusarium solani and Phomopsis sp. The extracts were filtered in
paper wathman n° 1, put in the bain marie 65°C for 1 hour, incorporated in PDA medium and
added in Petri dishes, where they were transferred to discs mycelium of pathogens, from 0.3
cm of diameter. Was determined the mycelial growth of the colony, the percentage of
inhibition and the rate of growth of fungi. Were observed that the PDA medium containing
the extracts of clove, garlic and cinnamon showed most antifungal activity on the plant
pathogens, when compared to other extracts used. Highlight for the extract of clove, which

inhibited the development of all pathogens tested.

Index terms: mycelial growth, medicinal plant, alternative control



1.1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a exploracdo da atividade de compostos secundarios tem se
tornado uma alternativa no controle de fitopatdgenos com potencial ecoldgico para substituir
0 emprego de produtos sintéticos, por meio da utilizacdo de subprodutos de plantas
medicinais como extrato bruto e éleo essencial, uma vez que apresentam, em sua composic¢ao,
substancias com propriedades fungicidas e/ou fungitoxicas (MATOS, 1997). Possuem ainda,
a vantagem de serem praticamente inofensivas ao homem e ao meio ambiente, de menores
custos, facilmente disponiveis aos agricultores, e em alguns casos podem inclusive superar 0s
produtos sintéticos em sua acdo antimicrobiana (STANGARLIN et al., 1999).

Devido a grande riqueza quimica das plantas medicinais que possuem principios
ativos microbiocidas, elas se tornam fontes potenciais de moléculas que podem ser
empregadas na defesa de plantas contra fitopatdgenos (RODRIGUES et al., 2006). Esses
compostos pertencem a varias classes distintas de substancias quimicas, como alcaloides,
terpenos, lignanas, flavondides, cumarinas, benzendides, quinonas, xantonas, lactonas,
esterdides (DI STASI, 1996), fendis e saponinas (SILVA JUNIOR e VIZZOTO, 1996).

A diversidade de substancias ativas em plantas medicinais tem motivado o
desenvolvimento de pesquisas envolvendo o uso de extratos vegetais, no intuito de explorar
suas propriedades fungitoxicas (FRANZENER et al., 2003). Na literatura tem-se verificado o
registro da eficiéncia de extratos vegetais, obtidos de diversas espécies botanicas, como € o
caso da arruda, meldo de sdo caetano, eucalipto (CELOTO et al., 2008), cavalinha, hortela
(ROZWALKA et al., 2008), alho, canela (VIEGAS et al., 2005), cravo-da-india (AMARAL e
BARA, 2005), jabuticaba (RANGEL et al., 2006) e nim (CARNEIRO et al., 2008), na
promoc¢do da inibicdo do desenvolvimento de varios fitopatdgenos de natureza flngica.
Considera-se ainda, que a diversidade dessas substancias poderia possibilitar a utilizacéo
direta pelo produtor, por meio do cultivo da planta possuidora dos compostos secundarios,
preparo e aplicacdo direta do extrato nas culturas comerciais (CELOTO et al., 2008).

Trabalhos desenvolvidos com extrato bruto e 6leo essencial, obtidos a partir de
plantas medicinais, tém indicado o potencial das mesmas no controle de fitopatdgenos
(CUNICO et al., 2003), tanto por sua acdo fungitoxica direta, inibindo o crescimento micelial
e a germinacdo de esporos, quanto pela inducdo de fitoalexinas (SCHWAN-ESTRADA et al.,
2000). De acordo com Lyon et al. (1995), a protecdo conferida pelo tratamento com extratos
vegetais é capaz de impedir infecgBes subsequentes por diferentes patégenos, mostrando-se

como uma estratégia no controle fitossanitario.
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Extratos aquosos e Oleos essenciais obtidos a partir de plantas apresentam
atividade antifngica contra uma ampla gama de fungos (WILSON et al., 1997). Wang et al.
(2001) avaliaram extratos de 88 espécies de plantas, e constataram que, com 19 destas houve
inibicdo na formacdo de zoGsporos e no crescimento de Phytophthora infestans in vitro. Fiori
et al. (2000) observaram que o extrato bruto de Eucalyptus citriodora e Ageratum conyzoides
foram os mais efetivos na inibicdo do crescimento micelial de Didymella bryoniae.
Trabalhando com extratos de sementes de nim, Bhutta et al. (1999) verificaram, in vitro,
inibicdo do crescimento de Alternaria alternata e Macrophomina phaseolina. Em estudos de
avaliacdo do efeito de extratos vegetais e/ou Gleos essenciais de alho e capim santo, sobre o
crescimento micelial de Fusarium moniliforme, Owolade et al. (2000) mostraram que esses
produtos podem inibir ou até suprimir o desenvolvimento desse microrganismo. Celoto et al.
(2008) verificaram que os extratos das plantas de meldo de sdo caetano, eucalipto e mentrasto
proporcionaram maiores porcentagens de inibicdo do crescimento micelial, ou maiores
porcentagens de inibicdo da germinacdo de esporos de Colletotrichum gloeosporioides. Os
autores afirmam ainda, que a presenca de substancias antifingicas em extratos de plantas é
uma realidade que merece ser melhor avaliada.

A formacédo de uma consciéncia comum sobre a necessidade de se preservar o
meio ambiente tem gerado a necessidade de testar produtos naturais, visando um controle
alternativo de fitopatdgenos. Diante do contexto, objetivou-se avaliar a atividade antifngica
dos extratos bruto aquosos de alho, arruda, canela, cravo-da-india, cavalinha, eucalipto,
horteld, jabuticaba, meldo de séo caetano e nim sobre o desenvolvimento micelial dos fungos,
Aspergillus sp., Penicillium sp., Colletotrichum sp., Phomopsis sp., Fusarium solani e

Cercospora kikuchii.



1.2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios experimentais foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), no periodo de novembro de 2007 a abril
de 2008. Os extratos vegetais foram preparados no proprio laboratério, a partir de plantas
coletadas junto ao Horto de Plantas Medicinais da UFGD e de produtores locais.

Adotou-se 0 delineamento experimental inteiramente casualizado, com 11
tratamentos e 10 repeti¢Oes, para cada ensaio. Os extratos foram obtidos a partir de bulbos de
alho (Allium sativum), casca de canela (Cinnamomum zeylanicum), bot&o floral de cravo-da-
india (Syzygium aromaticum), folhas de eucalipto (Eucalyptus citriodora), casca do fruto de
jabuticaba (Myrcia cauliflora), sementes de nim (Azadirachta indica), e parte aérea de arruda
(Ruta graveolens), cavalinha (Equisetum sp.), horteld (Mentha piperita), meldo de séo caetano
(Momordica charantia), mais a testemunha, que constou apenas do meio de cultura Batata-
Dextrose-Agar (BDA). Utilizou-se para cada ensaio experimental um fitopatdégeno, sendo
esses, Aspergillus sp., Penicillium sp., Cercospora kikuchii, Colletotrichum sp., Fusarium
solani e Phomopsis sp.

Os fungos Aspergillus sp. e Penicillium sp. foram isolados a partir de sementes de
soja, no Laboratorio de Fitopatologia da UFGD, e os demais fungos foram fornecidos pelo
Centro Nacional de Pesquisa de Soja - Embrapa Soja.

Para obtencdo dos extratos vegetais, foram coletadas 20 g do material vegetal e
trituradas em liquidificador com 100 ml de agua destilada. A solucao foi filtrada em papel
wathman n° 1, recolhida em erlenmeyer devidamente identificado e colocada em banho maria
a 65°C por um periodo de 1 hora. Em seguida os extratos aquosos foram homogeneizados ao
meio BDA fundente, de modo a obter uma concentracdo de 20%, e vertidos em placas de
Petri. Posteriormente a solidificacdo do BDA, foram transferidos no centro das placas, discos
de 0,3 cm de didametro do micélio dos fitopatdgenos. Os isolados fungicos de Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Cercospora kikuchii, Colletotrichum sp., Fusarium solani e Phomopsis sp.
foram retirados a partir de culturas puras com 7 dias de idade em meio BDA.

As placas de Petri foram vedadas com filme plastico e incubadas em camara BOD
a uma temperatura de 25°C, com fotoperiodo de 12 horas. Na testemunha havia apenas 0 meio
BDA. As leituras foram realizadas a cada trés dias, perdurando até 0 momento em que as
colbnias atingiram % da superficie do meio de cultura (STANGARLIN et al., 1999).

Para avaliacdo do crescimento micelial das colbnias flungicas foram realizadas

medicGes do crescimento radial da colénia em dois eixos ortogonais, descartando-se o disco
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repicado da colbnia pura, sendo posteriormente calculada uma meédia. A porcentagem de
inibicdo do crescimento (PIC) dos fitopatdgenos foi obtida por meio da formula: PIC =
[(diametro da testemunha — diametro do tratamento)/didmetro da testemunha] x 100, para
cada extrato em relacdo a testemunha. A taxa de crescimento dos fitopatdgenos foi mensurada
conforme Benicio et al. (2003), onde os dados foram plotados para obtengdo de uma equacgéo
de regresséo linear simples (y = a + bx), sendo (x) os dias de incubacéo, (y) o diametro final
da colonia, (a) o didmetro inicial da coldnia e (b) a taxa de crescimento micelial, determinada
pelo coeficiente de regresséo.

Os dados foram transformados em Vx + 1, submetidos a analise de variancia com
auxilio do SISVAR, e as médias comparadas pelo teste de agrupamento de Scott-Knott a 5%
de probabilidade.



1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da andlise de variancia indicou diferencas na atividade antiflngica dos
extratos vegetais perante os fitopatdgenos utilizados no estudo.

Com relagdo ao crescimento micelial dos fitopatdgenos, foi constatada atividade
antifungica dos extratos vegetais desde o terceiro, até o décimo segundo dia de incubacéo.
Aspergillus sp., desenvolvendo-se em meio de cultura com adi¢cdo do extrato de cravo-da-
india, apresentou menor crescimento micelial comparado aos demais extratos em todos os

dias de incubagéo, exceto no terceiro dia, onde assemelhou-se ao extrato de alho (Figura 1).
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FIGURA 1. Crescimento micelial de Aspergillus sp. submetido a diferentes tratamentos com
extratos vegetais. Dourados - MS, 2008. Médias seguidas pela mesma letra na

linha, ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott a 5%.

No décimo segundo dia de incubacdo foi verificada superioridade do extrato de
cravo-da-india, ndo permitindo o crescimento do patdgeno. Também em estudos com extrato
de cravo-da-india, sobre o desenvolvimento de patdgenos in vitro, Belém (1997) verificou que
0 produto inibiu a germinacdo de esporos e o crescimento micelial tanto de Aspergillus flavus
como de Aspergillus niger.

Viegas et al. (2005), analisando a toxidade de éleos essenciais, verificaram maior
inibicdo do desenvolvimento micelial de A. flavus com o emprego dos dleos de bulbilho de
alho e principalmente, de casca de canela. No estudo, o extrato de alho reduziu

significativamente o crescimento micelial de Aspergillus sp., entretanto o extrato realizado a
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partir de canela, juntamente com o extrato de horteld apresentaram atividade antiflngica
intermediaria. Em relacdo aos demais extratos foram observados menor crescimento que a
testemunha, sendo, no entanto, todos semelhantes entre si. Wilson et al. (1997) evidenciaram
propriedades antifingicas no extrato de horteld, demonstrando potencial no controle de
Botrytis cinerea.

Os extratos aquosos de cravo-da-india, alho e canela demonstraram em todas as
avaliacdes, significativa atividade antifingica sobre o crescimento micelial de Penicillium sp.,
sendo superiores aos demais extratos. Mesmo havendo crescimento do patdgeno com a
utilizagdo do extrato de alho e canela a partir do nono dia de incubagdo, ndo houve diferenca
em relacdo ao extrato de cravo-da-india (Figura 2). Resultados semelhantes foram constatados
por Belém (1997), que ndo observou crescimento micelial de Penicillium spp., isolado de
sementes de feijdo, quando este foi submetido ao extrato de cravo-da-india.
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FIGURA 2. Crescimento micelial de Penicillium sp. submetido a diferentes tratamentos com
extratos vegetais. Dourados - MS, 2008. Médias seguidas pela mesma letra na

linha, ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott a 5%.

Pode ser notado, aos trés dias de incubacdo, maior crescimento de Penicillium sp.
nos tratamentos com cavalinha e jabuticaba. O meio de cultura contendo extrato de cavalinha
proporcionou maior crescimento do fungo até o sexto dia de incubacdo, pressupondo que
possa existir substancias que estimulem e/ou favorecam inicialmente o crescimento do
patdgeno. Entretanto, aos doze dias de incubacdo os extratos de cavalinha e arruda nédo

diferiram do tratamento controle. Os extratos de eucalipto, meldo de séo caetano, hortela,
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jabuticaba e nim apresentaram pequena, porém significativa reducdo no desenvolvimento
micelial do fungo.

Colletotrichum sp. apresentou desenvolvimento mais lento, estendendo as analises
de crescimento micelial até os quinze dias de incubacdo. Constatou-se ao final das avaliacdes,
com base no didmetro da col6nia flngica, que todos os extratos vegetais testados no estudo

apresentaram atividade antifingica, em maior ou menor intensidade (Figura 3).
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FIGURA 3. Crescimento micelial de Colletotrichum sp. submetido a diferentes tratamentos
com extratos vegetais. Dourados - MS, 2008. Médias seguidas pela mesma letra

na linha, ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott a 5%.

Né&o foi verificado crescimento micelial de Colletotrichum sp. aos quinze dias de
incubacdo, quando este foi submetido ao extrato aquoso de cravo-da-india. Trabalhando com
o fungo Colletotrichum gloeosporioides, Rozwalka et al. (2008) notaram que ndo houve
crescimento micelial do fungo com a utilizacdo do extrato aquoso de cravo na concentracdo
de 10%.

O extrato de alho reduziu significativamente o crescimento micelial em relacéo
aos demais tratamentos, enguanto que o meio de cultura contendo extrato de canela
apresentou atividade antifingica intermediaria. Ribeiro e Bedendo (1999), avaliando o efeito
inibitério de extratos vegetais sobre Colletotrichum gloeosporioides, verificaram que o
extrato de alho apresentou propriedades fungitéxicas, inibindo o crescimento micelial do

patogeno.
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No ensaio realizado com Fusarium solani foi verificado em todos os dias de
incubacdo maior crescimento do patdégeno quando submetido ao extrato de nim, resultando
em um crescimento micelial significativamente superior a testemunha. Este fato pode ter
ocorrido devido a presenca de subprodutos nas sementes da planta que estimularam o
crescimento do fungo (Figura 4). Este favorecimento no crescimento de fitopatdgenos
também € relatado por Amaral e Bara (2005). Os autores constataram com a utilizacdo da
planta Albizzia lebbeck, que Fusarium solani e Sclerotium rolfsii tiveram seu crescimento
micelial estimulado, pressupondo assim, a existéncia de alguma substancia ativadora deste

crescimento no extrato proveniente desta planta.
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FIGURA 4. Crescimento micelial de Fusarium solani submetido a diferentes tratamentos com

extratos vegetais. Dourados - MS, 2008. Médias seguidas pela mesma letra na

linha, ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott a 5%.

Né&o se verificou crescimento micelial de F. solani no terceiro dia de incubacéo,
com a utilizacdo dos extratos de alho e cravo-da-india, sendo ambos superiores aos demais
tratamentos. No entanto, apenas o extrato de cravo apresentou atividade fungistatica em
relacdo ao patdgeno, ao final das avaliacBes. O extrato aquoso de alho permitiu ao fungo,
pequeno crescimento micelial, sendo observado maior atividade antifungica comparado aos
demais extratos.

Pode ser verificada ainda, a presenca de compostos com atividade antifngica na
utilizacdo dos extratos de canela, arruda, eucalipto e cavalinha, sendo o primeiro superior aos
demais. Para Fiori et al. (2000), os extratos de Eucalyptus citriodora e Ageratum conyzoides

foram os mais eficientes em relacdo ao crescimento e esporulagdo de Didymella bryoniae. Ja
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Stangarlin et al. (1999) verificaram menor crescimento micelial de Sclerotium rolfsii em
presenca do extrato aquoso de arruda e manjericao.

Do mesmo modo que Colletotrichum sp., o fungo Cercospora kikuchii apresentou
crescimento micelial lento no decorrer dos dias de incubagdo (Figura 5). Notou-se menor
crescimento micelial de C. kikuchii, com a adi¢cdo ao meio de cultura, dos extratos aquosos de
cravo-da-india, alho e canela. O extrato de cravo-da-india suprimiu o crescimento do fungo,
apresentando diferenca significativa quando comparado aos demais extratos vegetais testados.
Com a utilizagdo do extrato de alho foi constatado crescimento da ordem de 0,72 cm,
provocando diferencas em relacdo ao extrato de canela, onde o micélio fungico alcancou 1,98

cm.
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FIGURA 5. Crescimento micelial de Cercospora kikuchii submetido a diferentes tratamentos
com extratos vegetais. Dourados - MS, 2008. Médias seguidas pela mesma letra

na linha, ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott a 5%.

Pode ser observado na Figura 6, que Phomopsis sp. apresentou um rapido
crescimento micelial, finalizando as avaliagdes do bioensaio ao sexto dia de incubagdo. No
terceiro dia de incubacdo pode ser constatado que todos os extratos vegetais apresentavam
atividade antifungica em relagcdo a Phomopsis sp., ndo sendo observado crescimento do fungo
com a utilizacdo dos extratos de canela, alho e cravo-da-india. Entretanto, ao final das analises
ndo foram verificadas diferencas no desempenho dos extratos de jabuticaba, cavalinha,

eucalipto e horteld em relacdo ao tratamento controle.
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Com a utilizagdo do extrato aquoso de nim n&o foi observada efetiva atividade
antifungica sobre o patégeno. Resultados semelhantes foram encontrados por Anandaraj e
Leela (1996), em trabalhos com Phytophthora capsici. Govindachari et al. (1998) afirmam
que o efeito do nim é variavel e dependente do patdégeno alvo. Os autores verificaram que a
azadiractina, principal constituinte quimico encontrado nas sementes, ndo interferiu no
crescimento de Drechslera oryzae, Fusarium oxysporum e Alternaria tenuis. J& Bhutta et al.
(1999), verificaram que o extrato de nim a 0,5 e 1% inibiu in vitro o crescimento de

Alternaria alternata e Macrophomina phaseolina.
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FIGURA 6. Crescimento micelial de Phomopsis sp. submetido a diferentes tratamentos com
extratos vegetais. Dourados - MS, 2008. Médias seguidas pela mesma letra na

linha, ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott a 5%.

Os extratos de meldo de sdo caetano e arruda proporcionaram crescimento
micelial intermediario ao patdgeno. O menor desenvolvimento de Phomopsis sp. foi
alcancado com o uso de cravo-da-india, seguido dos extratos de alho e canela.

Com base no crescimento micelial dos fitopatdgenos testados no estudo, foram
evidenciadas em varias leituras, alteragdes na proporcdo do crescimento das coldnias fungicas
com o decorrer do periodo de incubacdo, provocando em dados momentos maior ou menor
crescimento do fungo. Pode-se citar como exemplo o extrato de jabuticaba com Aspergillus
sp., 0 extrato de cavalinha com Penicillium sp., e o extrato de meldo de sdo caetano com o
fungo Colletotrichum sp. Este fato pode estar associado a presenca de compostos que
possuem tanto atividades antifingicas, como também compostos que estimulam o

crescimento dos patdgenos. A quantidade e a longevidade destes compostos, assim como a
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relagdo existente entre estes, podem resultar em determinados momentos, em maior ou menor
inibicdo dos fitopatdgenos. Resultados semelhantes sdo relatados por Kramer et al. (1984) e
Rozwalka et al. (2008).

N&o foi observado, com a utilizacdo do extrato aquoso de cravo-da-india,
crescimento micelial de nenhum dos fitopatdgenos estudados. No intuito de verificar se o
extrato havia apresentado acdo fungicida sobre os fungos, foram retirados os discos de
micélio do meio de cultura contendo o cravo-da-india e adicionados em BDA puro, sendo
observado a partir do quinto e sexto dia de incubagdo que os fungos voltavam a crescer,
evidenciando desta forma que o extrato de cravo apresentou atividade fungistatica. No
entanto, Amaral e Bara (2005) trataram sementes de arroz, feijéo, soja e milho, acometidas de
doencas flungicas, com 6leo de cravo-da-india nas concentracbes de 0,1 a 0,5%, e
constataram, quando as sementes foram reincubadas em meio de cultura puro, que o0s
patdgenos ndo retornaram seu crescimento, evidenciando acdo fungicida do 6leo da planta.

Em relacdo a caracteristica porcentagem de inibicdo do crescimento dos
fitopatogenos, foi verificada inibicdo superior a 50% do crescimento micelial de todos os
fungos quando se utilizou os extratos de cravo-da-india e alho. O extrato de canela
proporcionou inibicdo superior a 50% sobre Cercospora kikuchii, Colletotrichum sp.,
Penicillium sp. e Phomopsis sp., evidenciando alta atividade antifungica destes extratos
aquosos (Quadro 1). Nota-se que 0 extrato realizado a partir de cravo-da-india proporcionou
em todos os bioensaios, 100% de inibicdo do crescimento micelial. Estes resultados estdo de
acordo com os relatados por Roswalka et al. (2008), que constataram 100% de inibicdo do
crescimento de Glomerella cingulata e Colletotrichum gloeosporioides, quando estes foram
submetidos ao extrato aquoso de cravo-da-india.

Bilgrami et al. (1992) avaliaram a inibicdo do crescimento de A. flavus, e
verificaram que a maior inibicdo no crescimento do fungo foi obtida quando se utilizou o
extrato de alho (61,9%), obtendo resultados superiores quando comparado ao eugenol,
composto este presente no cravo-da-india.

Com excec¢do aos extratos de cravo, alho e canela, os demais extratos, apesar de
evidenciarem atividade antifingica, ndo apresentaram resultados satisfatorios. Pode-se citar o
uso do extrato de meldo de sdo de caetano, alcancando 36,6% de inibicdo para C. kikuchii e
estimulando em 4,3% o crescimento de F. solani. Celoto et al. (2008) verificaram que dos 20
extratos avaliados somente aqueles provenientes de espirradeira, eucalipto e meldo de séo
caetano obtiveram porcentagem de inibicdo superior a 50% no controle de Colletotrichum

gloeosporioides.
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QUADRO 1. Inibicdo do crescimento (%) micelial de fitopatdgenos submetidos a diferentes

tratamentos com extratos vegetais. Dourados, MS, 2008.

Fungos Fitopatogénicos

Extratos
AqUOSOS Aspergillus  C.kikuchii ~ Colletotrichum F.solani  Penicillium  Phomopsis
Cravo 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0a  100,0 a 100,0 a
Alho 75,2 a 89,4 a 77,7b 69,9 b 98,9a 98,2 a
Canela 36,5b 70,8 b 56,3 ¢ 335¢ 95,1a 97,4 a
Horteld 319D 6,09 18,3 f 0,8f 189b 29d
Arruda 179c 27,5d 215e 17,5d 10,5¢ 25,3Db
Nim 12,2 ¢ 12,1 f 24,0¢e -13,6g* 14,8 ¢ 10,4 c
Eucalipto 92¢c 21,7¢€ 27,5d 14,6 d 245D l4e
Meldo SC 8,3c 36,6 ¢ 154 f -4,3g* 22,3b 232b
Jabuticaba 75¢C 16,1 f 31,1d -04 1 156 b 0,le
Cavalinha 38¢c 2,1h 13,0 f 9,7e¢ 1,3d 05e
Testemunha 0,0d 0,0i 0,0g 0,0f 0,0d 0,0e
CV (%) 33,25 11,95 11,81 21,81 29,57 12,83

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott a 5%
de probabilidade.

* Estimulo do crescimento micelial do patégeno.

O extrato aquoso de eucalipto utilizado nesta pesquisa foi realizado a partir de
folhas da espécie E. citriodora, o que pode ter ocasionado baixa atividade antifungica do
extrato, pois Salgado et al. (2003), que testaram o potencial fungitoxico de E. urophylla, E.
citriodora e E. camaldulensis, verificaram maior acdo fungitoxica de E. urophylla, atribuindo
a este fato, a presenca do composto globulol, inexistente nos demais.

Pode ser observado por meio da taxa de crescimento micelial, que Phomopsis sp.
realmente é um patdgeno de crescimento rapido, sendo que os demais fungos apresentaram no
tratamento controle taxas de crescimento similares (Quadro 2). Destaca-se a acdo dos extratos
que permitiram aos patdgenos taxa de crescimento igual ou inferior a 0,1 cm/dia, como
constatado para o extrato de alho frente aos fungos C. kikuchii, Colletotrichum sp.,
Penicillium sp. e Phomopsis sp., 0 extrato de canela com relacdo aos dois ultimos e cravo-da-

india frente a todos patdgenos testados.
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QUADRO 2. Taxa de crescimento micelial (cm/dia) de fungos fitopatogénicos submetidos a

diferentes extratos aquosos. Dourados, MS, 2008.

Fungos Fitopatogénicos

Extratos
AqUOSOS Aspergillus  C.kikuchii  Colletotrichum F.solani  Penicillium  Phomopsis
Testemunha 0,49 a 0,45a 0,43 a 0,470 0,44 a 1,23 a
Cavalinha 0,47 a 0,44 a 0,37 Db 0,42c 0,43 a 1,23a
Jabuticaba 0,46 a 0,38 b 0,29 d 0,47b 0,37b 1,23 a
Eucalipto 0,45a 0,35¢ 0,31d 0,40c 0,33Db 1,21a
Meldo SC 0,45a 0,29 e 0,36 b 0,49b 0,34 b 0,95¢c
Nim 0,43 a 0,40 b 0,32¢ 0,53a 0,38 b 111b
Arruda 0,40 a 0,33d 0,34c 0,39¢ 0,39a 0,92¢c
Hortela 0,34b 0,43 a 0,35¢ 0,46 b 0,36 b 1,20 a
Canela 0,31b 0,13 f 0,19e 0,31d 0,02 ¢ 0,03d
Alho 0,12¢c 0,05¢ 0,10f 0,14 e 0,0lc 0,02d
Cravo 0,00d 0,00 h 0,009 0,00 f 0,00 c 0,00d
CV (%) 2,53 0,92 1,30 1,20 2,16 1,27

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott a 5%

de probabilidade.

A efetividade da acdo antifngica sobre o desenvolvimento dos fitopatdgenos in

vitro, evidenciou que 0s compostos presentes nas plantas utilizadas no estudo, na forma de

extratos aquosos, apresentam-se como potenciais no controle alternativo dos fungos

fitopatogénicos. Além dos resultados promissores verificados com os extratos de alho, canela

e cravo-da-india sobre todos os fitopatdogenos, pode-se destacar também a atividade

antifingica de outros extratos frente a fungos especificos, como o extrato de hortela sobre

Aspergillus sp., os extratos de jabuticaba e eucalipto frente a Colletotrichum sp. e o extrato de

meldo de sdo caetano frente a Cercospora kikuchii.



1.4 CONCLUSOES

O extrato de cravo-da-india inibe completamente o desenvolvimento de
Aspergillus sp., Penicillium sp., Colletotrichum sp., Fusarium solani, Cercospora kikuchii e
Phomopsis sp., sendo uma alternativa eficiente no controle in vitro dos fitopatégenos.

Os extratos aquosos de alho, canela e cravo-da-india apresentam alta atividade
antifungica sobre os fitopatdgenos da soja.
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CAPITULO Il

INFLUENCIA DE DIFERENTES METODOLOGIAS DE ESTERILIZACAO
SOBRE A EFICIENCIA DE EXTRATOS AQUOSOS

RESUMO: Foram conduzidos no Laboratdrio de Fitopatologia da Universidade Federal da
Grande Dourados trés experimentos com o objetivo de avaliar in vitro a atividade antifingica
dos extratos aquosos de alho, canela e cravo-da-india, submetidos a diferentes processos de
desinfestacdo e/ou esterilizagdo sobre o desenvolvimento de Fusarium solani. O delineamento
experimental utilizado para cada ensaio foi inteiramente casualizado, com 5 tratamentos e 8
repeticBes. Utilizaram-se 0s extratos aquosos na concentracdo de 20%, submetidos as
metodologias de filtragem (FI), banho maria a 65°C (BM), autoclavagem a 100°C (AT1),
autoclavagem a 120°C (AT2) e a testemunha (somente BDA). Posteriormente 0s extratos
foram incorporados em meio BDA, acondicionados em placas de Petri, onde foram
transferidos discos de micélio de F. solani medindo 0,3 cm de didmetro. Apos, as placas
foram incubadas a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas. Os tratamentos foram analisados em
relacdo ao crescimento micelial da coldnia, a porcentagem de inibicéo e a taxa de crescimento
de F. solani. Foi observado em todos os ensaios maior crescimento do fungo na testemunha,
evidenciando o potencial antifingico dos extratos. Foi observada influéncia da metodologia
de esterilizagdo sobre a eficiéncia dos extratos de alho e canela. Para o alho a FI proporcionou
os melhores resultados, enquanto que para o extrato de canela ndo houve diferencas entre as
metodologias FI, BM e TI. As diferentes metodologias utilizadas ndo interferiram na

eficiéncia do extrato aquoso de cravo-da-india.

Termos para indexacdo: Fusarium solani, plantas medicinais e controle alternativo.



INFLUENCE OF DIFFERENT STERILIZATION METHODS ON THE
EFFICIENCY OF AQUEOUS EXTRACT

ABSTRACT: Were conducted in the Laboratory of Phytopathology of Federal University of
Grande Dourados, three experiments with aim of evaluate in vitro the antifungal activity of
aqueous extracts of garlic, cinnamon and clove, submitted to different process of disinfection
and/or sterilization on the development of Fusarium solani. The experimental design for each
trial was completely randomized, with 5 treatments and 8 replicates. Using the aqueous
extracts at a concentration of 20%, submitted to methods of filtering (FI), bain marie at 65°C
(BM), autoclaving at 100°C (AT1), autoclaving at 120°C (AT2) and the treatment control
(only PDA). Subsequently the extracts were incorporated in PDA medium, added in Petri
dishes, where discs of mycelium F. solani from 0.3 cm of diameter were transferred. After the
plates were incubated at 25°C with photoperiod of 12 hours. The treatments were analyzed in
relation to mycelial growth of the colony, the percentage of inhibition and growth rate of F.
solani. Was observed in all trials increased growth of the fungus in the treatment control,
demonstrating the antifungal potential of extracts. It was observed influence of sterilization
method on the efficiency of extracts of garlic and cinnamon. For the garlic the FI provided the
best results, whereas for the extract of cinnamon no differences between the methodologies
FI, BM and TI. The different methods used did not interfere in the efficiency of the aqueous

extract of clove.

Index terms: Fusarium solani, medicinal plant, alternative control



2.1 INTRODUCAO

O controle das doencas na agricultura tem se intensificado, sendo realizado
basicamente através do emprego de produtos sintéticos. Quando estes produtos séo utilizados
de maneira racional, podem-se obter resultados satisfatdrios. Entretanto, sua adocéo
indiscriminada tem ocasionado problemas de contaminacdo humana e ambiental, e tem
provocado a selecdo de patdgenos resistentes a esses produtos quimicos (GHINI e KIMATI,
2000). A busca de substitutos para estes produtos encontra nas plantas uma alternativa de
interesse econdmico e ecoldgico bastante promissor (SOUZA et al., 2007).

Na natureza, hd uma grande quantidade de plantas que se apresentam resistentes a
diferentes patdgenos, e essa resisténcia pode estar relacionada a existéncia de propriedades
fungicidas naturalmente produzidas por elas (LEMOS et al., 1990). Existe uma grande
quantidade de compostos secundarios das plantas medicinais que foram isolados e
identificados em relagéo a sua estrutura quimica, porém, ainda ndo foram estudadas quanto as
suas atividades bioldgicas. O fracionamento dos metabolitos secundarios dessas plantas, bem
como a determinacdo da atividade biologica dessas moleculas, com respeito a atividade
elicitora e/ou antimicrobiana podera contribuir para a aquisicdo de maiores conhecimentos
que reforcam sua possivel utilizagdo como um metodo alternativo de controle de doencas de
plantas (SCHWAN-ESTRADA et al., 2000).

Estudos tém demonstrado que Oleos essenciais e extratos aquosos obtidos de
algumas espécies vegetais tém se mostrado eficientes no controle de doencas de plantas, tanto
por sua acdo fungitdxica direta, como indiretamente, por meio da inducdo de resisténcia as
culturas tratadas (STANGARLIN et al., 1999). Como exemplos tem-se o controle da mancha
marrom (Bipolaris sorokiniana) em trigo usando extrato aquoso de Artemisia camphorata
(FRANZENER et al., 2003), do oidio (Oidium lycopersici) do tomateiro pelo o0leo
emulsionavel de Azadirachta indica (CARNEIRO, 2003), da requeima (Phytophthora
infestans) da batata pelo extrato de Equisetum sp. (KE-QIANG e BRUGGEN, 2001), da
antracnose (Colletotrichum lagenarium) em pepino pelo extrato de Eucalyptus citriodora
(BONALDO et al., 2004).

Os eficientes resultados constatados com a utilizacdo de extratos vegetais no
controle de fungos fitopatogénicos tém enquadrado esta pratica como promissora dentre os
controles alternativos utilizados. Porém, para que o0s extratos vegetais possam agir de forma
mais eficiente é necessario conhecer o0 modo de acdo dos seus principios ativos. Rodrigues et

al. (2006), trabalhando com a planta Ocimum gratissimum, verificaram que o extrato bruto
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aquoso quando autoclavado induziu maior inibicdo do crescimento micelial em todas as
concentragdes utilizadas comparado ao extrato bruto esterilizado por filtragdo, e afirmaram
que o principio ativo da planta ndo seria termosensivel. Os autores destacam ainda que na
concentracdo de 50%, o extrato bruto autoclavado proporcionou inibicdo de 100% do
crescimento micelial de Bipolaris sorokiniana. Ja Ribeiro e Bedendo (1999) verificaram que o
extrato de alho esterilizado através de filtragem em filtro bacterioldgico apresentou atividade
antifungica, contrariamente ao extrato autoclavado que perdeu esta caracteristica durante a
esterilizacdo, evidenciando que o principio ativo envolvido apresenta termosensibilidade.

A exposicdo de extratos vegetais a altas temperaturas tém indicado que a
esterilizacdo por meio de autoclavagem a 120°C seria a metodologia que tem proporcionado
maiores alteragcGes nos compostos secundarios das plantas. Franzener et al. (2003) verificaram
que o efeito antifingico direto do extrato aquoso de canfora sobre a germinacao de esporos foi
grandemente afetado quando o extrato foi autoclavado, pois 0 mesmo ndo inibiu a germinagéo
de esporos de Bipolaris sorokiniana, indicando, possivelmente, a presenca de um composto
fungitoxico termolabil. Celoto et al. (2008) observaram que o0s extratos submetidos a
autoclavagem, independentemente de serem aquosos ou hidroetandlicos, apresentaram menor
atividade antifingica, indicando que as condicGes de autoclavagem alteram a substancia
antifingica dos mesmos.

A diversidade de substancias ativas em plantas medicinais tem motivado o
desenvolvimento de pesquisas envolvendo extratos vegetais, tendo em vista o controle in vitro
de fitopatdgenos. Entretanto, existe a necessidade da pesquisa detectar essas substancias e
também a melhor metodologia na obtencdo dos extratos, de modo a otimizar o efeito dessas
propriedades.

Na literatura existem muitos trabalhos que avaliam o uso de extratos vegetais
obtidos por meio de filtragem e autoclavagem a 120°C, no entanto, quando se considera 0s
aspectos térmicos ha grande amplitude nessas metodologias, tornando-se de suma importancia
analisar com mais detalhes o efeito destas metodologias de esterilizacdo sobre a atividade
antifingica dos extratos vegetais. Diante do exposto, o trabalho teve por objetivo avaliar in
vitro a eficiéncia dos extratos aquosos de alho, canela e cravo-da-india, submetidos a
diferentes processos de desinfestacdo e/ou esterilizacdo sobre o desenvolvimento de Fusarium

solani.



2.2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios experimentais foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), no periodo de marco a junho de 2008.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 5
tratamentos e 8 repeticGes, para cada ensaio. Os tratamentos constaram das metodologias de
esterilizacdo: filtragem (FI) em papel wathman n° 1, banho maria a 65°C, por um periodo de 1
hora (BM), autoclavagem a 100°C (AT1) e autoclavagem a 120°C (AT2), ambos durante 20
minutos, e a testemunha, onde utilizou-se somente 0 meio de cultura Batata-Dextrose-Agar
(BDA).

As plantas medicinais foram coletadas no Horto de Plantas Medicinais da UFGD e
em produtores locais, no més de marco. Para obtencdo dos extratos aquosos, foram coletados
20 g do material vegetal, bulbos de alho (Allium sativum), casca de canela (Cinnamomum
zeylanicum) e botdo floral de cravo-da-india (Syzygium aromaticum), e triturados em
liquidificador com 100 ml de &gua destilada. Para cada extrato aquoso, foi conduzido um
ensaio experimental.

Posteriormente a sua obtencdo, 0s extratos aquosos foram submetidos as
metodologias de esterilizacdo. Em seguida foram incorporados em meio BDA fundente, de
modo a obter uma concentracdo de 20%, e acondicionados em placas de Petri. No tratamento
testemunha havia apenas o meio BDA. Uma hora apos ser vertido o meio de cultura, foram
transferidos no centro das placas, discos de micélio de Fusarium solani medindo 0,3 cm de
didmetro, a partir de colonias puras com 7 dias de idade. O isolado fungico foi obtido junto a
Embrapa Soja.

As placas de Petri foram vedadas com filme plastico e incubadas em camara BOD
a uma temperatura de 25°C, com fotoperiodo de 12 horas.

Analisaram-se as variaveis, crescimento micelial, porcentagem de inibicdo do
crescimento e taxa de crescimento micelial.

Para avaliacdo do crescimento micelial das coldnias fungicas foram realizadas
medicdes do crescimento radial da col6nia em dois eixos ortogonais, sendo posteriormente
calculada uma média. As leituras foram realizadas a cada quatro dias, perdurando até o
momento em que as colbnias atingiram ¥ da superficie do meio de cultura (STANGARLIN et
al., 1999). A porcentagem de inibicdo do crescimento (PIC) dos fitopatégenos foi obtida por
meio da formula: PIC = [(diametro da testemunha — didmetro do tratamento)/diametro da

testemunha] x 100, para cada extrato em relacdo a testemunha. A taxa de crescimento dos
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fitopatdgenos foi mensurada conforme Benicio et al. (2003), onde os dados foram plotados
para obtencdo de uma equacéo de regresséo linear simples (y = a + bx), sendo (x) o dia final
da incubagéo, (y) o didmetro final da colonia, (a) o didmetro inicial da col6nia e (b) a taxa de
crescimento micelial, determinada pelo coeficiente de regressao.

Os dados foram transformados em Vx + 1, submetidos a analise de varidncia com
auxilio do programa SISVAR, e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.



2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado em todos os dias de incubacdo maior crescimento de Fusarium
solani no tratamento controle, evidenciando o potencial antifungico do extrato de alho. O
crescimento micelial do patégeno foi influenciado pela metodologia de esterilizacdo a que o
extrato foi submetido, logo na primeira leitura, verificando atividade antifingica
significativamente superior do extrato de alho Fl e BM (Figura 1).
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FIGURA 1. Crescimento micelial de Fusarium solani, submetido ao extrato aquoso de alho
realizado a partir de diferentes metodologias de esterilizacdo. Dourados - MS,
2008. Médias seguidas pela mesma letra nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

No decorrer do periodo de incubacdo dos tratamentos, foi constatado a partir do
oitavo dia, que o extrato aquoso de alho submetido a metodologia FI, proporcionou o menor
crescimento de F. solani, seguido pelos tratamentos BM, AT1 e AT2. Fato que vem a
evidenciar menor influéncia da filtragem sobre os principios antifungicos do extrato. O
tratamento BM apresentou menor crescimento comparado as metodologias AT1 e AT2,
porém, quando comparado com o extrato FI, resultou em maior crescimento do patdégeno a
partir da segunda leitura.

Resultados semelhantes foram relatados por Ribeiro e Bedendo (1999), que
avaliando o efeito inibitorio de extratos vegetais sobre Colletotrichum gloeosporioides,

observaram que o extrato de alho perde sua atividade antifungica, antes constatada com o
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extrato filtrado, quando esterilizado por meio de autoclavagem. Concluiram os autores que o
principio ativo da planta seria termosensivel. Os resultados obtidos por Roswalka et al.
(2008), que avaliaram o efeito fungitoxico de vinte plantas, evidenciaram a existéncia de
compostos biologicamente ativos nestas plantas, entretanto, foi verificado que os extratos
quando submetidos a decoc¢do proporcionaram a Glomerella cingulata maior crescimento
micelial. Bonaldo et al. (2004), em seus resultados, verificaram comportamento diferenciado
em relacdo aqueles constatados no ensaio com extrato aquoso de alho, pois os autores
observaram que o extrato de Eucalyptus citriodora quando autoclavado proporcionou maior
atividade antifingica, inibindo em 90% a germinacdo de esporos, quando comparado ao
extrato filtrado, no qual foi relatada maxima inibigdo de 75%.

A possibilidade de existirem compostos secundarios de plantas que se apresentem
termosensiveis é reforcada por Franzener et al. (2003). Os autores avaliaram a atividade
antifungica do extrato de cénfora, e constataram que o extrato autoclavado ndo inibiu a
germinagéo de esporos de Bipolaris sorokiniana.

No ensaio realizado com extrato aquoso de canela foi observado crescimento
micelial de Fusarium solani em todos os tratamentos estudados, porém com diferencas em
relacdo ao diametro das colbnias, verificado em funcdo das metodologias de esterilizacdo a

que os extratos foram submetidos (Figura 2).
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FIGURA 2. Crescimento micelial de Fusarium solani, submetido ao extrato aquoso de canela
realizado a partir de diferentes metodologias de esterilizacdo. Dourados - MS,
2008. Médias seguidas pela mesma letra nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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Nota-se na Figura 2, em todas as leituras realizadas durante o periodo de
incubagdo, 0 mesmo comportamento no crescimento micelial de F. solani frente as
metodologias de esterilizacdo a que o extrato de canela foi submetido. Foi observado maior
crescimento micelial do fungo no tratamento controle, sendo verificado dentre as
metodologias de esterilizacdo do extrato aquoso, menor atividade antifingica quando
autoclavado a 120°C, em relagdo as demais metodologias utilizadas. O extrato aquoso quando
FI, BM e ATL1 resultaram em menor crescimento do patdgeno, 4,13, 4,19 e 4,21 cm,
respectivamente, apresentando valores semelhantes entre si.

As metodologias de esterilizagdo utilizadas no ensaio com extrato aquoso de
cravo-da-india ndo influenciaram a atividade antifungica do mesmo, como foi observado nos
ensaios com os extratos de alho e canela (Figura 3). Com a utilizagdo do extrato aquoso de
cravo-da-india ndo foi observado crescimento micelial de F. solani, perante as metodologias
testadas, no periodo de incubacao estudado. Observa-se, que apenas no tratamento testemunha
o fungo apresentou crescimento, evidenciando maior atividade antifingica e maior

estabilidade dos principios ativos do cravo, em relacdo as demais plantas estudadas.

Diametro da Colonia (cm)
|

Testemunha s 1oclav

120°C

Dias de Incubagao

Autoclav.
100°C

Metodologia de Esterilizagiao

Banho maria Filtrado

FIGURA 3. Crescimento micelial de Fusarium solani, submetido ao extrato aquoso de cravo-
da-india realizado a partir de diferentes metodologias de esterilizacdo. Dourados -
MS, 2008. Médias seguidas pela mesma letra nas linhas, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Rodrigues et al. (2006), em seu trabalho com a planta Ocimum gratissimum, além
de ndo observarem efeitos negativos da autoclavagem, verificaram ainda, que o extrato bruto
quando submetido a esta metodologia de esterilizacdo foi mais eficiente na reducdo do
crescimento micelial de Bipolaris sorokiniana, comparado ao extrato bruto esterilizado por
meio de filtragem. Segundo o0s autores 0 aumento nas concentragdes do extrato bruto aquoso,
aliado a temperatura de autoclavagem (121°C), podem ter ativado ou transformado algum
composto do metabolismo secundéario da planta, otimizando sua acdo fungicida e/ou
fungitoxica.

O extrato de cravo-da-india proporcionou total inibicdo no crescimento de F.
solani, em todas as metodologias a que 0 mesmo foi submetido (Quadro 1). Evidenciando que
0 extrato desta planta pode ser submetido aos diferentes métodos, sem que 0 mesmo perca seu
potencial fungistatico no controle in vitro do patdgeno.

QUADRQO 1. Inibicédo do crescimento (%) micelial de F. solani submetido a extratos vegetais
realizado por diferentes metodologias de esterilizacdo. Dourados, MS, 2008.

Extratos Vegetais

Metodologias de Alho Canela Cravo-da-india

Esterilizacéo

Filtragem 86,5a 375a 100,0 a
Banho maria 75,4 Db 36,5a 100,0 a
Autoclavagem a 100°C 22,1c 36,3 a 100,0 a
Autoclavagem a 120°C 19,3 d 30,3Db 100,0 a
Testemunha 0,0e 0,0c 0,0b
CV (%) 3,66 3,30 0,00

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

As menores porcentagens de inibicdo foram observadas com a utilizacdo dos
extratos aquosos de alho e canela submetidos a esterilizacdo por meio de autoclavagem a
120°C, verificando inibicdo de 19,3 e 30,3%, respectivamente. Analisando as porcentagens
obtidas pelos extratos aquosos quando se adotou a metodologia FI, pode-se afirmar que os
principios ativos encontrados no alho apresentam menor estabilidade frente as variaces de
temperaturas, que envolvem a obtencdo do extrato.

Com a utilizacdo do extrato aquoso de alho foi verificada uma relacédo

inversamente proporcional, onde conforme se aumentava a temperatura nas metodologias de
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esterilizacdo, menores porcentagens de inibicdo do crescimento de F. solani eram obtidas.
Observou-se um incremento na inibicdo do fungo de mais de 67%, com a utilizacdo do extrato
FI em comparagéo ao extrato AT2.

O extrato aquoso de canela apresentou pequena variacdo na porcentagem de
inibicdo de F. solani, ndo sendo constatadas diferencas significativas entre as metodologias
FI, BM e AT1. Porém, quando se adotou a metodologia AT2 notou-se que a atividade
antifungica do extrato passa a apresentar ligeira influéncia, ocasionando inibicdo inferior as
demais metodologias.

Avaliando a atividade antifungica de extratos vegetais no controle de
Colletotrichum gloeosporioides, Celoto et al. (2008) verificaram com a utilizagdo da
metodologia de esterilizacdo por meio de autoclavagem, que dos vinte extratos aquosos
testados, apenas cinco deles (bucha, espirradeira, eucalipto, mentrasto e unha-de-vaca),
proporcionaram porcentagem de inibi¢do significativamente superiores aos extratos filtrados.
Estes resultados salientam a importancia de se conhecer a metodologia que proporcione aos
compostos secundarios das plantas maiores fungitoxidade, contribuindo na busca por técnicas
que possam ser testadas no controle de doencas in vivo.

A taxa de crescimento micelial de F. solani apresentou diferencas significativas,
decorrentes das diferentes metodologias de esterilizacdo utilizadas na obtencdo dos extratos
aquosos de alho e canela. N&o foi verificado crescimento do fungo na presenca do extrato

aquoso de cravo-da-india (Quadro 2).

QUADRO 2. Taxa de crescimento micelial (cm.dia™) de Fusarium solani submetido ao
tratamento com extratos vegetais realizado por diferentes metodologias de

esterilizacdo. Dourados, MS, 2008.

Extratos Aquosos

Metodologias de

Esterilizacio Alho Canela Cravo-da-india
Testemunha 0,64 a 0,55 a 0,62 a
Autoclavagem a 120°C 0,51b 0,38Db 0,00 b
Autoclavagem a 100°C 0,50 b 0,35¢ 0,00 b
Banho maria 0,16 ¢ 0,35¢ 0,00 b
Filtragem 0,09d 0,34c 0,00 b
CV (%) 0,93 0,46 0,09

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A variabilidade observada na taxa de crescimento de F. solani dentro de cada
extrato aquoso utilizado, em funcdo da metodologia de esterilizacdo, reflete com clareza a
importancia da pesquisa no que se refere a encontrar alternativas praticas, que possam
aumentar a eficacia dos extratos vegetais no controle de fitopatdgenos.

A maior variagdo relatada na taxa de crescimento micelial em fungdo das
metodologias de esterilizagdo foi observada com o uso do extrato aquoso de alho, onde o
fungo de 0,64 cm ao dia, no tratamento controle, passou a apresentar um crescimento de
apenas 0,09 cm/dia quando o extrato foi filtrado, sendo considerada uma baixa taxa de
crescimento.

A taxa de crescimento micelial de F. solani verificada quando o mesmo foi
submetido ao extrato aquoso de canela, independente da metodologia de esterilizagdo adotada,
ndo representou uma elevada reducdo em relacdo ao tratamento controle. Entretanto, vale
salientar que de acordo com Ming (1994) a utilizacdo de uma planta medicinal é tdo complexa
quanto a sua propria composicéo, pois, do cultivo a comercializacéo, alteracGes consideraveis
podem ocorrer, comprometendo a qualidade e a quantidade dos principios ativos. Di Stasi
(1996) afirma ainda que a concentragdo de principios ativos ndo se apresenta uniforme no
decorrer do ciclo da planta, podendo apresentar variagdes conforme as condigdes de cultivo, a

colheita e 0 processamento do material vegetal.



2.4 CONCLUSOES

Independente da metodologia de esterilizagdo utilizada o extrato aquoso de cravo-
da-india suprime completamente o desenvolvimento de Fusarium solani.

A atividade antifungica do extrato aquoso de alho € influenciada negativamente
pelo aumento da temperatura das metodologias de esterilizacéo, evidenciando que o principio
ativo desta planta apresenta termosensibilidade.

As propriedades antifingicas do extrato aquoso de canela apresentam-se

termosensiveis quando esterilizado por autoclavagem a 120°C.
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CAPITULO Il

INIBICAO DO CRESCIMENTO IN VITRO DE FITOPATOGENOS SOB
DIFERENTES CONCENTRACOES DE EXTRATOS DE PLANTAS MEDICINAIS

RESUMO: Com o objetivo de avaliar in vitro o efeito de diferentes concentragdes de extratos
vegetais sobre o crescimento de Cercospora kikuchii, Fusarium solani, Colletotrichum sp. e
Phomopsis sp., foram conduzidos quatro bioensaios experimentais, no Laboratério de
Fitopatologia da Universidade Federal da Grande Dourados. Foi adotado o delineamento
inteiramente casualizado em arranjo fatorial 3 x 6, com 8 repeticGes para cada bioensaio.
Foram utilizados extratos aquosos de alho, canela e cravo-da-india, nas concentra¢des de O;
0,5; 1; 5; 10 e 20%. Para obtencdo dos extratos foram coletadas 30 g do material vegetal e
trituradas em 120 ml de agua destilada. Os extratos foram filtrados em papel wathman n® 1 e
incorporados em meio BDA, de modo a obter as concentragdes desejadas. Posteriormente, a
solucéo foi vertida em placas de Petri, onde foram transferidos discos de micélio do patégeno,
de 0,3 cm de didmetro. Ap0s, as placas foram incubadas a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas.
Foi analisado o crescimento micelial da colonia fungica e a porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial. Os resultados revelaram que o efeito dos extratos vegetais sobre o
desenvolvimento dos fitopatogenos foi dependente das concentragdes utilizadas. Constatou-se
maior atividade antifungica conforme se aumentava a concentracdo dos extratos aquosos. Foi

verificado, com o uso do extrato de cravo-da-india, maior efeito sobre os fitopatdgenos.

Termos para indexacdo: controle alternativo, propriedades antifingicas e extrato de canela.



INHIBITION OF GROWTH IN VITRO OF PHYTOPATHOGENS UNDER
DIFFERENT CONCENTRATIONS OF EXTRACT OF MEDICINAL PLANTS

ABSTRACT: In order to evaluate in vitro the effect of different concentrations of plant
extracts on growth of Cercospora kikuchii, Fusarium solani, Colletotrichum sp. and
Phomopsis sp., were conducted four bioassays experiments, in the Laboratory of
Phytopathology of Federal University of Grande Dourados. Was adopted a completely
randomized design in factorial arrangement 3 x 6, with 8 replicates for each bioassay. Were
used aqueous extracts of garlic, cinnamon and clove, in concentrations of 0, 0.5, 1, 5, 10 and
20%. To obtain the extracts were collected 30 g of plant material and shredded in 120 ml of
distilled water. The extracts were filtered in paper wathman 1 and incorporated into PDA
medium to obtain the desired concentrations. Subsequently, the solution was poured in Petri
dishes, which were transferred from discs of the pathogen mycelium, 0.3 cm in diameter.
After the plates were incubated at 25°C with photoperiod of 12 hours. Was analyzed the
growth of mycelial fungal colony and the percentage of inhibition of mycelial growth. The
results showed that the effect of plant extracts on the development of the plant was dependent
on the concentrations used. It was higher antifungal activity increased as the concentration of

aqueous extracts. The extract from clove, provided the most effect on the plant pathogens.

Index terms: alternative control, antifungal activity, cinnamon extract.



3.1 INTRODUCAO

O método mais utilizado para a protecdo de plantas contra seus patdgenos é o uso
de resisténcia genética (LYON et al., 1995). Porém, nem todas as plantas sdo resistentes aos
patdgenos, e nem todo material resistente é adaptado as diferentes regides. Dessa forma, o uso
de agrotdxicos no controle de doencas tem sido cada vez mais frequente na agricultura
(MOTOYAMA et al.,, 2003). Esta pratica de protecdo de plantas contra fitopatdgenos
apresenta-se como uma alternativa bastante atraente pela sua simplicidade e resultados
satisfatérios em curto prazo. Entretanto, os aspectos positivos desse sistema sdo suprimidos
com o passar do tempo e uma sucessdo de desvantagens pode ocorrer como 0 acimulo de
substancias nocivas no solo e agua, com consequiente contaminacdo do ambiente e do préprio
homem, a ocorréncia de microrganismos resistentes, e o desequilibrio ambiental pela falta de
seletividade dos produtos utilizados (TALAMINI e STADNIK, 2004).

Nesse enfoque, uma nova politica agricola através da agricultura alternativa tem
sido desenvolvida, voltada a minimizagéo desses impactos no ambiente e a0 homem por meio
do controle alternativo de doencas de plantas, o qual inclui o controle biolégico, a inducdo de
resisténcia em plantas (BETTIOL, 1991) e o uso de produtos alternativos ao controle quimico,
como extratos e Oleos vegetais, sejam por sua acdo fungitdxica direta, ou indiretamente por
meio da ativacdo de mecanismos de defesa nas culturas tratadas.

Uma espécie de planta largamente utilizada e estudada, com resultados
promissores € o alho (Allium sativum). A planta contém duas substancias, aliinase e aliina,
armazenadas separadamente, e quando suas membranas sdo rompidas formam a alicina,
responsavel pela defesa da planta. Seus efeitos toxicos inativam 0Ss microrganismos
(HEINZMANN, 2001). De acordo com Ranasinghe et al. (2002), o cravo-da-india e a canela
também apresentam propriedades fungitoxicas. Os autores afirmam que o eugenol presente no
cravo-da-india pode ser o componente toxico, tanto no extrato aquoso quanto no OGleo
essencial. J& a casca de canela, tem como principal constituinte antimicrobiano o
cinamaldeido.

Tem-se constatado com frequiéncia a ocorréncia de diferencas na inibicdo do
desenvolvimento dos fitopatogenos frente as diferentes concentragdes testadas. De modo
geral, verifica-se uma tendéncia de que quanto maior a concentracdo de extrato vegetal no
meio de cultura, maior o efeito deste extrato no sentido de inibir o crescimento micelial dos
fungos. Motoyama et al. (2003), em trabalhos com extratos citricos, observaram inibi¢do do

crescimento micelial de Fusarium semitectum a partir da concentragdo de 100 ppm,
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entretanto, a méaxima inibicdo foi verificada com a utilizacdo da maior concentracdo, 5.000
ppm (48,18%). Barros et al. (1995), em experimentos com os fungos dos géneros Curvularia
e Alternaria, verificaram maior inibicdo do desenvolvimento das colénias fungicas, com a
utilizacdo do extrato de alho na concentragdo de 10.000 ppm, quando comparado a
concentragdo de 1.000 ppm.

Em outras ocasifes, experimentos tém demonstrado que com a utilizacdo de
alguns extratos vegetais podem-se obter resultados satisfatorios na inibicdo de patdgenos,
mesmo nas menores concentracdes. Rodrigues et al. (2006), avaliando o potencial da planta
Ocimum gratissimum no controle de Bipolaris sorokiniana, verificaram que tanto o extrato
esterilizado por meio de filtracdo, como o autoclavado, nas concentracGes de 5, 10, 15, 20 e
50% e 10, 15, 20 e 50%, respectivamente, proporcionaram semelhantes porcentagens de
inibicdo do crescimento micelial do patogeno.

Tendo em vista a propriedade inibitéria de extratos vegetais sobre o
desenvolvimento de fungos fitopatogénicos, objetivou-se avaliar in vitro o efeito de diferentes
concentragdes dos extratos aquosos de alho, canela e cravo-da-india sobre o crescimento de

Cercospora kikuchii, Fusarium solani, Colletotrichum sp. e Phomopsis sp.



3.2 MATERIAL E METODOS

Os bioensaios experimentais foram conduzidos no Laboratorio de Fitopatologia
da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), no periodo de julho a novembro de
2008.

Foi adotado o delineamento experimental inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 3 x 6, com 8 repeticdes para cada bioensaio. Foram utilizados os extratos aquosos de
alho (Allium sativum), canela (Cinnamomum zeylanicum) e cravo-da-india (Syzygium
aromaticum), nas concentracées de 0; 0,5; 1; 5; 10 e 20%. Para realizacdo de cada bioensaio
foram utilizados os respectivos fungos: Cercospora kikuchii, Fusarium solani, Colletotrichum
sp. e Phomopsis sp., fornecidos pela Embrapa Soja.

As plantas medicinais foram coletadas no Horto de Plantas Medicinais da UFGD e
em produtores locais, no més de julho. Os extratos aquosos foram obtidos por meio da coleta
de 30 g do material vegetal, neste caso, bulbos de alho, casca de canela e botéo floral de
cravo-da-india, e triturados em liquidificador com 120 ml de agua destilada. Os extratos
foram utilizados no mesmo dia de sua realizacao.

A solucéo obtida ap0s a trituracdo foi filtrada em papel wathman n° 1 e recolhida
em erlenmeyer devidamente identificado. O meio de cultura utilizado nos bioensaios
experimentais foi Batata-Dextrose-Agar (BDA) fundente, homogeneizando-se, apés a
filtragem, a quantidade do extrato aquoso de modo a se obter o meio de cultura com as
diferentes concentracdes dos produtos a serem avaliados.

O meio homogeneizado foi vertido em placas de Petri, e depois de sua
solidificacdo, efetuou-se a repicagem de um disco micelial de 0,3 cm de didmetro dos
fitopatdgenos, retirados de coldnias puras com sete dias de idade, no centro da superficie do
meio de cultura com os respectivos tratamentos. Posteriormente, as placas de Petri foram
vedadas com filme plastico e incubadas em camara BOD a uma temperatura de 25°C, com
fotoperiodo de 12 horas. As leituras foram realizadas a cada trés dias, perdurando até o
momento que as colbnias atingiram % da superficie do meio de cultura (STANGARLIN et al.,
1999).

Para avaliacdo dos tratamentos foram analisados o crescimento micelial e a
porcentagem de inibicdo do crescimento. Para obtencdo do crescimento micelial dos
fitopatdgenos estudados, as placas foram riscadas em sentido perpendicular, no intuito de
mensurar o crescimento radial da colénia em dois eixos ortogonais, sendo posteriormente

calculada uma média por placa.
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A porcentagem de inibicdo do crescimento (PIC) da colénia fungica foi
mensurada por meio da formula: PIC = [(didmetro da testemunha — diametro do
tratamento)/diametro da testemunha] x 100, para cada extrato em relagéo a testemunha.

Os dados obtidos foram transformados em Vx + 1, e submetidos & andlise de
variancia com auxilio do programa SISVAR. Verificando-se interacdo significativa entre os
fatores, procederam-se 0s necessarios desdobramentos, sendo realizada, para 0s extratos
vegetais, comparacdo entre as médias por meio do teste de Tukey a 5% de probabilidade, e

para as concentracdes analise de regressao.



3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da analise de variancia revelaram interacdo significativa entre os
fatores, extratos vegetais x concentragdes, sendo observado que o efeito dos extratos vegetais
sobre o desenvolvimento dos fitopatdgenos foi dependente das concentra¢Ges utilizadas.

Nota-se na Figura 1, que o extrato aquoso de cravo-da-india apresentou uma
reducdo no didmetro da colonia de Colletotrichum sp. logo a partir da menor concentracao.
Por meio da fungé@o pode-se verificar com a utilizagdo de concentragcdes superiores a 7,4%, a

total supresséo do crescimento micelial do fungo.
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FIGURA 1. Crescimento micelial (cm) de Colletotrichum sp. sob influéncia de diferentes

concentraces de extratos aquosos. Dourados, MS, 2008.

O efeito no crescimento micelial de Colletotrichum sp. submetido ao meio de
cultura com adicdo dos extratos aquosos de alho e canela apresentaram respostas semelhantes
com o aumento das concentracBes utilizadas, verificando-se menor diametro da colénia
fungica nas maiores concentracdes. Constata-se, no entanto, uma reducdo mais expressiva no
crescimento do patégeno quando submetido ao tratamento com extrato de alho. Cunico et al.
(2006), avaliando a atividade antifingica de extratos de Ottonia martiana, verificaram que 0s
extratos provenientes de caule e de folhas frescas nas concentracdes de 12,5, 25 e 50% néo
resultaram em menor crescimento de Colletotrichum acutatum, entretanto, quando obteve-se
0S extratos a partir de raizes verificou-se menor crescimento do fungo, nas maiores

concentragoes.
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O extrato aquoso de canela promoveu uma reducgéo linear sobre o didmetro da
colonia de Cercospora kikuchii, com o aumento das concentracGes utilizadas (Figura 2). Os
extratos aquosos de alho e cravo-da-india apresentaram comportamento semelhante quanto a
reducdo do crescimento micelial do patdgeno. Ambos os extratos reduziram de forma mais
efetiva o crescimento de C. kikuchii, em relagdo ao extrato proveniente da casca de canela.
Por meio do modelo de regressdo encontrado para os extratos, estima-se que concentragoes
superiores a 7,5% para o extrato de cravo-da-india e 9,7% para o extrato de alho,
possibilitariam efetivo controle sobre o crescimento micelial do patégeno.
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FIGURA 2. Crescimento micelial (cm) de Cercospora kikuchii sob influéncia de diferentes

concentraces de extratos aquosos. Dourados, MS, 2008.

Além da atividade antifingica demonstrada pelos extratos aquosos, foram
observadas alteracBes na coloracdo das col6nias fungicas, pois estas se apresentaram rosadas
em meio BDA, e assumiram coloracdo branca com o aumento das concentracfes dos extratos
incorporados ao meio de cultura. Comportamento semelhante foi relatado por Franzener et al.
(2003), que verificaram alteracbes morfoldgicas nas coldnias de Bipolaris sorokiniana,
sobretudo na cor, pois se apresentaram escuras, quase pretas, em BDA, e assumiram
coloracdo esbranquicada com o aumento das concentracdes do extrato aquoso de canfora.

Verifica-se por meio da andlise de regressdo, que Fusarium solani apresentou
comportamento diferenciado em relacdo ao crescimento micelial, frente as concentragcdes dos

extratos aquosos (Figura 3).
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FIGURA 3. Crescimento micelial (cm) de Fusarium solani sob influéncia de diferentes

concentracdes de extratos aquosos. Dourados, MS, 2008.

Houve acentuada reducdo no didmetro da colonia de F. solani, quando o mesmo
foi adicionado ao meio de cultura contendo o extrato aquoso de cravo-da-india. Verifica-se
efeito crescente na atividade antifingica do extrato com o aumento das concentracfes, até
8,9%, ndo sendo constatado crescimento do patdégeno a partir desta concentracdo. Para o
extrato aquoso de canela, foi verificada uma relacdo inversamente proporcional, relatando-se
um menor crescimento micelial de F. solani, com a maior concentracdo do extrato. A
tendéncia de se obter melhores resultados no controle de patdgenos nas maiores
concentracdes também foi observada por Lima et al. (1996). Entretanto, Cunico et al. (2006)
ndo verificaram diferencas sobre o crescimento micelial de Fusarium oxysporum, utilizando
extratos de Ottonia martiana nas concentracfes de 12,5, 25 e 50%, sejam aqueles obtidos a
partir de raizes, caules ou folhas frescas.

Quanto ao extrato aquoso de alho, foi observado inicialmente, um acentuado
declinio no tamanho da col6nia fungica, com tendéncia posterior de estabilizacdo, mesmo
com a utilizacdo das maiores concentracdes. Souza et al. (2007) observaram atividade
antifngica do extrato de alho em todas as concentracdes avaliadas, sobre o crescimento de
Fusarium proliferatum, porém, assim como constatado neste estudo, a maior eficiéncia foi
verificada na maior concentracdo analisada.

Assim como relatado para F. solani, pode-se observar uma reducdo exponencial

no crescimento micelial de Phomopsis sp. quando submetido ao extrato aquoso de alho
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(Figura 4). Pode ser observado, mesmo com a tendéncia de estabilizacdo sobre o crescimento
do patdégeno, que o menor crescimento da colbnia fungica foi encontrado na maior
concentragéo.
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FIGURA 4. Crescimento micelial (cm) de Phomopsis sp. sob influéncia de diferentes

concentracdes de extratos aquosos. Dourados, MS, 2008.

Quando se utilizou os extratos de canela e cravo-da-india, verificou-se que o
modelo quadratico foi o que melhor se adequou ao crescimento de Phomopsis sp. No entanto,
nota-se que O extrato aquoso de cravo-da-india apresentou-se mais efetivo, ndo sendo
verificado, a partir da concentracdo de 7%, crescimento micelial do patdgeno. A partir do
modelo encontrado para o extrato de canela, pode-se inferir que o menor crescimento micelial
do fungo, seria obtido com concentracdo de 19,3%.

No Quadro 1 sdo apresentados os resultados do desdobramento para os extratos
aquosos, dentro de cada concentracao utilizada, para o crescimento micelial dos fitopatdgenos
estudados. Foi observado maior crescimento micelial dos fungos Cercospora kikuchii,
Fusarium solani e Phomopsis sp., em todas as concentracGes testadas e de Colletotrichum sp.
a partir da concentracdo de 5%, quando submetidos ao tratamento com extrato aquoso de
canela, evidenciando o menor potencial desta planta no controle dos fitopatdgenos.
Analisando os resultados originados com a utilizacdo do extrato aquoso de canela, nota-se um
efeito dose dependente, ou seja, menor diametro das colbnias flungicas nas maiores

concentracdes testadas.
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QUADRO 1. Media do crescimento micelial de Colletotrichum sp., Cercospora kikuchii,
Fusarium solani e Phomopsis sp. sob influéncia de extratos aquosos em diferentes
concentragdes. Dourados, MS, 2008.

Concentragdes (%)

Extratos 0,0 0,5 1,0 50 10,0 20,0
Aquosos Colletotrichum sp.
Alho 581a 539ab  5,00ab 3,18 b 1,73 Db 1,32b
Canela 5,86 a 5,47 a 5,26 a 4,41 a 3,10a 2,74 a
Cravo-da-india 593 a 4,90 b 453 b 0,17 c 0,00 c 0,00 c
CV (%) 4,36
Cercospora kikuchii
Alho 6,08 a 5,06 b 4,77b 2,11b 0,00 b 0,00 b
Canela 5,96 a 584 a 5,66 a 4,98 a 3,46 a 1,27 a
Cravo-da-india 5,97 a 514 b 4,79b 0,13 ¢ 0,00 b 0,00 b
CV (%) 5,54
Fusarium solani
Alho 591a 516 Db 447D 3,37b 2,01b 1,79b
Canela 5,77 a 5,52 a 5,46 a 4,97 a 4,61a 3,77 a
Cravo-da-india 579 a 4,89 b 4,63 b 1,35¢ 0,00 c 0,00 c
CV (%) 6,65
Phomopsis sp.
Alho 6,88 a 550D 516b 1,34b 0,64 b 0,50 b
Canela 7,09 a 6,18 a 6,44 a 4,81 a 2,84 a 1,86 a
Cravo-da-india 6,73 a 4,23 ¢ 3,67 ¢ 0,00 c 0,00 c 0,00 b
CV (%) 5,31

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

O extrato aquoso de cravo-da-india promoveu significativas reducdes no
crescimento dos fungos. Constata-se para Colletotrichum sp. e Fusarium solani resultados
significativamente superiores, a partir da concentracdo de 5%, do extrato de cravo quando
comparado aos demais extratos aquosos. Em relacdo ao crescimento de Phomopsis sp.,
verificou-se superioridade do cravo-da-india em todas as concentracdes utilizadas, com

excecdo da concentracdo de 20%, onde o mesmo ndo diferiu do extrato de alho. No
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crescimento micelial de C. kikuchii foram observados, apenas na concentragcdo de 5%,
melhores resultados do extrato de cravo-da-india. Com exce¢do ao crescimento de C. kikuchii,
a utilizacdo do extrato de alho resultou em atividade antifungica intermediaria sobre o
crescimento dos fitopatdgenos.

Foi constatada atividade fungistatica com a utilizacdo do extrato aquoso de cravo-
da-india, nas concentracGes de 5, 10 e 20% sobre Phomopsis sp., e apenas nas maiores
concentracdes sobre Colletotrichum sp. e Fusarium solani. Em relacdo a C. kikuchii, esta
atividade foi verificada para os extratos de alho e cravo-da-india, utilizando-se as
concentragdes de 10 e 20%.

O extrato aquoso de alho nas concentracdes de 10 e 20% apresentaram resultados
promissores no controle de Phomopsis sp., pois, além de ndo permitirem crescimento do
patogeno superior a 1 cm, 0,64 e 0,50 cm, respectivamente, foi constatado visualmente nestas
concentragdes, o crescimento de um micélio pouco denso na colbnia fangica em relagéo ao
tratamento controle. O mesmo comportamento foi observado para o extrato de canela, quando
utilizado nas mesmas concentracdes e para 0 extrato de cravo-da-india, nas concentragdes de
0,5 e 1%. A colbnia fungica apresentava-se com poucas hifas e aparentemente debilitada em
comparacdo ao tratamento controle. Sanchez-Mirt et al. (1993) relataram alteracbes na
membrana citoplasmatica dos fungos Cladosporium carrionii e Fonsecaea pedrosoi, apos o
tratamento com ajoene, um dissulfureto insaturado presente no alho. Bianchi et al. (1997)
afirmam ainda que essas alteracbes também podem ser provenientes da modificacdo na
atividade enzimatica envolvida na membrana e na formacéo da parede celular, originando um
desenvolvimento anormal do patégeno.

Analisando o efeito das diferentes concentracdes dos extratos aquosos em relagdo
a porcentagem de inibicdo de Colletotrichum sp., verificou-se que o cravo-da-india foi o
responsavel pela maior inibicdo sobre o desenvolvimento do patdégeno (Figura 5). Foi
observada, por meio da equacdo, total inibicdo do crescimento do fungo a partir da utilizacéo
da concentracdo 7,6%. Destaque também para a concentracdo de 5%, que proporcionou alta
porcentagem de inibicdo (76,7%), sendo verificados valores maiores que os obtidos, com 0s
extratos de alho e canela, mesmo nas maiores concentracdes. Resultados semelhantes foram
relatados por Rozwalka et al. (2008), que verificaram 100% de inibicdo do crescimento de
Glomerella cingulata e Colletotrichum gloeosporioides, com o uso do extrato aquoso de
cravo-da-india na concentracdo de 10%. Os autores afirmaram ainda que em experimento

prévio, o extrato aquoso na concentracdo de 1% apresentou-se igualmente eficiente.
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FIGURA 5. Inibicéo do crescimento micelial (%) de Colletotrichum sp. submetido a extratos
aquosos em diferentes concentragdes. Dourados, MS, 2008.

Observa-se pelos resultados que o fungo foi sensivel ao tratamento com extrato
aquoso de canela, porém, verifica-se menor porcentagem de inibicdo, quando comparado aos
demais extratos. A maior atividade antifingica do extrato foi mensurada na concentracdo de
17,2%, resultando em uma inibicdo de 54,7%.

Em relacdo ao extrato aquoso de alho, o0 modelo que melhor se ajustou foi o
cubico, sendo possivel observar um acentuado aumento na porcentagem de inibicdo até a
concentracdo de 10% (69,9%), embora, o maior efeito inibitério do extrato tenha sido
verificado com a maior concentracdo (76,2%). Ribeiro e Bedendo (1999) verificaram que
dentre quatro extratos vegetais testados, aquele proveniente de alho resultou em efeitos mais
drésticos sobre Colletotrichum gloeosporioides, reduzindo em 67,6% o crescimento do
patdgeno em relacdo a testemunha. Bianchi et al. (1997), verificaram inibicdes de 42% sobre
o crescimento de Colletotrichum lindemuthianum na concentracdo de 10%, valores menores
gue os encontrados neste estudo, porém os autores observaram, por meio de microscopia
eletrbnica, colapso das hifas do patégeno quando tratadas com o extrato de alho.

Foram consideradas como altas porcentagens de inibicdo, aqueles tratamentos que
proporcionaram inibi¢6es superiores a 50% sobre o crescimento dos patdgenos. A utilizacdo
dos extratos aquosos de cravo-da-india e alho resultou em altas porcentagens de inibicéo
sobre o crescimento de Cercospora kikuchii, a partir das concentracdes de 2,9% e 3,5%,

respectivamente. Porém, com a maior adicdo dos extratos aquosos ao meio de cultura, 7,5% e
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9,8% para os extratos de cravo e alho respectivamente, pode ser observado que ambos 0S

extratos inibiram em 100% o crescimento micelial do fungo (Figura 6).
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FIGURA 6. Inibicdo do crescimento micelial (%) de Cercospora kikuchii submetido a

extratos aquosos em diferentes concentragdes. Dourados, MS, 2008.

Incremento linear na porcentagem de inibi¢do de C. kikuchii foi verificado com a
utilizacdo do extrato proveniente da casca de canela, proporcionando, com a concentracao de
12,6% inibicdo superior a 50%. Entretanto, a maior porcentagem de inibicdo foi constatada
para a concentracdo de 20% (79,2%).

O extrato aquoso de cravo-da-india a partir da concentracdo de 8,9%
proporcionou 100% de inibicdo do crescimento de F. solani. Observa-se, como ocorreu para
Colletotrichum sp., maior porcentagem de inibicdo do extrato aquoso de cravo na
concentracdo de 5%, quando comparado as maiores concentracdes testadas para os extratos de
alho e canela (Figura 7).

Sobre a porcentagem de inibicdo do crescimento de F. solani, observou-se uma
alta inibicdo, por parte do extrato de alho, nas maiores concentrac@es testadas, atingindo 69%
de inibicdo com o uso da concentracdo de 17,5%. Logo a partir das menores concentracfes
pode ser observado que o extrato de alho demonstrou atividade antifingica sobre o patdgeno,
ao contrario do relatado por Motoyama et al. (2003), que observaram nas menores
concentracdes do extrato citrico (1 e 10 ppm), estimulo no crescimento de F. semitectum. Em

relacdo ao extrato aquoso de canela, foi observado incremento linear na porcentagem de
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inibicdo com o0 aumento das concentracgdes utilizadas. No entanto, o extrato ndo proporcionou
elevada inibicéo sobre o patdgeno.
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FIGURA 7. Inibicdo do crescimento micelial (%) de Fusarium solani submetido a extratos

aquosos em diferentes concentragdes. Dourados, MS, 2008.

Foi observado, por meio da analise de porcentagem de inibicdo do crescimento de
Phomopsis sp., bom desempenho dos extratos aquosos testados, observando-se inibicéo
superior a 50%, nas concentracdes de 2%, 3,2% e 8%, para 0s extratos de cravo-da-india, alho
e canela, respectivamente (Figura 8).

Por meio da analise de regressao, verificou-se que 0s extratos aquosos utilizados
nesta pesquisa apresentaram comportamento similar em relacdo ao crescimento micelial de
Phomopsis sp. O modelo quadratico foi o que melhor se ajustou frente a inibicdo ocasionada
pelos extratos aquosos, sendo possivel determinar, que a maior inibicdo (74,5%) encontrada
para 0 extrato de canela, foi alcancada com a concentracdo de 19,3%. Foi constatado ainda,
com a utilizacdo dos extratos aquosos de cravo-da-india e alho, inibicdo de 100% do

crescimento do patégeno a partir das concentracdes de 7,1% e 9,8%, respectivamente.
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FIGURA 8. Inibicdo do crescimento micelial (%) de Phomopsis sp. submetido a extratos

aquosos em diferentes concentragdes. Dourados, MS, 2008.

O resultado desdobrado da porcentagem de inibicdo para os extratos aquosos
dentro de cada concentracdo, esta demonstrado no Quadro 2. Com exce¢do de Cercospora
kikuchii, o extrato de cravo-da-india proporcionou as maiores inibicdes sobre o0s
fitopatdgenos.

De modo geral, observam-se menores porcentagens de inibicdo com o uso do
extrato de canela. O extrato promoveu inibicdo superior a 50%, apenas na concentracdo de
20% sobre o crescimento de Colletotrichum sp. Para Fusarium solani ndo se verificou altas
inibicdes, mesmo nas maiores concentracGes. Em relacao a estes patdégenos, o uso do extrato
de alho nas concentracGes de 10 e 20% originou elevadas inibi¢des, porém, a utilizacdo do
extrato aquoso de cravo-da-india a partir da concentracdo de 5%, promoveu significativas
porcentagens de inibicdo, sendo observado nas maiores concentragdes, 100% de inibicdo
sobre o crescimento dos patdgenos.

Os extratos vegetais proporcionaram, a partir da concentracdo de 5%, altas
porcentagens de inibicdo sobre Phomopsis sp., exceto o extrato de canela. Observa-se
incremento na porcentagem de inibicdo até a maior concentra¢do com a utilizacdo do extrato
de alho. Verificaram-se altas inibicGes, 80,6, 90,8 e 92,7%, sobre o crescimento do fungo, na
presenca das concentracGes de 5, 10 e 20%, respectivamente. Embora seja relatada alta

atividade antifingica deste extrato, as maiores porcentagens de inibicdo foram constatadas
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com o extrato de cravo-da-india, alcancando 100% de inibicdo nas trés maiores

concentragdes, evidenciando desta forma, maior atividade antifungica deste extrato.

QUADRO 2. Média da porcentagem de inibicdo de Colletotrichum sp., Cercospora kikuchii,
Fusarium solani e Phomopsis sp. sob influéncia de extratos aquosos em diferentes

concentragdes. Dourados, MS, 2008.

Concentragdes (%)

Extratos 0,0 0,5 1,0 50 10,0 20,0
Aquosos Colletotrichum sp.
Alho 0,0a 73b 14,0b 45,3 b 70,4 b 77,3b
Canela 0,0a 6,6 b 10,1 b 24,6 ¢ 47,0c 53,2¢c
Cravo-da-india 0,0a 17,3 a 23,6 a 97,1a 100,0 a 100,0 a
CV (%) 13,79
Cercospora kikuchii
Alho 0,0a 16,6 a 215a 65,4 b 100,0 a 100,0 a
Canela 0,0a 20D 52D 16,5¢ 42,0 b 78,8 b
Cravo-da-india 0,0a 139a 19,8 a 97,9 a 100,0 a 100,0 a
CV (%) 9,84
Fusarium solani
Alho 0,0a 12,6 ab 24,3 a 429b 65,9 b 69,7 b
Canela 0,0a 440 55D 14,0c 20,1c 34,8¢c
Cravo-da-india 0,0a 15,8 a 19,8 a 76,7 a 100,0 a 100,0 a
CV (%) 9,78
Phomopsis sp.
Alho 0,0a 20,1b 25,1b 80,6 b 90,8 b 92,7b
Canela 0,0a 12,6 c 9,0c 32,2¢ 599c¢ 73,8¢C
Cravo-da-india 0,0a 37,0a 454 a 100,0a  100,0 a 100,0 a
CV (%) 9,43

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

A maior inibicdo ocasionada pelo extrato de canela foi observada sobre
Cercospora kikuchii, 78,8% na concentracdo de 20%. O patdgeno teve seu crescimento

influenciado negativamente, quando submetido aos meios de cultura contendo os extratos de
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alho e cravo-da-india a partir das concentragdes de 5%. Vale salientar que 0s extratos
promoveram total inibicdo do fungo quando se utilizaram as concentracdes de 10 e 20%,
sendo relatados, resultados superiores para o cravo-da-india, apenas na presenca do extrato a
5%.

Verifica-se, de modo geral, uma tendéncia de que quanto maior a concentragao,
maior o efeito do extrato no sentido de inibir o crescimento micelial do fungo. Os resultados
obtidos estdo de acordo com as avaliagbes de outros autores, em estudos com fungos
fitopatogénicos, nas quais se verificaram ocorrer maior inibi¢do do crescimento micelial com
0 emprego das maiores concentragdes dos extratos vegetais (FRANZENER et al., 2003;
SOUZA et al., 2007). Todos os fungos foram sensiveis a menor concentracdo utilizada, no
entanto, reducdes significativas sobre o diametro das coldnias flungicas foram constatadas

apenas quando se empregou as maiores concentracoes.



3.4 CONCLUSOES

Constata-se maior atividade antifingica dos extratos vegetais nas maiores
concentragdes testadas.

O extrato de cravo-da-india apresenta maior eficacia no controle dos
fitopatdgenos testados, e proporciona supressdo sobre o crescimento de Colletotrichum sp.,
Cercospora kikuchii, Fusarium solani e de Phomopsis sp. a partir das concentracdes de 7,6%,
7,5%, 8,9% e 7,1%, respectivamente.

O extrato aquoso de alho apresenta total inibicdo apenas de Cercospora kikuchii e
Phomopsis sp. a partir da concentracdo de 9,8%.

Os fungos fitopatogénicos ndo foram totalmente inibidos com o uso do extrato
aquoso de canela, independente da concentracgdo utilizada.
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CAPITULO IV

QUALIDADE FISIOLOGICA E SANITARIA DE SEMENTES DE SOJA TRATADAS
COM EXTRATOS VEGETAIS ANTES DO ARMAZENAMENTO

RESUMO: O trabalho teve por objetivo avaliar a qualidade fisiologica e sanitaria de
sementes de soja submetidas ao tratamento com extratos vegetais antes do armazenamento. O
experimento foi conduzido nos Laboratérios de Fitopatologia e Sementes da Universidade
Federal da Grande Dourados. Adotou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado em arranjo fatorial 5 x 5 com 4 repeti¢cdes. O tratamento de sementes foi realizado
com extratos aquosos de alho, canela e cravo-da-india na concentracéo de 20% (400 ml/100
kg), Carbendazin + Thiram (200 ml/100 kg) e a testemunha. O segundo fator foram os
periodos de armazenamento, 0, 35, 70, 105 e 140 dias. As sementes foram tratadas, por meio
da mistura manual, acondicionadas em embalagem de papel kraft, contendo 1,5 kg, as quais
foram mantidas a uma temperatura de 22°C (+ 2°C) por um periodo de 140 dias. As
avaliagdes para determinar a qualidade fisiologica e sanitaria ocorreram, no momento do
tratamento de sementes e posteriormente a cada 35 dias de armazenamento, por meio da
sanidade de sementes, germinacdo padrdo e desenvolvimento de plantulas. Realizou-se ainda,
analise de vigor de sementes, por meio de emergéncia a campo e indice de velocidade de
emergéncia, no primeiro e ultimo periodo de armazenamento. Foram observados, por meio do
teste de sanidade, que os fungos Alternaria sp., Botrytis sp., Colletotrichum sp., Cercospora
kikuchii, Fusarium sp. e Phomopsis sp. tendem a diminuir sua incidéncia durante o
armazenamento, enquanto Aspergillus sp. e Penicillium sp. aumentam. Os tratamentos com 0s
extratos aquosos reduziram a incidéncia dos patdgenos nas sementes em relacdo a testemunha,
porém o melhor controle foi verificado com a utilizacdo do fungicida. Em relacdo a qualidade
fisiologica, verificou-se que o0s extratos vegetais apresentaram resultados semelhantes ao

fungicida no decorrer do armazenamento.

Termos para indexagdo: controle alternativo, germinacdo, Glycine max.



PHYSIOLOGIC AND SANITARY QUALITY OF SOYBEAN SEEDS TREATY
WITH PLANT EXTRACTS BEFORE STORAGE

ABSTRACT: The work aimed to evaluate the physiological and sanitary quality of soybean
seeds submitted to treatment with plant extracts before storage. The experiment was
conducted in the laboratories of Phytopathology and Seeds the Federal University of Grande
Dourados. Was used the completely randomized design in factorial arrangement 5 x 5 with 4
replications. The seed treatment was carried out with aqueous extracts of garlic, cinnamon and
clove at a concentration of 20% (400 ml/100 kg), Carbendazin + Thiram (200 ml/100 kg) and
control. The second factor was the storage periods, 0, 35, 70, 105 and 140 days. The seeds
were treated by means of manual mixing, added in a package of kraft paper containing 1.5 kg,
which were kept at a temperature of 22°C (+ 2°C) for a period of 140 days. Evaluations to
determine the physiological and sanitary quality occurred at the time of seed treatment and
afterwards every 35 days of storage, through the health of seed, germination pattern and
seedling development. Carried out still, analysis of vigor seed, through the emergency field
and index speed of emergence, in the first and last period of storage. Were observed through
the test of sanity, that the fungus Alternaria sp., Botrytis sp., Colletotrichum sp., Cercospora
kikuchii, Fusarium sp. and Phomopsis sp. tend to decrease its incidence during storage,
whereas Aspergillus sp. and Penicillium sp. increases. The treatments with the aqueous
extracts reduced the incidence of pathogens in seeds in relation to the witness, but the best
control was observed with the use of fungicide. Regarding the physiological quality, it was

found that the plant extracts showed similar results to the fungicide during storage.

Index terms: alternative control, germination, Glycine max.



4.1 INTRODUCAO

Entre as diversas espécies agricolas produzidas no mundo, a soja ocupa posi¢do
de destaque, no tocante a alimentacdo humana e animal, por se tratar de uma importante fonte
de proteinas e de 6leo vegetal (AFONSO JUNIOR et al., 2000).

O sucesso de uma lavoura, entre outros fatores, esta condicionado a utilizacdo de
sementes de alta qualidade. A semente € um dos principais insumos da producéo agricola,
devendo merecer maior aten¢do quanto a qualidade fisioldgica e sanitaria, pois além de sua
importancia no estabelecimento da lavoura (HAMAWAKI et al., 2002), pode também
constituir-se em fator de risco, sendo veiculo de disseminagdo e sobrevivéncia de muitos
patdégenos (GOULART, 2001).

No periodo de desenvolvimento e maturacdo, a soja pode ser atacada por diversos
patogenos, entre estes se destacam Phomopsis spp., Fusarium spp., Colletotrichum truncatum
e Cercospora kikuchii, que tém potencial para causar prejuizos na qualidade das sementes
(KROHN e MALAVASI, 2004). Goulart et al. (1999) enfatizam que esses fungos diminuem
sua incidéncia quando as sementes sdo armazenadas, entretanto, fungos como Aspergillus spp.
e Penicillium spp., tendem a aumentar, contribuindo para a deterioracdo das sementes. O
processo de deterioragdo e a conseqlente reducdo da qualidade em sementes de soja €
resultado da complexa interacdo de alteracdes fisicas, fisioldgicas e sanitarias, podendo ser
favorecida ou retardada conforme as condicdes de armazenamento (AFONSO JUNIOR et al.,
2000).

Dentre as alternativas na conservacdo de sementes durante o armazenamento, a
medida mais comum de controle de fungos associados a estas, € a diminuicao do teor de agua.
Devido as limitacGes, sobretudo no periodo com maior concentracdo de colheitas, o
tratamento com o uso de fungicidas antes do armazenamento, certamente poderia dar maior
seguranca ao processo como um todo e melhorar o desempenho das sementes, atraves do
controle dos patdgenos associados as mesmas. De acordo com Machado (2000) o tratamento
de sementes no sentido mais abrangente envolve a aplicacdo de diversos processos e
substancias as sementes, de modo a preservar ou melhorar seu desempenho, controlar
patdgenos potencialmente transmissiveis, proteger contra fungos do solo e fazer com que a
densidade desejada de plantio seja alcancada.

Cuidados devem ser tomados no sentido de evitar riscos diretos ou indiretos a
salde humana, devido a toxicidade proporcionada pelos produtos sintéticos. Neste contexto, a

utilizacdo de produtos naturais extraidos de vegetais podera, eventualmente, constituir-se
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como uma alternativa para o controle de patdgenos associados a sementes, com a vantagem de
reducdo de gastos e auséncia de impacto ambiental causado pelos agroquimicos (COUTINHO
et al., 1999).

A exploracdo da atividade de compostos secundarios é uma alternativa no
controle de fitopatdgenos com potencial ecoldgico para substituir a protecdo tradicional em
sementes, atraves da utilizacdo de subprodutos de plantas medicinais como extrato bruto e
6leo essencial (MATOS, 1997). Essas substancias, classificadas como compostos secundarios
originam-se em grande maioria de acetato ou aminoacidos da via bioquimica, no entanto
pertencem a varias classes distintas de substancias quimicas, podendo ser acidos fenélicos,
cumarina, terpendides, alcaldides, flavondides, etileno (CASTRO et al., 1983), quinonas e
saponinas, que em quantidades apreciaveis podem além de repelir insetos, prevenir a
ocorréncia de doencas em plantas (SILVA JUNIOR e VIZZOTO, 1996).

Diante de um cenario mundial preocupado quanto a seguranca alimentar, e tendo a
cultura da soja destaque como alimento para humanos e animais, por sua riqueza em 0leos e
proteinas, deve-se enfocar estudos mais relevantes quanto aos produtos a serem utilizados
tanto no tratamento como no armazenamento destes gréos. Nesse contexto, o trabalho teve por
objetivo avaliar o efeito de extratos aquosos de alho, canela e cravo-da-india sobre a
qualidade fisioldgica e sanitaria de sementes de soja submetidas ao tratamento antes do

armazenamento.



4.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Fitopatologia e no Laboratério de
Sementes da Universidade Federal da Grande Dourados — UFGD, no periodo de maio a
outubro de 2008. Foram adquiridas junto a Embrapa Agropecuéria Oeste, Dourados — MS,
sementes de soja da cultivar BRS 240, colhidas na safra 07/08. No intuito de verificar a
qualidade inicial das sementes, foi mensurado o teor de umidade com medidor DOLE 400, e
avaliadas a porcentagem de germinacdo e a incidéncia flngica na obtencdo das mesmas.

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 5 x 5, com 4 repeticbes. O primeiro fator constou dos produtos utilizados no
tratamento de sementes, extratos aquosos de alho, canela e cravo-da-india (400 ml/100 kg), a
testemunha, onde foi adicionada &gua destilada na mesma proporcdo a utilizada para o0s
extratos aquosos e o fungicida Carbendazin + Thiram (200 ml/100 kg). O segundo fator foram
0s periodos de armazenamento, 0, 35, 70, 105 e 140 dias.

Os extratos aquosos foram obtidos por meio da coleta de 20g do material vegetal,
bulbos de alho (Allium sativum), casca de canela (Cinnamomum zeylanicum) e bot&o floral de
cravo-da-india (Syzygium aromaticum). Posteriormente foram triturados em liquidificador
com 100 ml de agua destilada. A solucdo obtida foi filtrada em papel wathman n°® 1 e
recolhida em erlenmeyer devidamente identificado. Os extratos foram utilizados no mesmo
dia de sua obtencéo.

As sementes foram colocadas em sacos de papel kraft e levadas para estufa com
circulacdo forcada de ar a uma temperatura de 40°C, no intuito de ajustar o teor de umidade
para 12%, na qual foram armazenadas. Apos corrigir o teor de umidade, as sementes foram
submetidas aos tratamentos, por meio da mistura manual em sacos plasticos, a fim de facilitar
a homogeneizacdo. Posteriormente a secagem na sombra, as sementes foram acondicionadas
em embalagem de papel kraft, contendo 1,5 kg, as quais foram mantidas a uma temperatura
de 22°C (x 2°C) por um periodo de 140 dias.

As avaliacGes para determinar a qualidade fisioldgica e sanitaria das sementes
ocorreram por ocasido do tratamento de sementes e posteriormente a cada 35 dias de
armazenamento, por meio da sanidade de sementes, germinacdo padréo e desenvolvimento de
plantulas. Foram realizadas ainda, analise de vigor de sementes, por meio da emergéncia a
campo e indice de velocidade de emergéncia, no primeiro e ultimo periodo de armazenamento
(0 e 140 dias). Determinou-se o teor de umidade das sementes, antes dos testes para avaliagcdo

da qualidade sanitéria e fisiologica, no intuito de acompanhar as condi¢fes de armazenagem.
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Os testes de sanidade de sementes foram realizados conforme metodologia do
“blotter test” (NEERGAARD, 1979). Quatrocentas sementes foram distribuidas em 20
gerboxes. Cada gerbox continha trés folhas de papel filtro, pré-umedecidas em solucdo do
herbicida 2,4-D a 0,01%. Posteriormente, foram incubadas a temperatura de 22°C, durante
sete dias, com fotoperiodo de 12 horas. A identificacdo dos fungos ocorreu com auxilio de
microscopio.

O teste de germinagéo padréo foi realizado conforme prescri¢cdes das Regras para
Analise de Sementes — RAS (BRASIL, 1992). Foram utilizadas 200 sementes, distribuidas em
quatro repeticdoes de 50 sementes, e colocadas em substrato de papel “germitest” umedecido
com 2,5 vezes 0 peso do papel seco e mantidas em camara de germinacdo regulada a
temperatura constante de 25°C. A contagem foi realizada no sétimo dia apds a semeadura e 0s
resultados expressos em porcentagem de plantulas normais.

A andlise de desenvolvimento das plantulas foi realizada ap6s o teste de
germinacdo padrdo, separando-se 20 plantulas por tratamento. Dividiam-se as plantulas, em
parte aérea e raizes, e media-se 0 comprimento das mesmas, com auxilio de regua graduada.
Posteriormente, as plantulas foram colocadas em sacos de papel kraft, e levadas para estufa
com circulacdo forcada de ar a uma temperatura de 45°C até a obtencdo de peso constante,
para quantificar a massa seca de plantulas. Os resultados foram expressos em g.plantula™.

O vigor foi mensurado por meio da semeadura das sementes em bandejas,
medindo 37 cm de largura por 52 de comprimento, preenchidas com 10 dm3 de solo
peneirado, do tipo Latossolo Vermelho Distroférrico. Foram semeadas 400 sementes por
tratamento, a uma profundidade de 3 cm. Considerou-se como semente emergida, aquela que
demonstrou sua aptiddo em produzir uma planta normal sob condi¢cdes de campo ap06s o
décimo dia da semeadura (BRASIL, 1992). Para o indice de velocidade de emergéncia foram
efetuadas contagens diarias a partir da primeira semente emergida até sua estabilizacdo, e
calculada pela formula proposta por Maguire (1962).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia com auxilio do
programa SISVAR, para aqueles provenientes da sanidade de sementes procedeu-se a
transformagdo arcsen da Vx/100. Verificando-se interacdo significativa entre os fatores,
procederam-se 0s necessarios desdobramentos, realizando-se para os produtos utilizados no
tratamento de sementes, comparacdo entre as médias por meio do teste de Tukey a 5% de
probabilidade, e para os periodos de armazenamento foi realizada analise de regressdo, sendo

escolhido o modelo de maior grau significativo.



4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes apresentavam inicialmente, teor de umidade de 15% e 97%
germinacdo. As sementes foram armazenadas com 12% de umidade, sendo constatado ao
longo do armazenamento um decréscimo no teor de umidade em torno de 0,75% por periodo
de avaliagdo. Cardoso et al. (2004) verificaram reducdo de 0,6% por més de armazenamento,
para sementes de soja armazenadas no sistema a frio.

Na micoflora fungica inicial, foram observados com maior freqiiéncia os fungos
Fusarium spp. (100%), Botrytis spp. (88,7%), Cercospora kikuchii (50,3%), Alternaria spp.
(31,2%), Colletotrichum spp. (13%), Aspergillus spp. (11,3%), Penicillium spp. (7,8%) e
Phomopsis spp. (7%).

O resultado da analise de variancia indicou interacdo significativa entre os fatores,
produtos x periodo de armazenamento, para toda a micoflora associada as sementes, sendo
observado que 0s extratos vegetais reduziram a micoflora fungica incidente sobre as sementes
quando comparado ao tratamento controle, porem o fungicida proporcionou controle mais
efetivo.

O tratamento de sementes com fungicida e com os extratos vegetais foram
eficientes na reducdo de Aspergillus spp., com excecdo do extrato de alho no momento do
tratamento que ndo diferiu da testemunha. Os extratos aquosos proporcionam eficiente
controle quando inibem em valores superiores a 50% a incidéncia dos fitopatégenos. Pode ser
observada, por ocasido do tratamento de sementes, uma reducdo de 63,8% e 52,4% na
porcentagem de incidéncia de Aspergillus spp. com a utilizacdo dos extratos de canela e
cravo-da-india, respectivamente (Quadro 1). Goncalves et al. (2003) observaram melhores
resultados tratando sementes de feijdo com o extrato de cravo-da-india, pois, ndo foi
verificado o desenvolvimento de Aspergillus flavus. Outros trabalhos também tém
demonstrado eficiéncia na reducdo da infestacdo por fungos do género Aspergillus, como o
emprego de extrato aquoso de folhas de Azadirachta indicata em sementes de amendoim
(BANSAL e SOBTI, 1990), e com o citral isolado de Cymbopogon citratus em sementes de
trigo e de arroz (MISHRA e DUBEY, 1994).

Foi verificado aos 35, 70 e 105 dias de armazenamento que 0s extratos vegetais
apresentaram maior controle sobre o patégeno quando comparado a testemunha, porém os
resultados foram inferiores ao fungicida, que proporcionou 100% de controle do fungo até os

70 dias de armazenamento.
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QUADRO 1. Porcentagem de incidéncia de Aspergillus spp., por periodo de armazenamento,

em sementes de soja submetidas a diferentes tratamentos. Dourados - MS, 2008.

Dias de Armazenamento

Tratamentos 5 35 = 105 120
Testemunha 10,5a 10,8 a 12,0 a 34,8 a 76,0 b
Ext. Alho 7,0 ab 45b 3,3bc 26,8b 89,0 a
Ext. Canela 38¢c 2,0c 2,0c 23,0c 73,2b
Ext. Cravo-da-india 5,0 be 3,0 be 48Db 15,0d 56,5 ¢
Fungicida 0,0d 0,0d 0,0d 0,8e 1,5d
CV (%) 10,94

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

Aos 140 dias de armazenamento constatou-se maior incidéncia de Aspergillus
spp. nas sementes tratadas com extrato de alho, diferindo dos demais tratamentos. Dentre 0s
extratos, ao final das avaliacGes, apenas o obtido de cravo-da-india resultou em menor
incidéncia em relagdo a testemunha. Quando tratou sementes de algoddo com extrato de
aroeira, Souza et al. (2003), ndo verificaram reducdo na incidéncia de Aspergillus spp.

Foi verificado a partir dos 70 dias, aumento na incidéncia de Aspergillus spp. com

o0 decorrer do armazenamento (Figura 1).

100
90 ¢  Testemunha v=0,006x2-0401x+12,59, R*=0,987 n
- m ... Alho y=0,009x2-0,725x+ 10,87, R*= 0,973

80 7 --- Canela y=0,007x2-0,563x+ 6,697, R*=0.,979
— 107 ¢ _ _Cravo y=0,005x2- 0.450x + 7.488, R*= 0.960
=] - s
< 60 __Fungicida y=0,0001x%-0,007x+ 0,014, R*=0,976 Eyd °
<
= 50
:_’(13)
R 40
30

20

10

0

0 35 70 105 140
Mas de Armazenamento

FIGURA 1. Incidéncia de Aspergillus spp. em sementes de soja submetidas a diferentes

tratamentos e armazenadas durante 140 dias. Dourados — MS, 2008.
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O crescimento mais acentuado foi constatado na testemunha e nos extratos de alho
e canela, observando-se incidéncias superiores a 70% nos respectivos tratamentos. Resultados
semelhantes foram relatados por Cardoso et al. (2004) que verificaram aumento na incidéncia
de Aspergillus spp. durante 0 armazenamento, principalmente nas sementes sem tratamento
quimico. Bizzetto e Homechin (1999) verificaram ainda que o aumento deste patégeno ao
longo dos meses nao sofreu influéncia quando o mesmo foi submetido as temperaturas de 18
e 22°C. No entanto, Pereira et al. (2007) observaram um aumento no percentual de
Aspergillus somente até o terceiro més de armazenamento, com posterior tendéncia de
reducéo.

Constatou-se até aos 70 dias de armazenamento, quando se utilizou os extratos de
alho, canela e cravo-da-india, uma reducdo na incidéncia do patégeno. Ao contrario do
observado na testemunha, que apresentou valores crescentes desde o periodo inicial de
armazenamento. No tratamento com fungicida ndo se verificou a presenca de Aspergillus spp.
até os 70 dias, posteriormente, com o decorrer do armazenamento, foi observado pequeno,
porém crescente, aumento na incidéncia deste. Coutinho et al. (1999) estudando o efeito de
extratos e fungicidas sobre a micoflora de sementes de feijdo, relataram menores porcentagens
de incidéncia de Aspergillus flavus, quando as sementes foram tratadas com extrato de
aroeira, cajueiro e pela mistura dos dois extratos, comparado a testemunha. Os autores
verificaram ainda que o fungicida captan misturado aos extratos de aroeira e cajueiro,
apresenta menor porcentagem de sementes com fungos do que quando o produto foi aplicado
isoladamente.

A incidéncia de Penicillium spp. ndo foi influenciada pelos extratos vegetais logo
apos o tratamento de sementes (Quadro 2). Com a utilizacdo do fungicida foi constatado
comportamento semelhante a Aspergillus spp., onde o produto ndo permite o
desenvolvimento dos patogenos até os 70 dias de armazenamento, sendo, entretanto,
verificado nas Gltimas avaliacGes o aparecimento dos fungos.

Foi verificado aumento na porcentagem do fungo aos 35 dias de armazenamento
no tratamento controle, diferindo deste modo, dos extratos vegetais. Ao final das analises, 0s
extratos de cravo-da-india e canela apresentaram menor incidéncia do fungo em relacdo a
testemunha e ao extrato de alho. Em sementes tratadas com o extrato de cravo-da-india,
Goncalves et al. (2003) ndo verificaram desenvolvimento de Penicillium spp. e
Macrophomina phaseolina. Os autores constataram ainda, que sementes tratadas com Captan
misturado ao dleo de dendé, apresentaram menor ocorréncia de fungo em relagcdo as sementes

tratadas apenas com o produto quimico.
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QUADRO 2. Porcentagem de incidéncia de Penicillium spp., por periodo de armazenamento,

em sementes de soja submetidas a diferentes tratamentos. Dourados - MS, 2008.

Dias de Armazenamento

Tratamentos

0 35 70 105 140
Testemunha 6,3a 18,0 a 17,5a 20,5a 52,0 a
Ext. Alho 50a 8,8b 13,3 ab 150b 51,3a
Ext. Canela 7,5a 11.8b 16,0 a 15,3 b 43,8Db
Ext. Cravo-da-india 4,5a 8,3b 9,3b 153b 40,3 b
Fungicida 0,0b 0,0c 0,0c 0,3c 0,5¢
CV (%) 10,07

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

Pode ser observado na Figura 2, do mesmo modo que para Aspergillus spp., que
Penicillium spp. também apresentou um crescente aumento a medida que prolongava-se o
periodo de armazenamento. Este resultados estdo de acordo com Silva et al. (2003) e Cardoso
et al. (2004). Segundo Dhingra (1985) além do teor de umidade e temperatura de
armazenagem, o grau de infecgéo inicial & um fator que determina diretamente a viabilidade
dos fungos de armazenamento (Aspergillus e Penicillium) nas sementes. Uma vez que estes se
encontram estabelecidos num lote de sementes, seu crescimento continuara mesmo com o uso

de temperaturas e umidade inferiores as necessarias para que haja invasao destes em sementes

sadias.
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FIGURA 2. Incidéncia de Penicillium spp. em sementes de soja submetidas a diferentes

tratamentos e armazenadas durante 140 dias. Dourados — MS, 2008.



77

O melhor modelo que se ajustou, tanto no tratamento controle como para 0s
extratos vegetais, foi o exponencial, podendo ser notado pequeno incremento na incidéncia do
patbgeno até os 105 dias, porém aos 140 dias de armazenamento foram registradas
porcentagens superiores a 40%.

Dentre os patdgenos encontrados nas sementes de soja, foi verificado que o fungo
Alternaria spp. sofreu a maior reducdo com o ajuste do teor de umidade. Constatou-se
incidéncia inicial de 31,2% do fungo nas sementes quando a umidade era de 15%, passando
para 3% com 12% de umidade.

No Quadro 3 verifica-se que mesmo havendo menores valores na porcentagem de
Alternaria spp. nas sementes tratadas com os extratos vegetais, diferencas significativas foram
constatadas apenas para o tratamento fungicida. Aos 35 dias de armazenamento 0s extratos
reduziram a incidéncia do patégeno em relacdo a testemunha, sendo o extrato de alho
semelhante ao fungicida. Entretanto, aos 70 dias de armazenamento, houve aumento na
incidéncia fungica nos tratamentos com extratos vegetais. Comportamento semelhante foi
observado por Coutinho et al. (1999). Os autores constataram que 0s extratos chegaram a
apresentar controle de fungos, porém, possivelmente sofreram alteracfes que influenciaram

sua persisténcia nas sementes, comprometendo a sua eficiéncia.

QUADRO 3. Porcentagem de incidéncia de Alternaria spp., por periodo de armazenamento,

em sementes de soja submetidas a diferentes tratamentos. Dourados - MS, 2008.

Dias de Armazenamento

Tratamentos 5 3 =5 105 70
Testemunha 30a 2,8a 15a 0,3a 0,5a
Ext. Alho 15a 0,5 bc 15a 0,3a 0,0a
Ext. Canela 2,0a 0,8b 13a 0,3a 0,0a
Ext. Cravo-da-india 13a 0,8b 13a 0,5a 0,0a
Fungicida 0,0b 0,0c 0,0b 0,0a 0,0a

CV (%) 54,85

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

O fungicida eliminou o fungo Alternaria spp. das sementes de soja, ndo sendo
possivel ajustar o tratamento a nenhum modelo matematico (Figura 3). Foi observado um
declinio linear do patdégeno conforme houve aumento no tempo de armazenamento, para o

tratamento testemunha e os extratos vegetais. Entretanto, com o uso dos extratos vegetais ndo
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foi verificada a presenca de Alternaria spp. nas sementes, aos 140 dias de armazenamento,
porém, ndo foi notado diferenca significativa entre os tratamentos. Silva et al. (2003) em
trabalhos com sementes de paineira, observaram incidéncias praticamente constantes de

Alternaria sp. durante 120 dias de armazenamento.

3.5 4 _ Testemunha y=-0,021x+3.12, R*=0.891
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® Cravo y=-0,008x+1.36, R"=0.,684
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FIGURA 3. Incidéncia de Alternaria spp. em sementes de soja submetidas a diferentes

tratamentos e armazenadas durante 140 dias. Dourados — MS, 2008.

A porcentagem de incidéncia de Botrytis spp. também foi afetada pelo ajuste no
teor de umidade de 15% para 12%, verificando-se incidéncias de 88,7% e 65,8%,
respectivamente. O tratamento com fungicida proporcionou elevada reducdo sobre a
incidéncia do patdgeno, que aliado ao decréscimo no teor de umidade por ocasido do
armazenamento, resultou na eliminacdo do patdgeno a partir dos 70 dias de armazenamento
(Quadro 4).

A utilizacdo do extrato de cravo-da-india resultou em menores incidéncias do
patdgeno, comparado a testemunha, durante todo o periodo de armazenamento. O extrato de
alho, com excecdo aos 105 dias, também proporcionou a reducdo do indculo. Apesar das
constantes variacdes observadas nas sementes tratadas com o extrato de canela, ao término
das avaliacdes, o tratamento também apresentou maior controle em relacdo ao tratamento

controle.
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QUADRO 4. Porcentagem de incidéncia de Botrytis spp., por periodo de armazenamento, em

sementes de soja submetidas a diferentes tratamentos. Dourados - MS, 2008.

Dias de Armazenamento

Tratamentos 5 35 = 105 120
Testemunha 65,8 a 535a 33,0a 25,3 a 210a
Ext. Alho 50,8 b 278¢ 18,0b 22,3ab 125b
Ext. Canela 61,0a 43,8 b 25,8 ab 23,0 ab 10,8 b
Ext. Cravo-da-india 478 b 34,8 bc 23,3b 155b 110b
Fungicida 08¢ 0,8d 0,0c 0,0c 0,0c
CV (%) 10,49

Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Foi verificado que Botrytis spp. perde sua viabilidade durante o armazenamento,
porém, ao final das avaliagdes ainda foi observada incidéncia de 21% no tratamento controle.
Os tratamentos com extratos de canela e cravo-da-india e a testemunha proporcionaram
reducdo quadratica quanto a porcentagem de incidéncia do patdgeno, no entanto, a reducdo do
indculo inicial ocasionada com a utilizacdo dos extratos resultou, ao final do periodo de
armazenamento, em menor incidéncia do patégeno. O modelo exponencial foi 0 que melhor
representou o comportamento do fungo frente ao extrato de alho. Este efeito ocorreu devido
ao maior controle do extrato de alho aos 35 e 70 dias de armazenamento, no entanto, nas

demais avaliacdes, a pronunciada influéncia ndo se manteve (Figura 4).
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FIGURA 4. Incidéncia de Botrytis spp. em sementes de soja submetidas a diferentes

tratamentos e armazenadas durante 140 dias. Dourados — MS, 2008.



80

Com a utilizagdo do fungicida, verificou-se incidéncia de 0,8% de Cercospora
kikuchii logo apds o tratamento de sementes. Nos demais periodos de armazenamento néo foi
constatada a presenca do patégeno (Quadro 5). Todos 0s extratos vegetais empregados
reduziram a porcentagem de incidéncia do fungo quando comparado a testemunha. Destaca-se
0 tratamento com extrato de alho, que demonstrou maior controle sobre o patégeno

comparado aos demais extratos. Este comportamento se repetiu na segunda avaliacao.

QUADRO 5. Porcentagem de incidéncia de Cercospora Kkikuchii, por periodo de
armazenamento, em sementes de soja submetidas a diferentes tratamentos.
Dourados - MS, 2008.

Dias de Armazenamento

Tratamentos 3 35 = 105 120
Testemunha 49,5a 40,8 a 235a 2,5a 0,0a
Ext. Alho 32,0c 243 ¢ 135b 0,3b 0,0a
Ext. Canela 39,0b 31,0b 16,8 b 10a 0,0a
Ext. Cravo-da-india 415b 31,0b 18,0 ab 13a 0,0a
Fungicida 0,8d 0,0d 0,0c 0,0b 0,0a

CV (%) 11,76

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

Aos 105 dias de armazenamento ndo foram detectadas diferencas entre o
tratamento de sementes com fungicida e o extrato de alho, porém ambos proporcionaram
melhores resultados que o tratamento controle e os extratos de canela e cravo-da-india. Nao
foi constatada a presenca do patégeno no ultimo periodo de avaliagdo em nenhum tratamento
adotado.

Foi observado um decréscimo na incidéncia de Cercospora kikuchii a medida que
se aumentava o periodo de armazenamento (Figura 5). Pereira et al. (2007) verificaram
acentuada reducdo de C. kikuchii até o terceiro més de armazenamento, ndo observando a
presenca do patdgeno aos seis e nove meses de armazenamento. Todavia, Zorato e Henning
(2001) observaram que esse fitopatdgeno perdeu apenas parte da viabilidade durante o

periodo de armazenamento.
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FIGURA 5. Incidéncia de Cercospora kikuchii em sementes de soja submetidas a diferentes

tratamentos e armazenadas durante 140 dias. Dourados — MS, 2008.

No tratamento controle foi verificada uma relagdo linear inversamente
proporcional, onde com o aumento no periodo de armazenagem das sementes, houve uma
reducdo na incidéncia de C. kikuchii. Os extratos vegetais proporcionaram uma reducdo mais
acentuada sobre o patdgeno que a testemunha, nas primeiras avaliagdes, ajustando-se deste
modo um modelo de equacdo quadratica.

Em relacdo a Colletotrichum spp. foi observado que o fungicida e os extratos
vegetais apresentaram eficiente controle sobre o patdgeno quando comparado a testemunha
(Quadro 6).

Os extratos de alho, canela e cravo-da-india proporcionaram incidéncias de 4,0,
5,5 e 2,3% na primeira avaliacdo, respectivamente. A utilizacdo destes extratos, entretanto,
ndo possibilitou resultados semelhantes ao fungicida, porém, registram-se reducdes na
incidéncia do patogeno nas sementes de soja em torno de 57,7% com o uso de extrato de
canela, 69,2% para o extrato de alho e 82,3% quando se utilizou o extrato de cravo-da-india.

Aos 35 dias de armazenamento nota-se que 0 extrato de cravo-da-india obteve
resultados semelhantes ao fungicida, na incidéncia de Colletotrichum spp. nas sementes. A
partir dos 70 dias de armazenamento foram verificados os mesmos resultados, onde 0s
tratamentos com 0s extratos vegetais e com o fungicida resultaram em menores incidéncias do
patdgeno. Fato que pode estar associado a reducdo no indculo inicial do fungo, como pode ser

observado na primeira avaliagao.
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QUADRO 6. Porcentagem de incidéncia de Colletotrichum spp., por periodo de
armazenamento, em sementes de soja submetidas a diferentes tratamentos.
Dourados - MS, 2008.

Dias de Armazenamento

Tratamentos 5 3 =0 105 120
Testemunha 13,0a 2,5a 18a 13a 13a
Ext. Alho 4,0 bc 1,3ab 0,0b 0,3b 0,3b
Ext. Canela 55D 10b 00b 00b 0,0b
Ext. Cravo-da-india 23¢ 0,3d 0,3b 00b 0,0b
Fungicida 0,3d 0,0d 0,0b 00b 0,0b

CV (%) 40,1

Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Constata-se que no tratamento controle foi observado na primeira avaliagdo 13%
de incidéncia do patdgeno, decaindo até os 105 dias de armazenamento e se mantendo, nos
mesmos patamares ao final das avaliacdes. Na Figura 6 esta demonstrado o comportamento

de Colletotrichum spp. ao longo do periodo de armazenamento.
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FIGURA 6. Incidéncia de Colletotrichum spp. em sementes de soja submetidas a diferentes

tratamentos e armazenadas durante 140 dias. Dourados — MS, 2008.

Quando as sementes foram tratadas com o fungicida e 0s extratos vegetais

observam-se um declinio mais acentuado, a partir da primeira avaliagdo, na incidéncia do
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patdgeno. Aos 70 dias de armazenamento ndo foi constatada a presenca de Colletotrichum
spp. nas sementes quando submetidas aos extratos de alho e canela. Em relagdo ao extrato de
cravo-da-india, ainda foi constatada incidéncia do patégeno de 0,3% neste mesmo periodo,
ndo sendo observado o indculo posteriormente.

Galli et al. (2007) verificaram que sementes de soja armazenadas em camara fria a
10°C e 50% de umidade relativa tiveram a incidéncia de Colletotrichum dematium var.
truncata reduzida ao longo de seis meses de armazenamento. No entanto, Silva et al. (2003)
relataram aumento na populacdo de Colletotrichum sp. quando sementes de paineira foram
armazenadas a 23°C e umidade relativa de 48%. De acordo com Ito e Tanaka (1993), a
infeccdo das sementes por C. dematium var. truncata se restringe ao tegumento, localizando-
se na camada intermediaria da semente, que é rica em amido. O embrido normalmente ndo é
colonizado, mas quando infectado, garante a sobrevivéncia do patdégeno por periodo
prolongado de tempo, principalmente nas sementes armazenadas a baixas temperaturas.

A maior incidéncia fungica nas sementes de soja foi ocasionada por Fusarium
spp. A reducdo no teor de umidade previamente ao armazenamento, nao influenciou a

viabilidade do patégeno (Quadro 7).

QUADRO 7. Porcentagem de incidéncia de Fusarium spp., por periodo de armazenamento,

em sementes de soja submetidas a diferentes tratamentos. Dourados - MS, 2008.

Dias de Armazenamento
Tratamentos

0 35 70 105 140
Testemunha 99,8 a 99,3 a 96,8 a 93,3 a 80,8 a
Ext. Alho 94,0b 86,3 b 85,3 b 69,3 b 715b
Ext. Canela 93,8b 89,5b 84,5b 70,0 b 58,8 ¢
Ext. Cravo-da-india 94,0b 91,0b 84,3 b 76,0 b 70,5b
Fungicida 13,8¢ 115¢ 125¢ 6,8 ¢ 0,8d
CV (%) 3,95

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

Constataram-se diferencas significativas entre os tratamentos logo na primeira
avaliacdo, sendo observada uma pequena reducdo na porcentagem de Fusarium spp. com a
utilizacdo dos extratos vegetais, e queda mais expressiva por meio do tratamento com
fungicida. Este comportamento se manteve até os 105 dias de armazenamento. Souza et al.

(2007), tratando sementes de milho com diferentes concentracbes dos extratos de alho e
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capim-santo, verificaram que ambos os extratos vegetais promoveram redugdo da incidéncia
de F. proliferatum, sendo os melhores resultados observados com o uso do extrato de alho na
concentracédo de 10%.

Aos 140 dias de armazenamento verificou-se menor incidéncia flangica nas
sementes tratadas com o fungicida, seguido do extrato de canela. Os extratos de alho e cravo-
da-india promoveram redugdes semelhantes entre si e significativamente superiores ao
tratamento controle.

Foi verificado nos tratamentos controle e fungicida, que o patdgeno manteve
incidéncia praticamente constante até os 70 dias de armazenamento, sendo constatado
posteriormente um decréscimo nas avaliagdes seguintes. Para o fungicida foi relatado
incidéncia final de 0,8%, enquanto na testemunha mesmo ocorrendo esta reducao, verificou-
se aos 140 dias de armazenamento incidéncia de 80,8% (Figura 7). Corroborando com 0s
resultados, Pereira et al. (2007) também observaram tendéncia de reducdo de Fusarium,

somente apos o terceiro més de armazenamento.
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FIGURA 7. Incidéncia de Fusarium spp. em sementes de soja submetidas a diferentes

tratamentos e armazenadas durante 140 dias. Dourados — MS, 2008.

Verifica-se que os tratamentos com 0s extratos vegetais resultaram em declinio na
porcentagem de incidéncia de Fusarium spp. no decorrer do armazenamento. O patégeno
manteve comportamento semelhante, a utilizacdo dos extratos de alho e cravo-da-india. Nas
sementes tratadas com extrato de canela, pode ser observada uma reducdo mais acentuada na

incidéncia do patogeno a partir dos 70 dias de armazenamento. Souza et al. (2003) em
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trabalhos com sementes de algoddo, ndo verificaram controle de Fusarium sp. com a
utilizagdo do extrato de aroeira.

Telles Neto et al. (2007) observaram decréscimo linear na viabilidade de F.
graminearum em sementes de trigo, relatando uma reducdo de 7,86% para cada més de
armazenamento. No entanto, Bizzeto e Homechin (1997) constataram que o género Fusarium
spp. manifestou-se em elevado percentual em sementes de soja, independentemente do
periodo de armazenamento.

De acordo com Tanaka et al. (2001) a sobrevivéncia dos fungos considerados de
campo decresce de modo muito mais acentuado em condi¢des ambientais, quando comparado
aqueles armazenados em camara fria. Porém, Galli et al. (2007) verificaram consistente
reducdo de Fusarium sp. associados a sementes de soja armazenadas em camara fria. Segundo
Sisterna e Lori (1990), a manutencdo da viabilidade de Fusarium spp. durante o
armazenamento € influenciada pela localizagdo interna deste nas sementes, sendo sua
penetracdo facilitada por danos advindos do campo, principalmente aqueles causados por
percevejos.

O tratamento de semente realizado com o fungicida e com o extrato de cravo-da-
india promoveram efetivo controle de Phomopsis spp., verificando-se reducbes de 95,6 e
88,2% em relacdo a testemunha, respectivamente. Os relevantes resultados proporcionados
pelo tratamento com extrato de cravo-da-india mantiveram-se no decorrer do periodo de

armazenagem, ndo sendo verificada diferenca em relacédo ao fungicida (Quadro 8).

QUADRO 8. Porcentagem de incidéncia de Phomopsis spp., por periodo de armazenamento,

em sementes de soja submetidas a diferentes tratamentos. Dourados - MS, 2008.

Dias de Armazenamento

Tratamentos 5 3 =5 105 140
Testemunha 6,8 a 3.3a 2,3a 0,3a 0,0a
Ext. Alho 28D 10b 1,0 ab 0,0a 0,0a
Ext. Canela 3,3b 0,8 bc 0,5 bc 0,0a 0,0a
Ext. Cravo-da-india 0,8c 0,3 cd 0,3¢c 0,0a 0,0a
Fungicida 0,3¢c 0,0d 0,0c 0,0a 0,0a

CV (%) 53,43

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Os extratos de alho e canela reduziram em 58,8 e 51,5%, respectivamente, a
incidéncia do patdgeno em relagdo a testemunha. A efetividade dos tratamentos em reduzir o
inoculo inicial de Phomopsis spp., foi determinante na eliminacdo do patdgeno aos 105 dias
de armazenamento, enquanto nas sementes ndo tratadas ainda registrava-se a presenca do
fungo, embora sem diferenca significativa entre os tratamentos.

Foi observada reducgéo na viabilidade de Phomopsis spp. conforme aumentava-se
0 periodo de armazenamento para todos os tratamentos testados (Figura 8). Resultados

semelhantes foram verificados por Zorato e Henning (2001) e Galli et al. (2007).
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FIGURA 8. Incidéncia de Phomopsis spp. em sementes de soja submetidas a diferentes

tratamentos e armazenadas durante 140 dias. Dourados — MS, 2008.

O controle verificado com o tratamento fungicida e o extrato de cravo-da-india, na
primeira avaliacdo, influenciou de modo efetivo a longevidade de Phomopsis spp. nas
sementes. Entretanto, com o uso do fungicida ndo se verificou a presenca do patégeno a
partir dos 35 dias de armazenamento. Para o extrato de cravo-da-india este fato sé foi
observado a partir dos 105 dias.

Para 0 extrato de canela ajustou-se 0 modelo quadratico, devido ao acentuado
declinio na incidéncia de Phomopsis spp. a partir do tratamento de sementes. J& 0 modelo que
melhor representou a incidéncia do patégeno quando submetidas ao extrato de alho foi o
linear. No entanto, para ambos os tratamentos a incidéncia foi nula a partir dos 105 dias de
armazenamento. No tratamento controle, apenas ao final das avalia¢Ges, ndo foi constatada a

incidéncia do fungo. Pereira et al. (2007), analisando o desempenho de sementes de soja em
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intervalos de trés meses, ndo constataram incidéncia do patdgeno a partir do sexto més de
armazenamento.

Em relacdo a qualidade fisiologica das sementes verificou-se, por meio do
resultado da analise de variancia, interacao significativa entre os fatores produtos x periodo de
armazenamento, para a variavel germinacdo padrdo. Para o desenvolvimento de plantulas foi
verificado efeito apenas do periodo de armazenamento. A emergéncia a campo realizada aos
140 dias de armazenamento apresentou efeito simples dos produtos utilizados no tratamento
de sementes.

De acordo com Tanaka et al. (2001) fungos dos géneros Aspergillus, Fusarium e
Penicillium, dependendo das condi¢es de temperatura e umidade, podem se desenvolver e
provocar danos durante 0 armazenamento, reduzindo a germinacgdo e o vigor de sementes.
Entretanto, no presente estudo, ndo foi detectada relacdo entre a incidéncia de fungos e a
qualidade fisiologica das sementes, apesar das elevadas incidéncias de alguns patdgenos.
Comportamento semelhante foi relatado por Pereira et al. (1994), que também constataram
que a acao de fungos nédo foi a causa principal da baixa qualidade das sementes.

Nos dois primeiros periodos de armazenamento, ndo foram verificadas diferencas
significativas entre os produtos utilizados no tratamento de sementes, para a porcentagem de
germinacdo (Quadro 9). Os resultados da germinacdo de sementes de soja constatados por
Cruz et al. (2000) evidenciaram que a agua destilada aromatizada de todas as plantas
medicinais estudadas pelos autores, em duas formas de tratamento (fumigacdo e imersao)
proporcionaram porcentagem de germinacdo superior aquela verificada na testemunha.
Viegas et al. (2005), avaliando a influéncia de produtos sintéticos e de origem vegetal sobre a
qualidade de sementes de amendoim, verificaram que o fungicida Captan e os produtos a base
de po6 de alho e de canela favoreceram a germinacdo e o vigor das sementes, assim como
promoveram a reducao de plantulas deterioradas.

Aos 70 dias de armazenamento foi observada maior germinacdo no tratamento
fungicida comparado a testemunha, sendo os resultados obtidos com o uso dos extratos
vegetais considerados intermediarios, pois 0s mesmos foram, tanto semelhantes ao tratamento
controle, como também ao fungicida.

Aos 105 dias de armazenamento verificou-se que o fungicida proporcionou
porcentagens de germinacdo superiores ao extrato de cravo-da-india e a testemunha, sendo
semelhante aos extratos de alho e canela. Com o0 uso deste Ultimo constatou-se melhor
desempenho na germinacdo quando comparado ao tratamento controle, sem, entretanto,

diferir dos demais tratamentos.
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QUADRO 9. Germinacéo (%) de sementes de soja submetidas a diferentes tratamentos, por

periodo de armazenamento. Dourados - MS, 2008.

Dias de Armazenamento

Tratamentos 5 35 = 105 120
Testemunha 98,0a 910a 88,0 b 81,0c 785b
Ext. Alho 955a 94,5 a 93,5ab 87,5 abc 82,5ab
Ext. Canela 99,0a 925a 91,5ab 88,0 ab 83,0 ab
Ext. Cravo-da-india 97,0a 93,0 a 92,0 ab 86,5 bc 84,0 ab
Fungicida 955a 925a 95,0 a 93,5a 89,0 a
CV (%) 3,78

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Ao final das avaliagBes nota-se 0 mesmo comportamento verificado na analise aos
70 dias de armazenamento. Gongalves et al. (2003), em trabalhos com tratamento quimico e
natural sobre a qualidade de sementes de feijdo, ndo observaram diferencas significativas na
germinagao entre os tratamentos, no terceiro e no sexto més de armazenamento.

Os resultados evidenciam a tendéncia natural de reducdo do potencial de
germinacdo das sementes ao longo do armazenamento, sendo verificada esta reducdo em
maior intensidade no tratamento controle. No tratamento com fungicida observou-se a maior

preservacdo da viabilidade das sementes (Figura 9).
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FIGURA 9. Germinacdo (%) de sementes de soja submetidas a diferentes tratamentos e
armazenadas durante 140 dias. Dourados — MS, 2008.
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O processo de reducdo da viabilidade de sementes durante o periodo de
armazenamento, segundo Vieira e Carvalho (1994) teria, como origem, a desestruturacdo dos
sistemas de membranas celulares, causada por grupos quimicos de alta reatividade que
recebem a denominacdo de radicais livres, que se formariam pela acdo de processos
metabdlicos normais, mas que poderiam ter sua atuacdo acelerada por injurias sofridas pelas
sementes antes da armazenagem.

Foi observada reducdo linear da germinacdo das sementes quando tratadas com o
extrato de canela e cravo-da-india. O modelo que melhor se ajustou ao extrato de alho foi o
quadrético, pois este tratamento manteve praticamente constante a porcentagem de
germinacdo até os 70 dias de armazenamento, sendo posteriormente constatado um
decréscimo, que resultou, ao término das avaliacBes, em valores semelhantes aos demais
extratos utilizados. Lopes et al. (2000) verificaram drastica redugdo na germinacdo de
sementes de feijdo ndo tratadas, a partir dos 45 dias de armazenamento, apresentando-se aos
180 dias totalmente inviaveis. No entanto, quando estas sementes foram tratadas com
produtos naturais e quimico a reducao foi menos acentuada.

Os comprimentos da parte aérea e do sistema radicular de plantulas oriundas de
sementes armazenadas apresentaram uma relacdo linear inversamente proporcional, com a
tendéncia de reduzirem o seu desenvolvimento a medida que se prolonga o periodo de

armazenamento (Figura 10).
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FIGURA 10. Desenvolvimento de plantulas de soja armazenadas durante 140 dias. Dourados
— MS, 2008.
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Na Figura 11 estdo demonstrados os valores da massa seca de plantulas, no qual
se ajustou a um modelo de equagdo quadratica. Comportamento verificado devido a um
ligeiro aumento desta variavel nos primeiros dias de armazenamento, todavia, nota-se a partir
deste periodo que a massa seca das plantulas apresentou declinio no decorrer do
armazenamento. Fato associado a reducdo, tanto no comprimento da parte aérea como do
sistema radicular das plantulas ao longo do armazenamento.
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FIGURA 11. Massa seca de plantulas de soja armazenadas durante 140 dias. Dourados — MS,
2008.

A diferenca significativa no vigor de plantulas foi verificada apenas para a
emergéncia a campo realizada aos 140 dias de armazenamento das sementes (Quadro 10).
Observou-se que as sementes tratadas com fungicida apresentaram maior emergéncia a campo
em relacdo ao tratamento controle, sem, entretanto, diferir dos tratamentos com extratos
vegetais, concordando com os resultados de Coutinho et al. (1999) que ndo verificaram
diferencas na emergéncia a campo e no indice de velocidade de emergéncia de sementes de
feijdo tratadas com extratos vegetais e fungicidas.

Segundo Lopes et al. (2000) sementes perdem seu vigor ao longo do
armazenamento. Cardoso et al. (2004) verificaram que a porcentagem média de plantulas
emergidas em campo diminuiram com o avanco do periodo de armazenamento.

No estudo foram verificados de modo geral menores valores na emergéncia a
campo realizada aos 140 dias de armazenamento, em relacdo a emergéncia inicial. Entretanto,
analisando o vigor por meio do indice de velocidade de emergéncia observa-se que houve um

aumento para as sementes armazenadas. Vale salientar que sementes de soja iniciam seu



91

processo de germinacdo e emergem rapidamente quando o solo apresenta boa disponibilidade
hidrica e temperatura adequada. Considerando irrigacdes semelhantes em ambas as
avaliagdes, constata-se que a temperatura, nos periodos de estudo, foi o fator que
proporcionou esta diferenca. Foi verificada no periodo de conducdo da primeira avaliagdo,
temperatura média de 18,2°C, sendo a minima de 8,8°C e méxima de 23,6°C, enquanto na
outra avaliacdo a temperatura média foi de 26,1°C, com minimo de 19,7°C e maximo de
30,4°C. De acordo com Embrapa (2006), 25°C é a temperatura ideal para uma emergéncia
rapida e uniforme. Portanto, o aumento no indice de velocidade de emergéncia foi ocasionado

pelas condi¢cGes ambientais e ndo resultante do aumento do vigor das sementes.

QUADRO 10. Percentual de emergéncia a campo (EC) e indice de velocidade de emergéncia
(IVE) de sementes de soja submetidas a diferentes tratamentos, em dois periodos

de armazenamento. Dourados - MS, 2008.

Periodo de Armazenamento

Tratamentos 0 140
EC™ IVE™ EC IVE™
Testemunha 96,0 14,1 80,0 b 19,1
Ext. Alho 96,7 14,1 86,2 ab 20,1
Ext. Canela 96,4 14,2 83,3 ab 19,6
Ext. Cravo-da-india 96,9 14,3 87,4 ab 20,8
Fungicida 95,5 13,7 919a 22,0
CV (%) 1,49 2,80 6,08 6,37

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

NS: Nao significativo



4.4 CONCLUSOES

Os extratos de cravo-da-india e canela exercem controle superior a 50% na
incidéncia de Aspergillus spp., Colletotrichum spp. e Phomopsis spp. O extrato de alho
controla com a mesma eficiéncia apenas Colletotrichum spp. e Phomopsis spp.

A incidéncia de Aspergillus spp. e Penicillium spp. aumenta com o periodo de
armazenamento, enquanto Alternaria spp., Botrytis spp., Cercospora kikuchii, Colletotrichum
spp., Phomopsis spp. e Fusarium spp. perdem sua viabilidade.

Os tratamentos com extratos vegetais séo eficientes na manutencdo da qualidade
fisioldgica de sementes de soja armazenadas, a semelhanca do fungicida.

As condicGes de armazenamento proporcionam reducgéo na viabilidade e no vigor

de sementes soja.
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CONSIDERACOES FINAIS

Foram constatados dentre os extratos vegetais testados na pesquisa, que aqueles
provenientes de bulbos de alho, casca de canela e botdo floral de cravo-da-india,
influenciaram de modo mais efetivo o desenvolvimento dos fungos Aspergillus spp.,
Cercospora kikuchii, Colletotrichum sp., Fusarium solani, Penicillium spp. e Phomopsis sp.

O extrato aquoso de cravo-da-india pode ser uma alternativa eficiente para estudos
in vitro, pois 0 mesmo inibiu completamente o desenvolvimento de todos os fungos
fitopatogénicos estudados, com a vantagem de ndo sofrer alteraces de seus principios ativos,
quando submetido a diferentes metodologias de esterilizacéo.

O extrato aquoso de alho apresenta atividade antifingica, entretanto, sofre
alteracbes em relacdo a esta atividade quando esterilizado por meio de diferentes
temperaturas, requerendo esterilizacdo por filtragem, de modo a ndo perder suas propriedades
fungitoxicas. O extrato de canela apresenta maior estabilidade, em relacdo ao extrato de alho,
porém tambem tem sua atividade antifingica reduzida quando exposto as metodologias de
esterilizacdo que utilizem temperaturas superiores a 100°C.

Nos estudos sobre o efeito de diferentes concentracdes de extratos vegetais sobre
fungos fitopatogénicos foi observada uma relacdo denominada dose-dependente, onde
maiores atividades antifingicas sdo constatadas nas maiores concentragdes. Todavia, 0 extrato
aquoso de cravo-da-india inibiu completamente o crescimento dos fungos Cercospora
kikuchii, Colletotrichum sp., Fusarium solani e Phomopsis sp., a partir das concentracGes
7,6%, 7,5%, 8,9% e 7,1%, respectivamente, o que proporcionaria a mesma viabilidade que as
maiores concentracdes, porém com menores custos. O uso do extrato de alho promoveu total
inibicdo apenas de Cercospora kikuchii e Phomopsis sp., a partir da concentracdo de 9,8%.

O controle dos fungos associados as sementes de soja, com a utilizacdo dos
extratos vegetais, ndo ocorreu sobre toda a micoflora encontrada, pressupondo que 0s extratos
estudados apresentam especificidade a certos patdgenos ou ainda que a metodologia aplicada
no tratamento de sementes ndo seja a mais apropriada. Nesse sentido, futuros estudos
deveriam ser desenvolvidos, com o intuito de testar diferentes técnicas de tratamentos de
sementes com extratos vegetais, como por exemplo, a imerséo.

O tratamento com fungicida proporcionou maior eficiéncia no controle dos
patdgenos associados as sementes de soja. No entanto, em relacdo a qualidade fisiologica
tanto o produto quimico como o0s extratos vegetais foram eficientes na manutencdo da

qualidade das sementes quando armazenadas.
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