UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS

EXTRATOS VEGETAIS NA GERM INAQAO CARPOGENICA
DE Sclerotinia sclerotiorum EM AGAR-AGUA E SOLO

CLAUDIA DE SOUZA ZANELLA

DOURADQS, MS
2012



EXTRATOS VEGETAIS NA GERM INAQAO CARPOGENICA
DE Sclerotinia sclerotiorum EM AGAR-AGUA E SOLO

CLAUDIA DE SOUZA ZANELLA
Engenheira Agronoma

Orientador: PROF. DR. WALBER LUIZ GAVASSONI

Tese apresentada a Universidade Federal
da Grande Dourados, como parte das
exigéncias do Programa de Pds-
Graduagdo em Agronomia — Producéo
Vegetal, para obtencdo do titulo de
Doutor.

Dourados
Mato Grosso do Sul
2012



EXTRATOS VEGETAIS NA GERMINAQAO CARPOGENICA DE Sclerotinia
sclerotiorum EM AGAR-AGUA E SOLO

por

Claudia de Souza Zanella

Tese apresentada como parte dos requisitos exigidos para obteng&o do titulo de
DOUTOR EM AGRONOMIA

Aprovada em: 17/12/2012

Prof. Dr. Walber Luiz Gavassoni Prof®. Dra. Lilian Maria Arruda Bacchi
Orientador — UFGD/FCA Co-orientadora — UFGD/FCA

Prof®. Dra. Anelise Samara Nazari Formagio

UFGD/FCA
Prof®. Dra. Adriana Viana Schwan Stoffel Prof. Dr. Milton Parron Padovan
UNIGRAN/ Faculdade de Ciéncias EMBRAPA/CPAO

Exatas e da Terra



Aos meus pais, Acquilles e Léa, por serem meus exemplos de vida

Ao meu marido, Fabio, por seu amor e compreensédo

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Deus, por iluminar o meu caminho e sempre abengoar a minha vida e de meus
familiares.

Ao professor Walber Luiz Gavassoni, pela orientacdo, paciéncia e incentivo.

A professora Lilian Maria Arruda Bacchi, pelos ensinamentos e dicas.

A professora Anelise Samara Nazari Formagio por ceder os extratos utilizados no
desenvolvimento deste trabalho.

A colega e amiga Daisa Bigaton por ceder sementes de feijdo utilizadas neste
trabalho.

Ao técnico de laboratério e colega Bruno Pontim, pela ajuda e colaborago.

Aos colegas do Laboratério de Microbiologia Agricola e Fitopatologia e aos
alunos de graduagdo pela convivéncia e ajuda na conducéo dos trabalhos.

A Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, pela liberagéo para capacitagao.

A FUNDECT pela bolsa concedida.



SUMARIO

PAGINA
RESUMO ...ttt ettt e et et sttt es e bt bt st st enane e ers %
ABSTRACT ..ottt ettt et es e bbb e bt b s e b er s Vi
INTRODUGAQ GERAL.........coociceeeeeeeeeeeeee s ess e s sses s ena s 1
CAPITULO I - ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE EXTRATOS VEGETAIS
SOBRE Sclerotinia SCIErotiorUM.........coiriiieiiicieii s e 4
RESUMO . ..ottt e et et et e e bt b e en e e 4
ABSTRACT ...ttt ettt et bbb e s b st ee e e ens 5
L1 INTRODUGAD.......oooieeeeeeeeee et seeeeeesee e ens s 6
1.2 MATERIAL E METODOS........ooiooieeeeeeeeceeeeseeeeesee e ieseeses s 8
1.2.1. Obtengéo, Multiplicagdo e Manutencéo do Inéculo........................ 8
1.2.2 Delineamento experimental e analise de dados............ccccceeeveurriennne. 8
1.2.3 ESPACIES VEJELAIS. .....coueeeviriee ettt et e s e e 8
1.2.4. Preparacdo, fracionamento e extracdo do Oleo essencial das
ESPECIES VEGBTANS. .. veveeveete ettt sttt sttt ettt st bbb ee e 9
1.2.5 Germinagéo carpogénica sob diferentes extratos vegetais............... 9
1.3 RESULTADOS E DISCUSSAQ ......oueeeereceeeeee e eeveeees e 12
1.3.1 Germinagéo carpogénica sob diferentes extratos vegetais............... 12
1.3.2 Crescimento micelial sob diferentes extratos vegetais..................... 20
1.4 CONCLUSOES......ccooiimmiimeeieeiseesasesseeeess s e 22
1.5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........covvviirimrerreeererisneesseneasresseesenes 23
CAPITULO Il - ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE EXTRATOS VEGETAIS
APLICADO EM SOLO SOBRE Sclerotinia sclerotiorum............c.cccceevineneninns 27
RESUMO . ..ottt et et et e e bt b s e 27
ABSTRACT ...ttt sttt e ettt e sees et e e ens 28
2.1 INTRODUGAO. ..ot ee e enasnaanaenns 29
2.2 MATERIAL E METODOS........coioeeieieeieeeeeeeeeeeee e seesessesisaesesesssnenneeies 31
2.2.1 Obtencédo, multiplicacdo e manutengdo do indculo............cccceuenee.. 31
2.2.2 Delineamento experimental e analise de dados.............ccocevrriinennns 31
2.2.3 ESPACIES VEQELAIS. .....ee vttt ettt st et e s 31
2.2.4. Preparagdo e fracionamento das espécies Vegetais.............cccceeuenves 32
2.2.5 ldentificacdo da proporgcéo solo:areia mais adequada para a
QErMINAGAD CANPOGENICA. .....veveeertierereesirie ettt sttt et ettt es bbb sr s e 32
2.2.6 Avaliacdo da germinagdo carpogénica de esclerédios de S.
SCIBIOTIONUM....c.i ettt ettt bbb e 33
2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO.....c..ccumeirirsiisiesieeeeesesssesseessesesee 36
2.3.1 lIdentificacdo da proporcdo solo:areia mais adequada para a
QErMINAGAD CANPOGENICA. .. ..veevetetireereeeeie et ettt ettt er e sr et sn b 36
2.3.2 Avaliacdo da germinacdo carpogénica de esclerodios de S.
SCIBIOTIONUM.....iiiei ettt 38

2.4 CONCLUSOES. ..o oot ee et et ee e e et er e e ee s er s e e e e e erarane e 48



2.5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .....oocoeeeeeee e e e oo eeeee e 49
CAPITULO Il - EFEITO DE EXTRATOS VEGETAIS SOBRE FEIJOEIRO

COMUDM ..ottt ettt e b s e et b et b bbbkttt ee et enen s 51
RESUMO . ..ottt ettt e et et et es e bbb s e 51
ABSTRACT ...ttt sttt e et et e sbes et e e ens 52
3.LINTRODUGAOD. ...ttt snssnsanae e s 53
3.2 MATERIAL E METODOS........coooeeieieeieeeeeeeeeeee e seesesseseesses e sessssenneeins 56

3.2.1 ESPACIES VEQELAIS. ... e cvieiie ettt ettt st e 57

3.2.2 Preparagdo, fracionamento e extracdo do 6leo essencial das
ESPECIES VEGBTANS. ... vveeveete ettt ettt ettt ettt et bt 57
3.2.3 Delineamento experimental e analise de dados.............ccoceerrienennnns 57
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......coriiieriinsinsies s eeseessesseseessessseens 58
3.4 CONCLUSOES........couiiiieireiieiine sttt 62
3.5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ccovnsimsineinneinreseressieseiseeeseenns 63
CONSIDERAGOES FINALIS. ..ot 66

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ....ooeeeeeeeee e eeee oo eeeeeeserereesneeenenanenes 67



EXTRATOS VEGETAIS NA GERMINAQAO CARPOGENICA DE Sclerotinia
sclerotiorum EM AGAR-AGUA E SOLO

RESUMO: Objetivou-se avaliar a germinagdo carpogénica de S. sclerotiorum na
presenca de diferentes extratos e fragdes resultantes do particionamento de extratos
vegetais em &gar-agua; avaliar o crescimento micelial do patdégeno sob diferentes
concentragdes do 6leo essencial de Schinus terebinthifolius; identificar a proporcao
de solo e areia mais adequada para a germinacdo carpogénica de esclerddios de S.
sclerotiorum; avaliar a agdo de extratos e fragOes resultantes do particionamento de
extratos vegetais aplicados em solo:areia (1:1) sobre a germinacdo carpogénica do
patdgeno e verificar o efeito de extratos metandlicos de S. terebinthifolius,
Palicourea crocea e Annona cacans sobre plantas de feijoeiro. Os experimentos
foram conduzidos em casa de vegetacdo ou no Laboratério de Microbiologia
Agricola e Fitopatologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
da Grande Dourados. Para os experimentos de avaliagdo da germinagéo carpogénica
e identificacdo da melhor proporcéo solo:areia foram utilizadas caixas tipo gerbox
contendo 20 esclerddios. Foram realizadas avaliagBes semanais, a partir das quais
calculou-se a porcentagem de germinagdo carpogénica. Para a avaliagdo do
crescimento micelial o éleo essencial de S. terebinthifolius foi incorporado ao meio
batata-dextrose-agar e vertido em placas de Petri que receberam um disco micelial do
patdgeno. As avaliacOes foram realizadas diariamente mensurando-se o diametro das
colonias. Para avaliar a acdo dos extratos sobre as plantas de feijoeiro, utilizou-se
bandejas de polietileno onde foram aplicados via pulverizacdo os extratos vegetais
sobre as plantas, aos 30 dias ap06s a semeadura. Em meio agar-agua, os extratos de P.
crocea, a fragOes acetato de etila de Geophilla repens e as fragdes acetato de etila e
cloroférmica de A. cacans e reduziram a germinacdo carpogénica. Esclerddios de S.
sclerotiorum apresentaram maior germinagdo carpogénica quando inseridos no
substrato solo e areia na proporgéo 1:1. Houve menor germinagdo carpogénica sob a
fracdo acetato de etila de ervilhaca e fragcdo acetato de etila de S. terebinthifolius,
quando estes foram aplicados em solo:areia (1:1) aos 30 dias ap6s a instalagdo do

ensaio. Os extratos ndo apresentaram fitotoxicidade ao feijoeiro.

Palavras-chave: Mofo-branco, controle alternativo, esclerodios



PLANT EXTRACTS AND CARPOGENIC GERMINATION OF Sclerotinia
sclerotiorum IN AGAR-AGUA AND SOIL

ABSTRACT: The study aimed to evaluate the carpogenic germination of S.
sclerotiorum under different plants extracts in water-agar, the mycelial growth of the
pathogen under different concentrations of essential oil of Schinus terebinthifolius;
identify the proportion of sand and soil most suitable for carpogenic germination of
S. sclerotiorum; evaluate the effect of plants extracts sprayed in soil:sand (1:1) on the
carpogenic germination of the pathogen and verify the effect of methanol extracts of
S. terebinthifolius, Palicourea crocea and Annona cacans on common bean. The
experiments were conducted in a greenhouse or in the Laboratory of Agricultural
Microbiology and Plant Pathology of the Faculdade de Ciéncias Agrérias of
Universidade Federal da Grande Dourados. For experiments evaluating the
germination carpogenic and identify the best ratio soil:sand gerboxes were used
containing 20 sclerotia. Weekly was calculated the percentage of carpogenic
germination. For the evaluation of the essential oil mycelial growth of S.
terebinthifolius was incorporated into potato-dextrose-agar and poured into Petri
dishes that received a mycelial disc of the pathogen. The evaluations were performed
daily by measuring the diameter of the colonies. To evaluate the effects of the
extracts on bean plants, polyethylene trays were used and 30 days after sowing, the
plant extracts were sprayed on the plants. In agar-water extracts of P. crocea,
Geophilla repens and A. cacans fraction ethyl acetate and fraction chloroform
reduced the germination carpogenic. Sclerotia of S. sclerotiorum showed higher
germination carpogenic when placed on soil and sand 1:1. There was a lower
carpogenic germination when extracts of vetch fraction ethyl acetate and S.
terebinthifolius fraction ethyl acetate, was spread in the substrate soil: sand (1:1) at
30 days after installation of the test. The extracts showed no phytotoxicity to

common bean.

Index terms: White mold, alternative control, sclerotia



INTRODUCAO GERAL

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, agente causal da doenca
conhecida como mofo branco ou podriddo de esclerotinia, ataca culturas
economicamente importantes como algodé&o, feijao, girassol, soja e tomate. Segundo
Boland e Hall (1994) 408 espécies de plantas sdo hospedeiras deste pat6geno,
incluindo monocotiled6neas e dicotiledoneas.

O fungo tem a capacidade de formar estruturas de resisténcia, os esclerodios,
que garantem sua sobrevivéncia por varios anos. Os esclerodios sdo agregados
compactos de hifas somaticas com camada externa melanizada, sobrevivem a
condigBes adversas e sdo resistentes a degradacdo microbiana e quimica (BELL e
WHEELER, 1986 citados por BOLTON et al., 2006; BUTLER et al., 2009). A parte
interna do esclerédio, a medula, é embebida em uma matriz fibrilar composta por
carboidratos, principalmente (3-glucanos, e proteinas (LE TOURNEAU, 1979).

Townsend e Willetts (1954), citados por Bolton et al. (2006) caracterizaram
trés fases distintas no processo de formacdo do esclerddio: na fase inicial ocorre o
crescimento aleatorio e agregacdo de hifas resultando em uma massa compacta e
branca, na fase de desenvolvimento ocorre o crescimento das hifas, aumento da area
de agregacdo e compactacdo do agregado e na Ultima fase (maturagdo) ocorre a
delimitacéo de superficie do agregado, deposicdo de melanina nas células da camada
superficial, formando uma camada protetora e a consolidagdo interna da massa
micelial. O escler6dio maduro € recoberto por uma superficie pigmentada e no
interior encontra-se uma medula de tecido parcialmente embebida em uma matriz
gelatinosa, que fornece o0s nutrientes para a germinagao.

Os esclerodios sobrevivem no solo por até oito anos e sob condicdes
adequadas de temperatura e umidade, germinam miceliogenicamente, formando
micélio ou carpogenicamente, formando apotécios (ADAMS e AYERS, 1979). A
germinagdo miceliogenicamente produz hifas hialinas, multinucleadas, septadas,
ramificadas, que podem atacar diretamente as plantas (BOLTON et al., 2006), apesar
de varios estudos demonstrarem que o micélio ataca diretamente a base das plantas
na regido proxima a superficie do solo (HOLLEY e NELSON, 1986; HUANG e
DUECK 1980, citados por DILLARD et al., 1995).



Na germinagdo carpogénica, primeiramente o primoérdio, de coloragéo hialina
a marrom, aparece no cortex ou medula do esclerddio, a partir de uma juncéo de
hifas entrelagcadas. As hifas dividem-se, formam uma saliéncia de hifas enoveladas
com citoplasma denso e rompem a camada superficial de melanina do esclerddio.
Uma vez que essa camada é rompida, o primordio, ou estipe, continua a crescer e se
desenvolver, até formar uma depressdéo na sua extremidade (KOSASHIH e
WILLETTS, 1975 citados por LE TORNEAU, 1979), chamada himénio, local onde
irdo se desenvolver as ascas e dentro de cada asca ocorre a producdo de oito
ascosporos binucleados, elipsoides e hialinos (BOLTON, 2006). Os ascOsporos séo
liberados dos ascos no ambiente e sdo considerados a principal fonte de in6culo da
doenca (MILA e YANG, 2008; HAO et al., 2003). Os ascosporos séo cobertos por
uma mucilagem pegajosa que facilita a sua adesdo ao substrato em que se
depositarem (BOLTON et al., 2006), como tecidos de plantas hospedeiras (ABAWI
e GROGAN, 1979). Os ascdsporos somente irdo infectar o tecido vegetal se
encontrarem uma fonte de energia exdgena e condicBes adequadas de umidade
(ABAWI e GROGAN, 1979). A germinacdo carpogénica ira ocorrer se o esclerddio
encontrar condicbes adequadas de temperatura e umidade, com a temperatura
variando de 13 a 20°C e umidade constante acima de 75% da capacidade de campo
(FERRAZ et al., 1999; GERALDINE et al., 2010; NAPOLEAO et al., 2007; MILA e
YANG, 2008; SUN e YANG, 2000).

O controle do mofo branco é dificil devido a presenga de esclerédios no solo,
aos ascosporos que podem ser levados a longas distancias pelo vento e a alta
suscetibilidade dos hospedeiros cultivados (GARCIA, 2008). O controle do patdgeno
em diversas culturas se da principalmente por meio de praticas como o uso de
fungicidas, devido & falta de resisténcia genética nas plantas hospedeiras (BARDIN e
HUANG 2001; DIAS et al., 2011; FIGUEIREDO et al., 2010) e a ineficiéncia da
rotagdo de culturas (BARDIN e HUANG, 2001; GORGEN, 2009). Entretanto novos
métodos de controle estdo sendo estudados, pois 0 uso continuo de fungicidas pode
promover a selecdo de patdgenos resistentes, colocando em risco a sua eficécia
(GHINI e KIMATI, 2000) e tem aumentado a presséo por parte de consumidores que
buscam produtos livres de agrotoxicos (PATRICIO, 2007). Desta forma a exploragéo
da atividade fungicida de extratos de plantas pode se constituir em uma forma
potencial de controle de doencas de plantas (DOMINGUES et al., 2009; LEE et al.,
2001; STANGARLIN et al., 1999).



Garcia et al. (2012) verificaram que o 6leo de nim indiano (Azadirachta
indica) inibiu o crescimento micelial de S. sclerotiorum, mas esse efeito foi maior
quando foi associado ao 6leo de karanja (Pongamia glabra) demonstrando o efeito
sinérgico entre os Oleos. Extratos de folhas de Santa Bérbara (Melia azedarach L.),
mentrasto (Ageratum conyzoides L.), arruda (Ruta graveolens L.) e pimenta longa
(Piper aduncum L.) inibiram em média 25% do crescimento micelial, ja o extrato de
frutos de pimenta longa proporcionaram inibicdo de 43% do crescimento micelial do
fungo. Mello et al. (2005) também verificaram que o 6leo de nim inibiu o
crescimento micelial do patdgeno.

Oleos essenciais de Lippia alba, Tagetes minuta, P. aduncum e Psidium
cattleyanum, inibiram o crescimento micelial de S. sclerotiorum a partir das
concentragdes de 0,01%, 0,20%, 0,10 e 0,05%, respectivamente (PANSERA et al.,
2011), j& os Oleos de orégano (Origanum syriacum var bevanii) e funcho
(Foeniculum vulgare) apresentaram inibicdo total do crescimento micelial do
patogeno, a partir das concentragdes de 3,2 pg mli™ ¢ 1,6 pg ml™, respectivamente
(SOYLU et al., 2007). Plantas nativas do cerrado j& tiveram seu efeito comprovado
in vitro contra S. sclerotiorum, a exemplo de Annona sp. (SILVA et al., 2008) e
Xylopia sp. (ASSIS et al., 2008). Extratos e fragOes de plantas cultivadas, como
milho, trigo, aveia, ervilhaca e feijdo também apresentam efeito negativo na
germinagéo carpogénica de S. sclerotiorum (SILVA et al., 2011).

O efeito de extratos e Oleos vegetais € muito estudado em relacdo ao
crescimento micelial do patégeno, entretanto sdo escassos os trabalhos relativos a
germinacdo carpogénica dos esclerodios. Algumas pesquisas embora tenham
constatado a acdo de extratos sobre a emissdo de apotécios, ndo testaram o efeito
destes extratos quando aplicados ao solo, tampouco foram avaliados os efeitos dos
extratos sobre os vegetais. Dessa forma, objetivou-se no presente trabalho, avaliar o
efeito de diferentes extratos vegetais sobre a germinacéo carpogénica de esclerddios

de S. sclerotiorum em meio agar-a4gua e em solo e sobre feijoeiro comum.



CAPITULO |

ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE EXTRATOS VEGETAIS SOBRE

Sclerotinia sclerotiorum

RESUMO: A germinacdo carpogénica e o crescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum foram avaliados sob extratos metandlicos de Annona cacans, A.
coriacea, A. sylvatica, A. crassiflora, A. dioica, Schinus terebinthifolius, Trichilia
silvatica, Geophila repens, Palicourea crocea e Guettarda viburnoides, fracoes
hexanica, hidrometanoélica, cloroférmica e acetato de etila de A. cacans e 6leo
essencial de S. terebinthifolius em ensaios conduzidos no Laboratério de
Microbiologia Agricola e Fitopatologia da Universidade Federal da Grande
Dourados. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com
10 repeti¢cbes A concentracdo dos extratos foi de 1000 ppm e das fragdes foi 100
ppm. Os extratos vegetais e as fragdes foram incorporados em meio agar-agua que
foi vertido em caixas gerbox com 20 esclerédios. O crescimento micelial foi avaliado
em Gleo essencial de S. terebinthifolius, sob trés concentragdes, incorporado ao meio
BDA. A germinagédo carpogénica apresentou-se menor sob 0s extratos de P. crocea,
G. repens e S. terebinthifolius e sob as fracdes acetato de etila e cloroférmica de A.
cacans. O numero de apotécios formados por gerbox foi menor com o extrato de A.
cacans. O crescimento micelial apresentou 10% de inibicdo na maior concentragdo

do 6leo essencial de S. terebinthifolius.

Palavras-chave: mofo branco, apotécio, controle alternativo



ANTIFUNGAL ACTIVITY OF PLANT EXTRACTS ON Sclerotinia

sclerotiorum

ABSTRACT: This work aimed to evaluate the effect of methanolic extracts of
Annona cacans, A. coriacea, A. sylvatica, A. crassiflora, A. dioica, Schinus
terebinthifolius, Trichilia silvatica, Geophila repens, Palicourea crocea and
Guettarda viburnoides, of A. cacans hexane, ethyl etila, aqueous and chloroform
fractions and the essential oil of S. terebinthifolius on mycelial growth and
carpogenic germination of Sclerotinia sclerotiorum. The experiments were
conducted in the Laboratdrio de Microbiologia Agricola e Fitopatologia at the
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) and the concentrations was 1000
ppm for the extracts en 100 ppm for the fractions. The experimental design was
completely randomized with 10 replicates. To evaluate germination carpogenic,
extracts and fractions were incorporated in agar-water that was poured into gerboxes
where 20 sclerotia were distributed. To evaluate the mycelial growth, essential oil of
S. terebinthifolius in 3 concentrations was incorporated into the PDA and then
poured into Petri dishes, to where pathogen mycelial discs were transferred. Extracts
of P. crocea, G. repens and S. terebinthifolius and Annona cacans ethyl acetate and
chloroform fractions reduced the carpogenic germination of sclerotia of S.
sclerotiorum and the extract of A. cacans reduced the number of apothecia formed.
The mycelial growth showed 10% inhibition at the highest concentration of essential

oil of S. terebinthifolius.

Key-words: white mold, apothecium, altenative control



1.1 INTRODUCAO

O controle de doengas de plantas é realizado principalmente pelo uso de
fungicidas, em funcéo da facilidade de aplicacéo e dos resultados imediatos (GHINI
e KIMATI, 2000). Entretanto a procura por vegetais e seus produtos livres de
agrotoxicos é crescente, estimulando a busca por novas medidas de protecdo das
plantas contra as doengas. Dentro deste contexto, a atividade de compostos
secundérios presentes em extratos ou Gleos essenciais de plantas medicinais pode
constituir-se em mais uma forma de controle alternativo de doengas em plantas
(STANGARLIN et al., 1999). De acordo com Patricio (2007) a utilizacdo de
biopesticidas € um dos métodos mais promissores e pesquisados para o controle de
doencas da parte area das plantas. Biopesticidas sdo produtos formulados com
fungos, bactérias ou substancias naturais, como extrato de plantas (WHEELER,
2002)

As plantas tém a capacidade de produzir metabdlitos secundarios como
fendis, acidos fendlicos, quinonas, flavonas, flavonodides, taninos, cumarinas,
terpendides e alcaldides e em muitos casos, estas substancias atuam como defesa da
planta contra microrganismos, insetos e herbivoros. Cientistas de diversos campos
tém investigado as atividades antimicrobianas das plantas demonstrando a agéo
inibitéria a varios grupos de microrganismos devido & producdo de fitoquimicos
(CAWAN, 1999).

Extratos ou Oleos essenciais de diversas espécies foram avaliados e tiveram
seu efeito comprovado no controle de fungos fitopatogénicos, como é o caso de
cravo-da-india, alho, canela (VENTUROSO et al., 2011), meldo-de-séo-caetano
(SILVA et al., 2011), pimenta-longa (LEE et al., 2001), orégano e funcho (SOYLU
et al., 2007), gengibre (RODRIGUES et al., 2007), nim (CARNEIRO et al., 2007),
manjericdo, arruda e carqueja (STANGARLIN et al., 1999) e Schinus terebinthifolius
(LIMA et al., 2010; RHOUMA et al., 2009), evidenciando o potencial do uso de
extratos e 6leos vegetais como alternativa aos fungicidas quimicos.

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, agente causal da doenga
conhecida como mofo branco ou podrid&o de esclerotinia, pode infectar mais de 400
espécies de plantas entre monocotileddneas e dicotiledéneas (BOLLAND e HALL,

1994). Este fungo é considerado um dos patdgenos mais importantes no mundo e



estd distribuido em todas as regides produtoras, sejam elas temperadas, subtropicais
ou tropicais, podendo atacar culturas como alfafa, batata, canola, ervilha, feijéo,
fumo, girassol, soja e tomate (LEITE, 2005). Vérios estudos j& demonstraram o
efeito de extratos de plantas no controle deste patdgeno.

Silva et al. (2008), ao testar os extratos de folhas e do cerne e cortex da raiz e
do caule da “fruta-do-conde”, planta pertencente & familia Annonaceae verificaram
que o extrato hexanico do cerne do caule da planta foi ativo contra o crescimento
micelial de S. sclerotiorum, entretanto, os demais extratos testados ndo apresentaram
o mesmo efeito. Os autores sugerem que o principio ativo contra o patégeno deve
estar presente em maior concentragdo no cerne do caule do que nas demais partes da
planta.

O gengibre (Zingiber officinalis) possui compostos com atividades
antimicrobianas como gingerol e zingibereno (ALBUQUERQUE, 1989). Rodrigues
et al. (2007) verificaram que 0 extrato aquoso de gengibre inibiu o crescimento
micelial de S. sclerotiorum em 92,5% e em quase 30% a producdo de esclerédios na
concentragdo de 25%, entretanto a incidéncia da doenca foi menor em plantas de
alface quando foi utilizada a massa do gengibre, quando comparada com o extrato
aquoso. Plantas de alface tratadas com massa de gengibre apresentaram maior
atividade da peroxidase, o que, segundo os autores, poderia justificar a menor
incidéncia da doenga nesse tratamento, pois a enzima estd relacionada com a
lignificacéo dos tecidos, o que dificultaria a entrada do patégeno na planta e reduziria
a difusdo de nutrientes para o fungo e de toxinas e enzimas fangicas para a planta.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a germinagéo
carpogénica de esclerodios de S. sclerotiorum sob diferentes extratos e 6leos de
espécies vegetais e avaliar o crescimento micelial do patégeno sob diferentes

concentragdes do 6leo essencial de S. terebinthifolius.



1.2 MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois experimentos, sendo o0 primeiro com cinco ensaios para
avaliar a germinagdo carpogénica e o segundo com um ensaio para avaliar o
crescimento micelial de S. sclerotiorum. Os experimentos foram conduzidos no
Laboratério de Microbiologia Agricola e Fitopatologia da Faculdade de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), no periodo de maio
de 2010 a janeiro de 2012.

1.2.1. Obtencdo, Multiplicacdo e Manutencéo do Indculo

Os isolados de S. sclerotiorum foram obtidos em éarea naturalmente infestada
pelo patdgeno no municipio de Chapaddo do Sul, MS. Os esclerodios foram
produzidos a partir da repicagem do micélio do fungo para erlenmeyers contendo
discos de cenoura previamente autoclavados. Os frascos foram incubados a 25°C, em
escuro pleno, por aproximadamente 30 dias. Apds esse periodo, os esclerddios
formados foram retirados dos frascos, lavados em agua corrente e armazenados a 5°C

até a sua utilizacdo nos experimentos.

1.2.2 Delineamento experimental e anélise de dados

Nos experimentos, 0s dados expressos em porcentagem foram transformados
em arco seno da V(x+1)/100 e os demais dados em Vx+1. Foi realizada a analise de
variancia com o auxilio do programa SISVAR, e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados de germinagéo carpogénica foram
submetidos & analise de regressdo entre o tempo de incubacdo (dias) como fator
independente e a germinagdo carpogénica (%) como variavel dependente para os

extratos testados.

1.2.3 Espécies vegetais

Folhas das espécies vegetais Annona cacans, A. crassiflora, A. coriacea, A.
sylvatica e Trichilia silvatica foram coletadas proximo a cidade de Dourados, MS.
As espécies Geophila repens, Palicourea crocea e Guettarda viburnoides foram
coletadas no Parque Ivinhema, no municipio de Ivinhema, MS. Frutos, folhas e

caules de Schinus terebinthifolius foram coletados no Horto de Plantas Medicinais da



UFGD, no municipio de Dourados, MS. As espécies foram identificadas pela
professora Dr. Zefa Valdevina Pereira e as exsicatas sob registro A. cacans (DDMS
3818), A. coriacea (DDMS 186), A. crassiflora (DDMS 4599), A. dioica (DDMS
4598), A. sylvatica (DDMS 4600), G. repens (DDMS 4467), G. viburnoides (DDMS
3520), P. crocea (DDMS 4448), S. terebinthifolius (DDMS 4602) e T. silvatica
(DDMS 4662) encontram-se depositadas no Herbério da Faculdade de Ciéncias
Bioldgicas e Ambientais — FCBA/UFGD.

1.2.4. Preparacdo, fracionamento e extracdo do Oleo essencial das espécies
vegetais

O material vegetal (folhas) das espécies foi desidratado em estufa de ar
circulante & temperatura de 55°C e triturado em moinho de facas. O extrato
metandlico foi obtido por maceragéo exaustiva com metanol.
Os extratos foram submetidos & particionamento liquido-liquido, com hexano,
cloroférmico e acetato de etila, que com posterior evaporacéo dos solventes em rota
evaporador resultaram nas fragdes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e
hidrometanolica.

Para obtencdo do o6leo essencial, frutos de S. terebinthifolius foram
submetidos & hidrodestilacdo em aparelho Clevenger, por quatro horas. O dleo

essencial obtido foi lavado com hexano e seco com sulfato de s6dio anidro.

1.2.5 Germinacao carpogénica sob diferentes extratos vegetais

Para a avaliacdo da germinagéo carpogénica foram realizados cinco ensaios,
em delineamento inteiramente casualizado, com 10 repeticdes e o nimero de
tratamentos variando para cada ensaio, conforme descrito no quadro 1.

Os extratos e partices foram dissolvidos em tubos de ensaio contendo &gua
esterilizada e autoclavada, na proporcéo de 0,59 de extrato e 9,5 mL de agua. Ap6s
agitacdo dos tubos em agitador Vortex para a dissolucéo dos extratos, a solucdo foi
vertida em 490 mL do meio 4gar-agua e transferida para caixas tipo gerbox (11,5 x
11,5 x 3,5 cm). Vinte esclerédios foram entdo distribuidos sobre o meio e os gerbox
foram incubados a 18°C com fotoperiodo de 12h luz/12h escuro. A concentragao
final dos extratos e do 6leo foi de 1000 ppm e das fases de 100 ppm.

As avaliagdes iniciaram-se a partir da verificacdo da emissdo de estipes, foi

enumerado o nimero total de esclerédios com emissdo de estipes e de apotécios e o
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nimero total de estipes e de apotécios por unidade experimental. Com base no
nimero de esclerédios com apotécios, foi calculada a porcentagem de germinagédo
carpogénica. Foi considerada germinacdo carpogénica a formagdo de apotécios pelo

esclerédio.

QUADRO 1. Ensaios realizados da germinagdo carpogénica de S. sclerotiorum sob
extratos metandlicos (1000 ppm) e fracGes obtidas a partir da
particdo dos extratos vegetais (100 ppm)

Ensaio Tratamentos

A. cacans

A. coriacea

A. sylvatica

A. crassiflora

A. dioica

Testemunha (somente 4gar/dgua)

. cacans

. cacans — fragdo hexanica

. cacans — fragdo cloroférmica

. cacans — fragédo acetato de etila

. cacans — fragdo hidrometandlica

S. terebinthifolius

Fungicida (i.a. Procimidone - 150 g 100 L™)*
Testemunha (somente 4gar/dgua)

>r>>>

T. silvatica
G. repens
3 P. crocea
G. viburnoides
Testemunha (somente 4gar/dgua)*

P. crocea
G. repens
4 G. viburnoides
Fungicida (i.a. Procimidone - 150 g 100 L™)*
Testemunha (somente 4gar/dgua)

S. terebinthifolius (caule)
S. terebinthifolius (folha)
5 S. terebinthifolius (6leo essencial)
Fungicida (i.a. Procimidone - 150 g 100 L™)*
Testemunha (somente &gar/dgua)

* concentracdo de 75 gi.a. L™
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1.2.6 Crescimento micelial sob diferentes extratos vegetais

Para a avaliagdo do crescimento micelial foi realizado um ensaio, em
delineamento inteiramente casualizado, com 10 repetigdes. Os tratamentos constaram
das concentragdes de 0, 100 e 1000 ppm de 6leo essencial de S. terebinthifolius, e 0
fungicida procimidone (150 g 100 L™).

O 0leo essencial de S. terebinthifolius e o fungicida foram homogeneizados
ao meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) e vertidos em placas de Petri. ApGs a
solidificagdo do meio, foram transferidos para o centro das placas discos miceliais do
patdgeno com 0,3 cm de didmetro provenientes de cultura pura em meio BDA. As
placas foram incubadas a temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas claro/12
horas escuro. As avaliagdes, realizadas diariamente, iniciaram-se 24 horas apds a
incubacdo e foram encerradas 96 horas ap6s, mensurando-se o didmetro das colnias
em dois eixos ortogonais, com o0 auxilio de uma régua milimetrada. A inibi¢do do
crescimento do patégeno (%) foi obtida comparando-se o didmetro médio, em cm,
entre as col6nias sob tratamentos e a testemunha, apos 4 dias de incubacéo, por meio
da formula: PIC = [(didmetro da testemunha-didmetro do tratamento)/didmetro da

testemunha] x 100.
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1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1 Germinacao carpogénica sob diferentes extratos vegetais

Observou-se que alguns dos extratos metanolicos avaliados afetaram a
germinagdo carpogénica de S. sclerotiorum. No primeiro ensaio (Figura 1),
utilizando os extratos metandlicos de A. cacans, A. coriacea, A. crassiflora, A.
sylvatica e A. dioica, apenas na avalia¢do realizada aos 43 dias ap6s incubagéo (DAI)
foi observada diferenga na germinagdo carpogénica entre os tratamentos (Quadro 2),
na qual a testemunha apresentou menor porcentagem de germinagéo carpogénica em
relacdo a A. cacans, A. dioica e A. coriacea, 72, 71 e 75%, respectivamente.
Entretanto, nas avaliagcbes posteriores a germinagdo carpogénica da testemunha
aumentou, igualando-se aos demais tratamentos. O extrato de A. cacans, aos 50 DAI
inibiu a emissdo do nimero de apotécios, em relacdo a testemunha e aos extratos de

A. dioica e A. coriacea.

O ————— dcaars y=-9946+341x R*=0,88 A
B A. coriacea y=-11222+382x R =0,88 6 E //x
A —— —— 4 crassiflora y=- 102,06+3,30x RJ=0,77 / ~
O— — — 4 syvarica y=-10213+343x R'=090 o / e
80 1 w— —— - 4 divica y=-11439+381x R*=083 e v “a
3 ¥ — —— — Testemunha vy=-140,45+423x RJ=O:87 /‘ _,/ P -
< -
e
3
< 60 1
(=]
=%
5
Q
=]
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- 40 T
g
5
4]
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0

30 37 43 50 55
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FIGURA 1. Germinagéo carpogénica (%) de S. sclerotiorum em extratos metanolicos
(1000 ppm) de diferentes espécies de Annonaceae em fungdo do tempo

(dias), ap0s a incubagéo.
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QUADRO 2. Germinagéo carpogénica (GC) e nimero de apotécios formados (NAF)
por unidade experimental de esclerédios de S. sclerotiorum sob
extratos metandlicos (1000 ppm) de diferentes espécies de

Annonaceae aos 43 e 50 dias de incubagéo (DAI), respectivamente

Tratamento GC (%) aos 43 DAI NAF aos 50 DAI
A. cacans 515 a 403 b

A. sylvatica 34,0 ab 67,0 ab

A. crassiflora 29,5 ab 53,7 ab

A. dioica 50,0 a 80,1 a

A. coriacea 58,5 a 79,6 a
Testemunha 145 b 79,9 a

CV (%) 46,9 22,6

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

Embora néo tenham apresentado efeito sobre a germinacgdo carpogénica de S.
sclerotiorum, extratos hexanicos de A. coriacea e A. crassiflora apresentaram
inibicdo da germinacéo de uredosporos de Phakopsora pachyrhizi na ordem de 93,9
e 96,25%, respectivamente (LIMA et al., 2007). O fungo Alternaria solani teve seu
crescimento micelial inibido em 26% e 17,5% quando exposto aos extratos
hexanicos de A. crassiflora e A. coriacea, respectivamente (MARQUES et al., 2007).
Entretanto, extratos etandlicos de A. crassiflora ndo apresentaram efeito no
crescimento micelial de Fusarium solani, mesmo na maior concentracdo que foi de
1600pg.mL™ (REGO etal., 2011).

Apesar da presenca de polifendis nos extratos metanolicos de A. sylvatica, A.
coriacea e A. crassiflora, que provavelmente foram os responsaveis por afetarem
negativamente a germinagdo de sementes de alface (BALDIVIA et al., 2010), estes
extratos ndo apresentaram nenhuma acéo na germinacdo carpogénica de esclerddios
de S. sclerotiorum, sugerindo que 0S compostos presentes nestes extratos, na
concentragdo utilizada, ndo afetam o patégeno em questdo. S&o escassos os trabalhos
avaliando a germinagdo carpogénica de S. sclerotiorum, mas ao avaliarem o
crescimento miceliogénico do patégeno em meio BDA, Silva et al. (2008)

verificaram que apenas o extrato de cerne do caule de Annona sp. inibiu o
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crescimento micelial do patégeno, enquanto que os extratos de folha e raiz ndo
apresentaram efeito sobre o fungo.

No segundo ensaio (Figura 2), a inibicdo da germinagdo carpogénica,
apresentou-se maior com o extrato metanélico de S. terebinthifolius e de A. cacans e
suas fracBes acetato de etila e cloroférmica. Na avaliacdo realizada aos 78 DAI, a
germinagdo carpogénica foi reduzida em 100, 94, 90 e 51% sob os extratos de A.
cacans, A. cacans fracdo cloroférmica, S. terebinthifolius e A. cacans fracdo acetato

de etila, respectivamente (Quadro 3).

@ ———— Testemunha y=-40,53+102Zx R'= 0.68
O— — — 4 cacans y=-1826+041x R'=045
A A. cacans (hexinica) y=-30,78 +0,77x R>=0,76
o, 80 4 Bt A. cacans (acetato de etila) y=0,0+0x R' =10 v
9 ¥Y— — — 4 cacans(hidrometanélica) v=-55.59 + 1,67 R’ =0,64 .
= N i A. cacans (cloroformica) yv=-2,68 +0,06x R'=034 e
5 ®——— — S rerebinthifolius y=-32579+0,0689x R’ =03324 -
= { Fungicida v -
-~
)
=11]
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]
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FIGURA 2. Germinagéo carpogénica (%) de S. sclerotiorum em extratos metanolicos
(1000 ppm) de S. terebinthifolius e A. cacans e suas fracdes (100 ppm)
hexanica, cloroférmica, acetato de etila e hidrometandlica, em funcédo

do tempo (dias), apds a incubacéo.
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QUADRO 3. Germinacdo carpogénica (%) de S. sclerotiorum sob extratos
metandlicos (1000 ppm) de Schinus terebinthifolius e Annona
cacans e suas fases (100 ppm) hexanica, acetato de etila,
hidrometandlica e cloroférmica aos 36, 45, 53, 60, 70 e 78 dias

apds incubacdo (DAI)

Tratamento Germinagao Carpogénica (%)

36 DAI 45 DAI 53 DAl 60 DAI 70 DAI 78 DAI
Annona cacans 00 b 00 b 10b 5,0 bc 65 ¢ 195 ¢
A.cacans — hexanica 1,0 ab 3,5 ab 8,5ab 95abc 20,0 b 355 b
A. cacans — cloroférmica 00 b 00 b 00Db 05 ¢ 15 ¢ 25 d
A. cacans — acetato de etila 00 b 00 b 00Db 00 c 00 c 00 d
A. cacans — hidrometanélica 10,0 a 18,0 a 32,5a 340a 64,0 a 835a
S. terebinthifolius 00 b 00 b 00b 0,0 c 00 c 4,0 cd
Procimidone* 00 b 05 b 15b 15 bc 20 ¢ 25 d
Testemunha 1,0 ab 5,0 ab 9,5ab 14,E ab 300 b 440 b
CV (%) 44,1 93,0 79,6 70,1 40,5 38,7

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

probabilidade. * Concentracéo de 75 gi.a. L™

O terceiro ensaio (Figura 3) foi realizado com os extratos metandlicos de P.
crocea, G. repens, T. silvatica e G. viburnoides. Os dois primeiros extratos inibiram
em 100% a germinacg&o carpogénica dos esclerodios em todas as épocas de avaliacéo,
diferido-se da testemunha. A germinagéo carpogénica sob os extratos de T. silvatica
e G. viburnoides foi menor que na testemunha somente na primeira avaliacdo, sendo
que, nas demais avaliagdes, ndo houve diferenga entre estes tratamentos e a
testemunha (Quadro 4).

No quarto ensaio (Figura 4), foram utilizados os extratos de P. crocea, G.
repens, G. viburnoides, além do fungicida procimidone, sendo que o resultado do
segundo ensaio se repetiu, com G. repens e P. crocea inibindo a germinagéo
carpogénica em relacdo ao extrato de G. viburnoides e a testemunha (Quadro 5).

Suffredini et al. (2006) consideram o extrato da parte aérea de Palicourea
guianensis uma fonte potencial de antibiético a Staphyilococcus aureus e
Enterococcus faecalis em razdo da baixa concentragdo minima inibitdria a estes

patdgenos, demonstrando a atividade antimicrobiana do género. Entretanto, Jorge



16

(2005) observou que o extrato bruto da planta P. crocea ndo foi ativo diante da S.
aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa e Candida
albicans, pois a concentragdo minima inibitoria do extrato bruto foi maior que 1000
mg mL"! para todos 0s microrganismos.

Extratos de Trichilia elegans e T. clausenii ndo apresentaram efeito no
crescimento micelial de Colletotrichum gloeosoporioides, sendo que este Gltimo
estimulou o crescimento do patdgeno (SIERRA-HAYER et al., 2009), corroborando
com os resultados do presente estudo, em que o extrato de Trichilia sp. ndo diferiu da
testemunha nos dois ensaios em que foi testado.

O extrato de Guettarda speciosa possui alcaldides, flavondides,
triterpendides, carboidratos, taninos e fendis que se mostraram efetivos na inibigéo
de Aspergillus niger e Candida albicans (THAMIZHVANAN et al., 2010),
entretanto para a germinagao carpogénica do patdgeno estudado no presente trabalho,

esses compostos ndo apresentaram atividade inibitoria.

® — —— - G viburnoides sp. y=-132,02 + 7,05x + 0,08x” R*=0,48
25 A G. repens R =10 °
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FIGURA 3. Germinagdo carpogénica (%) de S. sclerotiorum em extratos
metandlicos (1000 ppm) de T. silvatica, G. repens, P. crocea e G.

viburnoides em funcdo do tempo (dias), apds incubago.
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QUADRO 4. Germinacdo carpogénica (%) de S. sclerotiorum sob extratos
metandlicos (1000 ppm) de T. silvatica, G. repens, P. crocea e G.

viburnoides, aos 28, 35, 43 e 50 dias ap0s incubagéo (DAI)

Germinacéao Carpogénica (%)

Tratamento

28 DAI 35 DAI 43 DAI 50 DAI
P. crocea 00 b 00 b 00 b 00 b
G. repens 00 b 00 b 00 b 00 b
T. silvatica 00 b 11,0 ab 11,5 ab 135 a
G. viburnoides 00 b 144 a 14,4 a 12,0 ab
Testemunha 14 a 22,3 a 23,2 a 245 a
CV (%) 28,8 65,2 65,0 61,6

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

® ——— G repensy=-1537+053x R'=046

A —— —— G vibumoides y=-19,55+1,02x R’ =058

A—— — - TFungiciday=-16,97 +0,52x R*=0,56 =
® - — — Testemunha y = -32,86 + 1,14X RJ:OJS P4 i

30 4 O P crocea

20 4

10 A

Germinacio Carpogeénica (%)

Tempo (dias)

FIGURA 4. Germinacéo carpogénica (%) de S. sclerotiorum em extratos metanolicos
(1000 ppm) de G. repens, P. crocea, G. viburnoides e fungicida
procimidone (150 g 150 L™) em funcdo do tempo (dias), apds a

incubacéo.
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QUADRO 5. Germinacdo carpogénica (%) de S. sclerotiorum sob extratos
metandlicos (1000 ppm) de G. repens, P. crocea, G. viburnoides e
fungicida procimidone (150 g 100 L") aos 30, 38, 45 e 52 dias apds
incubacéo (DAI)

Germinacéao Carpogénica (%)

Tratamento

30 DAI 38 DAI 45 DAI 52 DAI
P. crocea 05 b 25 b 25 ¢ 35 ¢
G. repens 05 b 45 b 85 b 120 b
G. viburnoides 8,5 a 215 a 290 a 30,5 a
Procimidone* 00 b 05 ¢ 55 bc 110 b
Testemunha 15 ab 95 ab 20,0 ab 255 a
CV (%) 62,8 52,4 40,8 32,1

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. * Concentracéo de 75 gi.a. L™

No quinto ensaio foram utilizados 6leo essencial e extratos de caule e folha de
S. terebinthifolius (Figura 5). O extrato proveniente da folha teve comportamento
semelhante ao fungicida, entretanto também néo diferiu da testemunha (Quadro 6).

Para infectar o hospedeiro o fungo S. sclerotiorum necessita de uma fonte
exogena de energia (ABAWI e GROGAN, 1979), que em muitas culturas sdo as
flores (STEADMAN, 1983), por isso a época do florescimento é crucial para o
estabelecimento da doenca. Ao estudarem a podriddo de esclerotinia em plantas de
colza, Young e Werner (2012) verificaram que as pétalas das flores sdo a principal
rota de infecgdo do patdgeno. Desta forma, considerando que a janela de infecgdo
pelo patégeno ocorre no florescimento, mesmo 0s extratos que inibiram apenas
temporariamente a germinagéo carpogénica tém potencial para controle da doenca,
pois, quando ocorrer a liberacdo de esporos pelo apotécio, o periodo de maior
predisposicdo da cultura a infecgdo terd sido ultrapassado. Esse efeito foi observado
neste trabalho, pois na primeira avaliacdo a germinagdo carpogénica sob o 6leo de S.
terebinthifolius foi baixa, semelhante & germinagdo carpogénica sob o fungicida,
somente na segunda avaliacdo, realizada aos 40 dias é que houve aumento de

apotécios neste tratamento, em relacdo ao fungicida (Quadro 6).
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FIGURA 5. Germinacéo carpogénica (%) de S. sclerotiorum em extratos metanolicos

e Oleo essencial (1000 ppm) de S. terebinthifolius e fungicida
procimidone (150 g 100 L™) em funcdo do tempo (dias), apds

incubacéo.

QUADRO 6. Germinacdo carpogénica (%) de S. sclerotiorum sob extratos

metandlicos, 6leo essencial (1000 ppm) de S. terebinthifolius e
fungicida procimidone (150 g 100 L™) aos 32, 40, 85 e 56 dias apds
incubacédo (DAI)

Germinacao Carpogénica (%)

Tratamento

32 DAI 40 DAI 48 DAI 56 DAI
Schinus terebinthifolius (6leo) 75 b 410 a 675 a 775 a
S. terebinthifolius (folha) 18,8 ab 43,0 ab 52,5 ab 56,3 ab
S. terebinthifolius (caule) 275 a 83,0 a 913 a 925 a
Procimidone* 69 b 160 b 225 b 245 b
CV (%) 15,5 46,0 54,4 62,7

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. * Concentracéo de 75 gi.a. L™
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1.3.2 Crescimento micelial sob diferentes extratos vegetais

O crescimento micelial de S. sclerotiorum também foi avaliado nas
concentragdes de 0, 100 e 1000 ppm do 6leo essencial de S. terebinthifolius (Figura
6). Nas avaliacdes realizadas 24 e 48h ap0s a incubagdo, as maiores concentragoes
proporcionaram inibigdo do crescimento da coldnia, entretanto, na ultima avaliacdo
ndo houve diferenga entre as concentragdes. A inibicdo do crescimento micelial foi
de 10% na maior concentragdo (Quadro 7).

Estes resultados estdo de acordo com outros trabalhos, em que o patdgeno S.
sclerotiorum néo foi afetado pela utilizagdo de 6leo ou extrato de Schinus. Pansera et
al. (2011a), observaram que o 0Oleo essencial de S. terebinthifolius ndo controlou o
crescimento micelial de S. sclerotinia em nenhuma das concentragdes testadas. O
6leo essencial de Schinus molle também néo apresentou efeito sobre o patégeno
(PANSERA et al., 2011b). Garcia et al. (2012) também verificaram que o extrato de
S. molle inibiu somente 2,7% o crescimento micelial do fungo, ndo diferindo da
testemunha.

Entretanto, o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides foi
inibido em média 20% nas concentracdes de 3 e 4% do extrato de S. terebinthifolius
quando comparado a testemunha, mostrando resultados efetivos na reducdo do
desenvolvimento do patégeno (LIMA et al., 2010). De acordo com Matos (1988), a
mesma espécie botanica pode apresentar diferencas em sua composi¢do quimica, em
funcdo de sua ocorréncia em diferentes regiGes. A analise cromatografica do 6leo
essencial de S. terebinthifolius proveniente de frutos colhidos no horto de plantas
medicinais da UFGD identificou predomindncia de monoterpenos em sua
composicao, destacando-se como principal constituinte o B-pineno (FORMAGIO et
al., 2011), fitoconstituinte com acdo inibitdria em bactérias como S. aureus, S.
epidermidis, Streptococcus pneumoniae e S. pyogenes (LEITE et al., 2007). Portanto,
sugere-se que novos estudos sejam realizados utilizando-se outras concentragdes do

6leo proveniente de frutos para verificar seu efeito sobre o patégeno.



21

FIGURA 6. Diametro (cm) da coldnia de S. sclerotiorum em meio de cultura BDA,
sob diferentes concentracdes de 6leo essencial de S. terebinthifolius e
fungicida Procimidone (150 g 100 L™), ap6s 24, 48, 72 e 96 horas de
incubacdo. Médias seguidas da mesma letra em cada tempo de
avaliacdo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

QUADRO 7. Inibicdo do crescimento micelial (%) de S. sclerotiorum sob trés
concentragdes de dleo essencial de S. terebinthifolius e fungicida
Procimidone (150 g 100 L), ap6s 96h de incubacéo

Tratamentos Inibicéo (%)
Oppm 00 ¢
100ppm 0,0 c
1000ppm 100 b
Procimidone* 1000 a

CV (%) 32,1

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. * Concentracéo de 75 gi.a. L™
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1.4 CONCLUSOES

A germinagdo carpogénica teve aumento linear com o passar do tempo em
todos os extratos e particdes testadas, exceto sob o extrato de G. viburnoides, em que
foi verificada menor germinacéo carpogénica na ultima avaliacéo.

Em meio éagar-d4gua, os extratos de P. crocea, G. repens e as fragBes
cloroférmica e acetato de etila de A. cacans reduziram a germinacdo carpogénica,
indicando que estes extratos podem ter compostos com atividade fungicida em
relacdo a S. sclerotiorum.

Apesar de n&o ter reduzido a germinagdo carpogénica, o extrato de A. cacans
reduziu o nimero de apotécios formados por unidade experimental.

Sob o dleo essencial de S. terebinthifolius na concentragdo de 1000 ppm,

observou-se inibicdo de 10% do crescimento micelial do patégeno.
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CAPITULO I

ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE EXTRATOS VEGETAIS APLICADO EM
SOLO SOBRE Sclerotinia sclerotiorum

RESUMO: Com o objetivo de identificar a proporcédo de solo e areia mais adequada
para a germinacdo carpogénica de esclerodios de S. sclerotiorum e avaliar a acdo de
extratos e fragOes obtidas do particionamento de extratos vegetais aplicados em
substrato solo e areia na proporcdo 1:1 sobre a germinagdo carpogénica de S.
sclerotiorum, foram conduzidos seis ensaios entre maio de 2010 e janeiro de 2012.
Os ensaios foram realizados em delineamento inteiramente casualizado. Foram
testados os seguintes extratos e fragOes obtidas do particionamento dos extratos:
Palicourea crocea (fragbes cloroférmica, hexanica e acetato de etila), Annona
cacans (fracbes cloroférmica e acetato de etila), Schinus terebinthifolius (fracbes
cloroférmica e acetato de etila). Foram testadas também as seguintes fracbes
resultantes do particionamento dos extratos de plantas cultivadas: fragdes hexanica e
acetato de etila de aveia, fragdo hexanica de feijéo, fracdo diclorometanica de trigo e
fracdo acetato de etila de ervilhaca. Os extratos foram aplicados sobre os esclerddios
no dia da instalacdo do ensaio e 30 dias apés a instalacdo do ensaio. A germinagio
carpogénica foi maior no substrato solo e areia na proporgéo 1:1. Quando 0s extratos
foram aplicados no dia da instalagédo do experimento, ndo houve diferenca entre os
tratamentos. Quando os extratos foram aplicados 30 dias apés a instalacdo do ensaio,
a germinacdo carpogénica foi menor nos tratamentos fracdo acetato de etila de

ervilhaca e fragdo acetato de etila de S. terebinthifolius.

Palavras-chave: Mofo-branco, controle alternativo, germinacgdo carpogénica
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ANTIFUNGAL ACTIVITY OF PLANT EXTRACTS APPLIED IN SOIL ON

Sclerotinia sclerotiorum

ABSTRACT: Six assays were conducted to identify the proportion of soil and sand
most suitable for germination of sclerotia of Sclerotinia sclerotiorum and to assess
the effect of plant extracts applied in soil on sclerotia carpogenic germination. Assess
were from May 2010 to January 2012. The experimental design was completely
randomized. Is was evaluated the extracts Palicourea crocea, Annona cacans and
Schinus terebinthifolius and fractions chloroform, hexane and ethyl acetate of
Palicourea crocea, fractions chloroform and ethyl acetate of A. cacans, and
fractions chloroform and ethyl acetate of S. terebinthifolius. Fractions obtained of the
partition of extracts of cultivated plants: hexane and ethyl acetate extracts of oats,
beans hexane, dichlorometanic wheat and ethyl acetate of vetch were also evaluated.
Extracts were sprayed on the sclerotia in two times, on the day of the experiments
installations and 30 days after the installation. The carpogenic germination was
higher in soil and sand proportion 1:1. When the extracts were applied 30 days after
deposition on soil, carpogenic germination was lower in fraction ethyl acetate of

vetch and fraction ethyl acetate S. terebinthifolius.

Key-words: White mold, alternative control, carpogenic germination



29

2.1 INTRODUCAO

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, agente causal da doenga
conhecida como mofo branco, podriddo branca ou podriddo de esclerotinia, € um
patdgeno capaz de causar danos a varias espécies de plantas, sendo algumas delas de
grande valor econémico, como feijéo, soja, tomate e girassol. A doenga foi detectada
no Brasil pela primeira vez em 1921 na cultura da batata, em 1958 foi relatada
atacando a cultura do feijdo e em 1976 atacando a cultura da soja (NAPOLEAO et
al., 2001).

Até a década de 90 o mofo branco era restrito ao sul do Brasil, ocorrendo
esporadicamente em &reas de pivO central em Minas Gerais e Goids, porém nos
ultimos anos tornou-se um dos maiores problemas para a cultura da soja (HENNING,
2011). Aproximadamente 12% da area cultivada com soja no Brasil esta infestada
por S. sclerotiorum, principalmente nas regides de temperaturas amenas e a doenga
pode reduzir em até 40% a produtividade da cultura (MEYER, 2011). Devido a sua
importancia, a doenga foi indicada como prioridade de pesquisa pela Comisséo de
Fitopatologia da Reunido de Pesquisa de Soja (REUNIAO..., 2010).

Na soja, os sintomas ocorrem geralmente no tergo médio das plantas, na haste
principal, peciolos, folhas e vagens. Com o progresso da doencga, ha formacédo de
micélio e esclerddios dentro e na superficie dos tecidos colonizados. Apos a colheita,
0s esclerddios retornam ao solo e sobrevivem por até 11 anos. Os esclerddios
germinam carpogenicamente, formando apotécios ou miceliogenicamente, com
emissdo de micélio (LEITE, 2005). O micélio ndo consegue infectar plantas que
estdo a mais de 2 cm da origem da infecgdo (HUANG e KOKO, 1992), entretanto 0s
apotécios podem produzir grandes quantidades de ascosporos, que sdo disseminados
a longas distancias, e aderem-se aos tecidos vegetais, onde iniciam o processo de
infeccdo na parte area das plantas (LEITE, 2005; NAPOLEAO et al., 2001). A
severidade do mofo branco € proporcional & densidade de indculo do patégeno no
solo, desta forma, o controle da doenca é efetivo quando ocorre a reducédo do indculo,
ou seja, do nimero de esclerddios no solo, com consequente diminui¢cdo do niimero
de apotécios e da ejecdo de esporos (GORGEN et al., 2010; MEYER, 2011), ja que

estes sdo considerados a principal fonte de indculo de S. sclerotiorum (ADAMS e
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AYERS, 1979; SUTTON e DEVERALL, 1983 citados por HUANG e KOKKO,
1992;).

A germinacdo carpogénica pode ser suprimida por residuos de diferentes
culturas e também por diferentes extratos vegetais (HUANG et al., 2007,
MONTEIRO et al., 2012; REIS et al., 2011; SILVA et al., 2011). A maioria destes
trabalhos foi conduzida em laboratério, com os esclerddios imersos em &gar
solidificado. Considerando que, a campo, os esclerédios encontram-se no solo apés a
colheita, deveriam ser pesquisados os efeitos de extratos aplicados ao solo, condigéo
mais proxima daquela encontrada no campo, para tanto, faz-se necessario identificar
0 substrato que proporcione maior germinagao carpogénica.

Nesse contexto, objetivou-se, no presente trabalho, identificar a proporcéo de
solo e areia mais adequada para a germinacdo carpogénica de esclerddios de S.
sclerotiorum e avaliar a acdo de extratos e fases obtidas do particionamento de
extratos vegetais, aplicados ao substrato, sobre a germinagdo carpogénica de

patégeno.
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2.2 MATERIAL E METODOS

Foram realizados seis ensaios no Laboratério de Microbiologia Agricola e
Fitopatologia da Faculdade de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD), no periodo de julho de 2009 a setembro de 2012, sendo um para
identificar a proporcéo solo:areia mais apropriada para a germinagdo carpogénica e
cinco para avaliar a germinagdo carpogénica de esclerddios de S. sclerotiorum sob

extratos vegetais aplicados ao solo.

2.2.1 Obtengéo, multiplicagdo e manuten¢do do indculo

Os isolados de S. sclerotiorum foram obtidos em area naturalmente infestada
pelo patdgeno no municipio de Chapaddo do Sul, MS. Os esclerodios foram
produzidos a partir da repicagem do micélio do fungo para erlenmeyers contendo
discos de cenoura previamente autoclavados, os frascos foram incubados a 25°C, em
escuro pleno, por aproximadamente 30 dias. Apds esse periodo, os esclerddios
formados foram retirados dos frascos, lavados em agua corrente e armazenados a 5°C

até a utilizacdo dos mesmos nos experimentos.

2.2.2 Delineamento experimental e anélise de dados

Todos os ensaios foram realizados em delineamento inteiramente casualizado
e cada unidade experimental foi constituida por uma caixa tipo gerbox contendo 20
esclerodios. Os dados de germinacéo carpogénica (%) foram transformados em arco
senoV(x+1)/100, e os demais dados foram transformados em Vx+1, para analise de
variancia e comparacédo entre as médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade,
com o auxilio do programa SISVAR. Os dados de germinagdo carpogénica foram
submetidos & analise de regressdo entre o tempo de incubacdo (dias) como fator
independente e a germinagdo carpogénica (%) como variavel dependente para os

extratos testados.

2.2.3 Espécies vegetais
Folhas da espécie vegetal Annona cacans foram coletadas proximo a cidade
de Dourados, MS. Folhas da espécie vegetal Palicourea crocea foram coletadas no

Parque lvinhema, no municipio de Ivinhema, MS. Folhas da espécie vegetal Schinus
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terebinthifolius foram coletados no Horto de Plantas Medicinais da UFGD, no
municipio de Dourados, MS. Estas espécies foram identificadas pela professora Dr.
Zefa Valdevina Pereira e as exsicatas sob registro A. cacans (DDMS 3818), P.
crocea (DDMS 4448) e S. terebinthifolius (DDMS 4602) encontram-se depositadas
no Herbario da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais - FCBA/UFGD.
Folhas das espécies cultivadas aveia, ervilhaca, feijdo e trigo foram coletadas
na Fazenda Experimental da Faculdade de Ciéncias Agrarias da UFGD, no

municipio de Dourados, MS.

2.2.4. Preparacao e fracionamento das espécies vegetais

O material vegetal de A. cacans, P. crocea e S. terebinthifolius foi
desidratado em estufa de ar circulante & temperatura de 55°C e triturado em moinho
de facas. O extrato metandlico foi obtido por maceracéo exaustiva com metanol.

O material vegetal das espécies cultivadas foi desidratado por 48 h em estufa
com circulacdo de ar e temperatura de 55°C e triturado em moinho elétrico. O extrato
etanolico foi obtido por percolagdo com etanol, a frio, por cinco dias.

Os extratos foram submetidos & particionamento liquido-liquido, com hexano,
diclorometano, cloroférmico e acetato de etila, que com posterior evaporagdo dos
solventes em rota evaporador resultaram nas fragcbes hexanica, diclorometanica,

cloroférmica e acetato de etila.

2.2.5 ldentificacdo da proporgédo solo:areia mais adequada para a germinagao
carpogénica

Foram testados cinco proporgdes de solo:areia (solo; areia; solo e areia na
proporcdo 1:1; solo e areia na proporgéo 2:1; solo e areia na proporgéo 1:2) com 10
repeti¢des. O tratamento testemunha foi 4gar-agua. O solo foi coletado na éarea da
UFGD. O solo e a areia foram esterilizados por trés dias consecutivos por 1 hora a
temperatura de 120°C. Foi realizada a analise quimica do solo (Latossolo Vermelho
Distroférrico) que revelou as seguintes caracteristicas: pH (em H;O) = 5,2; Al
trocavel (cmol.dm™) = 0,8; Ca + Mg (cmol. dm™) = 1,60; P — Mehlich 1 (mg dm™®) =
0,8; K (mg dm™) = 0,08; matéria organica = 10,16 g kg™; V(%) = 19; m (%) = 32;
soma de bases = 1,68 (cmol. dm™); CTCt = 8,9 (cmol, dm™); CTCe = 2,5 (cmol, dm
%); argila = 872 g kg'™; silte = 94 g kg™ e areia = 34 g kg'™;
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Uma camada de aproximadamente 2 cm do substrato foi acondicionada em
caixas tipo gerbox (11,5 x 11,5 x 3,5 cm) e umedecida com 10 mL de agua
esterilizada. Sobre o substrato foram distribuidos 20 esclerddios. As caixas gerbox
foram lacradas e incubadas a 18°C com fotoperiodo de 12h luz/12h escuro até o final
do experimento.

As avaliagdes iniciaram-se a partir da verificacdo da emissdo de estipes, onde
foi enumerado o nimero total de esclerddios com emisséo de estipes e de apotécios e
0 nimero total de estipes e de apotécios por unidade experimental. Com base no
nimero de esclerédios com apotécios, foi calculada a porcentagem de germinagédo
carpogénica. Foi considerada germinacéo carpogénica a formacédo de apotécios pelo

esclerédio.

2.2.6 Avaliacdo da germinacao carpogénica de esclerdodios de S. sclerotiorum

Para a avaliacdo da germinacdo carpogénica sob extratos e fragdes obtidas do
particionamento dos extratos vegetais aplicados no substrato solo:areia na proporgéo
1:1, foram realizados 6 ensaios. A aplicacdo do extrato ocorreu no dia da instalagéo
do experimento, quando foi realizada a infestacdo do substrato ou 30 dias ap6s a
instalacdo do experimento (considerados como 0 d.a.i e 30 d.a.i). O numero de
tratamentos e de repeti¢Ges variou para cada ensaio, conforme descrito no Quadro 1.

O substrato solo:areia na proporgdo 1:1, esterilizado conforme descrito no

item 2.2.5, foi acondicionado em caixas tipo gerbox e umedecido a 70% da
capacidade de campo. Sobre o substrato foram distribuidos 20 esclerédios. A
capacidade de campo do substrato foi verificada atraves do método do anel
volumétrico com uso da mesa de tensdo para determinar a macro e microporosidade
do substrato, onde as amostras foram submetidas a uma tensédo de 6Kpa, por 24h,
sendo necessério adicionar 0,25g de 4gua para cada 1g de substrato, para que o
substrato atingisse 70% da capacidade de campo. Foi realizada a analise quimica do
solo (Latossolo Vermelho Distroférrico) que revelou as caracteristicas descritas no
item 2.2.5

Os extratos e fragdes obtidas do particionamento dos extratos foram
dissolvidos em tubos de ensaio contendo agua esterilizada e autoclavada. Apos
agitacdo dos tubos em agitador Vortex para a dissolucdo dos extratos, 10 mL da
solucdo foi aplicada sobre os esclerddios com o auxilio de um atomizador DeVilbiss

(nimero 15) acoplado a um aspirador/compressor Fanem (modelo C.A). A



34

concentragdo final dos extratos foi de 1000 ppm e das fragcbes de 100 ppm. As

avaliagdes foram realizadas conforme descrito no item 2.2.5.

QUADRO 1. Ensaios realizados para avaliar a germinacdo carpogénica de S.

sclerotiorum sob extratos etandlicos e metandlicos de espécies

vegetais

Ensaio

Tratamentos

(d.a.i)

Repeticdes Aplicacao

Ervilhaca — fracdo acetato de etila
Aveia — fracdo hexanica

Feijdo — fragdo hexanica

Trigo — fragéo diclorometénica
Aveia — fracdo acetato de etila
Testemunha

15

Ervilhaca — fracdo acetato de etila
Aveia — fracdo hexanica

Feijdo — fragdo hexanica

Trigo — fragéo diclorometénica
Aveia — fracdo acetato de etila
Testemunha

10

30

P. crocea

P. crocea — hexanica

P. crocea — cloroférmica

P. crocea — acetato de etila

A. cacans

A, cacans — cloroférmica

A. cacans — acetato de etila

S. terebinthifolius

S. terebinthifolius — acetato de etila
Testemunha

Fungicida (i.a. Procimidone 150 g 100 L™)*

. crocea

. crocea — hexanica

. crocea — cloroférmica

. crocea — acetato de etila

. cacans

. cacans — acetato de etila

. terebinthifolius

S. terebinthifolius - cloroférmica

S. terebinthifolius — acetato de etila
Testemunha

Fungicida (i.a. Procimidone 150 g 100 L™)*

»wWXrX>»>TVTTUVTUVDU

. crocea

. crocea — hexanica

. crocea — cloroférmica

. crocea — acetato de etila
. cacans

>V U TUDU

10

30
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A. cacans — cloroférmica

A. cacans — acetato de etila

S. terebinthifolius

S. terebinthifolius - cloroférmica

S. terebinthifolius — acetato de etila
Testemunha

Fungicida (i.a. Procimidone 150 g 100 L™)*

* Concentracdo de 75 gi.a. L™
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 ldentificacdo da proporgéo solo:areia mais adequada para a germinagao
carpogénica

No experimento para identificacdo da proporcdo solo e areia mais adequada
para a germinacéo carpogénica dos esclerddios, observou-se a emisséo de estipes em
todos os tratamentos aos 36 dias apos incubagdo (DAI), com excegdo dos substratos
solo e solo:areia (2:1). N&o foi observada formagdo de apotécios em nenhum dos
tratamentos naquela avaliagdo. O maior numero de esclerédios com emissdo de
estipes foi observado no tratamento agar-4gua. Nas avaliacBes subseqlentes, o
nimero de esclerddios que apresentaram emissdo de estipes foi maior nos
tratamentos solo e areia (1:1) e solo e areia (1:2) (dados ndo apresentados). Os dados
de germinacdo carpogénica foram submetidos a andlise de regressdo entre o tempo
de incubagdo e a germinagdo carpogénica (%). Para todos os tratamentos, houve
aumento linear da germinagéo carpogénica com o tempo de incubagéo (Figura 1).

Na avaliagdo realizada aos 43 DAI os substratos solo, solo:areia (2:1) e
solo:areia (1:1) apresentaram o menor nimero de esclerédios com emissdo de
apotécios. Nesta avaliacdo, a germinacdo carpogénica foi maior no tratamento agar-
agua (27%), entretanto, nas avaliacBes seguintes, este tratamento apresentou menor
germinagdo carpogénica, comparado a outros tratamentos, indicando que, nas
condigBes deste experimento, 0 meio &gar-4gua proporciona um maior nimero de
apotécios no inicio da incubacdo, mas com o passar do tempo, a velocidade da
formac@o de apotécios tende a diminuir, quando comparada aos demais tratamentos
(Quadro 2).

A partir das avaliagOes realizadas aos 56 DAI, a mistura solo e areia (1:1) e
(1:2) apresentou a maior germinacdo. Aos 70 DAI, apenas 50% dos esclerédios em
agar-4gua apresentavam germinacgdo carpogénica, contra 98,6% e 94,6% dos
tratamentos solo e areia nas proporgdes 1:1 e 1:2, respectivamente.

Apesar de ndo ter apresentado maior porcentagem de germinagdo neste
trabalho, o substrato agar-4gua proporcionou maior germinacéo carpogénica (89%),
ao lado de areia grossa esterilizada e vermiculita em trabalho realizado por Reis et al.

(2011). Monteiro et al. (2012) observaram que a mistura solo e areia na proporgao
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1:1 foi o substrato que apresentou maior porcentagem de escler6dios germinados

(100%), confirmando o resultado encontrado no presente trabalho.

A ——— 550 y=9016+21x R= 0767
¥— — — Arela y=-5499+18x R =0,816
- ——- Soloareia (1:1) y=-150,64+3,8x R =0,874 * L ¢
A—— —- Soloareia (2:1) y=-11445+28x R’ =0,708 v / v
¥— —  — Soloareia (1:2) y=-80,11+2,7x R*=0716 //
80 A
g
=]
2
) ]
(OI) 60
=
=
51
8
& 40 4
-5
=
=
O
@)
20 1
e T T T T
43 50 56 63 70

Tempo (dias)

FIGURA 1. Germinagdo carpogénica (%) de S. sclerotiorum sob diferentes

substratos em funcédo do tempo (dias), apds a incubag&o.
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QUADRO 2. Germinagdo carpogénica (%) de esclerodios de S. sclerotiorum sob

diferentes substratos aos 43, 50, 56, 63 e 70 dias apds incubacdo

(DAI)
Germinagéo carpogénica (%)
Substratos Dias ap6s incubagéo
43 50 56 63 70

Solo 1 b 15 ¢ 31 b 49 cd 55 dc
Areia 11 ab 42 ab 47 b 57 cd 62 dc
Solo e areia (1:1) 8 Db 26 bc 86 a 98 a 99 a
Solo e areia (2:1) 3 b 26 bc 44 b 70 bc 75 bc
Solo e areia (1:2) 18 ab 66 a 87 a 93 ab 95 ab
Agar-agua 27 a 38 bc 42 b 45 d 50 d
CV (%) 46,9 39,4 63,0 32,3 33,2

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

2.3.2 Avaliagdo da germinacao carpogénica de esclerddios de S. sclerotiorum

Nos ensaios em que 0s extratos foram aplicados no substrato infestado,
observou-se que as fases obtidas do particionamento dos extratos de plantas
cultivadas, quando aplicadas no dia da instalagdo do ensaio, ndo apresentaram
diferencas significativas na germinagdo carpogénica dos esclerddios. Para todos 0s
tratamentos houve aumento da germinacdo carpogénica ao longo do tempo de

incubacéo (Figura 2).
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80 ®»—— —— = Trigo - diclorometano y=-63.,5512 +20,6581x R2=0,5743
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A  Ervilhaca - acetato de etila s -
A Aveia - hexénica -
7  Feijao - hexanica // o~ ¥
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FIGURA 2. Germinagdo carpogénica (%) de S. sclerotiorum sob diferentes fragoes
(100 ppm) resultantes do particionamento de extratos etandlicos de
plantas cultivadas, aplicadas no dia da instalacdo do ensaio em fungéo

do tempo (dias), apds a incubagéo.

Quando a aplicacdo das fragOes obtidas do particionamento dos extratos de
plantas cultivadas ocorreu 30 dias ap0s a instalagdo do ensaio (Figura 3), a fracdo
acetato de etila de ervilhaca proporcionou menor germinagéo carpogénica em relagdo
a fracdo hexénica de aveia, aos 37 dias ap0s a incubacdo. Aos 49 dias apos
incubacdo, a fracdo acetato de etila de ervilhaca proporcionou menor germinagdo
carpogénica em relacdo as fracBes hexénica de aveia e de feijdo e em relagdo a
testemunha. J& aos 56 dias ap0ds incubagdo, sob a fracdo acetato de etila de ervilhaca,
a germinacdo carpogénica menor, quando comparada a testemunha ou & fracdo
hexanica de feijdo. A inibicdo foi de 39 e 30%, em relacdo a testemunha para as
avaliagOes realizadas aos 49 e 56 DAI, respectivamente (Quadro 3). Esta diferenca
em funcdo da época da aplicagdo dos extratos pode ser devido & aplicagdo ser mais
proxima a época de germinacdo dos esclerddios, pois em todos 0s ensaios a emisséo
de apotécios ocorreu préximo aos 30 dias de incubacdo dos mesmos. Em trabalho

conduzido por Silva et al. (2011), todas as fases utilizadas no presente ensaio
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afetaram negativamente a germinacéo carpogénica de esclerodios de S. sclerotiorum
em todas as épocas de avaliagdo, entretanto, tal trabalho foi conduzido em agar-agua.
Tais resultados sugerem que o comportamento dos compostos presentes nos extratos
e fracBes sobre a germinacdo carpogénica de esclerddios pode ser diferente em

funcdo do substrato utilizado.

@———— Testemunha y=-122,2+40x R=0851
i Ervilhaca acetato de etila y=-87,8+2 8x R*=0.7
Y¥——— —- Aveia acetato de etilay =-114,6+3,6x R=0.9 / g
A—— — - Aveiahexénica y=-75,51+3,1x R'=0,60 4
¥ — — —- Feijio hexAnica y=-102,8 + 3,69 R’=075 A 7 }
80 - & — — — Trigo diclorometinico y = -85,9+2.8x R’ =09 // v
&
=
e
=]
-
=]
g
gn 60 A
=]
=
-
-]
1]
8
o 40 A
o]
£
(=
S
20 A -
/
A
; T T T T
30 37 43 49 56

Tempo (dias)
FIGURA 3. Germinagdo Carpogénica (%) de S. sclerotiorum sob fragdes (100 ppm)
resultantes do particionamento de extratos etandlicos de plantas
cultivadas, aplicadas 30 dias ap6s a instalagéo do ensaio em funcédo do

tempo (dias), apds a incubagéo.
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QUADRO 3. Germinagdo carpogénica (%) de esclerodios de S. sclerotiorum sob
diferentes fragdes (100 ppm) resultantes do particionamento dos
extratos etandlicos de plantas cultivadas, aplicadas aos 30 dias apos

instalacdo do ensaio, aos 37, 49, 56 dias apds incubacio (DAI)

Germinacgéo carpogénica (%)

Particao Dias apds incubacéo

37 49 56
Aveia — hexanica 50 a 84 a 88 abc
Aveia — acetato de etila 6 b 72 ab 83 abc
Ervilhaca — acetato de etila 8 b 54 b 66 ¢
Feijdo — hexénica 39 ab 91 a 95 a
Trigo — diclorometanica 14 ab 61 ab 68 bc
Testemunha 14 ab 88 a 93 ab
CV (%) 779 17,3 13,0

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

No primeiro ensaio realizado com extratos e fragdes obtidas do
particionamento de extratos vegetais aplicados no dia da instalacéo do ensaio (Figura
4), apenas na avaliacéo realizada aos 44 DAI, houve diferenga significativa entre 0s
tratamentos, onde a germinacdo carpogénica dos esclerédios sob o extrato de P.
crocea foi menor em relacdo a fracdo hexé&nica de P. crocea e as fraches
cloroférmica e acetato de etila de S. terebinthifolius, que proporcionaram as maiores
porcentagens de germinacdo carpogénica, 48, 56 e 49%, respectivamente (Quadro 4),
mas nenhum dos tratamentos diferiu da testemunha. Para todos os tratamentos houve
aumento constante da germinacdo carpogénica ao longo do tempo. O tratamento
fungicida néo diferiu da testemunha.

S&o escassos os trabalhos relacionados ao efeito de extratos de P. crocea
sobre patdgenos, entretanto, extratos aquosos de Palicourea marcgravii causaram
mortalidade em pulgdo preto do citrus superior a 50%, na concentragdo de 10mg/m e
concentracdo de 50mg/m, a mortalidade foi de 100%, demonstrando o potencial
inseticida dessa espécie (GONZAGA et al., 2008).
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FIGURA 4. Germinagdo carpogénica (%) S. sclerotiorum sob extratos metanolicos
(1000 ppm) e fragdes (100 ppm) resultantes do particionamento de
extratos vegetais, aplicados no dia da instalagdo do ensaio em fungéo do

tempo (dias), apds a incubagédo
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QUADRO 4. Germinagdo carpogénica (%) de esclerodios de S. sclerotiorum sob
diferentes extratos metandlicos (1000 ppm) e fracbes (100 ppm)
resultantes do particionamento dos extratos metandlicos de espécies
vegetais, aplicados no dia da instalacdo do ensaio, aos 44 dias apds
incubacéo (DAI)

Extrato/Particao Germinacao carpogénica (%)
P. crocea 10 b
P. crocea — hexénica 48 a
P. crocea — cloroférmica 39 ab
P. crocea — acetato de etila 23 ab
A. cacans 40 ab
A. cacans - cloroférmica 31 ab
A. cacans — acetato de etila 35 ab
S. terebinthifolius 27 ab
S. terebinthifolius — cloroférmica 56 a
S. terebinthifolius — acetato de etila 49 a
Testemunha 34 ab
Fungicida* 26 ab
CV (%) 32,9

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. * Concentracdo de 75 gi.a. L™

Este ensaio foi repetido, sem a fracdo cloroférmica de A. cacans, porém, em
nenhuma das avaliagdes foi verificada diferenga entre os tratamentos. Na primeira
avaliacdo, realizada aos 28 DAL, todos os tratamentos ja apresentavam estipes, mas
nenhum deles apresentava formacdo de apotécios, somente na segunda avaliagéo,

realizadas aos 35 DAI houve formacéo de apotécios (Figura 5).
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FIGURA 5. Germinagdo carpogénica (%) S. sclerotiorum sob extratos metanolicos
(1000 ppm) e fragdes (100 ppm) resultantes do particionamento de
extratos metanodlicos de espécies vegetais, aplicados no dia da

instalacdo do ensaio em fungdo do tempo (dias), ap6s a incubagao.

No ensaio em que os extratos e fraces foram aplicados aos 30 dias apds a
instalacdo do ensaio, houve aumento da germinagéo carpogénica ao longo do tempo
(Figura 6). A andlise de regressdo dos tratamentos fracbes hexanica e cloroférmica
de P. crocea, A. cacans, fragdo acetato de etila de A. cacans, e fragdes cloroférmica e
acetato de etila de S. terebinthifolius e o fungicida ndo foi significativa. A
germinagéo carpogénica foi 88 e 76% menor no tratamento S. terebinthifolius fase
acetato de etila em relagdo a testemunha nas avaliacGes realizadas aos 32 e 39 DAI,

respectivamente (Quadro 5).
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FIGURA 6. Germinacdo carpogénica de S. sclerotiorum sob extratos metanolicos
(1000 ppm) e fracdes (100 ppm) resultantes do particionamento dos
extratos metanolicos de espécies vegetais, aplicados aos 30 dias apds

instalacdo do ensaio em fungdo do tempo (dias), ap6s a incubagao.
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QUADRO 5. Germinacao carpogénica (%) de esclerddios de S. sclerotiorum sob
diferentes extratos metanodlicos (1000 ppm) e fases (100 ppm)
resultantes do particionamento de extratos metandlicos de espécies
vegetais, aplicados aos 30 dias apés instalacéo do ensaio, aos 32 e 39

dias apos incubacéo (DAI)

Germinacgéo carpogénica (%)

Extrato/Particao Dias ap6s incubacao

32 39
P. crocea 15,0 ab 34,5 ab
P. crocea — hexénica 14,0 ab 35,0 ab
P. crocea — cloroférmica 22,5 ab 50,0 ab
A. cacans 15,0 ab 26,0 ab
A. cacans - cloroférmica 20,0 ab 455 ab
A. cacans — acetato de etila 13,5 ab 31,5 ab
S. terebinthifolius 22,5 ab 55,5 ab
S. terebinthifolius - cloroférmica 21,0 ab 37,0 ab
S. terebinthifolius - acetato de etila 35 b 150 b
Testemunha 29,5 a 62,5 a
Fungicida* 18,5 ab 39,0 ab
CV (%) 68,1 58,4

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. * concentracéo de 75 g i.a. L™

O extrato de A. cacans apresentou atividade fungicida sobre o patégeno
provavelmente devido aos compostos quimicos j& identificados em extratos de
plantas da familia Annonaceae como alcaldides, flavonoides, flavononas,
triterpendides, esterdides, flavonas, flavonois, xantonas, saponinas, taninos, entre
outros (BRITO et al.,, 2008; BALDIVIA et al. 2010). Os extratos hexanico e
etanolico do caule de Annona sp. foram ativos contra S. sclerotiorum, demonstrando
a atividade fungicida de compostos presentes nesta planta (ASSIS et al., 2008).

O extrato de S. terebinthifolius ndo foi eficiente em inibir a germinagéo do
patdgeno, mas a fracdo acetato de etila de S. terebinthifolius inibiu a germinacgéo em
mais de 90% em relagdo a testemunha, nas primeiras avaliacBes. Extratos de

etanolicos de S. terebinthifolius inibiram o crescimento micelial de Colletotrichum
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gloeosporioides em concentragdes superiores a 2%, (LIMA et al., 2010) e o extrato
aquoso de S. terebinthifolius na concentragédo de 15% inibiu em 25% o crescimento
micelial de Aspergilus nigrus e em 79% a esporulacdo deste patogeno (SOUZA et
al., 2009), o que comprova o efeito fungicida dessa espécie. Desta forma, maiores
estudos envolvendo esta espécie devem ser realizados com o objetivo de identificar

0S compostos com acdo fungicida presentes no extrato.
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2.4 CONCLUSOES

Esclerddios de S. sclerotiorum apresentaram maior germinagdo carpogénica
no substrato solo e areia na proporgéo 1:1.

Houve menor germinagdo carpogénica sob as fragOes acetato de etila de
ervilhaca e de S. terebinthifolius, quando estas foram aplicadas aos 30 dias apds a
infestagdo do substrato.

A aplicacéo dos extratos e fragdes aos 30 dias apds a instalacdo do ensaio
apresenta maior efeito negativo sobre a germinacgdo carpogénica dos esclerddios do

que aplicados no dia da infestagéo do ensaio.
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CAPITULO I

EFEITO DE EXTRATOS VEGETAIS SOBRE FEIJOEIRO COMUM

RESUMO: Foram conduzidos dois ensaios na Universidade Federal da Grande
Dourados, para avaliar o efeito de extratos metandlicos sobre as cultivares de
feijoeiro comum IAPAR 81 e IPR Siriri, em casa de vegetacdo. Utilizou-se o
delineamento de blocos casualizados com 3 repeti¢bes. Os extratos metandlicos de
Schinus terebinthifolius, Palicourea crocea e Annona cacans e as fragoes
cloroférmica de P. crocea e cloroférmica e acetato de etila de S. terebinthifolius e
6leo essencial de S. terebinthifolius foram aplicados via pulverizacdo sobre as
plantas aos 30 dias ap6s a semeadura. A concentragdo dos extratos e do 6leo foi de
1000 ppm e das fragBes de 100 ppm. Sete dias ap6s a aplicagdo foram realizadas as
avaliacOes de altura de planta, nimero de foliolos por planta e fitotoxicidade. No
primeiro ensaio, a altura das plantas foi menor sob a fragdo acetato de etila de S.
terebinthifolius. As demais caracteristicas avaliadas ndo apresentaram diferenca entre
os tratamentos. Constatou-se que 0s extratos ndo apresentaram fitotoxicidade nas

cultivares de feijao avaliadas.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L; fitotoxicidade; alelopatia



52

EFFECT OF PLANT EXTRACTS ON COMMON BEAN

ABSTRACT: Two experiments were conducted in greenhouse conditions, to
evaluate the effect of methanol extracts on common bean cultivars IAPAR 81 and
IPR Siriri. The two tests were conducted in a randomized block design with three
replications. Methanol extracts of Schinus terebinthifolius, Palicourea crocea and
Annona cacans and the fractions chloroform of Palicourea crocea, chloroform and
ethyl acetate of S. Terebinthifolius and essential oil of S. terebinthifolius were
sprayed on plants 30 days after sowing. Seven days after spraying plant height,
number of leaves per plant and phytotoxicity were assessed. Plant height was lower
in the extract of S. terebinthifolius - ethyl acetate. There was no effect in the other

parameters. All extracts evaluated did not cause phytotoxicity in the common bean.

Key-words: Phaseolus vulgaris L; phytotoxicity; allelopathy
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3.1 INTRODUCAO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é altamente suscetivel ao
patdgeno Sclerotinia sclerotiorum Lib de Barry, causador da doenca conhecida como
mofo branco, principalmente nas condicGes de baixas temperaturas e solo Umido,
como nos plantios irrigados por pivd central (LOBO JUNIOR et al., 2009). Segundo
Ricardo et al. (2009), o dano econémico causado pelo mofo branco no feijoeiro pode
chegar a R$ 1.399,13 ha™.

A doenca apresenta seus sintomas nas hastes, folhas e vagens e os tecidos
afetados apresentam lesdes encharcadas seguidas pela formacéo de micélio branco de
aspecto cotonoso. Apds alguns dias é verificada a formacdo de esclerddios interna e
externamente aos tecidos da planta. Os esclerddios, além de serem as estruturas de
sobrevivéncia do fungo, sdo também responséveis pela producgdo do inoculo, uma
vez que podem germinar carpogenicamente, formando apotécios e liberando os
ascosporos (STEADMAN, 1983). Para que ocorra a infecgdo, o fungo necessita de
uma fonte exdgena de energia, que aparentemente é fornecida pelas flores do
feijoeiro, desta forma, o controle quimico da doenga depende de uma boa cobertura
das flores com o fungicida (STEADMAN, 1983; VIEIRA et al., 2001).

O controle da doenca tem sido realizado por meio de uma aplicacdo de
fungicida no inicio da floracdo (VIEIRA et al., 2001; NAPOLEAO et al., 2001),
entretanto a demanda por produtos livres de substancias tdxicas tem incentivado a
busca por produtos naturais, como 6leos e extratos, que sejam eficientes no controle
de doencas de plantas (CARNEIRO et al., 2007). Desta forma, a pesquisa tem se
voltado a exploracéo de plantas superiores como fonte de compostos fungicidas uma
vez que as plantas sintetizam compostos secundarios, como fendis, flavondides,
taninos e cumarinas, que apresentam agéo antimicrobiana (GURJAR et al., 2012).

Metabolitos secundarios de plantas consistem em compostos de baixo peso
molecular, considerados como ndo essenciais para a manutencdo da vida, mas
cruciais para a sobrevivéncia do organismo produtor (HADACEK, 2002). A
exploracdo da atividade biolégica de compostos secundarios de plantas pode
constituir em mais uma forma potencial de controle alternativo de doengas em
plantas cultivadas (STANGARLIN et al., 1999).
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Trabalhos realizados com extratos ou 6leos extraidos de plantas medicinais
apontaram o potencial das mesmas no controle de fitopatdgenos, tanto por acéo
fungitoxica direta quanto pela inducdo de fitoalexinas, indicando a presenca de
compostos com caracteristica de elicitores (STANGARLIN et al., 1999). Smith
(1996) define elicitores como moléculas de origem bidticas ou abidticas capazes de
estimular qualquer resposta de defesa nas plantas.

O o6leo de nim (Azadirachta indica) controlou o oidio do feijoeiro em
aplicagdes realizadas antes e depois do surgimento de sintomas da doenga e reduziu
em mais de 50% o numero de manchas nas folhas quando aplicados antes da
inoculacdo. O nimero de manchas por folha e a severidade do oidio também foram
reduzidas com a aplicagéo do extrato de sementes de nim (CARNEIRO et al., 2007).

Extratos de plantas também foram ativos contra Colletotrichum
lindemuthianum, causador da antracnose do feijoeiro. O crescimento micelial do
patdgeno foi reduzido com os extratos de Myrcia fallax, Origanun vulgare, Siparuna
arianeae, Styrax pohlii e Miconia argyrophylla e a germinacdo dos conidios foi
reduzida com os extratos de M. argyrophylla, Matayba elaeagnoides e Ocimum
gratissimum (PINTO et al., 2010).

Desta forma fica evidente a atividade fungicida de compostos presentes em
extratos vegetais, entretanto, alguns compostos, como o extrato de nim, podem
apresentar fitotoxicidade quando em altas concentracbes, dependendo da espécie,
idade e fase de desenvolvimento da planta (MOSSINI e KEMMELMEIER, 2005). A
fitotoxicidade pode ser devido aos efeitos alelopéticos, ja& que a alelopatia é a
influéncia de um individuo sobre o outro, podendo prejudicar o ou favorecer o
segundo através de aleloquimicos produzidos pela planta (RICKLI et al., 2011).
Chou e Kuo (1986), também sugerem que a fitotoxicidade de extratos vegetais sobre
outras plantas € atribuida a diversidade de aleloquimicos presentes em sua
composicao, originados do metabolismo secundéario dos vegetais.

De acordo com Nishida et al. (2005), o termo alelopatia foi usado pela
primeira vez por Molisch, em 1937, para designar o fendbmeno onde substancias
liberadas por uma planta afetam o crescimento e o desenvolvimento de outra. Rice
(1979) relata que os aleloquimicos podem ser encontrados em todas as partes dos
vegetais: caule, folhas, raizes, inflorescéncias e flores, frutos e sementes. Entretanto,
a grande maioria dos trabalhos tem empregado folhas como principal fonte dessas

substancias. Assim, objetivou-se, neste trabalho, verificar o efeito de extratos
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metandlicos de Schinus terebinthifolius, Palicourea crocea e Annona cacans, do 6leo
essencial de S. terebinthifolius e das fracfes cloroférmica de P. crocea e das fraces

cloroférmica e acetato de etila de S. terebinthifolius sobre plantas de feijoeiro.
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3.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Universidade Federal
da Grande Dourados — UFGD, no periodo de julho a outubro de 2012. Foram
realizados dois ensaios, o primeiro com a cultivar IAPAR 81 e 0 segundo com
cultivar IPR Siriri, ambas de crescimento indeterminado. Foram utilizadas bandejas
de polietileno (48 x 29 x 9cm) contendo 5,8 kg de latossolo vermelho distroférrico
coletado na area da UFGD. Foi realizada anélise do solo utilizado como substrato
que revelou as seguintes caracteristicas: pH (em H,0) = 5,2; Al trocavel (cmol.dm™)
= 0,8; Ca + Mg (cmol. dm™®) = 1,60; P — Mehlich 1 (mg dm®) = 0,8; K (mg dm™) =
0,08; Matéria organica = 10,16 g kg™*; V(%) = 19; m (%) = 32; Soma de bases = 1,68
(cmol. dm™); CTCt = 8,9 (cmol. dm™); CTCe = 2,5 (cmol, dm™); argila = 872 g kg™;
silte = 94 g kg™ e areia = 34 g kg™. O solo foi adubado com a formula 00-20-20.

Foram semeadas quatro linhas com 14 sementes previamente tratadas com a
mistura carbendazim + thiram (200 ml p.c. 100 kg de sementes) em cada linha, ap6s
a emergéncia foi realizado o desbaste, restando oito plantas por linha. Para a
avaliagdo, foram consideradas as quatro plantas centrais de cada linha. Cada bandeja
representava duas parcelas. A irrigacdo era realizada a cada dois dias com 1 litro de
agua por bandeja. A semeadura ocorreu no dia 19 de julho de 2012 para o primeiro
ensaio e no dia cinco de setembro de 2012 para 0 segundo ensaio.

Os tratamentos constaram da pulverizacdo dos extratos metanolicos de S.
terebinthifolius, P. crocea e A. cacans e as fracdes cloroférmica de P. crocea e
cloroférmica e acetato de etila de S. terebinthifolius. No segundo ensaio foi
adicionado o tratamento dleo essencial de S. terebinthifolius. Na testemunha utilizou-
se somente agua. A concentracdo dos extratos foi de 1000 ppm para 0s extratos
metandlicos e o dleo essencial e de 100 ppm para as fracBes provenientes do
particionamento dos extratos.

Aos 30 dias ap6s a semeadura o0s extratos metandlicos e as fracdes obtidas do
particionamento dos extratos vegetais foram misturados em 100 mL de agua
destilada e posteriormente aplicados sobre todas as plantas da parcela, utilizando um

pulverizador manual com gatilho para garrafa PET.
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3.2.1 Espécies vegetais

Folhas de A. cacans foram coletadas proximo a cidade de Dourados, MS. A
espécie P. crocea foi coletada no Parque Ivinhema, no municipio de lvinhema, MS.
Frutos e folhas de S. terebinthifolius foram coletados no Horto de Plantas Medicinais
da UFGD, no municipio de Dourados, MS. As espécies foram identificadas pela
professora Dr. Zefa Valdevina Pereira e as exsicatas sob registro A. cacans (DDMS
3818), P. crocea (DDMS 4448), S. terebinthifolius (DDMS 4602) encontram-se
depositadas no Herbario da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais —
FCBA/UFGD.

3.2.2 Preparacdo, fracionamento e extracdo do Oleo essencial das espécies
vegetais

O material vegetal (folhas) das espécies foi desidratado em estufa de ar
circulante & temperatura de 55°C e triturado em moinho de facas. O extrato
metandlico foi obtido por maceracéo exaustiva com metanol.

Os extratos foram submetidos & particionamento liquido-liquido, com
cloroférmico e acetato de etila, que com posterior evaporacéo dos solventes em rota
evaporador resultaram nas fragBes cloroférmica e acetato de etila.

Para obtengdo do 6leo essencial, frutos de S. terebinthifolius foram
submetidos & hidrodestilacdo em aparelho Clevenger, por quatro horas. O dleo

essencial obtido foi lavado com hexano e seco com sulfato de s6dio anidro.

3.2.3 Delineamento experimental e anélise de dados

As variaveis analisadas foram altura de planta, medindo-se a distancia da
superficie do solo até o é&pice das plantas; niumero de foliolos por planta e
fitotoxicidade. A fitotoxicidade foi avaliada visualmente aos 37 dias apds a
semeadura, adotando-se a escala de avaliagéo visual de Frans (1972), que varia de 1
a 9, onde 1 significa auséncia de sintoma e 9 morte da planta, conforme descrito por
Fontes et al. (2010).

O delineamento estatistico utilizado foi o de blocos casualizados, com trés
repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos & analise de varidncia e os
tratamentos comparados através do teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade

pelo programa SISVAR.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A fracéo acetato de etila de S. terebinthifolius proporcionou menor altura de
plantas, quando comparados ao extrato de S. terebinthifolius, entretanto, n&o

diferiram dos demais tratamentos nem da testemunha (Figura 1).
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FIGURA 1. Altura de plantas de feijoeiro cv IAPAR 81 sob extratos metanolicos e
fracOGes obtidas do particionamento dos extratos, aplicados 30 dias apds

a semeadura.

Para as caracteristicas numero de foliolos e fitotoxicidade ndo houve
diferenca entre os tratamentos (Quadro 1). No segundo ensaio, além dos tratamentos
do primeiro ensaio, foi acrescentado o dleo de S. terebinthifolius, mas nenhuma das

caracteristicas avaliadas apresentou diferenga (Quadro 2).
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QUADRO 1. Numero de foliolos e fitotoxicidade em feijoeiro cv IAPAR 81, aos 37

dias apds emergéncia, apds aplicacdo de extratos metandlicos (1000

ppm) e fragdes (100 ppm) obtidas do particionamento dos extratos

metandlicos de espécies vegetais

Extratos Numero de Fitotoxicidade*
foliolos

Palicourea crocea 9,5"™ 0,5™

P. crocea - fragéo cloroférmica 8,3 0,8
Schinus terebinthifolius 9,0 0,3

S. terebinthifolius — fracdo cloroférmica 10,8 11

S. terebinthifolius — fracdo acetato de etila 10,8 1,0
Annona cacans 10,8 1,1
Testemunha 11,0 0,5

CV (%) 11,7 101,9

" Médias ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

*Escala de avaliacdo visual de Frans (1972)

QUADRO 2. Altura de plantas, nimero de foliolos e fitotoxicidade em feijoeiro cv

IPR Siriri, aos 37 dias ap6s emergéncia, apds aplicacdo de extratos

metandlicos e 6leo (1000 ppm) e fragdes (100 ppm) obtidas do

particionamento dos extratos metandlicos de espécies vegetais

Extratos Alturade NuUmero de Fitotoxicidade*
plantas foliolos

Palicourea crocea 19,54 9,8"™ 05™
P. crocea — cloroférmica 20,67 9,3 0,3
Schinus terebinthifolius 19,08 11,0 1,1
S. terebinthifolius — cloroférmica 20,50 10,5 1,1
S. terebinthifolius — acetato de etila 19,00 10,8 1,0
S. terebinthifolius — éleo 20,00 10,8 0,7
Annona cacans 20,17 8,8 0,8
Testemunha 20,04 10,8 0,5
CV (%) 8,4 22,4 101,2

" Médias ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

*Escala de avaliacdo visual de Frans (1972).
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Plantas de feijoeiro que receberam aplicacdo de extratos de Nicotiana
tabacum na concentracdo de 10% (p/v) e DalNeem (produto comercial a base de
nim) na concentragdo de 10% (v/v), apresentaram fitotoxicidade de 20 e 629%,
respectivamente, mas extratos de cinamomo e jamboldo ndo causaram fitotoxicidade
nas plantas. O peso médio das vagens foi reduzido em 30 e 35% nos tratamentos a
base de DalNeem e extrato de jamboldo (DEQUECH et al., 2008). No presente
trabalho ndo foi avaliado o peso das vagens, mas nenhum dos extratos causou
fitotoxicidade as plantas.

O estudo dos efeitos alelopéaticos de plantas sobre o estabelecimento
(germinacdo e crescimento inicial) de feijoeiro tem sido objeto de estudo de varios
autores, entretanto, poucos estudos sdo conduzidos para verificar a acdo de extratos
vegetais sobre a cultura estabelecida. Plantas de feijoeiro, soja e trigo com oito dias
foram expostas a exsudatos de raiz de sorgo, com 0 objetivo de testar sua agdo
alelopatica sobre as plantas. Os autores constataram um leve sintoma visual de
fitotoxicidade, mas ndo houve diferenca entre os tratamentos sobre o peso de matéria
seca das plantas, indicando que as plantas de feijdo foram mais resistentes aos
exsudatos do que plantas de soja e de trigo (SOUZA et al., 1999). Em experimento
para avaliar os efeitos alelopéticos de extratos vegetais sobre germinacdo e
crescimento inicial de feijoeiro, Faria et al. (2009), verificaram que 0s extratos
aquosos de milheto estimularam o comprimento de hipocétilo e o comprimento de
radicula de feijdo e diminuiram a porcentagem de germinacdo e a velocidade de
emergéncia dessas plantas.

Embora extrato e 6leo essencial de S. terebinthifolius ndo tenha causado
fitotoxicidade ao feijoeiro, outros trabalhos indicam atividade alelopética desta
planta. O extrato aquoso de S. terebinthifolius apresentou alelopatia na germinagéo
de alface, com reducéo de 24 e 47% na porcentagem de germinacdo, e redugéo de 55
e 75% no indice de velocidade de emergéncia, para 0s extratos na concentracdo de
50% e 100%, respectivamente (SOUZA et al., 2007). Carpes et al. (2010) também
verificaram que o0 extrato aquoso de S. terebinthifolius na concentracdo de 20%
apresentou redugdo de 85% na germinacdo de alface quando comparado a
testemunha.

Nesello et al. (2006) realizaram andlise cromatografica de 6leo essencial

proveniente de folhas de trés especimes de S. terebinthifolius e verificaram que cada
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espécime apresentava compostos majoritarios distintos. Os 6leos que apresentaram
maior efeito negativo tanto na porcentagem de germinacdo quanto no indice de
velocidade de emergéncia foram os provenientes dos espécimes 1 e 3, demonstrando
que a mesma espécie pode apresentar diferencas na sua composi¢do. Como no
presente trabalho o extrato metanolico de S. terebinthifolius, as fases cloroférmica e
acetato de etila e o 6leo essencial dessa planta ndo causaram fitotoxicidade as plantas
de feijdo, na concentragéo utilizada, sugere-se testar outras concentragdes e realizar a
analise cromatografica dos extratos.

O efeito alelopatico de espécies da familia Annonaceae j& foi descrito na
literatura. Extrato metandlico das espécies de Annona coriacea, A. crassiflora, A.
dioica e A. sylvatica na concentracdo de 1% apresentaram efeito alelopatico sobre a
germinagdo e desenvolvimento inicial de plantulas de alface (FORMAGIO et al.,
2010). Silva et al. (2009) também verificaram que extrato de A. coriacea, nas
concentragbes de 1, 2 e 4 % apresentaram efeito negativo na porcentagem de
germinacdo e no indice de velocidade de emergéncia de Euphorbia heterophylla,
Ipomea grandifolia e Brachiaria brizantha sendo que esta Gltima também foi afetada

pelo extrato de A. dioica.
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3.4 CONCLUSOES

Extratos metandlicos de S. terebinthifolius, A. cacans e P. crocea, as fracdes
cloroférmica e acetato de etila de S. terebinthifolius e cloroférmica de P. crocea e o
6leo essencial de S. terebinthifolius, nas concentracfes de 1000 ppm para 0s extratos

e 100 ppm para as fragOes, ndo apresentaram fitotoxicidade ao feijoeiro.
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CONSIDERACOES FINAIS

Constatou-se que a germinacdo carpogénica de esclerodios de Sclerotinia
sclerotiorum foi menor sob os extratos metandlicos de Palicourea crocea, Geophilla
repens e sob as fracBes acetato de etila e cloroféormica de Annona cacans,
incorporados ao meio agar-agua.

Observou-se que o 6leo de Schinus terebinthifolius em meio batata-dextrose-
agar, mesmo na maior concentragéo (1000 ppm), inibiu somente 10% do crescimento
micelial de S. sclerotiorum, ndo sendo indicado para controle deste patdgeno.

A proporcdo solo e areia 1:1 foi o substrato que proporcionou maior
germinagdo carpogénica dentre os substratos testados neste estudo e, portanto, pode
ser utilizada em demais trabalhos que visem a germinacdo deste patégeno em
condic¢Bes semelhantes aquelas encontradas no campo.

Quando os extratos e as fracdes foram aplicadas via pulverizagdo no substrato
solo:areia (1:1), observou-se menor germinagdo carpogénica quando a parti¢éo
Schinus terebinthifolius fase acetato de etila e a partigdo ervilhaca fase acetato de
etila foram aplicadas 30 dias apds a instalacéo do experimento. Quando estes extratos
foram aplicados no dia da instalagdo do experimento ndo houve alteracdo na
germinagédo carpogénica dos esclerddios.

Verificou-se que os extratos tém acgdo distinta quando incorporados ao meio
agar-a4gua e quando aplicados sobre o substrato solo e areia (1:1) infestado, o que
justifica futuros trabalhos para avaliar o controle do patégeno nestas condigdes.

Extratos metandlicos de Schinus terebinthifolius, Annona cacans e
Palicourea crocea, as fases S. terebinthifolius cloroférmica e acetato de etila e P.
crocea cloroférmica e o Oleo essencial de S. terebinthifolius ndo apresentaram

fitotoxicidade ao feijoeiro comum.
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