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RESUMO

O presente trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar o potencial dos
6leos essenciais de Cymbopogon flexuosus (OEC), Vernonia polyanthes (OEV),
e fosfito de potéssio (FP) no controle da antracnose do feijoeiro causada por
Colletotrichum lindemuthianum. Para a avaliacdo do crescimento micelial e
germinacdo de conidios foram realizados dois experimentos in vitro. Os
tratamentos consistiram do OEC e OEV nas concentracfes de 0, 125, 250, 500,
1.000 e 2.000 pL L* e FP a5 mL L™ Para avaliar a eficacia do OEC e OEV no
controle da antracnose, plantas de feijoeiro foram pulverizadas com os mesmos
tratamentos dos testes in vitro. Foram realizados experimentos de Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV) e determinacdo das enzimas peroxidase (POX) e
fenilalanina amdnia-liase (FAL) para o estudo dos mecanismos de atuacdo dos
produtos utilizados que se mostraram mais promissores no controle da doenga.
Verificou-se a total supressdo do crescimento micelial e germinagdo do fungo
com o OEC em concentragdes superiores a 250 e 500 pL L™, respectivamente. O
OEC e OEV nas doses de 1.000 pL L reduziram a severidade da doenca em
53,14 e 28,13%, respectivamente. Como componentes majoritarios, foram
identificados no OEC o geranial 46,86% e neral 33,4%, j& para o0 OEV foram
identificados o germacreno-D (42,19%), biciclogermacreno (17,23%) e o B-
cariofileno (13,58%). As imagens de MEV mostraram que o FP, OEC e OEV
reduziram o desenvolvimento micelial e a emissdo de tubos germinativos. O FP
e 0 OEC induziram aumento nos teores de POX e FAL nos tecidos do feijoeiro.
Desta forma, o controle da antracnose do feijoeiro foi obtido tanto pela atividade
antifungica direta do FP e OEC como pela inducdo de enzimas de defesa.

Palavras-chave:  Controle  alternativo de  doengas.  Colletotrichum
lindemuthianum. Inducdo de resisténcia. Microscopia eletronica de varredura.
Phaseolus vulgaris.



ABSTRACT

This study was conducted with the objective of evaluating the potential of
Cymbopogon flexuosus (EOC) and Vernonia polyanthes (EOV) essential oils
and potassium phosphate (PP) in controlling anthracnose in bean plants caused
by Colletotrichum lindemuthianum. In order to evaluate mycelial growth and
conidial germination, two in vitro experiments were conducted. The treatments
consisted of the EOC and EQV at concentrations of 0; 125; 250; 500; 1,000 and
2,000uL L, and FP 5ml L. To evaluate the effectiveness of the EOC e EOQV in
the controlling anthracnose, bean plants were pulverized with the same
treatments of the in vitro tests. We performed experiments with scanning
electron microscopy (SEM) and the determination of peroxidase (POX) and
phenylalanine ammonia lyase (PAL) enzymes for studying the mechanisms of
the products used which have proven most promising in disease control. We
observed the complete suppression of mycelial growth and fungus germination
with the EOC at concentrations superior to 250 and 500uL L™, respectively. The
EOC and EOV at doses of 1000uL L* reduced the severity of the disease in
53.14 and 28.13%. As the major components, we identified in the EOC, the
geranial 46.86% and neral 33.4%, while in the EOV we identified the
germacrene-D (42.19%), bicyclogermacrene (17.23%) and [-caryophyllene
(13.58%). The SEM images showed that the PP, EOC e EOV reduced mycelial
growth and the emission of germination tubes. The PP and EOC induced an
increase in the levels of POX and PAL in bean tissues. Thus, control of
anthracnose was obtained both by direct antifungal activity of PP and EOC and
by the induction of defense enzymes.

Keywords: Alternative diseases control. Colletotrichum lindemuthianum.
Resistance induction. Scanning electron microscopy. Phaseolus vulgaris.
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1 INTRODUCAO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é um dos produtos agricolas de
maior importancia econémica e social por se constituir em um dos principais
alimentos da populacdo brasileira além de ser cultivado em grandes extensdes de
areas empregando méao de obra durante todo o seu ciclo.

A produgdo nacional de feijdo em 2012, considerando as trés safras do
produto, foi de 2.826.404 toneladas, a &rea colhida foi de 2.747.355 ha,
resultando em uma produtividade de 1.028 Kg/ha. O feijoeiro é cultivado em
todo o territério nacional, sendo que os seis principais Estados (PR, MG, GO,
CE, BA, SP) respondem por 70% do total produzido no Pais. Minas Gerais
ocupa a segunda posicao, produzindo 633.827 toneladas em 411.308 ha com
produtividade de 1.541 Kg/ha (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA - IBGE, 2013).

O Brasil é o maior produtor mundial de feijdo, apesar disto, pode-se
dizer que a produtividade média nacional é baixa comparada a paises como
Estados Unidos e China. Além das condi¢Oes climaticas, as doencas sdo
responsaveis pela baixa produtividade do feijdo no Brasil.

A cultura do feijoeiro pode ser afetada por mais de 300 doencas
causadas por virus, bactérias, fungos e nematoides (VIECELLI et al., 2010). A
antracnose causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.)
Bri. & Cav. destaca-se como uma das mais importantes doengas do feijoeiro e
apresenta ampla distribuicio no Brasil. As lesdes podem afetar desde
cotilédones e hipocétilo de plantulas infectadas, levando-as a morte, até caule,
peciolos, limbo foliar e vagens de plantas adultas, comprometendo as sementes
(POMPEU; DUDIENAS; ITO, 1992).

O controle da antracnose pode ser conseguido através de praticas
culturais, resisténcia varietal e produtos quimicos (BIANCHINI; MARINGONI;
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CARNEIRO, 2005). Entretanto, o uso indiscriminado de fungicidas tem causado
danos aos seres vivos, ao meio ambiente e favorecido o surgimento de racas
resistentes a essas substancias quimicas. Além disto, com o avan¢o do sistema
de producdo organica de plantas, h4 interesse na busca de novas praticas
agricolas que substituam os métodos convencionais de controle de doencas
(RODRIGUES et al., 2007).

Neste contexto, atencdo tem sido voltada para a utilizagdo de substancias
alternativas aos fungicidas tradicionais, que sejam eficientes no controle de
fitopatdgenos e apresentem baixo impacto ambiental e risco aos consumidores.
Essas substancias extraidas das plantas podem tornar-se mais baratas que 0s
fungicidas, estarem facilmente disponiveis ao pequeno agricultor e apresentarem
baixo risco de intoxicagdo humana e de poluicdo do meio ambiente, podendo,
em muitos casos, serem obtidas na prépria propriedade agricola (MARTINEZ,
2002). Todos esses atributos fazem com que estes produtos alternativos sejam
adequados para a abordagem holistica da agricultura biodindmica e, sobretudo
dos organicos (BETTI et al., 2009). Pois, enquanto os produtores convencionais
de feijdo dispdem de uma ampla gama de produtos quimicos para o controle de
doengas nas lavouras, as opc¢des disponiveis aos agricultores que utilizam
sistemas organicos de producéo do feijdo sdo reduzidas e pouco estudadas.

Diversos trabalhos mostram o potencial de 6leos essenciais (OES) de
plantas no controle de fitopatdgenos, tanto por sua acdo fungitoxica direta,
inibindo o crescimento micelial e a germinacdo de esporos, quanto pela
capacidade de induzir o acumulo de fitoalexinas indicando a presenca de
moléculas com caracteristica eliciadora (PEREIRA et al., 2012).

Hoyos et al. (2012) testaram 26 Oleos essenciais em diferentes
concentracdes sobre Pseudocercospora griseola, agente causal da mancha
angular do feijoeiro, desses, 25 demonstraram eficiéncia em inibir a germinagéo

deste agente patogénico, atingindo niveis de inibicdo entre 80% e 100%.
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Cymbopogon citratus e Cymbopogon martini inibiram a germinagdo de conidios
em todas as concentracdes. Nesse mesmo trabalho, os autores verificaram
através de microscopia eletrénica de transmissdao (MET), que C. citratus, C.
martini apresentaram ac¢do antifungica direta sobre P. griseola, causando graves
danos na ultraestrutura celular dos conidios, como alteragcbes no conteudo
citoplasmatico, vacuolizacdo, ruptura da membrana plasmaética, da parede
celular, penetragédo do dleo, condensacéo citoplasmética e diminuig¢éo das cristas
mitocondriais.

Silva et al. (2012a) avaliaram o efeito dos OEs de Hyptis marrubioides,
Aloysia gratissima e Cordia verbenacea como um tratamento preventivo para
controlar ferrugem asiatica da soja. Os autores observaram que todos os
tratamentos inibiram em 100% a germinacdo de Phakopsora pachyrhizi. Nos
testes in vivo observou-se que todos os 6leos foram eficientes no controle da
ferrugem da soja, para 0 tratamento preventivo, principalmente nas
concentracdes mais altas.

Desta forma, o presente trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar
0 potencial dos Oleos essenciais de Cymbopogon flexuosus (Steud.) Wats.,
Vernonia polyanthes Less. e fosfito de potassio no controle da antrachose do

feijoeiro causada por Colletotrichum lindemuthianum.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A culturado feijoeiro

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é uma planta herbécia, dicotileddnea
originaria das Américas, pertencente a familia Leguminosae, pode apresentar
habito de crescimento determinado ou indeterminado, com ciclo anual variando
de 60 a 120 dias (SANTOS; GAVILANES, 2006). O feijoeiro comum ¢é a
espécie mais cultivada entre as demais do género Phaseolus, que inclui P.
coccineus, P. acutifolius, P. lunatus.

Na agricultura brasileira, o feijdo é um dos produtos de maior
importancia econdmica e social, por ser cultivado em grandes extensGes de areas
e pelo emprego de méo de obra durante o ciclo da cultura. A producéo nacional
de feijéo registrada em 2012, considerando as trés safras do produto, foi de 2,8
milhdes de toneladas, menor 19,3% quando comparada a obtida em 2011. Houve
reducdo de 19,1% da area plantada e 25,4% na area colhida em comparacéo ao
ano anterior. A cultura é cultivada em todo o territorio nacional, sendo que os
seis principais Estados (PR, MG, GO, SP, CE e BA) responderam por 70,1% do
total produzido no Pais. O Parana manteve-se como principal produtor, com uma
participacdo na producdo de 24,0%, ou seja, 677.650 toneladas, redugdo de
16,9% a safra obtida em 2011. O Estado de Minas Gerais, 2° maior produtor
nacional em 2012, participou com 22,4% totalizando 633.827 toneladas do gréo
(IBGE, 2013).

Em nivel mundial, o consumo do feijdo esta distribuido nos continentes,
nas seguintes proporgdes: Américas 43,2%, Asia 34,5%, Africa 18,5%. Europa
3,7% e Oceania 0,1%. Os paises em desenvolvimento sdo responsaveis por
86,7% do consumo mundial (SALVADOR, 2009).
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A cultura é cultivada em trés safras anuais sendo umas das poucas
culturas cujo mercado € autorregulavel, ou seja, se ocorrer excesso ou escassez
de feijdo, os produtores promovem ajuste da area plantada na safra seguinte
compatibilizando, em curto prazo, a oferta com as necessidades de consumo.

Apesar de ser o maior consumidor e produtor mundial de feijdo, a
produtividade média do Brasil em 2012 foi de 1.028 Kg/ha (IBGE, 2013), valor
muito abaixo da produtividade de paises como os Estados Unidos e a China.
Além das condigBes climéticas, as doengas sdo responsaveis pela baixa

produtividade do feijdo no Brasil.

2.2 Antracnose - Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Bri. &

Cav.

A antracnose causada pelo fungo C. lindemuthianum destaca-se como
uma das doengas mais importantes do feijoeiro por ocorrer em toda a parte aérea
da planta e em condi¢bes favoraveis causar danos de 100% na producédo
(BIANCHINI; MARINGONI; CARNEIRO, 2005). A doenca tem sua origem,
geralmente, pela utilizagdo de sementes contaminadas ou pela presenca de restos
culturais infectados (PAULERT et al., 2009).

Em plantas suscetiveis, os sintomas podem aparecer em toda parte aérea
e em especial nas vagens, comprometendo o rendimento da cultura e a qualidade
do produto final. As lesdes podem afetar cotilédones, hipocétilo, caule, peciolos,
limbo foliar e vagens de plantas adultas comprometendo as sementes
(POMPEU; DUDIENAS; ITO, 1992).

Trata-se de uma doenca cosmopolita, ocorrendo em varios paises da
Europa, Asia, Africa, América e Australia. No Brasil, ocorre nos principais
Estados produtores, principalmente, quando predomina condi¢cdes de alta

umidade relativa do ar, temperaturas moderadas e chuvas prolongadas
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(MARINGONI; BARROS, 2002). No estado de Minas Gerais, é uma das mais
importantes doengas, principalmente nas regides Sul e Zona da Mata devido a
ocorréncia de condicBes favoraveis a sua manifestacdo, provocando prejuizos
consideraveis Essa doenca, além de provocar reducdo no rendimento da cultura,
também pode afetar a qualidade do produto resultando na descoloracgéo,

deformacdo e enrugamento ou manchamento dos graos.

2.2.1 Controle da antracnose do feijoeiro

Para o controle da antracnose recomenda-se 0 uso de préaticas culturais,
resisténcia varietal e produtos quimicos (BIANCHINI; MARINGONI;
CARNEIRO, 2005). Dentre as praticas culturais, podem ser citadas a utilizacdo
de sementes de boa qualidade sanitéria, a rotagdo de culturas, eliminacdo de
restos culturais e a época de plantio. Para o controle da antracnose, a utilizagdo
de sementes sadias € uma pratica que apresenta excelentes resultados. Essas
sementes devem ser produzidas em condi¢des de clima semiérido utilizando-se o
sistema de irrigagdo por filtracdo (RAVA et al., 1981).

A utilizacdo de cultivares resistentes a doenca &, para o produtor, a
forma mais prética e econdémica de controle. Porém, devido a variabilidade
apresentada pelo fungo, a obtencéo de cultivares resistentes pelos programas de
melhoramento é dificultada e, como consequéncia, 0s produtores acabam
utilizando cultivares suscetiveis (PAULERT et al., 2009).

Outra forma de controle € com a utilizacdo de produtos quimicos,
entretanto o uso indiscriminado de fungicidas tem causado danos aos seres
vivos, a0 meio ambiente e favorecido a selecdo de ragas resistentes de
patdégenos. Além disso, com 0 avan¢o do sistema de produgdo orgéanica de
plantas, ha interesse na busca de novas praticas agricolas que substituam os

métodos convencionais de controle de doengas (RODRIGUES et al., 2007).
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Assim, devido as consequéncias do uso indiscriminado de agrotoxicos na
agricultura é necessario investigar o potencial de produtos alternativos para o

controle de doencas de plantas.

2.3 Controle alternativo de doencas

O controle das doengas na agricultura tem se intensificado, sendo
realizado basicamente pelo do uso de produtos sintéticos (VENTUROSO et al.,
2011). Esses produtos, em curto prazo, auxiliam de maneira eficaz o agricultor
no alcance de altas produtividades. No entanto, em longo prazo, além do
surgimento de isolados dos fitopatdgenos resistentes as substancias quimicas
utilizadas, os resultados a sociedade como um todo e para 0 meio ambiente
podem tornar-se negativos devido a poluicdo causada pelos residuos
(SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2000).

Nas ultimas décadas, a exploracdo da atividade de compostos
secundarios tem se tornado uma alternativa no controle de fitopatégenos com
potencial ecolégico para substituir o emprego de produtos sintéticos. Estes
subprodutos das plantas como o extrato bruto e 6leo essencial, possuem em sua
composicdo substancias com propriedades fungicidas efou fungitdxicas
(PEREIRA et al., 2008). Possuem ainda, a vantagem de serem praticamente
inofensivas ao homem e ao meio ambiente, de menores custos, facilmente
disponiveis aos agricultores, e em alguns casos podem, inclusive, superar 0s
produtos sintéticos em sua agdo antimicrobiana.

Devido a grande riqueza quimica das plantas medicinais que possuem
principios ativos, elas se tornam fontes de moléculas que podem ser utilizadas na
defesa de plantas contra fitopatdgenos (RODRIGUES et al., 2007). Estes

compostos pertencem a varias classes distintas de substancias quimicas, como
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alcaloides, terpenos, lignanas, flavonoides, cumarinas, benzenoides, guinonas,
xantonas, lactonas, esteroides, fendis e saponaninas.

A utilizacdo de extrato bruto ou 6leos essenciais visando a atuacao
destes compostos secundarios sobre fungos fitopatogénicos €, frequentemente,
empregado com sucesso. Foi verificado por Venturoso, Bacchi e Gavassoni
(2011) que a utilizacdo do extrato aquoso de cravo-da-india inibiu
completamente o crescimento micelial de Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Colletotrichum sp., Fusarium solani, Cercospora kikuchii e Phomopsis sp. Kuhn
et al. (2006) observaram o controle de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis
em mandioca por extrato de Curcuma longa .

Os 6leos essenciais sdo produtos do metabolismo secundario das plantas
e sdo constituidos basicamente de monoterpenos e sesquiterpenos, atualmente
varios trabalhos sdo encontrados demonstrando a sua eficacia no controle de
patdgenos tanto in vitro quanto in vivo. Carneiro et al. (2007) observaram que o
6leo de nim foi eficiente no controle do oidio em feijoeiro, principalmente
quando aplicado seis horas antes da inoculacdo, reduzindo em até 65% 0 nimero
de lesdes nas folhas. Bastos (1997) demonstrou, in vitro e in vivo, a acdo
inibitéria do 6leo essencial de Piper aduncum contra Crinipellis perniciosa,
agente causal da vassoura de bruxa do cacaueiro (Theobroma cacao) e a inibicéo
in vitro do crescimento micelial de varios fitopatdgenos. Dias-Arieira et al.
(2010) obtiveram inibi¢cdes de crescimento micelial superiores a 75% quando
expuseram o fungo causador da flor preta do morangueiro Colletotrichum
acutatum ao 6leo de nim nas concentracfes acima de 0,5%.

Desta forma, o conhecimento da atividade bioldgica dos compostos
presentes em plantas com relacdo a atividade eliciadora ou antimicrobiana
poderé contribuir com o desenvolvimento de uma agricultura ecologicamente
correta e sustentavel, por meio da reducdo do uso indiscriminado de defensivos

agricolas no controle de fitopatégenos.
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2.4 Oleos essenciais

Oleos essenciais (OEs) sdo misturas complexas de substancias volateis,
lipofilicas, com baixo peso molecular, geralmente odoriferas e liquidas,
derivadas de terpenos provenientes da rota do &cido mevalénico ou dos
fenilpropanoides (MORAIS, 2009). Apresentam aspecto oleoso, tendo como
principal caracteristica a volatilidade, isto os diferencia dos éleos fixos que sdo
misturas de substancias lipidicas. Possuem varias cores ou algumas vezes
apresentam-se incolores, sdo pouco estaveis em presenga de luz, calor e ar, além
de serem pouco soltveis em &gua (SIMOES; SPITZER, 1999). Os terpenos sdo
constituidos de duas ou mais unidades isoprénicas. Cada molécula de isopreno é
formada por cinco &omos de carbono (C5). De acordo com o tamanho da
molécula, os terpenoides recebem denominacédo diferente: compostos formados
por duas unidades isoprénicas (C10) sdo classificados como monoterpenos
(mentol, limoneno, linalo, citral); os compostos formados por trés unidades
isoprénicas (C15) sdo classificados como sesquiterpenos (o-selineno e f-
cariofileno); compostos formados por quatro unidades isoprénicas (C20) sdo 0s
diterpenos e os compostos formados por seis unidades isoprénicas (C30) sdo
classificados como triterpenos (MORAIS, 2009).

OEs ha muito tempo tém servido de base para diversas aplicacBes na
medicina popular, entre elas, a producdo de antissépticos tépicos. Tal realidade
serviu de base para diversas investigagoes cientificas, com vistas na confirmagao
da atividade antimicrobiana dos OEs contra fitopatdgenos (PEREIRA et al.,
2008).
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2.5 Plantas estudadas

Cymbopogon flexuosus (Steud.) Wats. (Figura 1A) é uma planta
pertencente a familia Poacea. Em geral, recebe o nome internacional de capim
limdo da india Oriental (East Indian lemongrass). Efeitos antifungicos e
antibacterianos ja foram constatados no Oleo essencial dessa espécie,
basicamente atribuidos ao citral.

Adukwu, Allen e Phillips (2012) observaram que o 6leo essencial de C.
flexuosus, mesmo em baixas concentragdes (0,03; 0,06 %) foi eficaz em inibir o
crescimento de cinco isolados de Staphylococcus aureus e a 0,125% o efeito foi
bactericida Além disto, o geranial (47%) e o neral (33%), componentes
principais no éleo C. flexuosus, também mostraram uma zona de inibi¢éo de 8-6
cm sugerindo que podem ser estes responsaveis pela maior parte da atividade
antibacteriana.

Singh (2010) avaliou in vitro a atividade antifungica de 6leos essenciais
obtidos das folhas de C. flexuosus, Ocimum sanctum, E. melliodora, Mentha
arvensis e Citrus limetta sobre Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Penicillium
griseofulvum. O estudo revelou que o 6leo de C. flexuosus foi mais potente e
eficaz em menor concentracdo em comparacdo com 0s outros 6leos essenciais
estudados.

Vernonia polyanthes Less. (Figura 1B) conhecida popularmente como
assa-peixe, € uma planta pertencente a familia Asteraceae tipica da Mata
Atlantica. Silva et al. (2012b) avaliaram o potencial antimicrobiano de 6leos
essenciais e extratos vegetais de V. polysphaera, E. uniflora L., Baccharis
dracunculifolia DC. e Matricaria chamomilla L., sobre isolados de S. aureus e
E. coli. Todos os 6leos apresentaram eficiéncia antimicrobiana superando os
extratos. Sendo que o 6leo e extrato de V. polyanthes apresentaram melhor

atividade antimicrobiana sobre E. coli.
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Estudos sobre o potencial dessas duas espécies sobre C. lindemuthianum
do feijoeiro ainda ndo foram relatados na literatura. Desta forma, testes séo
necessarios para avaliagdo da eficacia dos dleos essenciais dessas plantas, que
poderdo tornar-se uma alternativa mais segura para 0 manejo da antracnose do
feijoeiro.

Figural Plantas estudadas; A) Cymbopogon flexuosus e B) Vernonia
polyanthes

2.6 Fosfitos no controle de doencas de plantas

O fosfito P,Os (pentoxido de fosforo) é obtido da neutralizagéo do acido
fosforoso HsPOs; por uma base (hidroxido de sodio, hidroxido de potéssio ou
hidréxido de amonio), sendo rapidamente absorvido pela planta e translocado
pelo xilema e posteriormente pelo floema. Na reagdo com o hidroxido de
potéssio (KOH), tem-se a formacg&o do fosfito de potéssio.
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Os fosfitos, devido a sua incompleta oxidacdo, apresentam maior
solubilidade e absorcdo que os fosfatos, bem como provocam efeitos Unicos
sobre o metabolismo das plantas (LOVATT; MIKKELSEN, 2006). Seu efeito
no controle de doencas tem sido observado contra vérios fitopatégenos como
Plasmopara viticola em videira, Asperisporium caricae em mamoeiro,
Phytophytora infestans em tomateiro, Verticillium dahliae em cacaueiro, etc.

Portanto, mais estudos séo necessarios para avaliar o efeito da aplicagdo
foliar do fosfito de potassio sobre a antracnose do feijoeiro e, dessa forma, ser
recomendado como alternativa para 0 manejo integrado da antracnose do

feijoeiro.

2.7 Inducdo de resisténcia

A inducdo de resisténcia € um fendbmeno muito comum na natureza,
guando alguns tipos de estresses ou uma pré-infeccdo com um patégeno tornam
as plantas mais resistentes & infeccdo subsequente por outros patégenos. Ao se
considerar a necessidade de desenvolver novas alternativas de controle de
patégenos, como parte do manejo integrado, que venham minimizar o impacto
ao ambiente e a0 homem pelo uso dos produtos quimicos, a resisténcia induzida
(R) pode ser empregada, uma vez que pode ser obtida pela utilizagdo de
produtos naturais (PEREIRA et al., 2008). A RI pode ser definida como uma
resisténcia dinamica, baseada nas barreiras estruturais e bioquimicas da planta,
induzida por inoculagdo prévia ou concomitante com um indutor (DI PIEIRO;
GARDA, 2008).

A RI ¢ dividida em duas categorias: a resisténcia sistémica adquirida
(RSA) e a resisténcia sistémica induzida (RSI) (VAN LOON; BAKKER,;
PIETERSE, 1998). Na primeira, a resisténcia se desenvolve sistémica ou

localizadamente em resposta a um patdgeno que causa uma leséo necrotica (HR)
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ou por aplicacdo exdgena de acido salicilico ou compostos sintéticos, como o
acibenzolar S-metil e o &cido 2,6-dicloroisonicotinico (INA). J& na RSI, a
molécula sinalizadora é mediada pelo acido jasmonico e o etileno, sem envolver
a expressdo de PR proteinas (VAN LOON et al., 1998). Outros mecanismos
ativos de defesa das plantas contra fitopatdgenos envolvem alteracdes
metabolicas correlacionadas com mudancas na atividade de enzimas chaves nos
metabolismos primarios e secundarios como, por exemplo, nas enzimas

peroxidase e fenilalanina amonia-liase.

2.7.1 Peroxidase

As POXs estdo envolvidas em diversas reacOes, ligacOes de
polissacarideos, oxidagdo do &cido indol-3-acético, ligagdes de monbémeros,
lignificacdo, cicatrizagdo de ferimentos, oxidacdo de fenois, defesa de
patdgenos, regulacdo da elongacédo de células e outras (KAO, 2003).

O papel dessa enzima no processo de defesa é reforcar a parede celular a
partir da formacdo de lignina, suberina, polissacarideos ferulicolados e
glicoproteinas ricas em hidroxiprolina, aumento na producdo de espécies ativas
de oxigénio que apresentam agdo antimicrobiana (RESENDE; SALGADO;
CHSVES, 2003).

Na inducéo de resisténcia, as POXs sdo bastante estudadas devido a sua
importancia no processo de defesa, e, na maioria dos casos, 0 aumento da
atividade esta diretamente relacionado com a reducédo da severidade da doenga.
Iriti e Faoro (2003) observaram que plantas de feijoeiro pulverizadas com ASM
demonstraram reducdo de 100% na ocorréncia da ferrugem causada por
Uromyces appendiculatus e, em testes histolégicos, observaram alta atividade de

peroxidase nas plantas que expressaram resisténcia.
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2.7.2 Fenilalanina-amonia liase

A fenilalanina amonia-liase (FAL) é fundamental na biossintese de
fenilpropanoides e participa da sintese de mondmeros de lignina, &cido
salicilico, fitoalexinas e flavonoides (KUHN et al., 2006). A FAL possivelmente
¢ a enzima mais estudada no metabolismo secundério vegetal, pois esta situada
em um ponto de ramificacdo entre o metabolismo priméario e secundéario e a
reacdo que ela catalisa € uma etapa reguladora importante na formacgdo de
muitos compostos fendlicos (TAIZ; ZEIGER, 2004).

A FAL estd localizada nos cloroplastos das células vegetais,
principalmente nas membranas dos tilacoides e atua na desaminagdo da L-
fenilalanina, formando acido transcindmico e amonia. Em caupi (Vigha
unguiculata), plantulas tratadas com ASM e inoculadas com Colletotrichum
destructivum apresentaram aumento da resisténcia, comprovada com o aumento
da enzima FAL (LATUNDE-DADA; LUCAS, 2001).

2.8 A microscopia eletronica aplicada no estudo de fungos e suas interacoes

com plantas

Nas interacBes planta-patdgeno, a maioria dos eventos que levam ao
estabelecimento de relagbes parasiticas ou a resisténcia da planta hospedeira
ocorre na célula, tanto do patégeno como da planta. Detalhes de tais
modificacdes tém sido obtidos por meio de estudos bioquimicos, enzimoldgicos
e moleculares, mas, sua visualizacdo s6 tem sido possivel por meio dos estudos
morfolégicos (PEREIRA et al., 2008). Para se visualizar tais processos de
infeccdo os microscépios de luz (ML), eletrénico de transmissdo (MET) e
eletrénico de varredura (MEV) tém proporcionado inestimaveis contribuicdes

(ALVES et al., 2008). Esses microscOpios sdo importantes ferramentas para o
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entendimento dos processos relacionados ao desenvolvimento das doengas em
plantas, ou seja, da adesdo, germinagdo, penetracdo, colonizacdo e reproducéo
dos patdgenos, bem como das reacdes das plantas a esses agentes (PERINA,
2011).

Neste contexto, Pereira et al. (2008) avaliando o efeito de concentracBes
de extrato de casca de café (ECC), Gleo essencial de tomilho (OET) e
acibenzolar-S-metil na germinagdo, no crescimento micelial e no
desenvolvimento in vivo de Cercospora coffeicola, observaram que os conidios
iniciaram a germinacdo quatro horas ap6s a inoculagdo em todos os tratamentos,
com excec¢do do tratamento constituido de OET, no qual a germinacdo foi pouco
evidenciada nas observacfes ao MEV. Constataram ainda que nos tratamentos
em que as plantas foram tratadas com ECC, os conidios de C. coffeicola
originaram tubos germinativos mais desenvolvidos € em maior ndmero, no
entanto, nos tratamentos em que as plantas foram tratadas com OET, os conidios
do fungo apresentaram baixa germinagdo, crescimento reduzido e
extravasamento celular.

Deste modo, estudos com microscopia Sa0 necessarios para O
entendimento das interagdes entre plantas e fitopatdgenos e os mecanismos de
acdo de produtos alternativos para o controle das doencas como os 0leos

essenciais.
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3 MATERAL E METODOS

3.1 Local de realizagédo dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Controle de
Doencas de Plantas, Laboratério de Microscopia Eletrbnica e Analise Ultra-
Estrutural, Laborato6rio de Fisiologia do Parasitismo, Laboratério de Fitoquimica
e Controle de Qualidade de Plantas Medicinais e em casa de vegetacdo, do
Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), Minas Gerais.

3.2 Obtencao dos 6leos essenciais de Cymbopogon flexuosus (Steud.) Wats. e

Vernonia polyanthes Less.

Para obtencdo dos OEs de C. flexuosus (OEC) e V. polysanthes (OEV)
foram coletadas folhas destas espécies no més de dezembro de 2012, as 9 horas
da manh&, em um dia ameno e sem precipitagdo. A coleta foi realizada no Horto
de Plantas Medicinais do Departamento de Agricultura pertencente a
Universidade Federal de Lavras. A cidade de Lavras-MG localiza-se a uma
latitude 21°14°43” sul e a uma longitude 44°59°59” oeste, estando a uma altitude
de 919 metros.

Posteriormente as folhas foram levadas ao Laborat6rio de Fitoquimica e
Controle de Qualidade de Plantas Medicinais, onde foram submetidas a extracéo
do OE por arraste a vapor. A extracao foi realizada em um destilador inoxidavel
para OEs Marconi MA480, empregando 1.000 g de folhas frescas, durante 90
minutos de destilacdo. Em seguida, o hidrolato foi coletado e o OE purificado

por particdo liquido-liquido, com trés por¢des de 25 mL de diclorometano. As
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fracBes organicas foram reunidas e secas com sulfato de magnésio anidro. O sal
foi removido por filtracdo simples e o solvente evaporado, a temperatura

ambiente, em capela de exaustao de gases até peso constante.

3.3 Analises quimicas dos 6leos essenciais

As andlises da composicdo quimica foram realizadas por meio de uma
amostra composta de aliquotas equivolumétricas do 6leo volatil das repeti¢oes
de cada tratamento. As andlises quantitativas do 6leo foram realizadas por
cromatografia em fase gasosa acoplado a um detector de ionizagdo de chama de
hidrogénio (CG-DIC) em um sistema Agilent® 7890A equipado com coluna
capilar de silica fundida HP-5 (30 m de comprimento x 0,25 mm de diametro
interno x 0,25 pm de espessura do filme). O gas Hélio foi utilizado como gas de
arraste com fluxo de 1,0 mL/min; as temperaturas do injetor e do detector foram
mantidas em 220 °C e 240 °C, respectivamente. A temperatura inicial do forno
foi de 60 °C, isotérmico por 1,5 min, seguido por uma rampa de temperatura de
3 °C/min até 240 °C, seguida de uma rampa de 10 °C/min até 270 °C. O 6leo foi
diluido em acetato de etila (1%, v/v) e injetado automaticamente no
cromatografo empregando volume de inje¢do de 1,0 uL, no modo split a uma
razdao de injecdo de 1:50. A analise quantitativa foi obtida pela integracdo do
cromatograma total de ions (TIC) e o teor dos constituintes eluidos expressos
como porcentagem de area relativa das areas dos picos.

As analises qualitativas do 6leo foram realizadas por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), utilizando-se um
equipamento Agilent® 5975C, operado por ionizacdo de impacto eletronico a 70
eV, em modo varredura, a uma velocidade de 1,0 scan/s, com um intervalo de
aquisicdo de massas de 40 - 400 m/z. As condi¢des cromatograficas foram as

mesmas empregadas nas analises quantitativas.
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Os componentes foram identificados por comparacao de seus indices de
retencdo calculados (IK¢) com dados de espectros de massas e indices de
retencdo (IK) de literaturas (ADAMS, 2007) e por comparacao dos espectros de
massas. Os indices de retencdo de Kovats (IK¢) relativos a coinjecdo de padréo
de n-alcanos, Cs-Cz (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) foram calculados

com a aplicacdo da equacdo de Van Den Dool e Kratz (1963).

3.4 Avaliacdo da inibigdo do crescimento micelial de Colletotrichum

lindemuthianum

A cultura pura do fungo C. lindemuthianum, raga 65, isolado 175 foi
cedida e estd depositada no Laboratério de Resisténcia de Plantas do
Departamento de Biologia da UFLA. Foi obtida a cultura monospoérica deste
isolado, através do seguinte procedimento: repicou-se um disco de micélio do
fungo para vagens de feijdo inseridas no interior de tubos de ensaio, ap6s quinze
dias da repicagem foi adicionada agua destilada esterilizada e ap6s leve agitacdo
dos tubos que continham os conidios formados nas vagens, foi realizada a
obtencédo da suspenséo e calibragem para 1,0 x 10* conidios mL™.

Uma aliquota de 1 mL desta suspensdo foi colocada na superficie do
meio Agar-agua, contido numa placa de Petri, e em seguida espalhou-se
cuidadosamente sobre o meio a suspensdo de conidios. As placas foram
incubadas durante 24 horas a temperatura de 21 + 2 °C, sob fotoperiodo de 12
horas. Ap6s o periodo de incubagdo, e com auxilio de um microscépio de luz,
foram visualizados os conidios germinados e esses transferidos individualmente
para o centro de placa de Petri, contendo BDA. Procedeu-se a incubagdo durante
quinze dias, sob as mesmas condicBes de temperatura e luminosidade para a

obtencdo das culturas monosporicas.
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No teste de inibicdo do crescimento micelial, os tratamentos foram
adicionados ao meio BDA antes que esse fosse vertido nas placas e apds a queda
da temperatura para 40°C, de modo que as dilui¢des finais do dleo essencial de
C. flexuosus (OEC) e Vernonia polyanthes (OEV) atingissem as concentracdes
de 125, 250, 500, 1.000 e 2.000 pL L. Nestes ensaios com OEs, foi adicionado
Tween 20 a 0,1% (surfactante) ao meio BDA. Foi utilizada uma testemunha com
Tween 20 a 0,1% para isolar o seu efeito. Foi testada uma dose padrdo (5 mL L-
1) testada em outros trabalhos de fosfito de potassio (FP). Como controle
positivo foi utilizado o fungicida Trifloxistrobina + Tebuconazol (0,75 pL™* L?)
na dose recomendada para a cultura e como controle negativo agua destilada
esterilizada.

Apos a solidificagdo do meio, os discos miceliais invertidos de 8 mm de
didmetro, contendo micélio de C. lindemuthianum, foram colocados nos centros
das placas de 90 mm de diametro, com os tratamentos descritos anteriormente.
As placas foram criteriosamente lacradas com parafilme, identificadas e
incubadas em BOD sob fotoperiodo de 12 horas luz e 12 horas escuro a 25 °C.

As avaliacBes foram realizadas por medicGes diarias do diametro das
col6nias (média de duas medidas diametralmente opostas) 24 horas ap0Os a
instalacdo do experimento e perdurou até o momento em que as colbnias
fungicas cobriram 2/3 da superficie do meio de cultura.

A porcentagem de inibi¢do do crescimento (PIC) foi obtida por meio da
férmula: PIC = [(didmetro da testemunha - didmetro do tratamento)/didmetro da
testemunha] x 100, para cada tratamento em relacdo a testemunha (BASTOS,
1997). O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado,

com seis repeticdes e cada parcela constituida por uma placa de Petri.
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3.5 Avaliacao da germinacéo de conidios

Para avaliar a inibicdo da germinacdo dos conidios, suspensdes de
conidios de C. lindemuthianum foram obtidas a partir de col6nias em
crescimento com esporulagdo em vagens de feijoeiro inseridas no interior de
tubos de ensaio com meio BDA. Foi feita a deposicdo de 10 mL de &gua
destilada esterilizada nos tubos, seguida de agitagdo. Apds remocdo da massa
micelial mais conidial, foi feita a filtragem em camada dupla de gaze
esterilizada, obtendo-se uma suspensdo de conidios, a sua concentragdo foi
ajustada para 1,15 x 10° conidios.mL* com auxilio de um hemacitometro.

Foram utilizadas placas de Petri de 60 mm de diametro, com meio Agar-
agua (AA) 2%, no qual foram adicionados 1 mL dos tratamentos descritos no
ensaio de crescimento micelial, espalhados sobre a superficie do meio com
auxilio da alga de Drigalsky, e 1 mL da suspenséo de conidios o qual também foi
espalhado sobre o meio. Depois as placas foram levadas para camara de
germinacdo a 25 °C sob fotoperiodo de 12 h, ao final de 24 horas foi feita a
interrupcdo do processo germinativo utilizando-se lactoglicerol.

Foi realizada a avaliacdo da porcentagem de inibicdo da germinagéo,
contando-se 0 numero de conidios germinados e ndo germinados. Foram
considerados germinados os conidios que apresentavam tubo germinativo
independentemente do seu tamanho. O experimento foi realizado com seis
repetices. As placas foram divididas em 4 quadrantes e contados 25 conidios
por quadrante num total de 100 conidios para cada placa. A porcentagem de
inibicdo da germinagdo (PIG) foi obtida por meio da formula: PIG = [(nimero
de conidios germinados na testemunha — nimero de conidios germinados no
tratamento)/nimero de conidios germinados na testemunha] x 100, para cada

tratamento em relacdo a testemunha (CELOTO et al., 2008).
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3.6 Preparo e conducdo das mudas de feijoeiro

As mudas de feijoeiro utilizadas nos estudos de severidade, MEV e
caracterizacdo bioquimica foram obtidas pela semeadura da cultivar Pérola,
suscetivel a antracnose, em vasos de polietileno de 3 L, contendo
terra\areia\esterco bovino (2:1:1) adubados com 5 g de NPK (4:14:18). Em cada
vaso foram utilizadas cinco sementes de feijdo e, apos 15 dias da emergéncia, foi

feito o desbaste mantendo-se apenas trés plantas mais vigorosas e homogéneas.

3.7 Aplicagéo dos tratamentos

A fim de avaliar a eficacia dos oleos e fosfitos no controle da
antracnose, plantas de feijoeiro com 21 dias ap6s a semeadura, no estadio
V3/V4, foram pulverizadas com 0s mesmos tratamentos dos testes in vitro até o
ponto de escorrimento, utilizando-se pulverizador manual. Apds 48 horas da
aplicacdo, as plantas receberam uma suspenséo de inéculo (1 x 10° conidios.mL
1 via pulverizacdo e, em seguida, foram submetidas a camara Umida por 14
horas com sacos transparentes. Foi utilizado o delineamento de blocos
casualizados, com quatro repeti¢cbes e cada parcela composta por seis plantas,
dois vasos contendo trés plantas cada.

Foram realizadas avaliagbes da severidade da antracnose a cada sete
dias, com auxilio de escala de notas proposta por Godoy et al. (1997). Foi
calculada a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para cada
tratamento, conforme Shaner e Finey (1977), por meio da seguinte equacao:
AACPD =S ((yl1 + y2)/2)*(t2 — t1)

Em que:

AACPD = Area abaixo da curva de progresso da doenca;
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yi = propor¢do da doenca na i-ésima avalia¢do;

ti = tempo em dias da i-nésima avaliacéo.

3.8 Atividade das enzimas peroxidases (POX) e fenilalanina aménia-liase
(FAL)

Para determinar a atividade enziméatica da peroxidase (POX) e
fenilalanina-aménia-liase (FAL) foram selecionados os tratamentos mais
promissores no teste de severidade (OEC 1000 pyL* Lt e o FP 5 mL L),
também utilizou-se uma testemunha com &gua destilada, totalizando trés
tratamentos. Plantas de feijoeiro no estadio V3/V4 foram pulverizadas até o
ponto de escorrimento e, depois de 7 dias, foram submetidas a inoculacdo
conforme descrito anteriormente. O delineamento foi o de blocos casualizados
com trés repeticdes e parcela composta por trés plantas.

Amostras de folhas de feijoeiro foram coletadas aos 1; 3; 6; 8; 10; 13
dias apds pulverizagdo dos tratamentos. As amostras foram armazenadas
individualmente em papel aluminio, rapidamente congeladas em nitrogénio (N2)
liquido e, em seguida, armazenadas em ultrafreezer a -80°C para posterior
analise.

Para obtencdo dos extratos utilizados na determinacgdo da atividade das
enzimas POX e FAL, amostras de 0,2 g de tecido foliar fresco foram maceradas
com N liquido em almofariz com adic&o de polivinilpirrolidona (PVP) 1% (p/v)
até obtencdo de um pd fino. O p6 obtido foi homogeneizado em 1,3 mL de
tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0) contendo 1 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfénico (PMSF). O homogeneizado foi centrifugado a 110.000 x g
por 30 min a 4 °C e o0 sobrenadante foi utilizado para as determinacdes

enzimaticas.
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A atividade das POX foi determinada pela oxidacdo do guaicol de
acordo com a metodologia de Kar e Mishra (1976). Uma mistura de 90 pL
tampado fosfato de potéassio 100 mM (pH 7,0), 30 pL de guaicol 40 mM e 25 L
de peréxido de hidrogénio 125 mM foi adicionada a 10 pL do extrato. A
absorbancia foi medida a 420 nm em Leitor de Elisa a cada 10 seg durante 2 min
apos adicdo do extrato a mistura. O coeficiente de extingdo molar de 1,24 mM?
cm?® foi utilizado para calcular a atividade das POX (CHANCE; MAEHLEY,
1955), a qual foi expressa em mM de purpurogalina produzida por min* mg de
proteina. Durante todo o processo, 0s tubos da microcentrifuga foram cobertos
com papel aluminio para proteger a mistura da oxidacéao pela luz.

A reacdo das FAL foi iniciada apés a adicao de 40 pL do extrato a uma
mistura contendo 110 pL de tampdo Tris-HCI 100 mM (pH 8,8) e 50 puL 100
mM de L-fenilalanina. A mistura da reacdo foi incubada em Leitor de Elisa a 37
°C durante 10 minutos. A absorbancia dos derivados do &cido trans-cindmico foi
medida em espectrofotdmetro a 280 nm e o coeficiente de extingdo molar de
5.000 mM* cm? (ZUCKER, 1965) foi utilizado para calcular a atividade das
FAL, a qual foi expressa em mM mint mg? de proteina.

A concentracdo de proteinas em cada amostra foi determinada de acordo

com o método colorimétrico descrito por Bradford (1976).

3.9 Realizac&o do experimento e inoculagdo

Para a avaliacdo da germinacdo e do desenvolvimento micelial de C.
lindemuthianum in vivo, foram utilizadas plantas de feijoeiro da cultivar Pérola
com 21 dias ap6s a semeadura no estadio V3/V4, cultivadas conforme descrito
anteriormente.

Foram utilizados os melhores tratamentos do teste de severidade OEC e
OEV a 1.000 pL L*e FP 5 mL L, além da testemunha com 4gua destilada. As
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plantas foram pulverizadas até o ponto de escorrimento, utilizando-se um
pulverizador manual e, dois dias ap6s a aplicacdo, foram coletadas sete folhas de
cada tratamento, destacando-se folhas do terceiro trifélio. Bandejas plasticas
previamente desinfetadas com alcool foram preparadas para a recep¢do das
folhas. No fundo das bandejas foram colocadas esponjas de latex laminadas e
sobre as mesmas foram colocadas duas folhas de papel germitest umedecidas
com agua destilada.

Em seguida, foram desenhados seis circulos de 1 cm de didmetro com
caneta de marca permanente na superficie abaxial das folhas, préximos as
nervuras e, em seguida, as folhas foram acomodadas nas bandejas. No centro de
cada circulo, foram depositados 25 pL da suspenséo de 1,5 x 10° conidios de C.
lindemuthianum mL?. Apé6s a inoculagdo, as bandejas foram cobertas com
plastico transparente e dispostas em camara de crescimento a 25 °C, até o final
das coletas.

3.10 Coleta das amostras para microscopia

As coletas das amostras observadas em microscopio eletrbnico de
varredura (MEV) foram realizadas nos tempos de 4, 8, 16 e 48 horas apés a
inoculagdo por meio de cortes circulares de 5 mm de didmetro, feitos com
bisturi, dentro de cada circulo onde foram efetuadas as inoculacdes. Os
fragmentos foram colocados em microtubos de 1,5 mL contendo fixador
(Karnovsky’s modificado) e, em seguida, armazenados em geladeira, a 4 °C. O
preparo e a observacdo das amostras em MEV foram realizados no Laborat6rio
de Microscopia Eletronica e Analise-Ultraestrutural de acordo com Pereira et al.
(2008).
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3.11  Preparo das amostras para MEV

Depois de imerso em solugdo fixativa (Karnovsky’s modificado), pH
7,2, por um periodo minimo de 24 horas, oito fragmentos de cada tratamento
foram transferidos para uma solucdo tampéo de cacodilato de 0, 05 M e lavados
trés vezes durante 10 minutos. As secBes foram transferidas para solucdo de
tretroxido de ésmio 1,0 % em agua por 1 hora, lavadas em agua destilada por
trés vezes e desidratadas em uma série de acetona (25%, 50%, 70%, 90% e
100%, por trés vezes). Apos essa desidratacdo, as amostras foram levadas ao
aparelho de ponto critico Balzers CPD 030 para substitui¢cdo da acetona por CO;
e complementacdo da secagem. Os espécimes obtidos foram montados em
suportes de aluminio stubs com fita de carbono sobre uma pelicula de papel
aluminio e cobertos com ouro no evaporador Balzers SCD 0,50, para observagao
em microscopio eletronico de varredura LEO EVO 40. As imagens foram
geradas e registradas digitalmente, nas condi¢cbes de trabalho de 20 Kv e
distancia de trabalho de 10 mm. As imagens geradas foram gravadas e abertas

no Software Photopaint do pacote Corel Drawl 12.

3.12 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia, e as comparac@es de
médias realizadas pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade, para os fatores
qualitativos, e analises de regressdo para fatores quantitativos por meio do
software SISVAR (FERREIRA, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlises quimicas dos 6leos essenciais

Os teores do OEC e OEV foram de 1,273 e 0,02 % respectivamente.
Pelos dados descritos na Tabela 1, nota-se que foram identificados 19
constituintes, determinando-se um percentual acima de 97% da composi¢ao
guimica do OEC, com a predominancia do geranial 46,86% e neral 33,4%
chamados de citral. No citral, reassalta-se quimicamente que o geranial possui
uma ligacéo dupla conjugada a carbonila em configuracéo E, e o neral apresenta
ligagdo dupla conjugada a carbonila aldeidica, em configuragdo Z (Figura 2). O
citral € uma substancia amplamente encontrada na natureza, especialmente nas

varias espécies de Cymbopogon spp.

. CHO =
CHO
Geranial Neral

Figura 2 Estrutura quimica do geranial e neral (citral), componentes
majoritarios do 6leo essencial de Cymbopogon flexuosus

Adukwu, Allen e Phillips (2012), por meio da CG-EM, identificaram 10
componentes do OEC e constataram 0S mesmos componentes majoritarios
encontrados neste trabalho: o geranial (47%) e o neral (33%). J& Anaruma et al.

(2010), por meio da mesma técnica, identificaram 30 componentes e observaram
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gue 0s components majoritarios deste éleo eram o transgeraniol (27,02%),
citronelal (23,3%), nerol (13,47%), geranial (12,6%) e neral (9,64%).

Tabelal Composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de Cymbopogon

flexuosus
Constituintes IR? Area relativa (%)

Metil-heptenona 883 1,01
Mirceno 988 0,72
B-ocimeno 1020 0,21
Linalol 1098 2,47
Exo-isocitral 1144 0,4

Citronelal 1152 0,21
Z-isocitral 1164 1,42
Nao identificado m/z=152 1182 2,01
Estragol 1198 0,58
N-decanal 1205 0,36
Neral 1243 33,40
Geraniol 1254 1,14
Geranial 1273 46,86
Nao identificado m/z=168 1339 1,01
Nao identificado m/z=168 1375 1,45
Acetato de geranil 1384 3,08
Trans-cariofileno 1420 0,39
Ar-curcumeno 1484 0,31
A-curcumeno 1496 0,34
Oxido de cariofileno 1583 0,24
Total identificado (%) 97,69

IR = indice de retencdo (ADAMS, 2007), % = porcentagem do componente.
aIndice de retencdo da série n-alcanos (C8-C20) em coluna HP-5M5.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 2, observa-se que

foram identificados 21 constituintes no OEV, determinando-se um percentual

acima de 97% da composicdo quimica deste OE. Os componentes majoritarios

foram germacreno-D (42,19%), biciclogermacreno (17,23%), B-cariofileno



42

(13,58%) e o a-humuleno (7,84) (Figura 3). Poucos estudos reportam a
constituicdo quimica do OE de espécies de Vernonia spp. Maia et al. (2010)
analisaram 0os componentes majoritarios dos OEs de duas espécies de Vernonia
spp. Constatando que para o OE de V. brasialiana os componentes principais
foram o (E)-cariofileno (36,7%), germacreno-D (35,5%) e o0 o-humuleno
(11,7%). Para V. remotiflora o (E)-cariofileno (42,2%) e o biciclogermacreno
(20%) foram os componentes majoritarios. Diferencas foram encontradas no
naimero de constituintes e na % da area relativa dos componentes quimicos deste
trabalho com os da literatura. Essas diferencas podem estar relacionadas a
condigdes edafoclimaticas e ecoldgicas. Por exemplo, Marco et al. (2007)
observaram que os componentes do OE de C. winterianum sdo afetados pela
época de coleta e espacamento entre plantas, sendo o teor de geraniol superior
em plantas colhidas quatro meses ap6s o plantio.

Desta forma, por meio da cromatografia foi possivel identificar os
constituintes dos OEs, esta € uma etapa essencial para a prospeccao de novos

produtos naturais recomendados para 0 manejo de doengas.

H3C H CH3
.
/ Hsp \
"H
. _ CHo
Germacreno-D  Biciclogermacreno B-cariofileno

Figura 3 Estrutura quimica do Germacreno-D, Biciclogermacreno e -
cariofileno
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polyanthes
Compostos IR? Avrea relativa (%)

a-pineno 830 0,24
B-pineno 874 2,06
B-terpineno 985 0,11
Ocimeno 994 0,35
E-dimetoxicitral 1338 0,58
Ciclosativeno 1377 2,34
Cicloisosativeno 1385 1,74
Copaeno 1393 1,96
B-cariofileno 1421 13,57
Gurjuneno 1430 0,49
a-humuleno 1455 7,84
cis-cadina-1(6), 4-dieno 1462 1,96
Germacreno-D 1484 42,18
Biciclogermacreno 1498 17,23
Germacreno A 1506 0,77
(E,E)-a-farneseno 1509 0,91
y-cadineno 1515 0,42
6-cadineno 1524 1,13
Espatulenol 1578 0,38
Oxido de cariofileno 1584 0,84
a-muurolol 1642 0,22
a-cadinol 1655 0,20

Total identificado 97,62

IR = Indice de retengio (ADAMS, 2007), % = porcentagem do componente.
3ndice de retencdo da série n-alcanos (C8-C20) em coluna HP-5M5.
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4.2 Avaliacao da inibicao do crescimento micelial e germinacéo de conidios

de Colletotrichum lindemuthianum

Os resultados da analise de variancia indicaram diferencas significativas
na porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) e germinacdo de
conidios (PIG) de Colletotrichum lindemuthianum em virtude do aumento das
concentracdes de OEs utilizadas (Grafico 1). Observa-se na Figura 4 que OE de
Cymbopogon flexuosus (OEC) reduziu o diametro da colénia de C.
lindemuthianum logo a partir da menor concentragdo (125 pL L?).

Por meio da equagdo de regressdo que apresentou comportamento
guadratico, pode-se verificar a total supressdo do crescimento micelial do fungo
com a utilizacdo de concentragdes superiores a 615 puL L™ com o OEC (Gréfico
1). O oleo essencial de Vernonia polyanthes (OEV) quando adicionado ao meio
BDA apresentou atividade antifangica inferior ao OEC, resultado em uma PIC
de 51% na maior concentracdo utilizada (Gréfico 1B). A concentracdo capaz de
inibir o crescimento micelial do fungo em 50% foi estimada em 162 e 1918 uL

L, para OEC e OEV, respectivamente.
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Gréfico 1 Porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial (PIC) e germinacéo
de conidios (PIG) de Colletotrichum lindemuthianum submetido a
diferentes concentracdes (0, 125, 250, 500, 100 e 2.000 pL L) de
6leos essenciais de Cymbopogon flexuosus (A e C) e Vernonia

polyanthes (B e D)

Nota: Dados transformados para Vx + 1.

A PIG apresentou comportamento quadratico, aumentando na medida
em que as concentragbes do OEC e OEV se elevaram. O OEC a partir da

concentracdo de 689 pL L™ foi capaz de inibir totalmente a germinacéo de C.

lindemuthianum (Grafico 1C). Com relacdo ao OEV a maxima PIG (61%) foi

obtida com a dose de 1520 pL L* (Gréafico 1D). A concentragdo capaz de inibir
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a germinacdo de pelo menos 50% dos conidios foi estimada em 220 e 850 pL L*
para 0 OEC e OEV, respectivamente.

Na Tabela 3, estd sendo mostrado o efeito do fosfito de potéssio (FP),
fungicida (FU), tween 20 e BDA puro (Testemunha) com as doses dos OEs que
demonstraram maior atividade antifingica. Pode-se verificar maior atividade
antifdngica com o FT e OEC que inibiram totalmente o crescimento micelial e
germinagdo do fungo diferindo significativamente do fungicida. A melhor
concentracdo do OEV apresentou um nivel intermediario de PIC e PIG diferindo

do tween 20 e testemunha que néo diferiram significativamente.

Tabela 3 Porcentagem da inibi¢cdo do crescimento micelial (PIC) e germinacéo
de conidios (PIG) de Colletotrichum lindemuthianum submetido a
diferentes tratamentos com d&leos essenciais, fosfito de potassio e

fungicida
Tratamentos PIC PIG
FP 100 a 100 a
OEC 1000 100 a 99,13 a
Fungicida 76,08 b 93,3b
OEV 2000 50,21 ¢ 50,1¢c
Tween 20 0,64d 0,4d
Testemunha 0d od
CV(%) 5,04 4,52

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Dados transformados para Vx + 1.

Apbs o fim das analises de crescimento micelial, objetivando verificar se
os tratamentos haviam apresentado agdo fungicida ou fungistatica sobre o fungo,
foram retirados os discos de micélio do meio de cultura dos tratamentos que
apresentaram PIC de 100% e repicados para placas com BDA. Observou-se que
apenas 0 FP tinha atividade fungistatica, nos demais tratamentos o efeito era

fungicida. Isso provavelmente foi resultado da alta volatilidade do OEC que
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matou as células fungicas da parte superior do disco de micélio que ndo entra em
contato com o meio de cultura.

Outros trabalhos relatam o efeito antimicrobiano de 6leos essenciais no
desenvolvimento in vitro de alguns patégenos. Anaruma et al. (2010)
determinaram a atividade de 28 Gleos essenciais de plantas medicinais contra
Colletotrichum gloeosporioides, constatando melhor atividade antifingica de
quatro espécies: C. flexuosus, C. citratus, Coriandrum sativum e Lippia alba,
com valores de concentragdo inibitéria minima (CIM) entre 0,25 e 0,30 mg L.
Harris (2002) relatou que o efeito antifungico do OEC parece estar associado
predominantemente a membrana da célula fungica, ocorrendo perturbaces a
essa estrutura como perdas de contetdo, bloqueio a sintese de membrana,
respiracdo e consequente morte celular.

Valencia et al. (2011) observaram através do método de diluicdo em
agar, efeito antifungico do OE de C. citratus sobre C. gloeosporioides na dose
de 50 uL L, havendo um crescimento micelial de 5 e 61,67 mm em incubacdo
com OE de C. citratus e Benomyl, respectivamente. Os autores consideraram a
atividade voléatil do 6leo como principal fator da diferenca significativa.

Adukwu, Allen e Phillips (2012) observaram que o0 OEC mesmo em
baixas concentragdes (0,03 e 0,06% v/v) foi eficaz na inibi¢do do crescimento de
cinco isolados de Staphylococcus aureus e que a 0,125% (v/v) o efeito foi
bactericida. Os autores também compararam o efeito isolado dos principais
componentes do OEC e o citral se destacou como o principal componente deste
6leo apresentando uma zona de inibicdo de 8,6 cm (ou seja, ndo houve
crescimento na placa) sugerindo que o citral pode ser responsavel pela maior
parte da atividade antibacteriana deste dleo. Pela observagdo do resultado da
cromatografia do OEC (Tabela 1) observa-se que o citral se destacou como

componente majoritario, desta forma, a atividade antiflngica contra C.
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lindemuthianum pode estar relacionada ao citral. H& varios relatos do uso do
citral no controle in vitro de outras espécies de Colletotrichum.

Alzate et al. (2009) demonstram que o citral a 300 mg L* inibiu
completamente o crescimento micelial e esporulacdo de C. acutatum superando
o fungicida Mancozeb. A porcentagem da inibi¢do da germinacao de esporos foi
de 100% com o citral a 250 mg L. Esse componente majoritario superou o
préprio Gleo essencial da espécie gque este foi extraido (C. citratus), uma vez que
0 OE puro inibiu em 63,63 e 78,9% o crescimento micelial e a esporulagéo na
concentracdo de 400 mg.L™, sugerindo a potencialidade pratica das aplicagdes
dos OEs e seus componentes majoritarios no controle racional da antracnose do
tomateiro.

Shukla et al. (2009) demonstraram a atividade fungitdxica do citral
sobre diversos fitopatdgenos, entre estes Alternata alternata que teve inibicédo de
100% do seu crescimento micelial pelo geranial e de 79,4% pelo neral e
Fusarium oxysporum que teve seu crescimento micelial inibido em 96,6% e
82,8% pelo geranial e neral, respectivamente. Estes monoterpenos oxigenados,
segundo Bakkali et al. (2008), como sdo hidrofdbicos provavelmente irdo
preferir deslocar-se da fase aquosa em dire¢do as estruturas da membrana. O
acimulo dos constituintes dos Oleos essenciais na bicamada lipidica da
membrana citoplasmatica ira conferir a esta uma caracteristica de
permeabilidade, promovendo a dissipacdo da forga préton motiva, reducdo do
pool de ATP, do pH interno e do potencial elétrico, e a perda de ions como
potassio e fosfato. Esses danos na membrana levam ao comprometimento das
suas funcdes.

Segundo Rasooli et al. (2006), essas substancias quando em contato
direto com o0s micro-organismos, causam a permeabilidade das membranas
celulares, causando extravasamento dos seus contetdos. Além disso, alcoois

terpénicos foram identificados na composi¢do do OEC como geraniol e o linalol
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(Tabela 1). Pesquisas de Dorman e Deans (2000) apontam que &lcoois agem
como desidratantes e solventes provocando a desnaturagdo das proteinas.

O OEV apresentou atividade antifingica inferior ao OEC, entretanto,
causou inibicBes de crescimento micelial e germinagdo de conidios de C.
lindemuthianum acima de 50% (Grafico 1 B e D e Figura 4). Esses resultados
demonstram que 0s micro-organismos diferem em sua resisténcia a
determinados 6leos essenciais, ou seja, 0S micro-organismos apresentam uma
reacdo especifica a determinado OE.

Outros trabalhos ja demonstraram atividade antimicrobiana do OEV.
Maia et al. (2010) avaliaram os OEs de V. brasiliana e V. remotiflora quanto as
suas propriedades antimicrobianas, frente a uma gama de bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas e os autores observaram atividade antibacteriana de
largo espectro, inibindo o crescimento de todas as espécies de bactérias gram-
negativas e gram-positivas testadas, com destaque para Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter aerogenes e Bacillus subtilis. A atividade
antimicrobiana deste OE na dose de 2.000 uL L* provavelmente esta relacionada
a alta quantidade de sesquiterpenos como os que foram encontrados neste
trabalho: Germacreno-D, biciclogermacreno, B-cariofileno e o o-humuleno
(Tabela 2). Montanari et al. (2011) atribuem esses efeitos aos sesquiterpenos
devido a capacidade de inibigdo da respiragdo, ao aumento da permeabilidade da
membrana celular e a ruptura da integridade da membrana que resulta em um
vazamento dos ions de K + e, consequente, perda quimiosmética da célula.
Oleos ricos na mistura biciclogermacreno/germacreno-D, demonstraram potente
atividade antimicrobiana contra Candida albicans e Rhodococcus equi (COSTA
et al.,, 2009). Os OEs de Lantana camara e Aloysia virgata, ricos em
germacreno-D, apresentaram atividade antibacteriana moderada contra bactérias
Gram-positivas (B. cereus e S. aureus) e apenas 0 OE de A. virgata foi ativo
contra bactérias Gram-negativas (MONTANARI et al., 2011).
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Além da atividade antifingica demonstrada pelos OEs, foram
observadas alteragBes na coloragdo das colbnias fungicas, pois essas se
apresentaram escuras em meio BDA, e assumiram coloragéo branca (Figura 4)
com o aumento das concentrages dos OEs incorporados ao meio de cultura.
Comportamento semelhante foi relatado por Venturoso et al. (2011), trabalhando
com Fusarium solani, os autores observaram coloragdo micelial rosada em meio
BDA e esbranquicada com aumento das concentracdes de extratos incorporados
ao meio. Franzener et al. (2003) verificaram alteracbes morfologicas nas
colénias de B. sorokiniana, sobretudo na cor, pois se apresentaram escuras,
guase negras, em BDA, e assumiram coloracdo esbranquicada com o aumento

das concentracdes do extrato aquoso de canfora.

Figura 4 Efeito de diferentes concentragoes (125, 250, 500, 100 e 2.000 pL L~
1 dos o6leos essenciais de Cymbopogon flexuosus (OEC) (A),
Vernonia polyanthes (OEV) (B), fosfito de potassio (FP), fungicida
(FU), tween 20 e agua destilada sobre o crescimento micelial de
Colletotrichum lindemuthianum (...continua...)



Nota: Efeito fungistatico do FP (C) e fungicida do OEC.
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4.3 OEs e fosfito de potéssio no controle da antracnose do feijoeiro em casa

de vegetacao

Em casa de vegetacdo, tanto o OEC quanto o OEV reduziram a area
abaixo da curva de progresso da antracnose (AACPA) (Gréfico 2). Entretanto o
OEC proporcionou maior reducdo. A AACPA, referente aos tratamentos
constituidos de OEC, apresentou comportamento quadratico e reduziu a
severidade da doenca com o aumento das concentragdes, com maior reducéo
(57,23% em relagdo a testemunha) na concentracdo de 1.450 pL L, a partir da

qual constatou-se 0 aumento da severidade da doenca (Grafico 2A).

30, B

< 25 i < 25 T
E-) 20 R % 20 -\.——'/-'
:(( 15 A < 15 -

10 A < 10 -

5 Yy= 26,345-0,022x+0,000008x2 5 y = 24,878-0,013x+0,000005x?

0 R2=0,98 0 R2=10,87

0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
pLLt pL Lt

Gréfico 2 Area abaixo da curva de progresso da severidade da antracnose
(AACPA) 35 dias apés a inoculacio de Colletotrichum
lindemuthianum em plantas de feijoeiro cultivar Pérola, tratadas com
diferentes concentragbes (0, 125, 250, 500, 100 e 2000 pL L*?) de
6leo essencial de Cymbopogon flexuosus (A) e Vernonia polyanthes

(B)

Nota: Dados transformados para Vx + 0,5.

De maneira semelhante, a AACPA dos tratamentos constituidos de OEV
apresentou comportamento quadratico, e os tratamentos reduziram a severidade
da doenca em 37,62%, em relacdo a testemunha, na concentragdo de 1.320 L L
! (Gréfico 2 B). Os tratamentos com FP e fungicida (FU) reduziram a AACPA
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em 60,36 e 62,14%, respectivamente, em relacdo a testemunha. Ndo houve
diferenca estatistica entre FP e FU e 0 OEC a 1.000 pL L. Alguns autores ja
confirmaram o efeito do OE de outras espécies de Cymbopogon spp. no controle
de diversas antracnoses. Anamura et al. (2010) constataram que a aplica¢do do
6leo essencial de C. citratus nas doses de 0,12 e 0,25 g L diminuiu a severidade
da antracnose em frutos de maracujazeiro causada por C. gloeosporioides, ndo
havendo diferencga significativa em relacdo ao fungicida Procloraz.

Foi observado por Valencia et al. (2011) que a pulverizacdo e fumigagéo
foliar com 50 pL L* de OE de C. citratus controlou em 100% o
desenvolvimento da antracnose de Hibiscus rosa-sinensis inoculada com C.
gloeosporioides ndo apresentando diferenca significativa ao fungicida Benomyl,
entretanto, houve diferenca em relacdo a testemunha pulverizada com &gua
destilada, neste tratamento a doenca desenvolveu-se normalmente nas plantas
alcancando uma taxa de infeccéo de 34%.

Alguns autores atribuem o controle parcial de outras antracnoses com
OEC a atividade antifungica do citral, entretanto para esta confirmacdo é
necessario realizar experimentos testando o efeito isolado do neral e geranial.
Garcia et al. (2008) observaram que o citral a 1% foi responsavel pelo controle
de 70% da antracnose do mamdo e 60% da antracnose da banana. Segundo
Bakkali et al. (2008), os OEs, ricos em terpenos, causam danos em lipidios e
proteinas, quebram as paredes e membranas celulares e sendo assim, todo esse
processo resulta em lise celular, ja& nas células eucari6ticas, os OEs
desestabilizam a membrana mitocondrial e danificam as proteinas de membrana

plasmatica.
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4.4 Estudos da germinacéo e do desenvolvimento micelial in vivo de C.

lindemuthianum

As imagens de microscopia eletrdnica de varredura mostraram que em
todos os tratamentos, com as coletas realizadas quatro horas ap6s a inoculagdo
ndo houve germinacdo de conidios de C. lindemuthianum (Figura 5). Nas
amostras coletadas oito horas ap6s a inoculagdo ndo houve germinagéo, exceto
no tratamento com agua destilada no qual foram observados conidios iniciando o
processo germinativo (Figura 6).

Nas observacOes feitas em folhas de feijoeiro tratadas com agua
destilada e coletadas dezesseis horas ap0s a inoculagdo, foi possivel notar os
conidios em estdgio avancado de germinacdo, apresentando nitido
desenvolvimento micelial na superficie das folhas. Entretanto nas observagdes
realizadas nas folhas tratadas com OEV e OEC, nesse mesmo tempo de coleta,
notou-se que os conidios apresentavam pequena germinacdo e no tratamento
com FP os conidios ndo germinaram (Figura 7).

Diferencas expressivas foram visualizadas quarenta e oito horas apés a
inoculacdo, sendo que, nas folhas tratadas com &gua destilada houve nitido
desenvolvimento micelial e emissdo de muitos tubos germinativos proximo as
nervuras da superficie abaxial (Figura 8 A). O mesmo ndo aconteceu nas folhas
pulverizadas com o OEC e OEV (Figura 8 B e C), em que o0s conidios
apresentaram baixa germinacdo e micélio pouco desenvolvido. No tratamento

com FP ndo ocorreu germinagao de conidios (Figura 8 D).
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20 pm

20 pm

Figura 5 Eletromicrogafia de varredura de folhas de feijoeiro da cultivar
Pérola inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum, as 4 horas
apos a inoculagdo

Nota: Folhas pulverizadas com &gua destilada (A), 6leo essencial de Vernonia
polyanthes 1000 uL L™ (B), Cymbopogon flexuosus (C) 1000 uL L e fosfito de
potéassio 5mL L (D).
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Figura 6 Eletromicrogafia de varredura de folhas de feijoeiro da cultivar
Pérola inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum, as 8 horas
apos a inoculacdo

Nota: Folhas pulverizadas com 4&gua destilada (A), 6leo essencial de Vernonia
polyanthes 1000 uL.L? (B), Cymbopogon flexuosus (C) 1000 uL.L™* e fosfito de
potassio 5mL.L* (D).
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20 um

20 um

Figura 7 Eletromicrogafia de varredura de folhas de feijoeiro da cultivar
Pérola inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum, as 16 horas
apos a inoculacdo

Nota: Folhas pulverizadas com &gua destilada (A), O6leo essencial de Vernonia
polyanthes 1000 uL L™ (B), Cymbopogon flexuosus (C) 1000 uL L e fosfito de
potéassio 5mL L (D).
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20'um 20 pm

Figura 8 Eletromicrogafia de varredura de folhas de feijoeiro da cultivar
Pérola inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum, as 48 horas
apos a inoculacdo

Nota: Folhas pulverizadas com A&gua destilada (A), 6leo essencial de Vernonia
polyanthes 1000 uL L™ (B), Cymbopogon flexuosus (C) 1000 uL L e fosfito de
potassio 5mL Lt (D).

Esta efetividade direta dos fosfitos contra fungos estd relacionada
principalmente ao ion fosfito que parece ter acdo direta sobre o patdgeno
(PEREIRA et al., 2012). Esse efeito direto pode ocorrer pelo: rompimento das
paredes e membranas celulares dos patdgenos, provavelmente devido a
mudangas transcripcionais de varios genes putativos que codificam proteinas
envolvidas na biossintese dos componentes da parede celular; sintese de
amino&cidos; metabolismo de proteinas; metabolismo energético; desintoxicacao
e estresse oxidativo, comprometendo a morfologia e a fisiologia dos patdgenos

(KING et al., 2010). Além disso, os fosfitos também podem reduzir a
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esporulacdo dos micro-organismos, possibilitando com isso a reducdo do
potencial de indculo dos patdgenos (SILVA et al., 2013).

E importante ressaltar que os resultados obtidos nesse trabalho com o
uso da MEV corroboram o0s resultados observados no teste in vitro de
germinacgdo de conidios, em que houve inibi¢do da germinacgdo de conidios com
0 OEC, FT e OEV. Outros autores ja utilizaram a MEV para demonstrar a
atividade antifungica dos OEs. Pereira et al. (2011) trataram folhas de café com
OE de Cinnamomum zeylanicum e C. citratus na concentracéo de 1.000 uL L7,
e as inocularam com Cercospora coffeicola dois dias depois. Por meio das
observagbes com MEV, os autores verificaram uma redugdo na germinagéo e no
tamanho do micélio ocorrendo plasmolise de alguns conidios.

Hoyos et al. (2012) observaram através de microscopia eletrnica de
transmissdo (MET) os sitios de atuacdo dos OEs de C. citratus e C. martini
sobre Pseudocercospora griseola. Os autores visualizaram graves danos na
ultraestrutura celular dos conidios, como altera¢des no contetido citoplasmatico,
vacuolizacdo, ruptura da membrana plasmatica, da parede celular, penetracédo do

6leo, condensacao citoplasmatica e diminuicdo das cristas mitocondriais.

4.5 Analises bioquimicas da inducao de resisténcia

A interagdo tripla (Tratamentos x Epocas de coleta x Inoculagdo) foi
significativa para a atividade das enzimas POX e FAL (Tabela 4). Em plantas
inoculadas, a atividade da POX foi significativamente maior no tratamento com
FP aos 8 e 13 d.a.p. (dias ap6s a pulverizacdo) diferindo da testemunha,
entretanto aos 10 dias ndo houve diferenca significativa entre esses tratamentos.
Com relacdo ao OEC, houve maior atividade da POX aos 8 d.a.p. em relacdo ao
controle. O aumento da POX aos 8 d.a.p. nos tratamentos com FP e OEC

contribuiu para o controle do patégeno, uma vez que a inoculacado foi realizada
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aos 7 d.a.p, ou seja, rapidamente a planta reconheceu o fungo e aumentou o nivel
de POX.

Em plantas ndo inoculadas apenas o FP aos 8 d.a.p. se diferenciou dos
demais tratamentos (Tabela 5). Em relacéo ao periodo de coleta houve diferenca
estatistica em plantas inoculadas, sendo que o FP aos 13 d.a.p. apresentou maior
teor de POX quando comparado aos 8 e 10 d.a.p. Plantas pulverizadas com OEC
apresentaram maior atividade aos 10 e 13 d.a.p. Houve diferenca significativa
entre plantas inoculadas e ndo inoculadas, sendo que plantas que foram
desafiadas com o fungo C. lindemuthianum apresentaram maiores teores de
POX.

Tabela 4 Desdobramento dos graus de liberdade para a interagdo tripla dos
tratamentos aplicados x épocas de coleta x plantas com e sem

inoculacdo
POX FAL
Fontes de Graus de Quadrado médio
variagdo liberdade
Tratamentos (T) 2 13638,36 2,47
Epocas (E) 2 26679,75 4,18
Inoculacéo (1) 1 196848,42 3,81
TxE 4 14,74,45N5 0,7
TxI 2 5956,05 1,11
Exl 2 31200,47 0,49
TxEXxI 4 3042,39 0,27
Blocos 2 810,14 NS 0,003Ns
Erro 34 886,98 0,04
Total 53 - -
C.V. (%) - 14,34 24,46

NS N3o significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste F.
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Tabela 5 Atividade da peroxidase mM mint mg?! proteina em plantas de
feijoeiro com e sem inoculagdo de C. lindemuthianum, no estadio
V3/V4, coletadas aos 8, 10 e 13 dias apds a pulverizagdo com fosfito
de potéssio (FP), 6leo essencial de Cymbopogon flexuosus (OEC) e
agua destilada (H-0)

Sem Com
Tratamentos Inoculacio Inoculagéo
g\s 10 13 8 10 13

FP 189,24a 147,56a 163,76a 202,47aC 326,8aB 382,03aA
OEC 118,14b 134,43a 150,87a  192,92aB 334,36aA 315,21bA

H.0 150,29b 140,93a 131,1a  145,06bC 203,1aB 311,43bA

CV.(%) 14,34

Médias seguidas pelas mesmas letras, minudsculas nas colunas e mailsculas nas linhas,
ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. NSN&o houve
diferenga estatistica para o fator época de coleta x tratamentos para as analises das
plantas sem inocula¢do (p=0,1815).

Considerando a atividade da POX nos tempos 1, 3, 6, 8, 10 e 13 d.a.p.
em plantas ndo inoculadas (Tabela 6), sugere-se que a pulverizacdo do FP
apresentou um papel ativo na potencializacdo e antecipagdo (primming) da
atividade dessa enzima, demonstrando o papel deste produto em realizar essa
defesa da planta, uma vez que, houve diferenca da testemunha aos 1, 3, 6 e 8
d.a.p. Com relagdo ao OEC, houve diferenca significativa em relacdo a
testemunha aos 1, 3 e 8 d.a.p.
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Tabela 6 Atividade da peroxidase mM mint mg?! proteina em plantas de
feijoeiro sem inoculacdo de C. lindemuthianum, no estadio V3/V4,
coletadas aos 1, 3, 6, 8, 10 e 13 dias ap0s a aplicagdo de fosfito de
potassio (FP), 6leo essencial de Cymbopogon flexuosus (OEC) e agua
destilada (H-0)

Tratamentos Dias apo6s pulverizagdo

1 3 6 8 10 13

FP 145,31aB 203,6aA 213,17aA 189,24aA 147,66aB 163,76aB
OEC 151,41aB 193,87aA 185,06bA 118,14cB 134,43aB 150,87aB

H.0 107,04bB 159,36bA  158,7bA  150,29bA 141,03aA 131,1aB

CV.(%) 11,77

Médias seguidas pelas mesmas letras, minudsculas nas colunas e mailsculas nas linhas,
ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

A inducdo de resisténcia com OEs pode estar relacionada a sua
constituicdo quimica, sabe-se que os OEs possuem diversas substancias
organicas com capacidade de indugdo, como hidrocarbonetos terpénicos, alcoois
simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, xidos, perdxidos,
furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, até compostos contendo enxofre
(DEWICK, 1997). Assim pelos dados de cromatografia da Tabela 1 foi
confirmada a presenga de algumas dessas substdncias que provavelmente
contribuiram para o aumento dos teores de POX nos tecidos do feijoeiro. Pereira
et al. (2012) constataram aumento da enzima POX em plantas de café
pulverizadas com OE de citronela que resultou em diminuicdo da cercosporiose.

Com relagéo aos fosfitos, recentemente Eshraghi et al. (2011) relataram
que os fito-hormdnios acido salicilico e jasmdnico/etileno estdo envolvidos nos
mecanismos de defesa induzidos por fosfito, sugerindo que este indutor permite
0 recrutamento de moléculas que participam de diferentes rotas de resposta de
defesa. Segundo Daniel e Guest (2006), apds o tratamento com fosfito, ocorre

acumulo de compostos fenolicos nas células, formacéo de agregados
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citoplasmaticos e de fendis ao redor das células infectadas e rapido aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio, seguido por reacdes de
hipersensibilidade. Ribeiro Junior et al. (2006) obtiveram além do aumento de
POX em plantas de cacaueiro tratadas com FP, o controle parcial da murcha de
verticilio.

A relacdo positiva entre a atividade da POX e a resisténcia de plantas a
doencas tém sido relatada em diversos trabalhos, e 0 aumento da atividade desta
enzima durante o desenvolvimento da doenga tem sido correlacionado a
expressao de resisténcia em diferentes patossistemas. Desta forma, o aumento da
atividade da POX poderia explicar a menor severidade da antracnose do
feijoeiro observada em plantas tratadas com o FP e 0 OEC nos experimentos de
severidade. Martins et al. (2013) trabalhando também com a cultivar Pérola,
observaram aumento da atividade da POX em plantas tratadas com rizobactérias
e inoculadas com Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff), os
autores também observaram diminuicdo da severidade da doenca em niveis de
42 a 76%.

Campos et al. (2004) observaram que a atividade da POX foi
significativamente maior em plantas de feijoeiro tratadas com é&cido salicilico
antes e apos a inoculagdo de C. lindemuthiaum, havendo correlagdo positiva
entre 0 aumento da atividade da POX e a resisténcia a antracnose. Esta
resisténcia esta relacionada a capacidade da POX em produzir radicais livres,
toxicos para o patégeno em explosBes oxidativas, participar da sintese de lignina
para reforgar a parede celular, bem como produzir moléculas sinalizadoras como
0 H202 que podem levar a expressao de genes relacionados a outros mecanismos
de resisténcia (KAO, 2003).

Com relagdo a atividade da enzima FAL, houve diferenca significativa
para a interacdo tripla (Tratamentos x Epocas de coleta x Inoculacfo). Nas

plantas inoculadas e pulverizadas com FP houve maior atividade da FAL quando
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comparada as plantas pulverizadas com OEC e agua aos 8 e 10 d.a.p. (Tabela 7)
Ja aos 13 d.a.p., plantas pulverizadas com FP produziram menos FAL e ndo se
diferenciaram do 6leo. Possivelmente isto se deu pelo aumento da FAL nos
periodos iniciais p6s inoculacdo (8 e 10 d.a.p.) causando um custo metabolico a
planta no ultimo dia de avaliacdo. Este mesmo efeito ocorreu nas plantas
tratadas com agua, ou seja, a atividade da FAL diminuiu consideravelmente no
Gltimo dia apds a inoculacdo (13 d.a.p.), entretanto, a atividade desta enzima foi
inferior aos eliciadores FP e OEC, isto resultou em maior severidade da
antracnose nas plantas tratadas com agua.

Assim como o FP, plantas pulverizadas com OEC e inoculadas
apresentaram maior atividade da FAL em todos os periodos de avaliagdo. Esse
aumento pode significar que toda a rota dos fenilpropanoides sofreu alteracéo,
ou seja, mecanismos como sintese de lignina, compostos fenolicos, quinonas,
etc. podem ter sido potencializados em funcdo dos produtos testados.

Nas plantas ndo inoculadas, ndo houve diferenga estatistica entre o0s
produtos aos 8 e 13 d.a.p., apenas aos 10 d.a.p. plantas pulverizadas com FP
apresentaram maior atividade da FAL. Desta forma, fica evidente que o pico da

FAL ocorre aos 10 d.a.p.
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Tabela 7 Atividade da fenilalanina amdnia-liase mMol min mg proteina® em
plantas de feijoeiro com e sem inoculagdo de C. lindemuthianum, no
estadio V3/V4, coletadas aos 8, 10 e 13 dias apds a aplicacdo de
fosfito de potassio (FP), 6leo essencial de Cymbopogon flexuosus
(OEC) e 4gua destilada (H20)

Sem Com
Tratamentos o ~
Inoculacdo Inoculacdo
8 10 13 8 10 13

FP 0,33aB  1,74aA  0,22aB 1,83aB  2,45aA  0,58aC
OEC 0,25aA  0,59bA  0,55aA 0,94bB  1,98bA  0,80aB

H.0 0,31aB  0,79bA  0,32aB 0,45cA  0,68cA 0,17bC

C.V. (%) 24,46
Médias seguidas pelas mesmas letras, minudsculas nas colunas e mailsculas nas linhas,
ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Considerando agora, a atividade da FAL aos 1, 3, 6, 8, 10 e 13, d.a.p.
nas plantas de feijdo ndo inoculadas, o FP foi superior aos demais tratamentos
aos 1, 6 e 10 d.a.p. (Tabela 8). Ja para plantas pulverizadas com OEC, houve
maior atividade da FAL aos 3 e 13 d.a.p. Ndo houve diferenca significativa entre
0s tratamentos aos 8 d.a.p. Com relacéo a época de coleta, plantas pulverizadas
com FP e o OEC apresentaram maior atividade da FAL aos 3 d.a.p. Ja para o
tratamento testemunha, houve maior producdo de FAL aos 1, 3, 6 e 10 d.a.p.
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Tabela 8 Atividade da fenilalanina amdnia-liase em mMol min? mg proteina
em plantas de feijoeiro sem inoculacdo de C. lindemuthianum, no
estddio V3/V4, coletadas aos 1, 3, 6, 8, 10 e 13 dias ap6s a
pulverizacdo de fosfito de potassio (FP), 6leo essencial de
Cymbopogon flexuosus (OEC) e agua destilada (H20)

Tratamentos Dias ap0s pulverizacao
1 3 6 8 10 13
FP 1,31aC  2,15bA 1,69aB 0,33aD 1,74aB  0,22bD

OEC 0,73bC  2,53aA  1,44bB  0,25aD 0,59bC 0,55aC

H.0 0,71bA 0,98cA  0,78cA  031aB 0,79bA 0,32bB
CV.(%) 136

Meédias seguidas pelas mesmas letras, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas,
ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

A maior atividade da FAL nas plantas pulverizadas com FP e OEs ja foi
observada por outros autores. Saindrenan et al. (1988) observaram que aplicacéo
de fosfitos em Vigna ungiculata, previamente infectadas com Phytophthora
cryptogea, aumentou significativamente a atividade da FAL. Sellamuthu et al.
(2013) observaram aumento da FAL em frutos de abacate com a aplicagdo do
OE de tomilho. Este aumento tem sido frequentemente referido como uma
reacdo de defesa das plantas, mostrando um aumento significativo apés a
infeccdo por patdégenos (EL MODAFAR et al., 2012).

Martins et al. (2013) constataram aumento nos teores de FAL no
segundo estagio fenoldgico de plantas de feijoeiro cultivar Pérola, tratadas com
rizobactérias promotoras de crescimento. Os autores também observaram
diminuicdo da severidade da murcha do feijoeiro (Cff) em até 76%, além do
aumento do peso seco da parte aérea e raiz das plantas tratadas. Campos et al.
(2003) observaram que plantas de feijoeiro da cultivar Pérola tratadas com &cido
salicilico tiveram atividade de PAL mais elevada do que plantas tratadas com
agua, sendo que plantas desafiadas com o patdgeno C. lindemuthiahum

apresentaram maior atividade de PAL do que plantas ndo inoculadas.
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A FAL catalisa a reacdo de desaminacdo de L-fenilalanina a &cido
transcinamico, a qual é a primeira etapa envolvida na rota dos fenilpropanoides
gue é de grande importancia para a producdo de compostos de defesa da planta
contra patégenos (TSUGE et al., 2004).

Desta forma, o0 OEC e o FP podem constituir nova alternativa de manejo
para o controle da antracnose do feijoeiro, pois além da inducdo de importantes
enzimas de defesa como a POX e a FAL, também foi confirmada a presenca de
substancias antiflngicas nesses produtos. No entanto, mais estudos necessitam
ser realizados, como a demonstracdo da eficiéncia desses produtos no controle
da antracnose em condi¢cGes de campo, as doses a serem utilizadas e a
determinacdo da toxicologia ao ambiente e ao homem, bem como a adequacéao

da producgéo dos OEs e sua formulagéo.
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5 CONCLUSOES

O dleo essencial de Cymbopogon flexuosus e o fosfito de potassio
reduzem o crescimento micelial e a germinacdo de conidios de Colletotrichum
lindemuthianum, ja o dleo essencial de Vernonia polyanthes inibiu em menor
grau o crescimento micelial e a germinacéo de C. lindemuthianum.

Os 6leos essenciais de C. flexuosus e V. polyanthes assim como o fosfito
de potéssio reduzem a germinacédo dos conidios e o desenvolvimento micelial de
C. lindemuthianum na superficie de folhas do feijoeiro.

Os Oleos essenciais de C. flexuosus e V. polyanthes promovem controle
parcial da antracnose do feijoeiro em casa de vegetacdo, sendo que o fosfito de
potéssio foi mais promissor no controle da doenca.

Os componentes majoritarios do OEC foram o geranial e neral, ja no
OEV foram encontrados maiores teores de germacreno-D, biciclogermacreno, 3-
cariofileno e a-humuleno.

O fosfito de potassio e o 6leo essencial de C. flexuosus induziram
aumento na atividade das enzimas peroxidase e fenilalanina aménia-liase nos

tecidos do feijoeiro, sendo o fosfito mais efetivo na inducao.
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