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Resumo: Vérios patdgenos atacam a cultura da soja (Glycine max), dentre estes, o fungo Cercorpora kikuchii, causador da mancha purpura da semente e do
crestamento foliar. A doenca afeta as folhas, peciolos, hastes, vagens e sementes e pode ocorrer em qualquer estadio de desenvolvimento da planta. Em clima quente
e imido o fungo pode produzir danos que podem chegar a 30% da produgdo. No sistema de producéo convencional, o controle quimico é uma opgdo importante,
entretanto o emprego frequente destas moléculas pode desencadear a resisténcia genética nos fitopatgenos e varios impactos ao ambiente e a salde dos agricultores
e consumidores. No sistema de produgdo orgénico, as formas de controle séo apenas a sele¢do de sementes e as praticas culturais. Neste contexto, o desenvolvimento
de alternativas de menor impacto ambiental para o controle da cercosporiose beneficiara tanto a agricultura organica, como a convencional. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito de 6leos essenciais de Lippia alba, Tagetes minuta, Psidium cattleyanum, Schinus molle e Schinus terebinthifolius e do fungicida carbendazim
no controle do patégeno Cercospora kikuchii e avaliar a germinagdo de sementes de soja com o 6leo de melhor resultado. A conclusdo deste trabalho foi que os
6leos essenciais de L. alba, T. minuta e P. cattleyanum inibiram in vitro o crescimento micelial do patégeno C. kikuchii. O 6leo de L. alba apresentou o melhor
resultado, demonstrando assim 72% de protegdo da semente no teste de germinacéo.

Palavras-chave: Mancha purpura, Controle alternativo, Cercorpora kikuchii.

Abstract: Various pathogens attack the soybean crop (Glycine max), among which is of great importance Cercorpora kikuchii the fungus that causes the purple
seed stain and leaf bligh. The disease affects leaves, petioles, stems, pods and seeds and can occur in any stage of development of the plant. In hot and humid
weather, the fungus can produce damage that can reach 30% of production. In the conventional production system, chemical control is an important option, though
the frequent use of these molecules can trigger genetic resistance in pathogens and various impacts on the environment and health of farmers and consumers. In the
organic production system, the forms of control are just a selection of seeds and cultural practices. In this context, the development of alternatives with less
environmental impact for the control of Cercospora leaf spot should benefit both organic farming and conventional. The main of this study was to evaluate the effect
of essential oils of Lippia alba, Tagetes minuta, Psidium cattleyanum, Schinus molle and Schinus terebinthifolius and carbendazin fungicide on seed germination
and reduce the incidence of the disease in seedlings. The essential oils of L. alba, and T. minuta e P. cattleyanum inhibited in vitro mycelial growth of the pathogen
C. kikuchii and to evaluate the germination of soybean seeds with the best yielding oil. The conclusion of this work was that the essential oils of L. alba, T. minuta
and P. cattleyanum inhibited in vitro the mycelial growth of the pathogen C. kikuchii. The L. alba oil presented the best result, thus showing 72% seed protection in
the germination test.

Keywords: Purple stain, Alternative control, Cercorpora kikuchii.

O complexo de soja (gréo, farelo e dleo) € o principal
gerador de divisas cambiais do Brasil, com negociacOes
anuais que ultrapassam US$ 20 bilhdes. Em 2019, a produgéo
nacional deve representar 40% do comércio mundial do gréo
e 73% do 6leo de soja. A previsdo da taxa de crescimento
anual de producédo de soja é de 2,43% até 2019, préxima da
taxa mundial, estimada em 2,56% para os proximos anos [7].
Este bom desempenho, no entanto, tem sido garantido
frequentemente pelo uso de agrotéxicos, pois a ocorréncia de
doencas e pragas é comum devido as diversas condigdes
climaticas em nosso pais. Mais de cem patdégenos atacam a
cultura da soja, entre os quais tem grande i mportancia o fungo
Cercorpora kikuchii, causador da mancha plrpura da
semente e do crestamento foliar [6].

1. INTRODUCAO

A soja é a cultura agricola brasileira que mais cresceu
nas ultimas trés décadas e corresponde a 49% da é&rea
plantada em grdos do pais [3]. As mais importantes areas de
cultivo localizam-se nos Estados do Mato Grosso, Parana e
Rio Grande do Sul [7]. O aumento da produtividade esta
associado aos avangos tecnoldgicos, ao manejo e eficiéncia
dos produtores. O grdo é o componente essencial na
fabricacdo de ragdes animais e com usoO crescente na
alimentacdo humana encontra-se em franco crescimento [8].
Cultivada especialmente nas regides Centro Oeste e Sul do
pais, o grdo se firmou como um dos produtos mais destacados
da agricultura nacional e na balanga comercial.

Esta doenca ocorre em todas as regides produtoras de
soja e naquelas de clima quente e chuvoso as perdas
decorrentes podem chegar a 30% [16]. A doenca afeta as
folhas, peciolos, hastes, vagens e sementes e pode ocorrer em
qualquer estadio de desenvolvimento da planta. Nas folhas,
as manchas desenvolvem-se em ambos os lados, geralmente
angulares e de cor marrom-avermelhada. J& nas sementes o
sintoma é o desenvolvimento de manchas de coloracéo rosa
variando até o roxo palido ou escuro, que podem cobrir toda
semente [3].

O cultivo de soja no Brasil se orienta por um padréo
ambientalmente responsavel, ou seja, com 0 uso de praticas
de agricultura sustentavel, como o sistema integracao-
lavoura-pecuaria € a utilizacdo da técnica do plantio direto.
Sao técnicas que permitem o uso intensivo da terra e com
menor impacto ambiental, o que reduz a presséo pela abertura
de novas areas e contribui para a preservacdo do meio
ambiente. O Brasil é autossuficiente na produgdo de soja,
abastecendo o mercado interno e enviando o excedente ao
mercado externo [11]. O consumo interno estd em constante
ascensdo e a previsdo é de que 45% do aumento da producdo As sementes infectadas podem ndo germinar ou,
seja destinado ao mercado interno em 2019. guando germinam, produzem plantulas doentes. Os
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cotilédones sdo enrugados, € podem ter uma coloracdo roxa
escura, e caem prematuramente. Em clima quente e imido o
fungo esporula nos cotilédones e na haste afetada [12]. Esses
conidios servem de indculo secundario e sdo facilmente
disseminados pelo vento e por respingos de agua. O patdgeno
também sobrevive em restos culturais.

Dentre as medidas recomendadas para o controle desta
doenca destacam-se o0 uso de sementes sadias, a rotacdo de
culturas, o manejo dos restos culturais, a reducdo da
densidade de plantas no campo e o controle quimico [14]. No
sistema de produgdo convencional o controle quimico é uma
op¢do importante, entretanto o emprego frequente destas
moléculas pode desencadear uma série de problemas como a
resisténcia genética e varios impactos ao ambiente e a salde
dos agricultores e consumidores. No sistema de producdo
organico, as formas de controle sdo apenas a selecdo de
sementes e as praticas culturais [9].

Neste contexto, o desenvolvimento de alternativas de
menor impacto ambiental para o controle da cercosporiose
deverd beneficiar tanto a agricultura orgdnica como a
convencional [4]. Nas Ultimas décadas, o biocontrole, os
biofertilizantes, caldas, extratos e 6leos essenciais de plantas
tém sido empregados com sucesso no controle de algumas
doencas [2]. Os 6leos essenciais constituem os elementos
volateis produzidos em 6rgaos vegetais e sdo relacionados
com a sobrevivéncia vegetal, exercendo papel na defesa
contra 0s micro-organismo [15].

Como alternativa ao controle quimico da cercosporiose,
no presente trabalho foram comparados os efeitos dos 6leos
essenciais de Lippia alba, Tagetes minuta, Psidium
cattleyanum, Schinus molle e Schinus terebinthifolius e do
fungicida carbendazim no controle do patégeno Cercospora
kikuchii.

2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Controle de Doencas de Plantas do Instituto de Biotecnologia
da Universidade de Caxias do Sul, localizado no municipio
de Caxias do Sul/RS. As extracdes dos 6leos essenciais foram
realizadas no Laboratorio de Oleos essenciais do mesmo
Instituto. Os testes ocorreram no periodo de setembro de 2010
a junho de 2011, seguindo a metodologia descrita por Ethur
et. al. [5], com algumas modificacdes.

2.1 Microrganismo:

O fitopatdgeno Cercospora kikuchii (A58/11) foi
isolado da soja com sintomas de cercosporiose, da regido de
Londrina - Parand, e reativado da Micoteca do Laboratério de
Fitopatologia e Controle Bioldgico de Plantas, Universidade
de Caxias do Sul, onde esta depositado.

2.2 Material vegetal:

Amostras das plantas Lippia alba, Tagetes minuta,
Psidium cattleyanum, Schinus molle, S. terebinthifolius
foram coletadas de canteiros prdprios do Instituto de
Biotecnologia, Universidade de Caxias do Sul.

2.3 Oleos essenciais:

Os O6leos essenciais das plantas foram obtidos pelo
método de hidrodestilacdo, logo depois da secagem das
plantas em secador com fluxo de ar, 40° C, por 48 horas.

2.4 Andlise quimica dos 6leos essenciais:

A composicao quimica dos 6leos essenciais foi definida
por cromatografia a gas (GC) e cromatografia a gas acoplada
a detector seletivo de massas (GC/MS). As analises em GC
foram realizadas em Hewlett Packard 6890, equipado com
um processador de dados HP-Chemstation. As analises foram
realizadas em coluna polar HP-Innowax (30 m x 320 pmii.d.)
0,50 pm de espessura de filme (Hewlett Packard, USA), com
a seguinte programacdo de temperatura 40° C (8 min) para
180° C a 3°C/min, 180-230° C a 20°C/min, 230°C (20 min);
temperatura de injetor 250°C; razdo de split 1:50, temperatura
do detector FID 250°C; gas de arraste H, (34Kpa), volume
injetado 1 pL diluido em hexano (1:10).

As andlises em CG/MS foram realizadas em Hewlett
Packard 6890/MSD5973, equipado com software HP
Chemstation e espectroteca Wiley 275. As analises foram
realizadas em coluna polar HP-Innowax (30 m x 250 pum)
0,50 pm espessura de filme (Hewlett Packard, USA). O
programa de temperatura utilizado foi o mesmo usado na
analise em GC, interface 280°C; razdo de split 1:100; gas de
arraste He (56 Kpa); energia de ionizacdo cut 3,5 min, volume
injetado 0,4 pL diluido em hexano (1:10).

2.5 Selecdo do melhor Oleo essencial na inibicdo do
desenvolvimento micelial do fitopatogeno Cercopora
kikuchii:

Para avaliar o efeito dos dleos essenciais de L. alba, T.
minuta, P. cattleyanum, S. molle e S. terebinthifolius sobre o
crescimento micelial do patégeno, aliquotas de 10, 50, 100,
150 e 200 uL de cada éleo, previamente autoclavadas, foram
diluidas em Tween 20 (1:1), e adicionadas a 100 mL de meio
de cultura BDA (batata, dextrose e 4gar) fundente (=50°C),
evitando-se a volatilizagdo do éleo essencial.

O meio de cultura foi distribuido em placas de Petri, e
apos a sua solidificacdo, foi transferido para o centro de cada
placa um disco (0,5 cm de didmetro) de &gar colonizado
retirado de uma coldnia em crescimento de C. kikuchii. O
tratamento quimico (carbendazim) foi realizado da mesma
forma, como para os Oleos essenciais, mas apenas na
concentracdo 0,16 mg/100mL (dose recomendada) e, no
tratamento testemunha apenas BDA. Em seguida, todos os
tratamentos foram incubados em cdmara de crescimento com
fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25°C. A medida do
diametro das coldnias foi tomada com um paquimetro digital,
no 3°, 7° e 14° dias apos a incubacao.

2.6 Avaliacéo da germinagdo de sementes de soja:

A geminacgdo das sementes infectadas pelo patdgeno foi
realizada segundo as metodologias de [10] com algumas
modifica¢Oes seguindo-se 0s seguintes passos:

a. Infeccdo das sementes com o fitopatégeno: Para a
realizacdo dos experimentos, sementes de soja da vr BMX
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FORCA foram desinfestadas com hipoclorito de sodio a 1%
por trés minutos e depois depositadas em placas de Petri
contendo uma suspencdo aquosa de células (1X106.mL1) do
patdgeno, permanecendo nesta condi¢do por 64 horas.

b. Germinagdo das sementes: Para avaliacio do efeito do
melhor 0leo essencial na melhor concentragdo e do
carbendazim sobre a germinag&o das sementes, foi planejado
um experimento com sete tratamentos. Em cada um foram
utilizadas 150 sementes distribuidas em trés repeti¢oes de 50
sementes. Ao final da preparacgéo de todos os tratamentos, as
sementes foram depositadas sobre papel umedecido com um
volume de agua equivalente a 2,5 vezes o seu peso. O papel
foi entdo enrolado sobre si mesmo formando umrolo (rolo de
germinacéo) e colocado em cAmara de germinacdo a 25°C e
fotoperiodo de 12 horas. Apds cinco dias foi computado o
niimero de sementes germinadas.

Os tratamentos foram os seguintes:

Tratamento 1 — Curativo: sementes infectadas foram
mergulhadas por trés minutos em solucdo aquosa com 0
melhor 6leo na sua melhor concentracgao.

Tratamento 2 - Curativo: sementes infectadas foram
mergulhadas em calda aquosa contendo o fungicida
carbendazin (0,16 mg/100 mL), por trés minutos.

Tratamento 3 - Preventivo: sementes ndo infectadas foram
mergulhadas por trés minutos no melhor dleo na sua melhor
concentracdo. Depois de secarem sobre papel de filtro
esterilizado, imediatamente foram colocadas em contato com
0 patégeno durante 64 horas.

Tratamento 4 — controle A: sementes infectadas foram
mergulhadas por trés minutos em dgua destilada autoclavada.

Tratamento 5 — controle B: sementes ndo infectadas foram
mergulhadas por trés minutos em solu¢do aquosa com o
melhor 6leo na sua melhor concentragao.

Tratamento 6 — controle C: sementes ndo infectadas foram
mergulhadas por trés minutos emsolucdo agquosa com Tween
20.

Tratamento 7 — controle D: sementes ndo infectadas foram
mergulhadas por trés minutos em agua destilada autoclavada.

Avaliacdo da emergéncia de plantulas: As sementes
germinadas no item anterior (c) foram transferidas para copos
plasticos de 100 mL de volume, preenchidos com substrato
(marca: Carolina) autoclavado. O comportamento do
desenvolvimento das plantulas em cAmara de germinagdo a +
25°C, sob regime alternado de 12 horas de luz e 12 horas de
escuro, foi acompanhado por dez dias.

2.7. Analise estatistica dos dados:

Os dados alcangados nos experimentos foram
submetidos a andlise de variancia e da homocedasticidade
para verificacdo da confiabilidade. As médias dos resultados
totais foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando-se o programa IBM SPSS 19
Statistics.

3. RESULTADOS E ANALISES

As plantas apresentaram diferentes rendimentos de 6leo
essencial e composicdo quimica, considerando-se a massa
seca das plantas e seus compostos majoritarios como pode ser
observado na Tabela 1.

Tabela 1. Rendimento do éleo essencial das plantas e o
teor do composto majoritario.

Planta Rend | Composto | Teor do |Referéncia
. 6. | majoritario | composto | bibliografica
e. majoritari | *
(%) o0 (%)
S. molle 1,16 | a-Pineno 44 Santos et al.
(2010)
Pcattleyanum | 0,12 | 1,8 Cineol 38 Manica-
Catani, 2009
L. alba 1,65 | Linalol 59 Belaiche et
al. (2005)
S.terebinthifo | 0,62 | a-Pineno 27 Santos et al.
lius (2010)
T. minuta 0,92 | Cistageton 39 Saavedra,
a 2002

* Dados corroborados

Os dados apresentados na Tabela 2 demonstram que
entre os 6leos essenciais avaliados, L. alba, P. cattleyanun e
T. minuta foram os mais eficientes nas suas maiores
concentracdes, na inibicdo do desenvolvimento de C.
kikuchii. No tratamento como fungicida carbendazin o fungo
foi inibido na concentracdo proposta pelo fabricante e, no
tratamento testemunha o fungo desenvolveu-se por toda a
superficie do meio de cultura.

Tabela 2. Porcentagem de inibicdo dos diferentes
tratamentos, concentragdes de 6leos essenciais das plantas
e do carbendazin (fungicida recomendado) sobre o
crescimento micelial do fungo Cercospora kikuchii.

Tratamentos A B C D E
utilizados

0,05% 0b 0b 0b Oa Oa

O.E

0,10% Ob 0b 0b Oa Oa

O.E

0,15% 100% 0b 0b Oa Oa

O.E a

0,20% 100% | 100%a | 100%a Oa Oa

O.E a

Testemunha 0b 0Ob 0Ob Oa Oa

Carbendazim

100% de inibi¢&o na concentragdo 0,16 mg/mL-1

A- L. alba; B- P, cattleyanum,; C- T. minuta; D- s.
terebinthifolius; E- S. molle
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Entre os 6leos essenciais testados na reducdo do
desenvolvimento do fungo, o éleo essencial de L. alba
destacou-se, ja que os seus principios ativos provocaram uma
inibicdo de 100%, a partir da concentracdo de 0,15%. Da
mesma forma, Belaiche et al. [1] relataram que o linalol,
composto majoritario de L. alba (Tabela 1), apresenta bons
resultados como acaricida, bactericida e fungicida, dentre
outras funcdes, tais como sedativa, hipndtica, hipotérmica,
anticonvulsivante, anti-inflamatoria e analgésica entre outras
[19]. Como atividade antifingica, Tereschuk et al. [20]
relataram que o extrato bruto de L. alba possui agdo
fungitoxica in vitro sobre o crescimento micelial dos fungos
fitopatogénicos:  Alternaria alternata, Colletotrichum
graminicola, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii.

O dbleo essencial de P. cattleyanum e T. minuta inibiram
em 100% o fungo na concentracao de 0,20%, semdemonstrar
esta propriedade nas doses menores. Outros autores como
Souza et al. [17] relataram que outras espéecies do género
Psidium, como P. guayava vr. Pomifera, também produzem
6leos com capacidade antifingica, porém em doses menores
de 0,1% (lul/mL). Esta diferenca pode ser devida a
caracteristicas das espécies. Em relagdo ao 6leo essencial de
T. minuta, Tereschuk et al. [20] observaram que o extrato
aquoso desta planta tem boa atividade bactericida sobre
Escherichia coli, porém pouco se sabe sobre atividade
antiflngica, o que foi demonstrado no presente trabalho.

Os oleos essenciais de S. terebinthifolius e S. molle
afetaram o crescimento micelial do fungo a partir da
concentracdo 0,15 e 0,10 %, respectivamente, sem, no
entanto, atingir 100% nem na concentracdo maxima testada.
Este dado sugere que a acdo destes 6leos ndo seja tdo grande
quanto a dos outros Gleos testados, 0 que vem de encontro aos
resultados de Santos et. al. [13], que verificaram que o extrato
de aroeira (Schinus spp.) na concentracdo de 13,5 mg/mL
apresentou atividade bactericida sobre as linhagens de E. coli,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, mas ndo apresentou nenhuma atividade antifingica
sobre Aspergillus niger e A. flavus. Emtrabalhos semelhantes
foi observado que o dleo de S. molle inibiu o crescimento de
alguns fungos como Fusarium spp. e Botrytis spp., mas
somente em dilui¢des acima de 25%, Colletotrichum spp. e
Alternaria spp. com 50% de 6leo essencial [13, 18].

Diante dos resultados alcancados neste experimento, o
6leo selecionado para os demais experimentos foi o 0Oleo
essencial de L. alba.

3.1. Avaliacdo da germinacdo e incidéncia de sementes
germinadas com sintomas da doenca:

Em relacdo ao nimero de sementes germinadas foi
observado que nenhum dos tratamentos provocou uma
grande reducdo, pelo contrério, a partir de N=150, a maioria
das sementes germinaram. Estes dados (Tabela 3) indicam
que mesmo na presenca do patdgeno, as sementes germinam,
podendo ou ndo apresentar sintomas da doencga. Entretanto,
durante o desenvolvimento das plantulas os sintomas
surgiram, como pode ser observado na mesma tabela.

Neste experimento destacaram-se os tratamentos T2
(curativo com fungicida carbendazin) e T3 (preventivo com
6leo), nos quais o percentual de plantulas com sintomas da
doenca foi menor quando comparado aos outros tratamentos
com sementes infectadas.

O tratamento preventivo com o dleo (T3) obteve um
otimo desempenho, reduzindo drasticamente a incidéncia de
plantulas com sintomas, alcangando 28% de incidéncia da
doenca ou 72% de prote¢do, enquanto o tratamento controle
(T4) apresentou 75% de plantulas com sintomas ou apenas
25% de protec¢do. Este resultado, comprova a eficacia do 6leo
de L. alba, uma vez que apresentou comportamento
semelhante ao fungicida carbendazin.

Tabela 3: Efeito dos 6leos essenciais sobre a germinagéo
de sementes e a instalacdo da doenca nas plantulas.

Tratamentos Sementes % Plantulas
(N=150) germinadas doentes

T1* 127 a 53a
T2%* 140 a 29b
T3**k 119a 28b
T4**** 129 a 75a
T5**A*% 119a Oc
TE**H*k% 128 a Oc
T7 ¥ A FH A 145a Oc
Letras iguais na coluna ndo diferem significativamente
(p<0,05).
*T1: sementes infectadas tratadas com éleo L. alba
(0,20%).
**T2: sementes infectadas tratadas com carbendazin (0,16
mg/100 mL).

***T3: sementes tratadas preventivamente com dleo de L.
alba (0,20%).

****T4: sementes infectadas tratadas com agua destilada.
*****T5; sementes ndo infectadas tratadas com o 6leo de
L. alba (0,20%).

****%*%T6: sementes ndo infectadas tratadas com Tween
20 (0,20mg/mL).

*HHFXXXT 7: sementes ndo infectadas tratadas com agua
destilada autoclavada.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Os oleos essenciais de Lippia alba, Tagetes minuta e
Psidium cattleyanum inibiram in vitro o crescimento micelial
do patogeno C. kikuchii. O 6leo essencial de L. alba reduziu
a incidéncia da doenca nas plantulas de forma tdo eficiente
como o fungicida carbendazim, recomendado no sistema de
produgéo convencional.

O dleo essencial de L. alba foi eficiente como
tratamento preventivo, mas ndo como curativo. Entre os 6leos
avaliados neste trabalho, o dleo essencial de L. alba
apresentou o melhor potencial de uso para o controle da
mancha purpura da semente, causada por C. kikuchii.
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