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RESUMO

A cultura do tomateiro é umas das olericolas de grande importancia econdmica a nivel
mundial. No entanto, a ocorréncia de patdgenos causam grandes perdas produtivas e
econdmicas na cultura. A pinta preta causada por Alternaria solani é uma das principais
doencas do tomate (Lycopersicon esculentum), atacando folhas, hastes, peciolos e frutos.
Torna-se necessario a busca de alternativas no controle dessa doenca, que tenham impactos
ambientais reduzidos e de baixa toxidade a biodiversidade local e para as pessoas envolvidas
no processo produtivo e no consumo do tomate. Alguns extratos vegetais ja tem mostrado
potencial no controle de fitopatdgenos. Desta forma o trabalho objetivou em avaliar os
extratos aquosos de rizomas do gengibre (Zingiber officinale), do bulbo de alho (Allium
sativum) e do botdo floral do cravo-da-india (Caryophyllus aromaticus) no efeito direto in
vitro sobre o fungo A. solani, e in vivo no controle da pinta preta em plantas de tomateiro. O
trabalho in vitro foi conduzido na Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Laranjeiras
do Sul-PR no Laboratério de Fitopatologia da instituicdo, onde foi avaliado o crescimento
micelial, a germinacdo de esporos e 0 tamanho de tubos germinativos de A. solani. Foram
avaliadas as concentragdes de 1%, 5%, 10%, 15% e 20% dos extratos vegetais. Constituiram
testemunhas agua destilada e calda bordalesa. Ja o teste in vivo foi realizado em plantas de
tomateiro Santa Cruz Kada cultivadas em casa de vegetacdo que receberam os tratamentos e a
inoculacdo com o patdgeno. Nesse caso 0s extratos vegetais foram avaliados apenas na
concentracdo de 20%. Foram determinadas a area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) e o nimero e peso de frutos produzidos. Os experimentos foram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeti¢fes. Os extratos reduziram de forma
linear o crescimento micelial, a germinacdo de esporos e o tamanho dos tubos germinativos.
Os extratos de cravo-da-india, alho e gengibre ndo afetaram a producdo, mas reduziram a
AACPD em 55,8, 29,5 e 22,5% em relacdo a testemunha agua, respectivamente. Esses
resultados indicam potencial dos extratos vegetais avaliados no controle da pinta preta do
tomateiro, com destaque para o extrato de cravo-da-india.

Palavras chave: Lycopersicon esculentum, gengibre, alho, cravo-da-india, controle alternativo.



ABSTRACT

The tomato crop is one of the vegetable crops of great economic importance worldwide.
However, the occurrence of pathogens cause great economic losses in production and culture.
Early blight caused by Alternaria solani is a major disease of tomato (Lycopersicon
esculentum), attacking leaves, stems, petioles and fruit. It is necessary to search for
alternatives to control this disease, which have reduced environmental impacts and low
toxicity local biodiversity and for people involved in the production process and tomato
consumption. Thus, the study evaluated the aqueous extracts of ginger rhizome (Zingiber
officinale), the bulb of garlic (Allium sativum L.) and floral dianthus button (Caryophyllus
aromaticus L.). the direct effect in vitro on the fungus A. solani, and in vivo in the control of
early blight on tomato plants. The in vitro study was conducted at the Universidade Federal da
Fronteira Sul, Campus Laranjeiras do Sul-PR on other Phytopathology Laboratory, where the
myecelial growth, spore germination and size of germ tubes of A. solani was evaluated.
Concentrations were measured 1%, 5%, 10%, 15% and 20% of the plant extracts. Constituted
control Bordeaux mixture and distilled water. But the in vivo test was conducted in tomato
plants Santa Cruz Kada grown in pots in the greenhouse receiving treatment and inoculation
with the pathogen. In this case the plant extracts was evaluated at a concentration of only
20%. We determined the area under the disease progress curve (AUDPC) and the number and
weight of fruits produced. The derivative linearly reduced mycelial growth, spore germination
and the size of the germ tubes. The clove extracts, garlic and ginger did not affect production
but reduced AUDPC by 55.8, 29.5 and 22.5% compared to control water, respectively. These
results indicate the potential of plant extracts evaluated in the control of black tomato
painting, particularly the clove extract.

Keywords: Lycopersicon esculentum, ginger, garlic, clove, alternative control.
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1 INTRODUCAO

O tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) é uma cultura de grande importancia
econbmica, sendo a especie olericola com maior volume de producdo do pais. A
produtividade em média no Brasil gira em torno de 60 t/ha por ano, mas ha regides em que
produtividade chegou até 90 t/ha (MIRANDA; RELS, 2006).

A cultura do tomateiro € muito exigente em mao de obra e apresenta varios fatores que
podem comprometer seu desenvolvimento e sua producdo. Um desses fatores de grande
importancia é o ataque de doengas que limitam o cultivo em algumas regides e épocas do ano.
Entre os agentes causais estdo as bactérias, fungos, virus e nematoides que dificultam o
cultivo e causam grandes perdas significativas na producdo do tomateiro (BAPTISTA;
OLIVEIRA; RESENDE, 2009). Dentre estes patdgenos o fungo Alternaria solani, agente
causal da pinta preta, vem causando grandes perdas nas culturas, pois esta doenca ocorre em
todas as regiGes onde o tomateiro € cultivado. A maior ocorréncia € constatada em condicGes
de alta temperatura (25 e 30°C). Esse patdgeno pode ocorrer em clima semi-arido, devido a
ocorréncia frequente do orvalho (KUROZAMA; PAVAN, 2005a). Os agrotdxicos utilizados
para controle das doengas, em algumas situacGes pode elevar o custo de producdo, além de ser
prejudicial a0 meio ambiente devido aos fungicidas altamente persistentes e pouco seletivos,
ocasionando alteragcbes na biodiversidade do local. Desta forma a necessidade adocdo de
novas técnicas para o controle e manejo dos patdgenos na cultura do tomateiro (MIRANDA;
RELS, 2006).

Se faz necesséario a adogéo de técnicas preventivas e outras medidas de controle desta
doenga, por exemplo, uso de variedades resistentes e rotacdo de culturas. Além destas
medidas também extratos vegetais podem representar potencial para controle de doengas em
plantas (BAPTISTA; OLIVEIRA; RESENDE, 2009). O uso de extratos e produtos derivados
de vegetais podem ser utilizados no controle de doencas no sistema de produgdo, como na
cultura do tomateiro, desta forma reduzindo o uso de agrotoxico na cultura e também se torna
mais uma alternativa no controle de doencas principalmente para aquelas que possuem poucas
alternativas para seu manejo (CARNEIRO, 2003).

A pinta preta, causada pelo fungo Alternaria solani representa uma das principais
doencas do tomateiro (Lycopersicon esculentum). Dados de producdo indicam perdas
significativas de plantas devido aos seus efeitos na reducao da area foliar e perdas de frutos. O
controle mais adotado é através de fungicidas persistentes, porém estes produtos quimicos

podem representar uma ameaca ao meio ambiente, saude humana e animal, quando
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indevidamente utilizados. Estudos relacionados a producdo agroecoldgia dispdem de
alternativas naturais para o controle desta doenca, conforme evidencias em plantas de
solanéceas. Diante deste contexto, a utilizacdo de extratos vegetais tem mostrado potencial
como alternativa no controle de doencas em plantas. Os extratos de plantas de gengibre
(Zingiber officinale), cravo-da-india (Caryophyllus aromaticus L.) e de alho (Allium sativum
L.) possuem conhecido efeito negativo sobre os microrganismos fitopatogénicos, mas pouco

se sabe de seu potencial na protecdo de plantas de tomateiro a pinta preta.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Contribuir para o desenvolvimento de alternativas ecoldgicas para o controle de
doengas em tomateiro pelo uso de extratos vegetais.

2.1.1 Objetivo especifico

Avaliar os extratos vegetais de gengibre, de bulbo de alho e de botéo floral do cravo-
da-india no efeito direto in vitro sobre fungo Alternaria solani.
Avaliar os extratos vegetais de gengibre, bulbo de alho e botéo floral de cravo-da-india

na protecdo de plantas de tomateiro a pinta preta.

3 JUSTIFICATIVA

O tomate € uma cultura que apresenta grandes perdas durante o ciclo produtivo devido
ao ataque de doencas. A pinta preta, causada pelo fungo Alternaria solani, é uma das
principais doencas que afetam e reduz a produtividade do tomateiro. O controle deste
patogeno se torna dificil devido as condi¢cfes climaticas, como alta temperatura e umidade
que favorece a ocorréncia da doenca, assim ocasionando perdas significativas na cultura do
tomateiro. Devido o problema com esse patdgeno, produtos quimicos persistentes que
provocam danos ao meio ambiente, na biodiversidade do local e prejudicial para saide do

homem sdo comumente utilizados para seu controle. Desta forma ha necessidade de realizar
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estudos para ampliar formas de controle alternativo que causem menor impacto ao ambiente e

a biodiversidade local e levando em consideragéo a saude das pessoas envolvidas no processo.
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4 REFERENCIAL TEORICO
4.1 CULTURA DO TOMATEIRO

O centro de origem primario do tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) é na
Cordilheira dos Andes (Chile). Antes da colonizagéo espanhola o tomateiro foi levado para o
México (centro secundario) a partir dai passou a ser cultivado e melhorado. O tomateiro €
uma solanacea herbacea, apresenta caule flexivel e ndo possui capacidade em suportar sua
producdo, desta forma ha necessidade de tutoramento. A forma natural desta cultura lembra
uma moita com grande numero de ramificacdo para as laterais, mas essas caracteristicas ndo
esta presente durante o cultivo, devido ao manejo de poda que é realizado na planta. E uma
espécie perene, mas com comportamento anual, o ciclo bioldgico varia de 4 a 7 meses,
incluindo de 1 a 3 meses de colheita. A floracdo e a frutificacdo ocorrem juntamente com o
crescimento vegetativo (FILGUEIRA, 2008).

O tomate é a segunda hortalica mais cultivada no Brasil, perdendo apenas para batata.
O seu cultivo é realizado em todas as partes do pais. Em 2003 o pais teve producdo que
chegou em 3,64 milhdes de toneladas. Com este volume de producéo o Brasil ficou entre os
dez maiores produtores de tomate no mundo. Além de sua importdncia econdmica, 0
tomateiro desempenha um papel social relativamente importante, pois esta hortalica abriga em
sua cadeia produtiva mais de 10 mil produtores, com 60 mil familias de trabalhadores com
mais de 200 mil pessoas, desta forma a cultura do tomateiro apresenta grande importancia na

geracdo de emprego e na subsisténcia de pessoas na agricultura (SILVA et al., 2007).

4.2 PRINCIPAIS DOENCAS DO TOMATEIRO

A cultura do tomateiro apresenta grande interesse econémico, mas a sua producao
torna-se limitada devido ao risco de ocorréncia de doencas, sendo que as principais doencas
sdo causadas por virus, bactérias e fungos, dentre de cada doenca se destaca como o vira
cabeca, mosaico dourado, mosaico comum, risca ou mosaico y, broto crespo, célice gigante,
cancro bacteriano, mancha bacteriana, pinta bacteriana, talo oco, murcha bacteriana,
requeima, mancha de alternaria, mancha de septoria, oidios, mofo branco, mancha de
fusarium, pinta preta e murcha de verticillium (KUROZAMA; PAVAN, 2005a). Dentre essas
doencas, a pinta preta € uma das doengas de maior frequéncia que vem causando perdas

significativas na produtividade do tomateiro, sendo uma das doengas mais importantes tanto
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na cultura do tomateiro e de outras solandceas, com maior incidéncia do patégeno em regides

com temperaturas e umidade elevadas (DILL, 2009).

4.2.1 Pinta preta

A pinta preta do tomateiro é causada pelo fungo Alternaria solani (Ellis e Martin).
Esse fitopatogeno foi verificado pela primeira vez na cultura da batata em 1882 na cidade de
New Jersey-EUA (ABREU, 2006), mas a confirmagcdo como agente patogénico ocorreu no
ano de 1896 (VALE et al., 2000).

O A. solani é fungo mitosporico, pertencente para Ordem Moniliales e a Familia
Dematiaceae (VALE et al., 2000). Este patdgeno possui micélio septado e ramificado. Os
conidioforos sdo simples, septados, longos sub-hialinos a escuros, com conidios terminais e
com dimensdes de 12 a 20 um de diametro e 120 a 296 pm de comprimento (KUROZAMA;
PAVAN, 2005a), podendo ser retos ou sinuosos, com o corpo oblongo ou elipsoidal, a finado
em direcdo ao apice, isolados e com coloracdo parda (VALE et al., 2000). Os conidios sdo
multicelulares, com septos transversais e longitudinais, clavados e com uma das extremidades
pontiaguda e com ou sem apéndice (KUROZAMA; PAVAN, 2005a).

Toda parte aérea da planta pode ser afetada em qualquer idade pela pinta preta, mas as
lesbes sdo mais frequentes nas folhas mais velhas. Nas folhas mais novas as lesdes séo
menores, principalmente quando a planta esta em desenvolvimento vegetativo ativo. Nas
folhas totalmente desenvolvidas, as lesdes sdo necréticas, pardo-escuras, apresentando ou ndo
zonas concéntricas bem pronunciadas, bordos definidos, no inicio sdo circulares ou eliticas e
mais tarde apresentam formato irregular, com didmetro variando entre 3 a 20 mm. As lesdes
mais velhas apresentam halo clorético que pode tomar extensas areas dos foliolos. Quando a
lesdo atinge a nervura da folha a mesma é destruida devido & interrupcdo da circulagdo da
seiva, assim provocando o amarelecimento e morte da parte afetada (KUROZAMA; PAVAN,
2005a). A doenca é caracterizada devido a reducdo intensa da area foliar, queda do vigor das
plantas, quebra do caule (PEREIRA; CARVALHO; PINHEIRO, 2013) e ocasionando a
queda do fruto durante o desenvolvimento, que quando maduros adquirem podriddo escura
préxima ao pedunculo conhecida como mofo preto (LOPES et al., 2000) e observa o
tombamento das plantulas de tomate afetadas pela doenca (TOFOLI; DOMINGUES, 2004).

A. solani tem capacidade de afetar outras solanéceas, além do tomateiro, como a
batata, berinjela, pimentdo e jil6 (KUROZAMA; PAVAN, 2005b).
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Este patdgeno é disseminado através do vento, insetos, sementes, trabalhadores e
implementos agricolas, permanecendo vidvel por longo periodo de tempo em restos de
cultura. A germinacao do conidio ocorre em temperaturas de 6 a 34 °C em 35 a 45 minutos
em agua. O fungo penetra diretamente pela cuticula ou pela parede celular ap6s o
desenvolvimento do apressorio (KUROZAMA; PAVAN, 2005a). A colonizagdo ocorre
intercelular, invadindo o tecido e provocando altera¢cGes em diversos processos fisiologico da
planta, assim apresentando os sintomas da doenca (PEREIRA; CARVALHO; PINHEIRO,
2013). As lesdes se tornam visiveis entre 1 a 3 dias apds a inoculacdo do patégeno em
condigdes favoraveis para o desenvolvimento (KUROZAMA; PAVAN, 2005a).

Os conidios caracterizam-se por serem resistentes a baixos niveis de umidade, desta
forma permanecem viaveis por até dois anos. O fungo também pode sobreviver no solo na
forma de micélios até a proxima safra (PEREIRA; CARVALHO; PINHEIRO, 2013).

As principias medidas adotadas para o controle da pinta preta € a utilizacdo de
fungicidas, rotacbes de cultura com poéceas, escolha da &rea para producdo de mudas,
evitando principalmente areas mais baixas ou locais sujeito a neblinas e areas proximo a
culturas de tomateiro no final de ciclo (KUROZAMA; PAVAN, 2005a). Entre outras medidas
se destaca a utilizacdo de sementes e mudas sadias, uso de espacamento e densidade
adequados, adubacédo equilibrada e evitar locais umidos e irrigacdo por aspersdo. Na producao
de mudas deve ser utilizados substratos de boa qualidade e livre dos indculo da doenca
(PEREIRA; CARVALHO; PINHEIRO, 2013).

Atualmente ndo ha cultivares comerciais de tomate resistentes a este patdgeno, pelo
motivo da dificuldade em introduzir resisténcia especifica a esta doenga (PEREIRA;
CARVALHO; PINHEIRO, 2013).

Devido ao uso de fungicidas altamente persistente no meio de produgédo, assim novas
medidas vem sendo estudas e usadas na medida de protecdo das plantas contra doengas de
uma forma crescente, dentre essas alternativas se destaca a utilizacdo de extratos vegetais, que

vem demonstrando a eficiéncia no controle de fitopatogenos como a A. solani (DILL, 2009).

4.3 CONTROLE ALTERNATIVO DE DOENCAS DE PLANTAS

As maiorias dos produtores empregam o controle convencional das doencas nas
solanaceas, mas nem todos fazem uso correto dos agroquimicos. O tomateiro encontra-se
entre as hortalicas que apresenta elevados niveis de residuos de produtos fitossanitarios

(BALBI-PENA, 2005). Assim, o tomateiro esta entre as culturas mais problematicas quanto
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aos usos de agrotoxicos, pois a elevado percentuais de intoxicagcfes trabalhadores envolvidos
com a aplicacdo dos agrotoxicos na cultura do tomateiro, sendo que alguns sdo internados
com caso de intoxicacdo aguda (VICENTE et al., 2002). Realizando o manejo desta forma
também acarretara contaminacdo dos solos, das aguas e dos alimentos, assim colocando em
risco meio ambiente e a salde do consumidor (CAMATTI-SARTORI et al., 2011).

Devido a esses problemas para o controle da doenca ha a necessidade de realizar
novos estudos para oferecer alternativas para controle das doencas. Produtos alternativos
como extratos botanicos vém sendo estudados, por serem de origem natural podem ser menos
toxicos ao homem e ao meio ambiente (STANGARLIN et al., 1999). Na utilizacao de extratos
vegetais no controle de doencas se destaca pela abundancia dos recursos vegetais e pelo facil
acesso do produtor rural, pois o processo para fazer os extratos pode ser realizado na prépria
propriedade do produtor (DEQUECH et al., 2008).

De acordo com Costa et al. (2010), o uso de extratos vegetais é uma forma de proteger
a planta contra o patdgeno através da indugdo de resisténcia da planta e realizar o controle
direto do patdgeno sobre a folha. A resisténcia induzida ocorre pela presenca de substancias
guimicas em extratos vegetais, quando aplicados sobre a planta ativam o0s mecanismos
bioquimicos que envolve a atividade e sintese peroxidase, P-1,3-glucanase, quitinase,
fenilalanina amonia-liase e polifenoloxidase. Os extratos também pode possuir elicitores
quimicos que sdo capazes de atuar como analogo funcional do &cido salicilico, o qual
promove a protecdo contra véarias doencas em diversas espécies cultivadas (SILVA;
PASCHOLATI; BEDENDO, 2008).

A4EFEITO DO EXTRATO VEGETAL SOBRE OS MICRORGANISMOS
FITOPATOGENICOS

Extratos vegetais brutos quando ndo autoclavados podem possuir maior efeito
controlador sobre as doengas em comparacdo com extratos vegetais submetidos ao processo
de autoclavagem, isso indica que esse processo pode alterar as substancias do extrato que
atuam no patogeno (CELOTO et al., 2008).

No trabalho realizado por Balbi-Pefia et al. (2006), os autores concluem que o extrato
bruto de clrcuma ou curcumina pode ser uma opcao para controlar a pinta preta (Alternaria

solani) em cultivos organicos de tomate, pois 0s resultados apresentam niveis de severidade e



18

produtividades similares aos obtidos com fungicidas clpricos. Desta forma mostra que 0s
extratos vegetais podem ser utilizados como alternativa no controle de patdgenos.

De acordo com o Diniz et al. (2006), o extrato de alho (Allium sativum L.) inibiu
completamente a formagéo de zoosporos e formacéo de colonias da Phytophthora infestans in
vitro. Alguns constituintes dos extratos de alho e de cravo-da-india, quando aplicados
iIsoladamente controlam outros organismos fitopatogénicos, principalmente a P. infestans.

O trabalho realizado por Amorim et al. (2011), conclui que o extrato de gengibre
(Zingiber officinale) e de cravo-da-india (Caryophyllus aromaticus L.) pode contribuir para
novas alternativas de controle e manejo da Ralstonia solanacearum em bananeira, pois na
aplicagédo dos extratos obteve-se reducdo na incidéncia da Ralstonia solanacearum em mudas
de bananeira variedade macd. Assim pode ser utilizado o extrato de gengibre e cravo-da-india
como alternativa na reducéo do in6culo deste patdgeno.

Os extratos vegetais de gengibre, alho e cravo-da-india podem ser utilizados para
inducdo de resisténcia e controle direto de doencas. 1sso ocorre pela presenca de compostos
gue podem atuar como fungicidas, bactericidas e indutores de resisténcia na planta cultivada.
O gengibre possui em sua composicao alto teor de hidrocarbonetos sesquiterpenos, incluindo
B-sesquiphellandrene, cariofileno e zingebereno, essas sé@o substancia com capacidade de
antioxidante e antimicrobiana (EL-BAROTY et al.,, 2010). O extrato de alho possui
substancias como alicina, ajoeno, &cido fosférico livre, 6leo volatil, esséncias sulfurada e
oxigenada, aliina, sulfureto de alila, sulfeto de alilo, alilglucésio, 6xido dialila dissulfeto,
alinase, alitiamina, sulfuretos, hormdnios, resinas e 0s compostos isoticianico, inulina,
nicotinamina e galantamina (CORREA, 1975; VIEIRA, 1992). Alguns trabalhos pioneiros
realizados ja revelaram que extrato de alho possui principios antibacterianos como alicina
(CAVALLITO; BAILEY, 1944) e garlicina (MACHADO; GUTIERRES; CROSS, 1948) que
atuam tanto contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (SOUZA, 2010). O trabalho de
Affonso et al. (2012), mostra que o extrato do cravo-da-india possui o eugenol, B-cariofileno e
a-humuleno como principais principios ativos que atuam como bactericidas e fungicidas
sobre outros patdgenos.

Analisando o efeito dos extratos sobre os patdgenos e suas utilidades em outras
culturas, percebe-se que séo de grande importancia a ser utilizados no manejo e controle de
doencas na cultura, assim pode ser oferecido como alternativa no controle e manejo da A.

solani na cultura do tomateiro pelos produtores rurais.



19

5 METODOLOGIA

Os testes in vitro foram realizados no Laboratorio de Fitopatologia da Universidade
Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus Laranjeiras do Sul - PR. O experimento in vivo foi
realizado em casa de vegetacdo do Sitio Irai no interior no municipio de Nova Laranjeiras —
Pr, o trabalho foi conduzido sob cultivo protegido em temperatura média para maxima 33°C e
minima de 12°C (Figura 01) e umidade relativa (%) media de 89 % maxima e minima de 36%
(Figura 02), a temperatura e umidade foi monitorada diariamente através do termo-higrometro
que registra a minima e maxima para temperatura e umidade. O monitoramento da
temperatura se fez necessario em realiza-la para controlar a abertura da saia da casa de
vegetacdo e permitir a saida do ar quente e deixar o ambiente com a temperatura mais

proxima do ideal para o cultivo da cultura.

Figura 01- Temperatura méaxima e minima do ambiente da casa de vegetagcdo durante a

conducdo do experimento.
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Figura 02- Umidade relativa (%) maxima e minima do ambiente da casa de vegetacdo durante

a conducéo do experimento.
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5.1 COLETA DO INOCULO DA DOENCA

Para realizacdo implantagdo dos experimentos foi coletado indculo da A. solani em

plantas de tomateiro sintomaticas cultivadas pelo produtor do municipio de Laranjeiras do Sul

- PR. Os isolados obtidos foram mantidos em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) e

repicado por um periodo de 7 dias e mantidos em temperatura ambiente para obter novos

isolados para a realizacao dos testes in vitro.

5.2 OBTENCAO DA SUSPENSAO DE ESPOROS

A obtencdo de esporos para a inoculagdo da A. solani nas plantas de tomate no teste in

vivo e in vitro, foram obtidas através da inoculacdo diretamente no fruto do tomate, assim

incubado por um periodo de 10 dias em temperatura ambiente para produzir a massa de

esporos necessaria para a realizacdo da inoculacdo. Sendo que outros métodos descritos por
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outros autores foram utilizados, mas nenhum se mostrou eficiente na esporulagéo da doenga

neste experimento.

5.3 PREPRARO DOS EXTRATOS VEGETAIS

O preparo da suspensdo de conidios do fungo foi realizado através da lavagem dos
frutos com agua destilada, fazendo-se a remogédo dos conidios pela raspagem com pincel. A
suspensdo foi filtrada em gaze e o nimero de conidios por mL foi determinando através da
camera de Neubauer ao microscépio 6tico (DILL, 2009).

Os materiais vegetais (rizoma do gengibre, botbes florais do cravo-da-india e bulbos
do alho) foi adquiridos no comercio local. Os materiais foram lavados com agua destilada, e
em seguida triturados em liquidificador por trés minutos (cada material triturado
separadamente), utilizando 200g de material vegetal em 1000 mL de agua destilada, para se
obter extrato aquoso bruto na concentracdo de 20%. Primeiramente o extrato serd filtrado em
peneira plastica, depois em funil de vidro contendo algoddo, obtendo-se o extrato vegetal

empregado na realizacdo dos testes (SOUZA, 2010).

5.4 TESTES in vitro

Nos testes in vitro, os extratos aquosos brutos de gengibre, cravo-da-india e alho em
diferentes concentracdes (1%, 5%, 10%, 15% e 20%) foram adicionados ao meio BDA no
momento da autoclavagem nas referidas concentracbes. Apos a autoclavagem o meio de
cultivo com os extratos foram vertidos em placas de Petri (VENTUROSO et al. 2010). A
partir do fungo mantido em meio de BDA por um periodo de sete dias a temperatura ambiente
foram retirados discos (5 mm de diametro) e transferidos assepticamente para as placas de
Petri contendo o meio BDA com diferentes extratos aquosos vegetais em concentragdes de
1%, 5%, 10%, 15% e 20%, tendo como testemunhas o meio BDA apenas com agua e meio
BDA com calda bordalesa (foi adquirida comercialmente) em concentragdo proporcional de
2,5 g de para cada litro de agua. As culturas foram incubadas a temperatura de 30°C por 5 dias
sem fotoperiodo (SOUZA, 2010). Para avaliacdo do crescimento micelial foi realizada
medicdo com regua do didametro micelial em duas leituras perpendiculares, diariamente no
periodo de 5 dias. A medic¢do do didmetro da cultura foi utilizado uma régua.

Em outro ensaio foi avaliada a inibicdo de germinacéo de esporos (teste de inibigéo de

germinacdo). Esse experimento foi realizado em placas utilizadas em teste de Elisa onde cada
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célula (orificio) recebem 30 microlitros de uma suspenséo a 1x10* de esporos e 30 microlitros
de cada um dos tratamentos. Foram avaliadas as testemunhas agua destilada e calda bordalesa
(proporcédo de 2,5 g por litro de agua) e os extratos vegetais nas concentracdes de 1%, 5%,
10%, 15% e 20% em dois bioensaios autoclavados ou ndo autoclavados para os testes. A
leitura dos esporos germinados foi realizada apds 20 horas no microscépio 6tico e desta forma
foi determinada a porcentagem de esporos germinados. Nesse bioensaio foram também
determinados os tamanhos dos tubos germinativos em microscopio oOptico, pela medicdo de
10 tubos germinativos por parcela.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 5 repeticfes
(cada placa de Petri serd considerada uma repeticdo). Os dados obtidos foram submetidos a

analise de variancia e analise de regressdo utilizando-se o programa SISVAR.

5.5 TESTE in vivo

O experimento teve inicio a partir do més de Setembro de 2014 até novembro de 2014.
Sementes de tomateiro, variedade Santa Cruz Kada, foram semeadas em bandejas de isopor
de 200 células contendo subtrato comercial. Aos 30 dias ap6s a semeadura as plantas foram
transplantados para os vasos (cada vaso com volume de 5 litros, sendo utilizada uma muda de
tomate por vaso) e mantidas em casa de vegetacdo, utilizando-se um espagamento entre as
plantas de cada vaso de 1 m entre linha e 0,5 m entre planta em sistema tutorado. Cada
parcela foi composta por 2 plantas. Os vasos foram preenchidos com o solo a ser retirado do
horizonte A, da area de cultivo 5 anos com a cultura de milho. A correcdo da fertilidade do
solo dos vasos foi realizada de acordo com a necessidade nutricional da cultura.

A aplicacdo dos tratamentos foi realizada de acordo com a metodologia do autor Dill
(2009), que consiste em iniciar a aplicacdo dos extratos vegetais bruto semanalmente apo6s 47
dias apos o transplante (DAT) e ate o momento da colheita dos frutos. O equipamento
utilizado para aplicacdo dos extratos foi um pulverizador costal de 12 litros, utilizando bico
conico. A aplicacdo do extrato foi efetuada até que ocorra o escorrimento superficial na folha.

A inoculacdo do patégeno no tomateiro foi realizada aos 49 DAT utilizando um
borrifador até o molhamento completo da superficie da folha com a suspensdo na
concentraco de 1,0 x 10* conidios mL™. As plantas foram mantidas em camara Gmida por um
periodo de 20 horas ap6s a inoculagdo do patdgeno.

A avaliagdo da severidade do patdgeno na planta de tomateiro teve inicio quando

aparecerem 0s primeiros sintomas da doenca nas plantas do tratamento testemunha e repetidas
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periodicamente. As avaliagdes foram realizadas nas folhas marcadas (4 folhas marcadas em
cada planta com uma fita) pertencentes ao terco médio das plantas de cada parcela. A
avaliacdo da severidade foi realizada com o auxilio da escala diagramética de Boff (1988),
com cinco niveis de severidade de area foliar lesionada (Figura 3).
A partir dos dados obtidos na avaliacdo da severidade do patégeno foi calculada a

Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD). O calculo da AACPD foi realisado
de acordo com a seguinte equacao:

n-1

AACPD=Y(Xi+Xi+1)/2(t i+1- ti)

i
Em que:
X= severidade média da doenca por planta; X=x (t1),
n= numero de avalia¢des,
(t i+1- ti) € o intervalo entre duas avaliacGes consecutivas (SHANER; FINNEY, 1977).

Figura 03- Escala diagramatica utilizada para avaliacdo da severidade da pinta preta em

tomateiro.

Fonte: Boff (1988).

No experimento também foi avaliado a produtividade do tomateiro de acordo com a
metodologia do autor Dill (2009), que consiste em realizar a contagem e pesagem de todos 0s
frutos de cada parcela de cada tratamento. Apds a contagem e pesagem dos frutos, foi

determinado o nimero de frutos e producéo por planta.
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O delineamento utilizado foi o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 5
tratamentos (T1= testemunha; T2= extrato aquoso bruto de extrato de gengibre; T3= extrato
aquoso bruto de bulbo de alho; T4= extrato aquoso bruto cravo-da-india e T5= calda
bordalesa) e com 5 repeti¢des, assim totalizando 25 parcelas e cada parcela constituida por 2
plantas. Os dados obtidos da AACPD e os dados referentes aos nimeros de frutos e os valores
da produtividade comercial do tomateiro foram submetidos e comparados através do teste de

Tukey a 5% de probabilidade de erro, pelo programa ASSISTAT.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 AVALIACAO DO EFEITO DOS EXTRATOS VEGETAIS NO CRESCIMENTO
MICELIAL DA Alternaria solani

Os resultados obtidos sobre efeito dos extratos sobre o crescimento micelial de A.
solani sdo apresentados na Figura 4. Os extratos das trés espécies vegetais inibiram o
crescimento micelial. Para os extratos de gengibre e alho obteve-se significativa equacgéo
linear, com reducédo no crescimento micelial conforme o aumento na concentragdo do extrato.
Na concentracdo de 20% a inibicdo foi de 37,9 e 70,0% para os extratos de gengibre e alho
em relacdo a testemunha contendo apenas meio de cultivo com &gua, respectivamente.
Quando os mesmos sdo comparados com a calda bordalesa, observa-se que os extratos de alho
e gengibre ndo apresentaram resultados mais eficientes na inibigdo do crescimento micelial,
pois a calda bordalesa proporcionou 100% de inibicdo do desenvolvimento micelial. Mas com
0 aumento da concentracdo dos extratos 0s mesmo proporcionam resultados mais satisfatérios
na inibicdo do desenvolvimento do fitopatdgeno in vitro. O extrato de cravo india promoveu
inibicdo de 100% no crescimento micelial em todas as concentragdes, indicando elevado
efeito antifingico sobre A. solani mesmo em baixas concentragdes. Observando a equacao de
regressdo, para cada 1% de aumento na concentracdo de extrato de alho houve inibicdo em
0,2353 cm no crescimento do fungo. No tratamento realizado com extrato aquoso de cravo-
da-india, observa-se nas concentracdes de 1% e 20% proporcionou 100% de inibicdo no
desenvolvimento micelial da doenca, desta forma se mostrando o mais eficiente quando

comparado com 0s outros extratos.
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Figura 04. Crescimento micelial de Alternaria solani em fungdo do tratamento com extratos
brutos aquosos (EB) de gengibre, EB cravo-da-india e EB de alho. CB: Calda bordalesa. EB:

Extrato bruto aquoso.
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O extrato de alho promoveu maior redugdo no desenvolvimento micelial do patégeno
guando comparado com o gengibre. Pedroso et al. (2009) estudaram o efeito do extrato de
gengibre e indicaram que o aumento da concentracdo do gengibre é eficiente na reducgéo
micelial da A. solani de acordo com o aumento da concentragdo, desta forma se obtém
resultados mais satisfatorio com o aumento da concentragéo.

O extrato de cravo-da-india promoveu resultados semelhantes a calda bordalesa, com
inibicdo total do crescimento micelial, mesmo em menores concentragdes. De acordo com
Alves e Perina (2014) o extrato de cravo-da-india € um dos extratos vegetais que vem se
destacando no controle de doengas e na inducdo de resisténcia em plantas contra aos
patogenos. De acordo com os autores estes resultados obtidos com cravo-da-india pode ser a
atuacdo dos componentes quimicos presente no extrato, como o eugenol que pode atuar na

inducgdo de resisténcia na planta e podendo atuar diretamente no préprio patégeno.
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6.2 EFEITO DE EXTRATOS VEGETAIS E AUTOCLAVADO E NAO AUTOCLAVADO
NA GERMINACAO DOS ESPOROS DA Alternaria solani

Os resultados do efeito dos extratos autoclavado e nao autoclavado sobre a germinacao
da A. solani sdo apresentados na Figura 5 e 6, respectivamente. Os extratos das trés espécies
vegetais apresentaram resultados na inibicdo da germinagdo dos esporos. Para os extratos
autoclavados e ndo autoclavado de gengibre, alho e o cravo-da-india obteve-se significativa
equacao linear, com reducao na germinacdo conforme o aumento na concentracdo do extrato.
Na concentracdo de 20% apenas de 47,5 e 16% dos esporos germinaram para 0s extratos de
gengibre e alho ndo autoclavados, respectivamente, sendo que o restante dos esporos inibidos.
Na concentracdo de 20% apenas 59 e 27,5% dos esporos germinaram para 0s extratos de
gengibre e alho autoclavados, respectivamente. Para o extrato de cravo tanto autoclavado e
ndo autoclavado na concentracdo de 20% inibiram em 100% a germinacdo dos esporos,
indicando elevado efeito antifingico sobre A. solani. Assim 0s extratos tanto autocavado e

ndo autoclavado possuem a capacidade em reduzir a germinacgdo dos esporos da doenca

Figura 05. Germinacdo de esporos de Alternaria solani em fungdo ao tratamento com extratos

brutos aquosos (EB) autoclavados de gengibre, cravo-da-india e alho. CB: Calda bordalesa.
EB: Extrato bruto aquoso.
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Figura 06. Germinacéo de esporos de Alternaria solani em funcgdo ao tratamento com extratos
brutos aquosos (EB) ndo autoclavados de gengibre, cravo-da-india e alho. CB: Calda
bordalesa. EB: Extrato bruto aquoso.
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Todos os extratos ndo autoclavado e autoclavado apresentaram menor germinacéo de
esporos em relacdo a testemunha agua, assim observa-se que 0s extratos apresentam
capacidade em inibir a germinacdo dos esporos. Os extratos de cravo-da-india tanto
autoclavados como ndo autoclavados apresentaram os resultados mais expressivos em relacdo
aos demais extratos, com inibigéo total da germinacgdo nas concentragdes de 15 e 20%.

Comparando as duas figuras, observa-se que o0s extratos autoclavados e nédo
autoclavado apresentam a mesma eficiéncia na inibi¢cdo da geminagédo dos esporos, de acordo
com o aumento da concentragdo dos extratos maior a inibi¢cdo da germinacdo dos esporos
desta forma extratos autoclavados e ndo autoclavados apresentam o mesmo desempenho na
inibicdo da germinacdo dos esporos. Segundo Itako et al. (2008) os extratos vegetais podem
apresentar propriedade antagonica ao desenvolvimento de fungos. No trabalho realizado por
esse autor, o gengibre atuou na reducdo do crescimento micelial e na producéo de esporos do
Helminthosporium sp. No entanto, neste experimento o extrato aquoso de cravo-da-india foi o
que promoveu maior inibi¢do do crescimento micelial e a germinagédo de esporos.

Quanto ao tamanho dos tubos germinativos de A. solani em funcdo dos tratamentos,

obteve-se resultados semelhantes ao da germinacéao de esporos. Os derivados das trés espécies



29

vegetais promoveram redugdo no tamanho dos tubos germinativos conforme aumento na
concentracdo do extrato, mostrando significativo efeito antifingico. Esse resultado foi
observado tanto quando autoclavados (Figura 7) e quando ndo autoclavados (Figura 8),

indicando a presenca de compostos ativos termoestaveis.

Figura 7. Tamanho de tubos germinativos de Alternaria solani em fungéo ao tratamento com
extratos brutos aquosos (EB) autoclavados de gengibre, cravo-da-india e alho. CB: Calda

bordalesa. EB: Extrato bruto aquoso.
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Figura 8. Tamanho de tubos germinativos de Alternaria solani em funcdo ao tratamento com
extratos brutos aquosos (EB) ndo autoclavados de gengibre, cravo-da-india e alho. CB: Calda

bordalesa. EB: Extrato bruto aquoso.
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6.3 AVALIACAO “in vivo” DA PRODUCAO DO TOMATEIRO
Com relagdo a producéo das plantas de tomateiro tratadas com o extratos vegetais,
observou-se que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos com 0s extratos no

controle da pinta preta no tomateiro (Tabela 1).
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Tabela 01. Média de numeros de frutos e pesos dos frutos de plantas de tomateiro tratadas
com extratos vegetais.

Tratamentos NUmeros de frutos Peso dos frutos (g)
Agua destilada 25,6 463,6
Gengibre 27,0 458,2
Alho 22,4 436,4
Cravo-da-india 23,2 405,8
Calda bordalesa 32,6 612,8
CV% 25,6 38,0

Diferencas entre médias ndo significativas pela analise de varidncia e teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Pode ter contribuido para auséncia de diferenca significativa entre os tratamentos na
producdo devido as coletas de dados ser realizada aos 90 dias apds emergéncia, pois os frutos
estavam verdes e ndo atingiram o tamanho ideal. De acordo com as caracteristicas da
variedade, o ciclo da cultura é de aproximadamente 140 dias e a doenca pode se tornar mais
severa no final do ciclo da cultura, desta forma reduz a area foliar da planta para a fotossintese
e consequentemente reduz o acumulo de fotossimilados a ser destinado para o
desenvolvimento dos frutos e desta forma interferindo no desenvolvimento dos frutos e
nameros. Através das aplicacBes dos extratos vegetais diretamente na planta terdo como
funcdo em diminuir a severidade da doenca na planta e a fitossanidade das folhas, assim
mantendo o maximo de area foliar para a realizacdo da fotossintese. No trabalho de Dill
(2009) comprova que 0s extratos vegetais tém influencia sobre a doenca do tomateiro e desta
forma influenciando no desenvolvimento e ganho de peso dos frutos, pois no experimento o
autor testou diferentes extratos aquosos brutos e dentre eles o extrato de gengibre e alho foram
0S que proporcionaram maior produtividade no tomateiro. De acordo com Balbi-Pefia et al.
(2006) os extratos brutos proporcionam a produtividade, desta forma podendo ser utilizado
como alternativa no controle da A. solani em cultivos organicos. Em seu trabalho com
extratos vegetais de Curcuma longa obteve resultados de controle da doenca e produtividade

em tomateiro foi similar aos obtidos com fungicidas cupricos.

6.4  AVALIACAO DA SEVERIDADE DA PINTA PRETA

Quanto a severidade da doenca, todos os tratamentos promoveram reducdo na area

abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) em relacdo a testemunha agua (Tabela 2).
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Maior reducdo na severidade foi promovida pela calda bordalesa, que reduziu em 94,3% a
AACPD em relagéo a testemunha agua.

Tabela 02. Médias da area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) de plantas de

tomateiro tratadas com extratos vegetais.

TRATAMENTOS AACPD
Testemunha 188,4 a
Gengibre 146,0 b
Alho 132,8 b
Cravo-da-india 83,2c
Calda bordalesa 10,8 d

dms = 19,8765 CV% =9,34

As médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.

Entre os extratos vegetais, o cravo-da-india foi que apresentou maior eficiéncia na
reducdo da severidade da doenca no tomateiro pois a area foliar infectada pela doenca na
ultima avaliacdo se obteve uma média de 16% da area foliar infectada, em quanto que o
gengibre e o alho foi de 26% e 25%, respectivamente. Desta forma através dos valores da
AACPD o gengibre e o alho ndo se diferiram entre si, Mostrando efeito semelhante no
controle da doenca. A reducdo na AACPD foi de 55,8, 29,5 e 22,5% para extratos de cravo-
da-india, alho e gengibre em relacdo a testemunha agua, respectivamente. De acordo com 0s
autores Alves e Perina (2014) o extrato do cravo-da-india ¢ um dos extratos que tem
capacidade de diminuir a severidade de doencas no tomateiro, devido as suas propriedades
guimicas induz a planta a ativar as rotas secundarias da planta para produzir substancias
antagbnicas ao patdgeno e além de agir diretamente no patdgeno. Segundo 0S mesmos
autores, o cravo-da-india também atua na reducéo da severidade de doengas bacteriana, como
por exemplo, murcha bacteriana em tomateiro. Os mesmos resultados observados no trabalho
destes autores podem serem observados nos resultados obtidos neste trabalho, desta forma se
comprova de os extratos vegetais possuem capacidade em diminuir a severidade da doenga na
planta, mas cada espécies de que sdo utilizadas para a reducdo da severidade das doencas

apresentam desempenhos diferentes dependendo da espécies utilizada para os tratamentos.
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7 CONCLUSOES

Os extratos vegetais avaliados apresentaram atividade direta sobre A. solani inibindo o
crescimento micelial, a germinacdo e o alongamento dos tubos germinativos, com destaque
para o extrato de cravo-da-india.

A atividade antifungica dos extratos sobre A. solani ndo foi afetada de forma mais
expressiva pela autoclavagem, indicando possivelmente a presenca de compostos ativos
termoestaveis.

Os extratos de cravo-da-india, alho e gengibre reduziram significativamente a
severidade da pinta preta em plantas de tomateiro, embora ndo tenham afetado varidveis de

producdo nas condi¢des do experimento.
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