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INTERACAO PATOGENO - HOSPEDEIRO NO PATOSSISTEMA CAPIM LIMAO -
FERRUGEM DAS FOLHAS E AVALIACAO DE INGREDIENTES ATIVOS
NATURAIS NO CONTROLE DA DOENCA

AUTORA : Emi Rainildes Lorenzetti
ORIENTADOR: Prof. Dr. Luis Vitor Silva do Sacramento

RESUMO

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf ¢ uma graminea perene, de grande importancia para a
industria farmacéutica e alimenticia, fornecedora de 6leo essencial. Um problema limitante
para a produgdo comercial ¢ a ferrugem, causada pelo patogeno Puccinia nakanishikii Dietel.
O trabalho objetivou estudar a interagdo patogeno-hospedeiro e availar principios ativos
naturais no controle da doenca. Para os estudos anatomicos foram elaborados cortes,
objetivando analisar as estruturas lesionadas e o desenvolvimento do patdégeno. Foram
avaliadas as trocas gasosas nas diferentes severidades da doenga. Realizaram-se testes in vitro,
com diferentes agentes de controle sobre a germinacdo de esporos do patégeno, sendo estes:
6leos essenciais de eucalipto, palma-rosa, cravo-da-india, menta, limao, citronela e mil-folhas;
extrato pirolenhoso de eucalipto e mentol cristalizado. A partir destes testes foram escolhidos
quatro agentes para os testes em campo, 6leo de citronela e de eucalipto, extrato pirolenhoso e
mentol. A é4rea foi preparada a partir de mudas, sendo manejadas até os seis meses. Quando
todas as plantas apresentavam sintomas, iniciaram-se os tratamentos com aplicagdes semanais.
Foi avaliada ainda a doenga apds um corte. Os sintomas iniciais manifestam-se como manchas
amareladas evoluindo para a formacdo de pustulas bronzeadas alongadas. Quanto a avaliacao
anatomica, apos a infec¢do houve o desenvolvimento das estruturas fingicas, prosseguindo
com o rompimento da cuticula, possibilitando a observacdo das estruturas do patéogeno de
forma clara sobre as células da epiderme. Nas regides lignificadas dos feixes vasculares nao ha
desenvolvimento dessas estruturas. Com o aumento da severidade da doenga observou-se a

reducdo da assimilacdo de gas carbdnico. A concentracdo interna de gés carbonico foi maior



em severidades mais altas. Tal fato relaciona-se com a presenga do fungo na mesma porgao de
folha. O emprego dos dleos essenciais, extrato pirolenhoso e mentol mostrou-se promissor
como forma de controle da doeng¢a em condig¢des in vitro. Quando em condic¢des in Vvivo, a
doenca mostrou-se de dificil controle em plantas adultas, apesar dos tratamentos
demonstrarem redu¢do da severidade. Houve estabilizagdo da progressao da doenga com as
aplicagdes dos produtos quando do surgimento dos primeiros sintomas. E necessario
desenvolvimento de formulagdes e formas mais eficientes de aplicagdo dos produtos para o

controle da doenca em estadios avangados.

PALAVRAS CHAVE: controle alternativo, fotossintese, o6leos essenciais, Puccinia,
Cymbopogon, ferrugem, plantas medicinais.



PATOGEN- HOST INTERACTION IN THE PATOSSISTEM LEMONGRASS - LEAF
RUST AND ACTIVE INGREDIENTS EVALUATION TO THE DISEASE
CONTROL. Botucatu, 2009, 78p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Horticultura) -
Faculdade de Ciéncias Agronomicas, Universidade Estadual Paulista.

Author ;: Emi Rainildes Lorenzetti

Adsiver: Prof. Dr. Luis Vitor Silva do Sacramento

SUMMARY

Cymbopogon citratus (DC) Stapf is a perennial grass, that has a large importance to the
pharmaceutical and food industry, supplier of essential oil. One limiting problem to the
commercial production is the rust caused by pathogen Puccinia nakanishikii Dietel. This
work aimed to investigate the pathogen-host interactions and contribute to the researches with
alternative methods of disease control. For anatomical studies were prepared anatomical
sections, with the objective to analyze the structures injured and the development of the
pathogen with different corants. On cultivated plants were evaluated gas exchange in different
severity levels. In vitro tests were performed with different control agents, to the germination
of pathogen spores, which are: essential oil of eucalyptus, palmarosa, clove, peppermint,
lemon, citronella and yarrow; pyroligneous extract of eucalyptus and crystallized menthol.
From these tests four products were chosen for the tests in a camp experiment, citronella oil,
eucalyptus oil, pyroligneous extract and menthol. The area was prepared from seedlings,
which were managed by six months age. When all plants had symptoms the treatments begin,
with weekly applications. One avaliation happened after the cut of the lemongrass. The initial
symptoms manifest as yellow spots progressing to formation of elongated pustules. These
symptoms beginning with the development of fungal structures, after occurred the disruption
of the cuticle, so the structures of the pathogen may be clearly observed on epidermis
parenchyma cells of the leaf abaxial surface, however, in regions of vascular bundles, no
development of such structures, these regions that have lignified structures. With the increase
of the disease severity was a significant reduction in the assimilation of carbonic gas. The

internal concentration of carbon dioxide was major in higher levels of severity. This fact is



related to the presence of the fungus on the same piece of leaf. The use of essential oils from
plants, pyroligneous extract and menthol solution showed promising ways of controlling the
disease under conditions in vitro. When conditions in vivo, the disease was difficult to control,
in adult plants, in which the disease was already established, the treatments were not efficient
in the form that were applied. When reporting the first symptoms and the applications made
with the products, there was stabilization of disease progression. There are necessary to know
more efficient ways of apply products for which there is a more efficient control of the
disease, and more specific methodologies that allow the disease quantification. The cut of this

plant in 45 days of development were efficient to control the disease.

KEY WORDS: alternative control, photosynthesis, essential oils, Puccinia, Cymbopogon,

rust disease, medicinal plants.



1. INTRODUCAO

A prética agricola foi iniciada com os primordios da civilizagdo
humana, acredita-se que cerca de dez mil anos atrds. O homem passou a domesticar espécies
vegetais alterando as condi¢des naturais em que estas se desenvolviam e adapta-las a
condig¢des de cultivo, tornando-as, as vezes, menos resistentes a pragas e patdgenos, que antes
conviviam em equilibrio. As condi¢des de cultivo muitas vezes rompiam com a linha de
equilibrio entre os organismos de um ecossistema tornando uma doenca, por exemplo, um
sério problema para as culturas que se tornavam de importancia.

Com o passar dos séculos, cada vez mais, o equilibrio existente entre
os organismos foi sendo alterado. Com a necessidade de alimentar uma populacdo cada vez
maior, novas estratégias de produ¢do surgiram embasadas no contexto da Revolugdo Verde.
Assim, os patdgenos tornaram-se incomodos a producao agricola (MIZUBUTTI & MAFFIA,
2001). Zambolim et al. (2008) demonstram que as perdas com pragas e doengas tornam-se
mais preocupantes quando se comparam os paises em desenvolvimento com paises
desenvolvidos, estimando-se que em paises em desenvolvimento as perdas com doenga
cheguem a 27% enquanto para paises desenvolvidos esse valor ¢ de mais ou menos 14%.

Dentre as novas tecnologias implementadas com a Revolugao Verde
enquadram-se insumos com alto custo energético, como adubos e produtos quimicos para
controlar fungos, pragas e plantas daninhas, além de desigualdades econdmicas e sociais,
aliadas a problemas ambientais.

Visando a redug¢do do impacto ambiental causado por essas novas

tecnologias surgiram correntes de agricultura que remontavam as praticas empregadas nas



origens da domesticagdo de plantas. Algumas dessas correntes sdo a agricultura organica,
biodinamica e natural (SANTOS & MENDONCA, 2001). Inseridas nestas correntes agricolas
estdo técnicas alternativas para o controle de doencas em plantas, sendo que, na maioria das
vezes, estas técnicas sdo empregadas conjuntamente, mas sempre observando e manejando a
triade, ambiente, hospedeiro e patogeno.

O reino vegetal em sua evolugdo utilizou-se de inimeros mecanismos
que permitiram sua permanéncia e dominio da paisagem. Dentre estes mecanismos sao
encontradas as substincias quimicas oriundas do metabolismo secunddrio. Tais substincias
tornam-se importantes por serem caracteres que diferenciam espécies, mais importante ainda
por servirem como defesa contra agentes externos, como animais, insetos, patdogenos € mesmo
contra outras espécies de plantas. Estes mecanismos tornam-se de fundamental importancia ao
considerar-se que as plantas sdo sésseis, ndo podendo como os animais, moverem-se de lugar
quando em situacao de perigo.

Um maior conhecimento entre as interagcdes existentes entre patdgenos
e hospedeiros pode auxiliar na elaboragdo de estratégias que visem o manejo de determinadas
enfermidades. Aliado a isto, técnicas de controle alternativo de doengas podem auxiliar no
equilibrio do ambiente permitindo a convivéncia com as doengas mantendo as culturas
economicamente viaveis.

Paralelamente a agricultura, as plantas eram empregadas em outros
aspectos da vida do homem, dentre estes, tinham finalidades curativas, as chamadas plantas
medicinais. Desde os mais remotos momentos da existéncia humana ha relatos do emprego de
plantas pelas propriedades curativas, antes consideradas magicas, hoje tendo conhecidos seus
efeitos medicinais, obtidos através de determinadas substancias oriundas de seu metabolismo.

Para o cultivo comercial de plantas medicinais, com mercado exigente
e que necessita de boa qualidade, é aconselhavel que sejam empregadas técnicas como as
adotadas pela agricultura organica, menos agressivas ao ambiente e fornecem produtos sem a
possibilidade de contaminag@o por agroquimicos.

O capim-limdo (Cymbopogon citratus), uma graminea de origem
asiatica, ¢ utilizado pela cultura popular na forma de infuso, principalmente como calmante ¢
espasmolitica. Cultivada em todas as regides do pais, estd difundida na maioria das areas

tropicais do mundo. Além da importancia medicinal, destaca-se como uma grande produtora



de 6leo essencial, muito utilizado pelas industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia. No
Brasil, a produgdo comercial destaca-se nos estados do Sudeste e Sul, notadamente no Parana
e em Sao Paulo.

Nos ultimos anos, em areas de cultivo da espécie, foi observada a
ocorréncia de uma doenga que promove manchas necréticas e rapidamente dissemina-se por
toda a area. Essa doenga ¢ a ferrugem do capim-limao, tendo sido relatada pela primeira vez,
no Estado do Parand, por Vida et al. (2006). Também foi notificada nos Estados do Rio de
Janeiro e em Sdo Paulo.

A doencga atinge as folhas, reduzindo o desenvolvimento da planta e
afetando a qualidade do produto final. Neste contexto, formas de controle da doenga sao muito
necessarias, sendo poucos os estudos com doengas em plantas medicinais bem como as
alternativas para os produtores manejarem esta enfermidade.

Desta forma, o presente trabalho objetivou:

o Estudar a interagdo entre patdgeno-hospedeiro, avaliando
caracteristicas anatomicas e fisiologicas de plantas de capim — limao infectado pela ferrugem

J Avaliar principios ativos naturais no controle da doenga em

condigdes controladas (in vitro) e em campo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Técnicas de producao agricola

Apesar de se confundir com a propria histéoria do Homem, a pratica
agricola, a cada dia, conta com inovagdes que buscam melhorar aspectos produtivos tanto para
aumentar a produ¢do quantitativamente, quanto aprimorar aspectos qualitativos relacionados
ao processo produtivo. Anteriormente, as praticas agricolas eram diversificadas e exploravam-
se varias espécies vegetais. Com o desenvolvimento da humanidade, aos poucos, novas
espécies, antes selvagens, foram adaptadas para que pudessem ser cultivadas atendendo as
suas necessidades (GLIESSMAN, 2001).

Quando o homem desenvolveu a escrita, a notavel capacidade do
cultivo ja havia sido desenvolvida, a qual lhes permitia a sedentarizacdo, estabelecendo
relacdes sociais complexas, formando as antigas civilizagdes conhecidas na historia da
humanidade como os persas, egipcios, romanos e gregos (KHATOUNIAN, 2001).

Com o avango das ciéncias, principalmente da quimica, novas formas
de produgao foram estabelecendo-se no ambiente rural. Uma das praticas mais utilizadas até
entdo, para a fertilizagdo dos solos era o pousio, substituida com o estabelecimento de
fertilizantes minerais, que resolviam rapidamente o problema dos solos esgotados. Com o
aumento de pragas e doengas surgem novos produtos que combatiam prontamente o0s
problemas que levavam a redugdo das colheitas. A década de 1970 completa o pacote de
insumos quimicos, tornando a agricultura dependente da indistria quimica e transformando

profissionais e agricultores em seguidores de modelos pré-definidos (KHATOUNIAN, 2001).



A modernizacdo da agricultura, apesar das novas tecnologias e
facilidades para o agricultor, trouxe conseqiiéncias desagradaveis em varios aspectos, dentre
eles o ecologico. Em contraposi¢do ao emergente modelo quimico surgiam movimentos que
retomavam praticas agricolas utilizadas no principio da agricultura, segundo diferentes
filosofias (SANTOS & MENDONCA, 2001).

Além disso, novos conceitos passaram a ser empregados para designar
as praticas ditas de uma forma geral como orgénicas. Dentre estes conceitos empregados cita-
se a agroecologia.

A agroecologia pode ser resumida em uma unido de diversos ramos da
ciéncia com elementos sociais, humanos, respeitando-se o conhecimento tradicional.
Preconiza-se, na agroecologia, o estudo das bases ecoldgicas (estruturas e funcdes) dos
sistemas agricolas e a aplicagdo de conceitos ecoldgicos na concepg¢do e manejo desses
sistemas (GLIESSMAN, 2001).

Agroecologia trata-se de uma orientagao cujas contribuigdes vao muito
além de aspectos meramente tecnologicos ou agrondmicos da producdo, incorporando
dimensdes mais amplas e complexas, que incluem tanto varidveis econdmicas, sociais €
ambientais, como variaveis culturais, politicas e éticas da sustentabilidade. Por esta razdo o
processo de transicdo agroecoldgica nao dispensa o progresso técnico € o avanco do
conhecimento cientifico (CAPORAL, 1998; CAPORAL & COSTABEBER, 2000).

Através de incentivos governamentais estabelecidos nos ultimos anos,
principalmente a partir da Instrugdo Normativa n® 007, do Ministério da Agricultura e do
Abastecimento, publicada no Diario Oficial da Unido em 19/05/1999 (BRASIL, 1999) e pela
aprovacdo da Lei de Organicos n° 10831 em dezembro de 2003, motivada pela organizacdo do
setor produtivo, a produgdo organica cresceu em importancia no cendrio nacional (SOUSA &
RESENDE, 2006).

Recentemente, a discussdo para a aprovagdo da lei dos organicos
envolve diversos setores interessados. Crescendo em importancia a agroecologia pode apoiar-
se cada vez mais em novas técnicas e insumos que podem ser utilizados com baixo impacto ao
ambiente. Ao contrario do que muitos acreditam e pregam para produzir de forma organica o
conhecimento deve ser muito mais aprimorado que para a producdo convencional. No atual

contexto que se estabelece para producdo agricola através do emprego de agroquimicos a
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pratica agricola agroecologica torna-se um desafio para técnicos que possuem uma formagao
tipicamente voltada a agricultura convencional (SEGHESE, 2006).

Entremeada a filosofia agroecologica e as outras filosofias das novas
correntes agricolas encontra-se, como tema principal de todas, a sustentabilidade. Segundo
Bergamin Filho (2007) a sustentabilidade engloba-se em um contexto sistémico, no qual
sistemas se mantém produtivos por periodos longos de tempo com custos econdmicos €
ambientais socialmente estaveis.

Nos agroecossistemas ¢ o produtor que causa 0 maior impacto sobre o
ambiente de desenvolvimento das plantas, alterando e ajustando o ambiente fisico e bioldgico
as necessidades da cultura (GLIESSMAN, 2001).

De forma semelhante ao que ocorre na agricultura convencional a
tecnologia deve ser empregada a agricultura organica. Novas ferramentas que possam auxiliar
no cultivo agroecoldgico sdo necessarias, mesmo considerando-se que pesquisas nessa area
sdo ainda incipientes.

Objetivando reduzir o impacto dos efeitos promovidos pelos pesticidas
e aumentando a producdo de alimentos que apresentem melhor qualidade, visando uma
agricultura sustentavel, buscam-se novas formas de protecdo de plantas, sendo uma delas o
emprego de extratos e Oleos essenciais. Trabalhos empregando estas formas alternativas de

controle de doencas e mesmo de pragas estdo cada vez mais presentes dentro da pratica

agroecoldgica (STANGARLIN, 2007).

2. 2. Interacgdo Patdgeno — Hospedeiro

2.2.1. As defesas das plantas

Pela teoria evolucionista de Darwin, as plantas em sua evolucdo
desenvolveram mecanismos diferentes de defesa contra agentes externos, competindo por luz e
nutrientes, estando presentes nos mais diferentes ecossistemas (HARBORNE, 1993). Estes
mecanismos de defesa podem ser originarios de mutacdes herdadas, sele¢ao natural e mudancgas

evolutivas (TAIZ & ZEIGER, 2003).
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A condicao de suscetibilidade a doengas surge com importancia nas
plantas cultivadas, por reduzirem a produtividade e das culturas. Em comunidades naturais, as
plantas possuem resisténcia natural ou apresentam-se em relacdo simbidtica com os parasitas
nao promovendo estes danos consideraveis (HARBORNE, 1993).

Os mecanismos de defesa da planta compreendem aqueles
relacionados aos caracteres fisicos e morfologicos e outros relativos as defesas quimicas, as
quais vém sendo amplamente estudadas nas tltimas décadas (MARASCHIN-SILVA, 2004).

A primeira defesa da planta em relacdo ao ataque dos patéogenos € a
superficie, na qual o patogeno ira fixar-se. Algumas das barreiras fisicas inerentes nesta defesa
inicial incluem: a cuticula; os estdmatos e lenticelas; células epidérmicas diferenciadas
(AGRIOS, 2005). Tais estruturas presentes na planta possibilitam barreiras que dificultam ou
impedem a colonizagdo de tecidos pelo patdgeno.

Quanto as defesas bioquimicas, estas podem ser representadas pela
acdo de varios compostos chamados de metabolitos secundarios, tais como fenodis, quininas,
lactonas, glicosideos, terpenos, saponinas e taninos (SILVA et al., 2006).

Os metabolitos secundarios compreendem substincias com fungdes
ecoldgicas importantes aos vegetais. Estas substincias atuam na resposta a estimulos
ambientais e nas interagcdes com outras plantas e animais e nao apresentam acdo direta
conhecida em processos como fotossintese, transporte de solutos e transloca¢do (TAIZ &
ZEIGER, 2006). Quando apresentam atividade bioldgica sdo chamados principios ativos
(PINTO & BERTOLUCCI, 2002). A distribuigdo restrita de determinados compostos como
estes, pode servir como marcadores taxondmicos de algumas familias (BENNET &

WALLSGROVE, 1997).

2.2.2. Caracteristicas anatémicas e sua influéncia na infeccdo por patégenos

Andlises anatomicas do desenvolvimento do patégeno na planta
(considerando que as caracteristicas estruturais sdo a primeira forma de defesa da planta)
podem auxiliar no entendimento dos processos da interagdo entre patdgeno-hospedeiro

(SOUZA, 2008), levando ao desenvolvimento de formas de controle mais eficientes.
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Alguns dos mecanismos pelos quais as plantas defendem-se de agentes
patogénicos sdo constitutivos, outros podem ser ativados quando do contato desses agentes
(STICHER et al., 1997).

Caracteristicas anatémicas como a presenca de cuticula, nimero e
quantidade de estdomatos e a pilosidade podem facilitar ou dificultar o processo de infecgdo
pelo patégeno. Grande quantidade de pilosidade e a cerosidade da cuticula dificultam o
acumulo de agua sobre a folha, interferindo na germinacdo de esporos de patdgenos que
necessitam de alta umidade para ativar este processo (MEDEIROS, 2003).

Paredes mais espessas, que apresentam alguma lignificagdo, podem
auxiliar na resisténcia a acdo de enzimas degradadoras e a difusdo de toxinas liberadas pelos
patégenos. Assim, regides lignificadas como as fibras esclerenquimaticas e os vasos
xilematicos presentes nas nervuras, podem inibir o desenvolvimento flingico nestas areas
(PASCHOLATI & LEITE, 1995; AGRIOS, 2005).

Em estudos com seringueira (Hevea brasiliensis (Wild ex Adr. Juss.)
Mull. Arg.), Santos et al. (1999) observaram a influéncia da superficie foliar e de elementos
como a cuticula na infec¢ao de Phythophtora capsici.

Sticher et al. (1997) referem-se a trabalhos nos quais a lignificagdo e
formacdo de papilas e halos, atuam como mecanismos de defesa contra a infeccao de
patogenos. Tais estruturas anatdmicas presentes nas folhas sdo formadas apods a inducdo
promovida pelo contato com o agente patogénico.

Estudos anatomicos em ramos de laranjeira-doce realizados por
Marques et al. (2007) auxiliaram na compreensdo dos processos de infeccdo pelo virus
causador da leprose dos citros. Neste caso foi observado que determinadas caracteristicas
anatomicas sdo capazes de explicar porque o virus torna-se ndo-sistémico, no caso de infec¢do

pelo virus do tipo citoplasmatico.

2.2.3. Influéncia de patdgenos na taxa fotossintética da planta

A maioria dos patogenos que se manifestam formando estruturas

infecciosas na superficie das folhas promove sintomas que reduzem a area verde, promovendo
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decréscimo da superficie disponivel para a realizagdo de trocas gasosas (ROBERT et al.,
2005).

Ha relatos de varias doencas reduzindo a taxa fotossintética em
diversas espécies, sendo que em alguns casos ha estimulo durante os primeiros estadios da
infeccdo e decréscimo em estadios mais avang¢ados da doenga, contudo, sem muitas
explicacoes (ELLIS et al., 1981).

Machado et al. (2006) avaliando a fotossintese em plantas afetadas
pela Clorose Variegada dos Citros (CVC), observaram queda nos valores de assimilacdo de
CO,, transpiracdo ¢ fluxo de seiva, em decorréncia da queda dos valores de condutancia
estomatica, relacionando tais fatos a obstru¢do de vasos xilematicas promovida pelo patdogeno.

Godoy et al. (2001) demonstraram a reducdo de até 40% na taxa
liquida de fotossintese em milho afetado por Phaeosphaeria maydis, agente causal da mancha
foliar de Phaeosperia.

Em macieira, Ellis et al. (1981) trabalhando com mildio, causado por
Podosphaera leucotricha, observaram a redugdo das taxas de fotossintese e transpiragdo,
sendo que estas taxas estdo intimamente ligadas com a reducdo do conteudo de carboidratos

em folhas severamente afetadas.

2.3. Cultivo de plantas medicinais

A utilizacao de plantas medicinais pelo homem acompanha sua propria
historia. Desde a antiguidade ja existem relatos do emprego de plantas com efeito curativo o
que se prosseguiu pelos séculos. Inicialmente o homem era guiado pelo instinto, e
posteriormente, associava a cura a praticas misticas e magicas, conhecendo, com 0 avango
tecnologico, as propriedades terapéuticas das plantas (CORREA JUNIOR et al., 1994).

Plantas medicinais podem ser consideradas como plantas das quais os
extratos ou compostos quimicos isolados sdo empregados na fabricagdo de drogas. Estas
plantas estdo intimamente relacionadas as plantas condimentares, estimulantes e também
aquelas produtoras de 6leos essenciais. Tais espécies estdo entre as primeiras plantas utilizadas

pelo homem (GUPTA, 1991).
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Um grande nimero de espécies vegetais pode ser encontrado nas
regides equatoriais da América do Sul, Africa e Asia. Dentre esta biodiversidade, muitos sdo
os produtos que podem ser empregados pela importancia econdmica. Enquadram-se nestes
produtos, com grande destaque, os fitoterapicos (GUERRA & NODARI, 2004).

O mercado mundial de espécies aromaticas tende a um grande
aumento incentivado pela demanda por sabores étnicos e exoticos para as comidas. Grandes
importadores destas espécies sdo os Estados Unidos, Alemanha e Japao (PETER, 2001).

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo em uma grande
extensdo territorial, tal fato relacionado ao grande numero de condigdes ambientais
diferenciadas que ocorrem pelo pais. A flora mostra-se de grande importidncia para a
populagdo brasileira, que em maior ou menor extensdo utilizam-se destas plantas.
Considerando-se a baixa renda da populacdo e as deficiéncias apresentadas pelo sistema de
saude, as plantas medicinais adquirem uma grande importancia para a medicina tradicional,
ligada a sabedoria popular (SCHEFFER et al., 2002)

Quanto ao mercado nacional estima-se que envolva valores de 700 a
800 milhdes, levando ao interesse cada vez maior de produtores rurais na producdo de plantas
medicinais, condimentares ¢ aromaticas (CORREA JR. et al, 2006).

Essas plantas sdo amplamente empregadas por possuirem
determinados principios ativos que atuam como formas curativas ou mesmo preventivas de
determinadas enfermidades em seres humanos, animais e mesmo em plantas cultivadas
(CORREA JR. et al, 2006; BOFF et al., 2008). Tais principios ativos pertencentes a classe de
metabolitos secundarios (PINTO & BERTOLUCCI, 2002).

A crescente demanda por plantas medicinais tem aumentado seu
cultivo e/ou extrativismo, sendo estes cultivos alternativa, cada vez mais importante, para a
agricultura brasileira (CORREA JUNIOR et al., 1994). Apesar de o cultivo ser uma das etapas
mais importantes para obtengao do produto final, este segmento ainda carece de pesquisas.

A producdo comercial de plantas medicinais esta relacionada na
maioria das vezes, com o fornecimento de matéria prima para a industria farmacéutica. Assim,
o controle de qualidade ¢ um fator de grande importancia. Relacionado a tal fato, o

fornecimento continuado ¢ outro aspecto importante para o setor (SCHEFFER & CORREA
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JR., 2004). Com o aumento da demanda do mercado de plantas medicinais a qualidade dessas
plantas vem sendo afetada negativamente (REIS, 2004).

Neste contexto, para o fornecimento continuo e de qualidade para a
industria novas tecnologias s3o demandadas para que os processos de cultivo possam ser
melhorados. As plantas apresentam-se como fonte de produtos naturais biologicamente ativos,
sendo que muitos destes sao modelos para a sintese de muitos farmacos (MARTINS et al.,
2003).

O Ministério da Satde recentemente com o incentivo a producao de
plantas medicinais e fitoterapicos sugere este tipo de produgdo como estratégico para areas de
menor dinamismo econOmico. Assim, necessita-se ainda uma estruturagdo de cadeias e
arranjos produtivos, voltados a exploracdo agricola e comercial (BRASIL, 2006).

Para Sartorio et al. (2000), o cultivo organico de plantas medicinais
torna-se mais adequado, pois favorece um maior equilibrio entre a produgdo ¢ o meio
ambiente, evitando contaminagdes com agroquimicos que poderiam alterar a composi¢do de
principios ativos, garantindo, assim, produtos de qualidade.

Em 2000, estima-se que o mercado de plantas medicinais tenha
envolvido em torno de 19,5 bilhdes de dolares, esperando um crescimento para os Estados
Unidos de cerca de 5 vezes, para a América Latina de 3 vezes e para a Europa de 2 vezes
(CORREA JUNIOR et al., 2006).

O mercado para plantas medicinais produzidas em cultivo organico
ainda ¢ restrito a algumas espécies e exigido apenas por alguns paises importadores. Contudo,
devido a demanda crescente por produtos alimenticios organicos relacionada a seguranca
alimentar, espera-se que o cultivo organico de plantas medicinais cres¢a em importancia no
cenario internacional (GEORGE, 2001).

A concentragdo dos principios ativos depende ainda do controle
genético da espécie que estd sendo cultivada, aliado a resposta aos estimulos do meio
representado pelo excesso ou deficiéncia de algum fator de produ¢do (MARTINS et al., 2000).
Neste sentido, fatores ecofisioldgicos, fisicos e relacionados ao ambiente, podem modificar
radicalmente as caracteristicas quimicas e morfologicas de plantas medicinais (VANHAELEN

etal., 1991).
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O uso de produtos quimicos para o controle de doencas em cultivos de
plantas medicinais, como fungicidas comerciais, ¢ inadequado. Tal fato justifica-se pela
auséncia de produtos registrados para as espécies produzidas e pelas alteracdes que estes
produtos podem ocasionar quanto aos principios ativos (PINTO & BERTOLUCCI, 2002). O
processo de secagem e extracdo pode concentrar os agroquimicos empregados no cultivo
(CORREA JR. et al, 2006). Além disso, ha escassez de informagdes quanto a seguranca da
utilizagdo de matérias primas produzidas com o emprego de produtos quimicos.

No Brasil sdo poucos os levantamentos de patdégenos de plantas
medicinais. Urben et al. (1987) no Distrito Federal realizou um trabalho de identificagdo de
patogenos presentes em 52 espécies de plantas medicinais. Dos resultados obtidos o género
Puccinia apresentou como um dos géneros com o maior nimero de registros. Lima (2002) em
trabalho com 27 espécies de plantas medicinais, em Lavras — MG identificou e descreveu 30
anomalias provocadas por fungos. Mais escassos ainda s3o os estudos com controle de
doengas em cultivos de plantas medicinais. Residem como aspectos mais importantes no
desenvolvimento de tecnologias agrondmicas caracteristicas de adaptagdo das plantas,
adubacdo, densidade de plantio e época de colheita, por exemplo.

Plantas medicinais s3o espécies recém-domesticadas pelo homem com
restrita selecdo dirigida para rendimento fisico e quimico. Com isso conservam ainda grande
diversidade genética e certa rusticidade natural (RIBEIRO & DINIZ, 2008).

Estas plantas sdo, geralmente, empregadas como insumos no controle
de doencas de plantas (STANGARLIN, 2007), sendo que os problemas fitossanitarios
pontuais que ocorrem em seus cultivos acabam sendo ignorados. Alguns destes problemas
tornam-se preocupantes apenas quando surgem danos consideraveis para a producdo, como ¢ o
caso da ferrugem do capim-limado no Estado do Parana (VIDA et al, 2006).

Neste contexto, o desenvolvimento de técnicas de manejo adequado de
doengas torna-se uma Otima ferramenta para a obtencdo de matérias primas de melhor
qualidade, podendo resolver problemas apresentados em areas de cultivo. Assim, o emprego
de formas de controle alternativo de pragas e doencas ¢ cada vez mais enfocado dentro do

cultivo organico (BOFF, 2008).
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2.4. Agentes de controle alternativo de doencas em plantas

Sao varios os agentes de controle que passaram a ser empregados para
o controle de doengas, tanto com agao direta sobre os microorganismos quanto como indutores
de resisténcia. Tais agentes podem ser extratos, hidrolatos e Oleos essenciais de plantas
medicinais (STANGARLIN, 2007), caldas, preparados homeopaticos, biofertilizantes (BOFF,
2008).

Agentes de controle para as doengas irdo atuar de forma diferenciada
nas plantas. Produtos indicados como protetores previnem a germinagdo e penetracdo de
esporos, produtos de contato agem diretamente sobre o patdgeno; ambos atuardo na superficie
dos orgdos vegetais. Alguns produtos considerados sist€émicos serdo translocados pela planta
atuando em sitios especificos do patégeno (ZAMBOLIM et al., 2008). Além da acao
fungitoéxica direta, alguns produtos podem atuar como indutores de resisténcia, os chamados
agentes elicitores (MORAES, 1992).

Os agentes elicitores sdo compostos que incluem substidncias como
enzimas, peptideos, acidos graxos, carboidratos, proteinas e componentes de parede (KEEN et
al., 1983; HAHN, 1996). Esses elicitores podem ser de origem biotica, microbiana (elicitor
exogeno) ou da propria planta (elicitor enddgeno), e de origem abiotica, como luz UV ou
metais pesados, agentes que promovem algum tipo de estresse nas plantas (PASCHOLATI &
LEITE, 1995). Um dos objetivos do estudo de elicitores ¢ a descoberta de moléculas que
induzam a resisténcia sistémica, entre outros mecanismos, através da produ¢do de fitoalexinas
(SOBRINHO et al., 2005).

Estudos recentes evidenciam que os indutores de resisténcia podem
atuar diretamente na sintese de fitoalexinas que constituem compostos antimicrobianos, de
baixo peso molecular, (HAMMERSCHMIDT, 1999), resultantes de metabolismo secundério,
acumulados a partir da resposta de plantas a estresse ocasionado por fatores biologicos, fisicos
ou quimicos, que podem reduzir ou suprimir a atividade do agente patogénico
(PURKAYASTHA, 1995).

Virios produtos vém sendo testados para diferentes culturas com a

finalidade de induzirem algum tipo de defesa da planta. Dentre aqueles originados de plantas
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medicinais e cogumelos, pode-se citar o eucalipto utilizado por Bonaldo et al. (2004), que
demonstrou resultados positivos como indutor de resisténcia a Colletotrichum lagenarium em
pepino. Silva et al. (2007) empregaram extratos de cogumelos como indutores de resisténcia
contra Ralstonia solanacearum em tomateiro.

O termo O6leo essencial é empregado para designar liquidos oleosos
volateis, dotados de aroma forte, quase sempre agradavel, compostos por misturas de
substancias organicas imisciveis em agua, extraidos de plantas por processos especificos,
sendo o mais simples por arraste de vapor d’agua (CRAVEIRO, 1981).

Apresentam-se como substdncias com constituintes complexos e
variaveis, como hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas,
fenois, ésteres, éteres, oxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas e
compostos de enxofre, dentre os quais destacam-se aqueles de baixo peso molecular, como os
monoterpenos ¢ sesquiterpenos. Possuem caracteristicas peculiares odoriferas, lipofilicas,
liquidas, e volateis, conhecidos também como Oleos volateis, 0leos etéreos ou esséncias,
apresentam-se em diferentes concentracdes, ocorrendo sempre um composto majoritario, €
outros em menores quantidades (SIMOES & SPITZER, 2000). Podem ser encontrados em
células especiais das plantas como glandulas, tricomas glandulares, ductos de 6leo e resina,
situados em qualquer parte da planta (PENGELLY, 2004).

Tais 6leos sdo raramente encontrados em gimnospermas (com exce¢ao
para as coniferas) e em angiospermas monocotiledoneas (com excecdo de gramineas -
especialmente espécies de Cymbopogon e Vetiveria) e zingiberaceas (espécies de Alpinia e
Curcuma). Em dicotiledoneas os 6leos essenciais sao abundantes, principalmente em familias
como Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Myristicaceae, Piperaceae e
Rutaceae (SIMOES & SPITZER, 2000).

De uma forma geral os terpenodides e os fenilpropandides sdo os
principais componentes dos o6leos essenciais. Os terpenos sao classificados segundo as
unidades de isopreno (CsHg) que os constituem, sendo assim os terpenodides presentes em
0leos essenciais enquadram-se como mono e sesquiterpenos (HARBORNE et al., 1999). Os
fenilpropanoides sdo compostos organicos de um anel benzénico ligado com trés atomos de

carbono (PENGELLY, 2004).
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As funcdes bioldgicas dos o6leos essenciais para os vegetais sao
complexas, podendo atuar na polinizacdo, protegdo contra agentes externos, além de
participarem de processos celulares (PINTO & BERTOLUCCI, 2002). A composi¢do pode
variar de acordo com a estagdo, hora do dia, condigdes de crescimento (solo, adubagao,
praticas culturais) e carga genética (PENGELLY, 2004).

ABREU (2006) testando 6leos essenciais de Cinnamomum zeylanicum
(canela), Cymbopogon citratus (capim-limao), Syzygium aromaticum (cravo), Eucalyptus
citriodora (eucalipto), Melaleuca alternifolia (tea-tree) e Mentha piperita (horteld) comprovou
o efeito destes agentes no controle de Alternaria solani, tanto em condi¢des in vitro como em
condigdes de campo, sendo que a doenga promovida por este fungo, a pinta-preta do
tomateiro, enquadra-se como um dos piores problemas fitossanitdrios na cultura do tomate.

Considerada um dos piores problemas fitossanitarios da cultura da
soja, a ferrugem asiatica, provocada por Phakopsora pachyrizi, pode ser controlada em
condigdes “in vitro” e em casa-de-vegetagdo com Oleos essenciais de Corymbia citriodora
(eucalipto citriodora), Cymbopogon nardus (citronela), Azadirachta indica (nim) e Thymus
vulgaris (tomilho) (MEDICE et al., 2007).

Wilson et al. (1997) testaram contra Botrytis cinerea a agdo
antifngica de 345 extratos de plantas e 49 6leos essenciais. De todos os 6leos testados os de
palma-rosa (Cymbopogon martini), tomilho (Thymus zygis), canela (Cinnamomum
zeylanicum) e cravo-da-india (Syzygium aromaticum) apresentaram melhores resultados na
inibi¢do do fungo.

Fiori et al. (2000) utilizando extratos vegetais e Oleos essenciais de
Eucalyptus citriodora, Ageratum conyzoides ¢ Achillea millefollium observaram a inibi¢do do
crescimento micelial e da germinagdodos esporos de Didymella brioniae, agente causal da
podridao gomosa em Cucurbitaceae.

Na composi¢ao do oleo essencial de mil folhas Achillea millefolium
sdo encontrados terpenos como o cineoal, borneol, pinenos, canfora e azuleno (LORENZI &
MATOS, 2008). Além destes compostos, sdo relatados para a planta flavonoides (luteolina e
apigenina), derivados terpénicos e sesquiterpénicos, taninos, mucilagens, cumarinas, resinas,

saponinas, esterdides, acidos graxos, alcaloides e principio amargo (SOUZA et al., 2005).
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A citronela (Cymbopogon nardus (L.) Rendle.) apresenta Oleo
essencial rico em citronelal (cerca de 40%), além de pequenas quantidades de geraniol,
citronelol e ésteres. O citronelol ¢ excelente aromatizante de ambientes e repelente de insetos,
além de apresentar agdo anti-microbiana local e acaricida (MARCO et al.,2007).

A palma-rosa (Cymbopogon martinii (Roxb.) J. F. Watson) apresenta
aproveitamento de seu 0leo para a perfumaria visto que se assemelha ao odor de rosas. Em sua
composicdo o componente de maior expressao ¢ o geraniol (75 a 95%), citral, aldeido férmico,
aldeido isovalérico, dipenteno, B — ocimeno, metal heptenona,D — linalool, L — a tepinol,
farnesol (OLIVEIRA & AKISUE, 2003).

A menta (Mentha piperita L.) apresenta um dos 6leos essenciais mais
conhecidos, do qual ¢ extraido o mentol empregado em medicamentos, cosmétcos e alimentos.
Cita-se em sua composicdo o mentol, mentona, €steres metilicos, terpenos, cineol, tantino e
principio amargo (OLIVEIRA & AKISUE, 2003). Originéria da Europa e trazida na época da
colonizagao do Brasil ¢ amplamente cultivada em jardins e quintais. Em relatos etnobotanicos
¢ empregada como antibacteriana, antifingica e anti-helmintica (LORENZI & MATTOS,
2008). O mentol ¢ um dos principais constituintes do 6leo essencial, correspondendo a cerca
de 40% do total de 6leo essencial, sendo o componente responsavel pelas caracteristicas
aromatizantes ¢ sensacdo de refrescancia. Os isomeros do mentol sdo encontrados como
ésteres acetato (DAVID, 2007).

Syzigium aromaticum L., originario da India, conhecido popularmente
como cravo, apresenta como um dos principais componentes de seu dleo essencial o eugenol.
Ranashinge et al (2002) testando este 6leo comprovaram sua agdo antifiingica contra fungos
de pos- colheita isolados de banana, sendo estes Lasiodiplodia theobromae, Colletotrichium
musae ¢ Fusarium proliferatum. Pereira et al (2008) testando o 6leo essencial de cravo e de
outras plantas medicinais, entre elas o capim-limao, observaram o efeito inibitdrio destes sobre
duas bactérias patogénicas, Staphylococcus aureus e Escherichia coli, causadoras de
contaminagdes em alimentos, podendo estes dleos serem empregados como formas de controle
microbioldgico em alimentos.

Um dos 6leos mais conhecidos e utilizados ¢ o 6leo de eucalipto. Esse
apresenta em sua composicdo principalmente o cineol. Lee et al. (2008) testando diversas

espécies de Myrtaceae, entre elas Corymbia citriodora, demonstraram o efeito fungitoxico do
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6leo essencial de algumas destas espécies sobre o oomycete Phytophthora cactorum e os
fungos Cryponectria parasitica e Fusarium circinatum.

Pinto et al. (2008) demonstraram o efeito in vitro de extratos de folhas
de eucalipto na inibi¢do da germinagdo de Sclerotium cepivorum.

O extrato pirolenhoso ¢ uma mistura obtida através da condensagdo da
fumaga produzida durante o processo de carboniza¢ao da madeira. Constitui-se de 800 a 900
cm’ dm™ de 4gua, e uma série de componentes quimicos, predominando, quantitativamente, o
4cido acético, o metanol, a acetona e os fendis (ZANETTI et al., 2004). E empregado em
diversas culturas como arroz, batata-doce e meldo, e com finalidades diferentes como

fertilizante organico, nematicida e fungicida (ZANETTI et al., 2003).

2.5. A espécie Cymbopogon citratus (DC.) Stapf

O capim limdo (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) ¢ uma graminea
perene, de origem asiatica (India), conhecida popularmente como capim — cidrd, capim —
limdo, capim — cidreira, capim — cidrao, citronela de Java (CASTRO & CHEMALE, 1995),
capim-santo, capim de beira de estrada, erva cidreira (MARTINS et al.,, 2000), capim-
cheiroso, capim-catinga (CORREA JR. et al., 1994). Apresenta odor aromatico agradavel
caracteristico de limao, sabor aromatico e ardente e coloragdo verde-palida (GOMES &
NEGRELLE, 2003).

C. citratus (DC.) Stapf pertence a familia Poaceae, subfamilia
Panicoideae, tribo Andropogoneaec. O género Cymbopogon apresenta cerca de 30 espécies
aromaticas, sendo a maioria de distribuicdo tropical (GOMES & NEGRELLE, 2003).
Conhecidas popularmente como capim-limdo encontram-se duas espécies C. citratus (DC.)
Stapf e C. flexuosos (Nees ex Steud) Wats, contudo a mais difundida no Brasil ¢ a primeira.

Dentre as espécies do género Cymbopogon outras que despertam
interesse sdo C. pendulus (Ness ex Steud) Wats, adaptada a regides frias e cultivada no Norte
da India (SKARIA et al, 2006), C. densiflorus (Steud.) Stapf originario da Africa

(BARBOSA, 2007), C. winterianum Jowitt. popularmente conhecido como citronella, usado
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como repelente de insetos, C. martinii (Roxb.) Wats conhecido como palma-rosa e
apresentando como principal constituinte do 6leo o geraniol MALLAVARAPU et al.,1998).

Caracteriza-se como uma erva perene, de habito cespitoso, forma
touceiras compactas com rizoma semi-subterraneo (MARTINS et al., 2000). As flores sdo de
dois tipos, sendo a inferior rudimentar e a superior hermafrodita nas espiguetas sésseis,
geralmente masculinas nas pediceladas (CASTRO & CHEMALE, 1995). Sdo raramente
observadas no Brasil (LORENZI & MATOS, 2008).

As plantas apresentam folhas alternas, sendo estas constituidas por
bainha convoluta e limbo. Bainha alargada em direcdo a base, de 4,0 cm a 26,0 cm de
comprimento, com 0,6 cm a 6,5 cm de largura na regido basal, 1,0 cm a 3,5 cm na regiao
mediana e 0,9 cm a 2,1 cm na regido apical, as mais externas, mais rigidas na porc¢ao basal.
Ligula com 0,2 cm de altura, curta e truncada, membranosa, de coloragdo castanha na folha
adulta e verde claro na folha jovem (FARMACOPEIA, 2003).

Amplamente distribuida por todo o mundo, principalmente em regides
tropicais, ¢ empregado pela medicina popular como calmante, espasmolitico e antimicrobiano.
Sendo consumido na forma de infuso do norte ao sul do pais (LORENZI E MATOS, 2008).
Matos (1994) relata acao calmante e espasmolitica para o citral e analgésica para o mirceno.

Provavelmente foi introduzida no Brasil na época colonial, estando
difundida por varios estados e cultivada com finalidades aromaticas e ornamentais (PIO
CORREA, 1984). Ha relatos da introducdo da espécie pelos ingleses no inicio do século XX,
para contengdo de erosdo, nas margens de ferrovias (CZEPAK, 2000).

Gomes & Negrelle (2003) relatam o emprego da espécie em varios
paises como a China, india, Indonésia e Nigéria, com finalidades diversas, dentre as
principais, ¢ empregada para problemas estomacais. No Brasil, ha relato em vérios Estados da
Federagdo, como Ceara, Minas Gerais, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba, Rio
Grande do Sul, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul, Brasilia e Parana, também com finalidades
diversas especificas de cada localidade.

Além da utilizagdo pela cultura popular, o 6leo essencial da planta ¢
usado industrialmente pelo segmento alimenticio, cosmético, de perfumaria e na fabricacao de
inseticidas (NEGRELLE & GOMES, 2007). Ha relatos do emprego da graminea como

forrageira para bovinos e elefantes em algumas regides da India e para a cobertura de cabanas
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(PIO CORREA, 1984). E encontrada ainda em terragos, para contensio de erosdo (MARTINS
et al., 2000).

A origem geografica pode determinar algumas diferencas quanto a
composi¢ao, contudo o principal constituinte do 6leo essencial, indepedente da origem da
matéria-prima ¢ o citral (NEGRELLE E GOMES, 2007). Além do citral outros componentes
sdo o geraniol, mirceno, cimbopogonol, limoneno e dipenteno (MARTINS et al., 2000). Para
a espécie ¢ relatado de 75 — 80% de citral no 6leo essencial (SKARIA et al., 2006).

O citral ¢ um monoterpeno resultante de uma mistura dos isdmeros
trans, citral A, denominado geranial ((E)-3,7-dimetil-2,6-octadienal) e o cis, citral B,
denominado neral ((z)-3,7-dimetil-2,6-octadienal) (Figura 01) (MATOS, 2000). Apresenta
atividade antisséptica, cinco vezes mais forte que no fenol. E empregado como flavorizante
em alimentos e perfumaria (HARBORNE et al., 1999). Pode ser usado ainda no obtencao de
vitamina A, ionona e beta caroteno (MARTINS et al., 2003).

No mundo, a produgdo de 6leo de capim-limao ¢ de cerca de 1000 t
em uma area de aproximadamente 16000 ha. A producdo comercial desta graminea ¢ notavel
na India, sendo este pais o principal produtor e exportador de éleo, principalmente no Estado
de Kerala (SKARIA et al., 2006). Naquele pais ha cultivares desenvolvidos especialmente
para o cultivo, diferentemente do que ocorre no Brasil, em que as mudas sdo obtidas de beiras
de estrada ou de cultivos caseiros como citam Negrelle & Gomes (2007).

No Brasil, a produ¢do comercial ¢ relatada, com grande importancia
nos Estados do Sul e Sudeste, notadamente no Estado do Parana, considerado o maior
produtor de plantas medicinais no pais, onde a producao distribui-se por vinte € um
municipios produtores (GOMES et al., 2007).

Apesar de ser considerada perene, para o cultivo, recomenda-se a
renovagdo a cada 4 a 5 anos (CORREA JR. et al., 2006). Desenvolve-se bem em solos areno-
argilosos, ¢ exigente em matéria organica ¢ ndo tolera locais sombreados (CASTRO &
CHEMALE, 1995). Demonstra resisténcia a Meloidogyne javanica e tolerancia a Meloidogyne
incognita (SOUZA et al., 1995). Pode ser atacada por cochonilas de raiz (CORREA JR. et al.,
2006).
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Para a maxima producao de 6leo, a temperatura 6tima ¢ de 25-30°C e
pluviosidade de 2500 -3000mm anuais, sendo que em lugares mais secos necessita-se de

irrigacdo suplementar (SKARIA et al., 2006).
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Citral A (Geranial) Citral B (Neral)

Figura 1. Estruturas quimicas dos componentes do Citral

2.6. A ferrugem do capim-liméo

O género Puccinia ¢ classificado na familia Pucciniaceae, ordem
Uredinales, classe Teliomycetes e divisdo Basidiomycota. A ordem Uredinales refere-se
comumente as ferrugens, estimando-se que existam cerca de 5000 espécies divididas em
aproximadamente 140 — 150 géneros. Todas as espécies sdo parasitas obrigatérios causando
sérios danos em diversas culturas (ALEXOPOULOS et al., 1996).

As ferrugens encontram-se entre as doengas mais destrutivas, de
grande importancia para algumas culturas como no caso de gramineas como o trigo. Ataca
preferencialmente ramos e folhas, sendo a maioria de ocorréncia local, algumas, sistémicas.
Dentre os principais géneros causadores de doengas esta o género Puccinia (AGRIOS, 2005).

Formas de controle para algumas culturas sdo variedades resistentes,
aplicagdes de fungicidas e ainda retirada dos hospedeiros alternativos (AGRIOS, 2005).

Gonzalez et al. (2008) trabalhando com avaliagdes agrondmicas,

visando produ¢do de 6leo essencial de capim limao na Venezuela, observaram incidéncia de
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100% de ferrugem causada por Puccinia sp., adaptando uma escala de notas para avaliar a
severidade. Skaria et al. (2006) relatam a ferrugem como uma doencga presente em cultivos da
graminea na India, sendo a aplicagio quinzenal de fungicida uma medida indicada para o
controle.

Como o capim-limao ¢ uma espécie rustica e desenvolve-se bem em
variadas condig¢des, ndo eram relatados problemas com doengas (GOMES et al., 2007). Nos
levantamentos de Urben et al. (1987) e Lima et al. (2002) ndo foi observada a presenca de
ferrugem em capim-limdo, apesar de Lima et al. (2002) citar outra doenca ocorrendo nesta
planta.

O primeiro relato da ferrugem do capim-limdo no Brasil foi feito
recentemente por Vida et al. (2006) no Estado do Parand, no entanto, foi diagnosticado o
patdégeno como sendo Puccinia cymbopogonis Mass. Em Sao Paulo, foi observada em 2007,
no municipio de Araraquara, no Horto de Plantas Medicinais e Toxicas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas a ocorréncia de sintomas semelhantes aos relatados em plantas de
capim-limao por SACRAMENTO (comunicagao pessoal).

Quando identificado no Estado de Sao Paulo para a realizacdo do
presente trabalho acreditava-se que o patdégeno era o mesmo, visto que as caracteristicas
apresentadas eram semelhantes, tanto em relacdo as caracteristicas das lesdes quanto as
estruturas do fungo.

Com a identificacdo do patdogeno Puccinia nakanishikii Dietel no
Estado do Rio de Janeiro (MELO et al.,, 2008) amostras foram encaminhadas para
identificacdo e constatou-se o patogeno causador da ferrugem do capim-limao, em Sao Paulo,
como sendo o mesmo, Puccinia nakanishikii Dietel.

Puccinia nakanishikii Dietel foi relatado causando doenga em
plantagdes de capim-limdo no Hawai e na Califérnia (GARDNER, 1985; KOIKE, 1999). No
Brasil, o primeiro relato do patdégeno foi feito recentemente no Rio de Janeiro (MELO et al.,
2008).

A doenga inicia-se com pequenas lesdes foliares ferruginosas escuras,
formando pustulas alongadas, concentradas na superficie da face abaxial da folha,

apresentando grande quantidade de esporos marrom-escuros. A transmissao ¢ rapida e feita
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pelo vento, por mudas contaminadas, por instrumentos de corte € mesmo pelo contato manual
entre plantas sadias e doentes.

Visando sistemas organicos de producdo, ainda ndo hé registros de
formas de controle para a doenca. Conceicdo et al. (2008) e Lorenzetti et al. (2008) relatam
formas de controle alternativo “in vitro” para a doenga, através da inibicao da germinagdo de
esporos do fungo com 6leos essenciais e preparados homeopaticos.

Além destas duas espécies de ferrugem que acometem a graminea, foi
relatada Puccinia purpurea Cke., na Colombia acometendo plantas de capim-limdo e
promovendo sintomas semelhantes (PARDO-CARDONA, 1999).
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nas dependéncias do
Departamento de Produgdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, UNESP, Campus
de Botucatu: no Laboratorio de Patologia de Plantas do Setor de Defesa Fitossanitaria e, no
Laboratorio de Plantas Medicinais do Setor de Horticultura.

O experimento de campo foi realizado na Fazenda Experimental de
Sdo Manuel, a qual esta situada a 2244’ de latitude S ¢ 4834’ de longitude W e 740 m de
altitude. O clima, segundo TUBELIS & SALIBE (1989) ¢é classificado como Cfa. O solo,
segundo CARVALHO et al. (1983), ¢ caracterizado como Latossolo Vermelho Amarelo, de
textura arenosa.

As caracteristicas climaticas do periodo de realiza¢do do experimento
em S3ao Manuel — SP estdo apresentadas na Figura 2. Os dados foram obtidos da Estacao
Climatolégica de Sao Manuel, do Departamento de Recursos Naturais - Ciéncias Ambientais -

FCA - UNESP/Lageado - Campus de Botucatu.
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Figura 2. Pluviosidade e Temperaturas Médias na época de realizagdo do experimento (dez-

07 a out-08) — Sao Manuel - SP

3.1. Interacdo patdgeno — hospedeiro

3.1.1. Identificacdo do Patogeno

Foram coletadas folhas de plantas de capim limdo com sintomas da
ferrugem provenientes de uma 4rea de cultivo da Fazenda Experimental de Sao Manuel —
Faculdade de Ciéncias Agronomicas — Campus de Botucatu — SP. As amostras foram
herborizadas e enviadas para identificacdo no Centro de Pesquisas do Jardim Botanico do Rio
de Janeiro, estando uma amostra depositada no Herbario do Jardim Botanico do Rio de Janeiro
(RB), com o nimero de campo 179/08.

Para a identificagdo do fungo foram retiradas estruturas presentes nas

folhas da planta e colocadas em lamina para microscopia. Sobre essas estruturas foi aplicada
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uma solucao de lactofenol. Realizou-se observagao em microscopio Optico e as principais
estruturas foram fotografadas com auxilio de um sistema de captura de imagens acoplado ao

microscopio.

3.1.2. Anatomia foliar

O material botanico utilizado para o estudo anatomico de folhas
infectadas constou de amostras de folhas que apresentavam sintomas da doenga obtidas de
plantas cultivadas na Fazenda Experimental de Sao Manuel — Faculdade de Ciéncias
Agronomicas — Campus de Botucatu — SP.

A sintomatologia foi observada segundo o seu desenvolvimento nas
plantas. Desde o aparecimento das lesdes até a formagdo das pustulas, fotografaram-se os
sintomas com maquina digital.

Para a avaliagdo anatdmica da infeccdo do patogeno nas plantas
efetuaram-se cortes transversais realizados a mao, com auxilio de navalha de ago inoxidavel
em folhas infectadas da graminea.

As seccdes foram clarificadas com a utilizacdo de solu¢do comercial
de hipoclorito de sodio. Depois de clarificados, os cortes foram corados utilizando-se solucao
de azul de Toluidina 0,05% em pH 6,8, coloragdo dupla com azul de astra e safranina e com
verde iodo e hematoxilina.

Os testes histoquimicos empregados constaram da aplicagdo de Sudan
II, para a identificagdo de lipidios, Cloreto Férrico e Dicromato de Potéassio, para a
identificacdo de compostos fenolicos; Reagente de Bouchardt e Dragendorff, para a
identificacdo de alcaldides.

Posteriormente alguns cortes foram fotografados com o auxilio de

microscopio Leica acoplado a sistema de captura de imagens.

3.1.3. Medidas de Trocas Gasosas

Para as determinagdes de trocas gasosas em plantas de capim-limao

infectadas pelo patogeno P. nakanishikii foi utilizado um sistema aberto portatil de
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fotossintese, com analisador de CO; por radiacdo infra-vermelha (“Infra Red Gas Analyser-
IRGA”, Modelo Li-6400, LI-COR, USA).

Como padrao adotou-se a regido mediana das folhas, completamente
expandidas, totalmente expostas a radiacdo solar, sendo a face superior iluminada pela luz do
sol (1200 - 2000 pmol m™ s-'de radiagio fotossinteticamente ativa, sob condigdes de céu
limpo). As plantas nas quais foram realizadas as medi¢des pertenciam ao experimento da area
de cultivo da Fazenda Experimental de Sdo Manuel — Faculdade de Ciéncias Agrondmicas —
Campus de Botucatu — SP.

Foram realizadas duas avaliagdes da ferrugem, sendo a primeira no dia
11 de junho de 2008 e a segunda em 02 de julho de 2008. Foram considerados sete
tratamentos referentes a seis notas obtidas de uma escala diagramatica de severidade proposta

por LORENZETTI et al. (2008b), estando baseada na avaliagdo de imagens digitais (figura3).

Escala diagramaica - Fermugem - Capim Limao

NO 0,00% | N1 4,45% | N2 8,25% | N3 16,56% | N4 34,99% | N5 71,12% | N6 96,87%

Figura 3. Escala diagramatica utilizada para avaliacao da severidade da doenga
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A presente escala foi obtida através de copias digitais de 53 folhas
afetadas pelo patogeno em diferentes severidades submetidas a determinacao de area lesionada
através de uma escala de RGB (red green blue), sendo os resultados obtidos em red e green.
Com os resultados das copias digitais através de uma curva logaritmica obteve-se a escala
diagramatica de sete niveis constando de seis notas. A curva logaritmica justifica-se pela lei de
Weber-Fechner, que cita que a acuidade visual humana nao ¢ linear e sim logaritmica. Dessa
forma a equagdo obtida para a descri¢do da escala diagramatica foi: y = 2,3929 e “**'™*,

Para cada tratamento foram realizadas quatro medi¢des em um
delinecamento de blocos casualizados. Foram realizadas determinacgdes da taxa de assimilacao
(A, pmol m?s ™), condutincia estomatica (gs, mol m? s ) e concentracio intercelular de CO,
na folha (Ci, pmol mol ). Estas determinagdes foram realizadas entre 9:00 e 10:00h para
comparagao entre os diferentes tratamentos.

Os dados obtidos para a assimilagdo liquida de CO; (A) segundo as
diferentes notas de severidade foram ajustados para obtencdo de uma equagdo seguindo o
modelo y = a — x” para as duas avaliagdes, através do emprego da fungdo PROC NONLIN do
programa computacional SAS (SAS INSTITUTE, 1998).

Dados de condutancia estomatica (gs) e concentragdo interna de CO,
(ci) foram analisados segundo analise de variancia e havendo significancia dos resultados, os
dados foram comparados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade através do programa

computacional SAS (SAS INSTITUTE, 1998).

3.1.4. Oleo essencial em plantas afetadas por P. nakanishikii

De plantas da area experimental da Fazenda Experimental de Sao
Manuel — Faculdade de Ciéncias Agronomicas — Campus de Botucatu — SP foram coletadas
folhas de plantas de capim-limdo afetadas pela doenga sendo selecionadas, com auxilio da
escala diagramatica, segundo cinco niveis de severidade da doenga (%): N1 (0%), N2 (8%)),
N3 (16%), N4 (32%), N5 (64%).

As folhas foram secas a 40°C em estufa de circulagao for¢ada de ar até
obter-se massa constante. Foi pesada uma amostra de 35g de cada um dos cinco niveis de

severidade. Ap6s a determinacdo das massas, tais amostras passaram pelo processo de
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hidrodestilacdo em aparelho do tipo Clevenger. As amostras pesadas foram colocadas em
baldes (2000 mL) contendo 1000 mL de agua. Apo6s cerca de 90 minutos de destilagdo,
quando ndo se observava mais aumento no volume de 6leo na bureta, o dleo foi retirado em
frascos de vidro previamente tarados através da separagdo feita pela diferenca de densidade,
sendo a 4gua remanescente retirada com o auxilio de pipeta de Pasteur.

A determinagdo quantitativa (rendimento do o6leo essencial) foi feita
através da diferenca do peso dos frascos e frascos + 6leo essencial em balanga analitica.

O delineamento experimental inteiramente casualizado constou de
cinco tratamentos, representando os niveis de severidade com trés repetigoes. Os dados foram
transformados em % de 6leo em 100g, posteriormente submetidos a andlise de variancia e
havendo diferencgas significativas, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade através do programa computacional SAS (SAS INSTITUTE, 1998).

3.2. Estabelecimento de estratégias de controle da doenca
3.2.1. Testes in vitro para a inibicdo da germinacao de esporos de P. nakanishikii

Esta etapa do experimento foi realizada no laboratorio de Patologia de
Plantas da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — Campus de Botucatu.

Em ensaios prévios para a realizagdo do presente experimento
utilizando-se a técnica citada por MEDICE et al. (2007) e BONALDO et al. (2007) com a
aplicacao de dleos essenciais sobre o meio de cultura ndo propiciaram bons resultados. Assim,
optou-se pela inclusdo dos dleos e demais produtos ao meio de cultura.

Os testes em condi¢cdes controladas foram realizados utilizando-se
placas de petri de pléstico estéreis, contendo 10 mL de meio de cultura agar-agua e os agentes
de controle. Foram utilizados os seguintes produtos como agentes de controle na inibi¢ao da
germinacgdo de esporos de P. nakanishikii:

- Oleos essenciais de eucalipto (Corymbia citriodora), palma-rosa
(Cymbopogon martini), cravo-da-india (Syzigium aromaticum), menta (Mentha spp.), limao
(Citrus limonum), citronela (Cymbopogon nardus) ¢ mil folhas (Achillea millefolium) nas
concentragoes de 0,01; 0,02; 0,03 ¢ 0,04%;
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- mentol cristalizado comercial solubilizado, nas concentracdes de
0,01; 0,02; 0,03 € 0,04% e

- extrato pirolenhoso de C. citriodora, nas concentragdes de 10, 20, 30,
40 e 50 g/L.

Todos os oOleos essenciais foram obtidos através do processo de
hidrodestilagao, com aparelho do tipo Clevenger. O mentol cristalizado e o extrato pirolenhoso
foram obtidos em estabelecimentos comerciais.

Os oOleos foram misturados ao agente surfatante, Tween 80, e
incorporados ao meio agar-agua fundente (cerca de 50°C) em vidros esterelizados que eram
agitados. Apos este procedimento o meio misturado aos 6leos era colocado nas placas de petri,
que permaneceram secando até a solidificagdo do meio de cultura em condi¢des assépticas.

O mentol cristalizado foi solubilizado em etanol 96%, para que
pudessem ser obtidas as concentragdes empregadas no teste, estas solugdes foram misturadas
ao meio de cultura fundente em procedimento semelhante ao realizado para os 6leos.

O extrato pirolenhoso foi misturado diretamente ao meio de cultura
fundente da mesma forma dos demais tratamentos, sendo colocado nas placas de petri,
permanecendo secando até a solidifcagdo.

Como tratamento testemunha utilizou-se uma placa de petri contendo
apenas o meio de cultura. Avaliou-se a influéncia do produto Tween 80 na germinagdo dos
esporos em tratamentos contendo apenas este produto e o meio de cultura. Como efeito de
comparagdo empregou-se um padrio quimico considerado eficiente no combate de ferrugens,
representado por um fungicida a base de mancozeb, incluido ao meio de cultura na dose
recomendada na embalagem do produto.

Para a avaliagdo da germinag¢do foi elaborada uma suspensdo de
esporos do patogeno. Estes esporos foram obtidos através de uma raspagem das pustulas
presentes na face abaxial das folhas de plantas infectadas obtidas no campo, sendo os esporos
transferidos para tubos tipo Eppendorf contendo 4gua destilada estéril. Para a inoculagdo,
foram utilizados 20uL da suspensdo de esporos por repeti¢dao, colocadas sobre o meio de
cultura para todos os tratamentos.

ApoOs a inoculagdo, as placas permaneceram em temperatura de 23°C

por 24 horas em camara de germinag¢do no escuro sendo entdo avaliadas. Aplicou-se uma
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solucdo de lactofenol no intuito de paralisar o desenvolvimento dos esporos. Assim, realizou-
se a contagem de 50 esporos com auxilio de microscopio Optico, na objetiva de 10x, para a
avaliacdo da porcentagem de germinagdo em uma 4area escolhida ao acaso focada pela
objetiva. Foram considerados germinados os esporos que apresentavam tubo germinativo de
tamanho superior ao tamanho do esporo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, constando
de quatro repeticdes por tratamento, sendo sete tratamentos com oOleos essenciais, um
tratamento com mentol, um tratamento com extrato pirolenhoso, um com fungicida, um com
Tween 80 e uma testemunha. Para cada tratamento foram consideradas quatro concentragdes
para os 6leos e o mentol e cinco concentragdes para o extrato pirolenhoso.

Para analise estatistica os tratamentos que apresentavam todos os
valores das repeti¢des iguais a zero foram excluidos, os demais tratamentos tiveram seus
valores transformados para arc sen V visando homogeneidade das variancias. Estes dados ap6s
passarem por uma andlise de varidncia foram submetidos ao teste de Dunnet a 5% de
probabilidade através do programa computacional SAS (SAS INSTITUTE, 1998). O teste de
Dunnet foi escolhido por realizar comparagdes especificas entre a testemunha e os demais
tratamentos (PIMENTEL-GOMES & GARCIA, 2002).

Considerando cada concentragdo para os diferentes tratamentos
empregou-se a andlise de variancia e as médias, quando os resultados eram significativos
foram comparados através do teste de Tukey a 5% de probabilidade através do programa
computacional SAS (SAS INSTITUTE, 1998). Quando necessario os dados foram submetidos

a transformacio de arc sen V.

3.2.2. Testes em campo para o controle de P. nakanishikii

As mudas foram obtidas do Horto de Plantas Medicinais e Toxicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP Campus de Araraquara- SP, aclimatadas e
repicadas em uma area da Fazenda Experimental de Sd3o Manuel nos meses de dezembro de
2007 até fevereiro de 2008.

Apos o desenvolvimento das plantas foram retiradas mudas e

padronizadas com 20 cm de altura. Apds avaliacdo das caracteristicas de fertilidade do solo,
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nao foi necessdria a realizacdo de calagem na area, que foi preparada em canteiros de 1,2m de
largura. O espagamento utilizado foi de 0,5 m entre plantas e 0,5 entre linhas. Tal espagamento
foi baseado nas recomendagdes de CASTRO & CHEMALE (1995), considerando assim uma
populacdo de plantas de aproximadamente 40.000 plantas/ha, espagamento este utilizado
também por produtores do Estado do Parana (GOMES et al., 2007).

A adubacgao de plantio constou de esterco curtido na quantidade de 30
t/ha. A irrigacdo foi feita por aspersdo segundo necessidade da cultura. O controle de plantas
daninhas foi feito através de capina manual. Nao houve problemas quanto a pragas. As mudas

foram transplantadas em 27 de fevereiro de 2008 (Figura 4).

Figura 4. Vista geral do Experimento. A: no plantio em 27/02/2008 B: seis meses apds o
plantio em 22/08/2008.

As parcelas experimentais foram representadas por trinta plantas,
dispostas em trés linhas, considerando-se como parcela 1til as cinco plantas centrais. O
delineamento experimental adotado foi o de blocos casualizados com quatro repetigdes.

A partir dos ensaios “in vitro” escolheram-se dois 6leos essenciais:
citronela e eucalipto; o mentol e o extrato pirolenhoso. O critério para a escolha dos 6leos
essenciais foi a disponibilidade, facilidade e custo de obtengdo destes produtos. Por
representarem produtos diferenciados e apresentarem bons resultados optou-se pela utilizagdo
do mentol e do extrato pirolenhoso.

Como controle positivo, da mesma forma que nos testes “in vitro”

empregou-se um fungicida, como padrdo quimico, a base de mancozeb, indicado para o
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controle de fungos do género Puccinia e uma testemunha (controle negativo), com aplica¢do
apenas de agua.

Considerando-se a interacdo do ambiente nas condigdes de
desenvolvimento em campo, empregaram-se inicialmente as concentragdes de 0,1% para os
6leos e para o mentol e 25g/L de extrato pirolenhoso. Na segunda etapa do experimento para
os 0Oleos essenciais utilizou-se a concentragao de 0,075%, devido a apresentacao de fitotoxidez
com a concentragdo de 0,1%. O fungicida teve sua dose seguindo recomendacdes do
fabricante.

Para a aplicagdo utilizou-se pulverizador manual com capacidade de
5L, visando reproduzir condigdes acessiveis a produtores rurais da espécie. Os tratamentos
foram misturados ao adjuvante alquil-fenol-poliglicoléter (Extravon®) na dose de 30mL/100L.
A quantidade de calda empregada foi de 750 mL para cada parcela.

Para a limpeza do pulverizador, entre a aplicacdo de dois tratamentos,
foi utilizado etanol 96% e posteriormente dgua e detergente neutro. Para o fungicida foi
utilizado outro pulverizador semelhante, que foi mantido durante todo o experimento apenas
para esta finalidade, evitando-se contaminagdes. Foram realizadas aplicagdes semanais durante
o periodo de quarenta e cinco dias.

Antes do inicio dos tratamentos foi realizada uma avaliagdo visual para
que fosse constatada a severidade inicial da doenga, sendo que a incidéncia era de 100% nas
plantas de todas as parcelas. Para isso empregou-se a escala diagramatica baseada em sete
notas apresentada na Figura 3. Avaliagcdes quinzenais foram feitas visualmente para que se
observasse a severidade da doenca.

Ap6s 30 dias do inicio das aplicacdes dos produtos para o controle da
doenga foi realizada uma avaliacdo de duas folhas por planta util, sendo consideradas a
terceira e a quinta folha do perfilho central da planta. Estas folhas foram submetidas a uma
copia digital e a area lesionada quantificada com o auxilio de um programa computacional
elaborado para esta finalidade. Apos esta analise os valores médios foram avaliados quanto a
variancia e em existindo diferencas significativas os valores foram comparados pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade com auxilio do programa computacional SAS (SAS
INSTITUTE, 1998).
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Foi realizada uma colheita das folhas visando a eliminacao de folhas
lesionadas, uniformizagao das plantas e avaliagdo da poda como forma de manejo da doenga
(Figura 5). Quinze dias apds o corte os primeiros sintomas apareceram novamente, quando as
plantas apresentavam cerca de 30cm de altura. Assim iniciaram-se as aplicagdes, que foram
realizadas durante trinta dias, semanalmente. Apods esse periodo foi realizada uma avaliagdo

semelhante a realizada na primeira parte do experimento em campo.

Figura 5. Aspecto geral do experimento. A: apds dez dias da colheita B: trinta dias apds a

colheita

Para obter-se uma estimativa de producao, quarenta e cinco dias apds o
primeiro corte foi realizado um segundo corte de trés plantas centrais por parcela. Antes do
corte avaliou-se a altura de cada uma das touceiras cortadas. As folhas foram acondicionadas
em sacos de papel e, apos a obtencdo da massa da matéria fresca, foram mantidas em estufa
com circulacdo de ar a 40 °C até massa constante, para posterior medida da massa de matéria
seca.

Para avaliagdo quantitativa dos 6leos, o procedimento foi semelhante
ao realizado na primeira fase do experimento para a avaliagdo quantitativa do 6leo em plantas

infectadas (item 3.1.4.), apenas a amostra retirada foi de 100g.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ldentificacdo do patogeno

Apds a andlise das amostras de folhas infectadas com a ferrugem
identificou-se o patogeno como sendo Puccinia nkanishikii Dietel.

O fungo apresenta parafises amareladas capitadas ou clavadas nos
soros urediniais. Os uredinidsporos sdo abundantes de coloragdo castanha, variando as
tonalidades e formato levemente ovalado, com ornamentacao equinulada e poros germinativos
equatoriais. Os teliésporos apresentam-se com pedicelos marrons, alongados de coloracao
castanha variando as tonalidades, os 4pices apresentam paredes mais espessadas (Figura 6).

Em comparagdo com P. cymbopogonis o presente patdogeno apresenta
os uredinidésporos mais ovalados e com padrdes de ornamentacdo diferentes daqueles

apresentados por Vida et al. (2006).
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Figura 6. Sintomas e estruturas de Puccinia nakanishikii Dietel. A: sintomas da doenga em
folhas de capim-limdo. B, C, D, E e F: Estruturas do patdogeno em observaciao ao
microscopio oOptico. B e C: Telidosporos. D: parédfises. E: Ornamentacdo dos
uredinidsporos. F: em detalhe os poros germinativos — Centro de Pesquisas do
Jardim Botanico do Rio de Janeiro — RJ, 2008.
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4.2. Anatomia de folhas infectadas de capim-liméo

A sintomatologia da doenca apresentou-se inicialmente com pequenas
manchas circulares amareladas nas folhas. Estas manchas evoluiram para estrias bronzeadas
paralelas as nervuras. Na face adaxial, as manchas, inicialmente amarelas passaram a
arroxeadas sendo que as regides da margem das lesdes apresentavam-se com coloracao
amarela.

Com o desenvolvimento da doenca ha formagdo das pustulas na
epiderme da face abaxial das folhas de coloragdo marrom, com a liberagdo dos urediniésporos.
Na epiderme da face adaxial nas manchas arroxeadas ha formacao de regides necroticas no
centro. Notou-se uma grande massa de esporos marrons.

As manchas cloroticas posteriormente evoluiram e houve coalescéncia
das lesdes. Em casos mais severos, ocorre acometimento de uma grande superficie do limbo
foliar. Apds a coalescéncia das lesdes ha um bronzeamento das areas e posterior seca de todo
o tecido em torno. Dificilmente foram observadas lesdes sobre a nervura principal, sendo
observadas nas areas entre a nervura e o bordo foliar (Figura 7).

Quanto a descrigdo microscopica, nao foi possivel observar o inicio da
germinagdo dos esporos do fungo nas folhas através de microscopia optica.

Com a germinagao dos esporos, segue o inicio do desenvolvimento das
estruturas fingicas, prosseguindo com o rompimento da cuticula, quando hd formagdo das
pustulas, e liberagdo de urediniosporos. Assim, as estruturas do patéogeno podem ser
observadas claramente sobre as c€lulas parenquimaticas da epiderme da face abaxial da folha,
contudo, na maioria das regides dos feixes vasculares, ndo houve desenvolvimento dessas
estruturas, regides estas que apresentaram estruturas lignificadas.

As estruturas anatdmicas normais das folhas apresentaram-se
semelhantes as representadas por Duarte & Zanetti (2004) e Martins et al. (2004). A epiderme
¢ unisseriada, revestida por uma fina camada de cuticula lisa em ambas as faces da folha,
sendo representada por células parenquimaticas intercaladas por pequenos agrupamentos de
células esclerenquimaticas. A folha caracteriza-se como anfiestomatica com estdmatos em

formato de halteres, caracteristicos das gramineas, distribuidos linearmente em faixas ao longo
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das nervuras, sendo mais abundantes na epiderme da face abaxial, semelhante ao citado por

Conforto & Andreoli (2003).

Figura 7. Imagens de individuo de capim-limdo afetado por Puccinia nakanishikii. A: aspecto
geral mostrando ataque severo do patégeno. B: pontuagdes clordticas na epiderme
da face adaxial. C: pontuagdes clordticas e inicio da formagdo das pustulas na
epiderme da face abaxial. D: lesdes arroxeadas na epiderme da face adaxial. E:
lesdes arroxeadas na epiderme da face abaxial. F: estrias bronzeadas na epiderme
da face abaxial. G: sintomas avangados na epiderme da face adaxial. H: estrias
com liberacdo de uredosporos. |: Pustulas em estdgio avangado. J: tecido em
estagio avangado da doenca. FCA/ UNESP/ Botucatu - SP

Apesar da existéncia da maior quantidade de esporos na face abaxial
das folhas tal fato pode ndo estar diretamente relacionado a penetracao de esporos do fungo,
visto que, na maioria das ferrugens, a penetracdo do tubo germinativo dos esporos fingicos ¢
realizada diretamente, dispensando a existéncia de aberturas naturais ou ferimentos
(FERREIRA, 1989).

A epiderme apresenta células parenquimaticas maiores, destacadas, as
células buliformes. Estas células atuam sobre o enrolamento e o desenrolamento das folhas

maduras, em funcdo do estado hidrico de perda ou do ganho (ESAU, 1974). Ocorrem na
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epiderme da face adaxial, sdo maiores que as demais e possuem parede celular fina e vactiolos
grandes, geralmente encontradas em Poaceae (ALQUINI et al., 2000).

Para o mesofilo ndo hd ocorréncia de parénquima clorofiliano
palicaddico e lacunoso, assim organizados conforme descrevem para a espécie Oliveira &
Akisue (1997), e sim a ocorréncia de uma pequena camada de parénquima clorofiliano
associado aos feixes vasculares caracterizada como anatomia Kranz caracteristica de
gramineas, representada pelo arranjo radial de células do mesofilo ao redor dos feixes
vasculares (ESAU, 1974).

Estes feixes vasculares s3o do tipo colateral fechado, sendo que os de
maior calibre apresentam reforcos internos e externos de fibras esclerenquimaticas. Os feixes
menores sdo circundados por células parenquimaticas. Estes feixes distribuem-se
paralelamente a nervura principal da folha.

As caracteristicas anatomicas das folhas de capim-limao, representadas
pela bainha envolvendo os feixes vasculares, anatomia Kranz, permitem inferir que a planta
apresenta ciclo fotossintético da planta ¢ C4 conforme descrevem MOHR & SCHOPFER
(1995). Estudos realizados por Czepak (2000), através da andlise isotdpica de plantas de
capim-limdo, permitem concluir que realmente o ciclo fotossintético da planta é C4 Neste
trabalho o autor observou valores de -12,92 delta per mil da razio *C/"*C, relativo ao padrio
internacional PDB (8%, °C, PDB), sendo que plantas de ciclo C,4 apresentam valores entre -
9%, a -16%,.

Estruturas do patégeno puderam ser observadas entre as células dos
feixes vasculares, na epiderme da face abaxial. Com a formacdo das pustulas ha
desprendimento da cuticula e inicio da desestruturacdo do mesofilo com o avanco de
estruturas pelas células do parénquima. Dificilmente observou-se o desenvolvimento do
patogeno sob células que apresentam reforgos de lignina (Figura 8).

Sao caracteristicas de fungos causadores de ferrugens a producao de
haustérios que retiram nutrientes diretamente do interior das células da planta hospedeira
(BEDENDO, 1995). Tal fato pode explicar a presenga do fungo em regides proximas a regides
nas quais ¢ encontrado 6leo essencial, cujas substancias formadoras, podem ser usadas como

fonte de nutri¢do para o fungo.
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Figura 8. Cortes histologicos de capim-liméo e capim-liméo infectado por P. nakanishikii. A: nervura principal
demonstrando a disposicdo dos feixes vasculares. B: feixe vascular em detalhe Xi (xilema), Fl
(floema) Es (fibras esclerenquimaticas). C: células esclerenquimaticas junto a epiderme da face
adaxial. A, B, C: coloracdo safranina e¢ azul de toluidina. D: estruturas do patdégeno sobre a face
abaxial. E: disposi¢do de estomatos da face abaxial. D, E: coloragdo azul de astra. F: estruturas do
patégeno com desprendimento da cuticula — coloragdo verde iodo. G: estruturas do patdgeno sobre a
face abaxial. H: estruturas do patégeno sobre a superficie da face abaxial. G, H — coloragdo com
dicromato de potassio. I: estruturas do patégeno sobre a superficie da face abaxial em detalhe. I:
coloragdo azul de astra.
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Segundo Lewinsohn et al. (1998), o o6leo essencial (citral) estd
presente abaixo das células da epiderme em células do parénquima entre os feixes vasculares,
local no qual o patégeno direciona o desenvolvimento suas estruturas.

Através dos testes histoquimicos, as folhas da graminea sadia
apresentaram lipidios comprovado pelo teste de Sudan III, em regides semelhantes, proximas a
regido parenquimatica que envolve os feixes vasculares, as apresentadas por Lewinsohn et al.
(1998). Em folhas infectadas, as regides nas quais o fungo esta presente apresentam-se com
coloragdo mais evidente. Gomes & Negrelle (2003) e Duarte & Zanetti (2004) também
descrevem a presenca de estruturas de natureza lipofilica em tecidos de capim-limao.

A espécie, tanto para folhas sadias, quanto para infectadas, apresenta
ainda alcaloides, sendo o teste positivo para os Reagentes de Bouchardt e Dragendorft. Para os
testes de compostos fendlicos, com Cloreto Férrico e Dicromato de Potassio, os resultados
foram negativos. Para as folhas infectadas, os resultados para alcaldides foram menos

evidentes.

4.3. Trocas gasosas em Capim-limao afetado por P. nakanishikii

A grande maioria dos trabalhos que relacionam a variavel fotossintese
com severidade de doengas emprega como base o modelo normal ou modificado de Bastiaans
(1991). Para o emprego deste modelo € necessario que se conheca a area afetada pela doenga,
procedimento este realizado através da medicdo da area foliar sadia e infectada. Buscando
facilitar tal procedimento, para o presente trabalho, foi adaptada uma equagdo baseada numa
relacdo de severidade da doenca, obtida através da escala diagramatica de notas, com a taxa
fotossintética.

Assim, obtiveram-se as seguintes equagdes e graficos (Figura 09 e 10)
para as duas avaliacdes. Para a primeira avaliacio a equacdo foi: FS = 11,5990 — x***7 ¢ para

0,5347

a segunda avaliagdo obteve-se a equagdo: FS = 7,3440 — x , sendo x representado pela

severidade na escala de notas em porcentagem das areas afetadas das folhas.
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Figura 9. Assimilagdo liquida de CO, em folhas de capim-limdo com diferentes severidades
de ferrugem para a primeira avaliagdo — Unesp/ Fazenda Experimental de Sao

Manuel — SP, 2008.
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Figura 10. Assimilagdo liquida de CO; em folhas de capim-limao com diferentes severidades

de ferrugem para a segunda avaliagdo — Unesp/ Fazenda Experimental de Sdo

Manuel — SP, 2008.

Observa-se geralmente no inicio da infec¢do por patdogenos um
aumento da atividade fotossintética culminando com uma reducdao desta taxa devido ao
surgimento de areas clordticas e necrdticas, nas quais ha destruicdo de moléculas de clorofila
(PASCHOLATI & LEITE, 1995).

Mesmo em severidades menores observou-se uma tendéncia ao
decréscimo da atividade fotossintética da planta. Como complemento do presente

experimento, visando- se observar se ocorre este aumento da atividade fotossintética para a
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espécie, a realizagdo de um experimento com a inoculagdo em condigdes controladas
proporcionaria condigdes adequadas para que se verificasse desde o principio a influéncia
deste patogeno na atividade fotossintética.

E certo que plantas afetadas por ferrugens tém o comprometimento das
funcdes fotossintéticas devido a retirada de nutrientes promovida pelo fungo e pela destruigao
de area foliar, com a formagdo das pustulas (BEDENDO, 1995). Contudo, ainda nao sao
claros os mecanismos moleculares envolvidos nessa reducao da fotossintese. Acredita-se que a
resposta ao ataque do patdégeno esteja mais relacionada a destruicdo generalizada do
hospedeiro do que a alguma propriedade especifica do organismo invasor (PASCHOLATI &
LEITE, 1995).

Robert et al. (2005), em um estudo avaliando a fotossintese em plantas
de trigo afetadas pela ferrugem causada por Puccinia triticina, demonstraram que a redugao
fotossintética varia segundo a idade das lesdes e que o tipo de lesdes deve ser considerado.

Para as duas avaliacdes realizadas, com condi¢des ambientais
diferentes, a taxa de assimilacao de CO, evidencia tendéncia, a reducao, conforme aumentou a
severidade. A mesma tendéncia ¢ apresentada por Gomes et al (2003) trabalhando com plantas
de laranja afetadas pela Clorose Variegada dos Citros (CVC). Em plantas acometidas pela
enfermidade, a taxa de assimilagdo de CO, apresentou-se reduzida na maioria dos periodos
avaliados.

O padrao de trocas gasosas depende das condi¢des internas e externas
da planta, que dependem do clima. Quando um fator se apresenta em nivel minimo pode se
tornar limitante para a absor¢ao do CO, por certo tempo. Na natureza, raras vezes os fatores
externos, por curto espago de tempo, se harmonizam de forma a favorecerem a ocorréncia de
picos de fotossintese (LARCHER, 2006). Um fator ambiental como a presenca de um
patoégeno e sua interacdo com hospedeiro pode alterar o padrio de assimilagdo de CO,, bem
como as demais variaveis como a condutancia estomatica e a concentragao interna de CO,.

Quanto a condutancia estomadtica, apenas para a severidade mais alta
na primeira avaliacdo houve diferenga dos outros niveis de severidade (Figura 11). Apesar de
esta tendéncia ser diferente das observagdes da maioria dos autores, Sadras et al. (2000)
também ndo observaram diferencas na condutincia estomatica em girassol afetado por

Verticillium dahliae Klebahn, mesmo havendo redu¢ado da taxa fotossintética.
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"Médias seguidas de letras distintas diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05). CV para condutancia estomatica = 58,761%
e para Concentragdo interna de CO, = 1,221%.

Figura 11. Condutancia Estomatica e Concentragdo Interna de CO, para a primeira avaliagdo
em diferentes severidades da ferrugem em folhas de capim limdo — Unesp/ Fazenda

Experimental de Sdo Manuel — SP, 2008.

Para a concentracdo interna de CO, para as duas avaliagcdes os valores
aumentaram em severidades mais altas (Figura 12). Uma das explicagdes possiveis ¢ a
presenga do patogeno sobre a folha da planta em que foram realizadas as medigdes. Assim,
como o patdogeno promove a desestruturacao da cuticula da planta, considerando que a cuticula

¢ um dos obstaculos para entrada de CO, na planta, a concentragdo deste gas tende a ser
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maior. Além disso, o patégeno realiza os processos metabolicos na folha liberando CO,,
contribuindo para o aumento da quantidade de CO,, contudo, sem alterar a assimilacdo deste
gas. Em existindo mais CO, a taxa de assimila¢do deveria ser maior. Um dos fatores que
levam a ndo ocorréncia disto € o baixo ponto de compensa¢do de CO, de plantas de ciclo
fotossintético C4 como ¢ o caso do capim-limdo, estas plantas ndo se beneficiam de altas
concentragcdes de CO, (LARCHER, 2006). Plantas C4 possuem um sistema mais eficiente de
captacao de CO; representado, além da RUBISCO presente nas plantas de ciclo Cs, pela PEP-

carboxilase presente nas bainhas dos feixes vasculares.
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*Médias seguidas de letras distintas diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05). CV para condutincia estomatica = 30,924%

e para Concentragdo interna de CO, = 3,421%.
Figura 12. Condutancia Estomatica ¢ Concentrac¢do Interna de CO, para a segunda avaliagiao
em diferentes severidades da ferrugem em folhas de capim limao — Unesp/ Fazenda

Experimental de Sao Manuel — SP, 2008.
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Além disso, as enzimas celuloliticas presentes no fungo podem agir
sobre o0 aparato fotossintético presente na planta. Com o desprendimento da epiderme e com a
exposi¢ao de parte do parénquima, o fungo altera a condi¢do de normalidade dos tecidos da
planta, dentre estas alteracdes algumas enzimas que exercem papel na fotossintese, como a
PEP — Carboxilase podem ser afetadas pela agdo do fungo sobre os tecidos, dessa forma
reduzindo a capacidade fotossintética mesmo existindo CO,. O patégeno ao atuar sobre a
planta encontra fonte de nutri¢do, porém destroi as estruturas da planta, influenciando em suas
fun¢des metabolicas.

Petit et al. (2006) trabalhando com uvas (Vitis vinefra) afetadas por
diversos patdégenos como Phaeomoniella chlamydospora, demonstram que a redugdo da
assimilagdo de CO, pode estar ligada a limitagdo de processos internos que ocorrem nas
folhas, visto que a concentragdo interna deste gas ¢ aumentada em plantas doentes. Ligado aos
processos afetados inclui-se a baixa atividade de enzimas ligadas ao processo fotossintético
como a RUBISCO.

Quando existem condigdes nas quais ha altas concentracdes de CO,, a
fotossintese ¢ limitada pela capacidade do ciclo de Calvin de regenerar a molécula aceptora
ribulose-1,5-bifosfato, que depende das taxas de transporte de elétrons, durante o processo de
carboxilac¢do da fotossintese. Regulando a condutancia estomatica, a maioria das folhas regula
sua concentracdo intercelular de CO, de tal modo que se apresenta intermedidria entre as
limitagdes impostas pela capacidade de carboxilagdao e a capacidade de regenerar a ribulose-

1,5-bifosfato (TAIZ & ZEIGER, 2006).

4.4. Oleo essencial em capim-liméo afetado por P. nakanishikii

Os resultados obtidos demonstraram a reducao do rendimento de o6leo
essencial quanto maior foi a severidade da doenca. Em severidades superiores a 8%, segundo
as notas de severidade utilizadas, houve reducdo significativa das quantidades de oleo

encontradas para a espécie (Figura 13).
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Estes dados confirmam os resultados obtidos por Boruah et al. (1995).
Estes autores em trabalho semelhante avaliaram a dindmica do o6leo essencial em plantas
afetadas pela mesma doenca. Utilizando um indice de porcentagem da doenca, empregado
para a planta toda, perceberam que quando este indice era superior a 75% havia uma redugao
de cerca de 37% na quantidade de 6leo no campo. Além disso, a composi¢do do 6leo era
alterada, aumentando componentes de menor interesse como € o caso do mirceno reduzindo a
quantidade de geranial.

Hudaib et al. (2002) trabalhando com Echinaceae purpurea
observaram a redu¢do na quantidade de 6leo essencial e variagdo na composi¢ao deste 6leo em
plantas infectadas por CMV (cucumber mosaic cucumorvirus). Notadamente, a quantidade do
sesquiterpeno, germacreno D ¢ superior em plantas sadias, enquanto a quantidade de

monoterpenos € superior em plantas infectadas pelo virus.

2.0- 1,86 a 1,88 a

Rendimento (%)

N1-0 N2 — 8% N3 - 16% N4 — 32% N5 — 64%
Niveis de Severidade

Médias seguidas de letras distintas diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05), CV (%) 1,969

Figura 13. Rendimento de 6leo essencial (%) em capim-limao nas diferentes severidades de

ferrugem. FCA/ Unesp, Botucatu — SP, 2008.
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A quantidade bruta média de 6leo para todos os tratamentos foi de
1,42%, considerando que foram retiradas apenas amostras representativas dos niveis de
severidade. Para uma planta inteira totalmente cortada os valores de severidade poderdo ser
menores devido a existéncia de folhas mais jovens ainda pouco afetadas.

Em geral, mesmo com as variagdes obtidas em relagdo a severidade da
doenga, outros fatores podem influenciar neste rendimento de Oleo. A quantidade e a
composicao de dleo essencial encontrada para a espécie ndo ¢ fixa, podendo variar de acordo
com a estacdo, hora do dia, condigdes de crescimento (solo, adubagdo, praticas culturais) e
carga genética (PENGELLY, 2004). Neste sentido sdo registrados diversos valores de
rendimento de Oleo essencial no Brasil para a espécie. Segundo Gomes et al. (2007) a
quantidade requerida para a espécie segundo a legislacdo brasileira, ¢ de 0,5%, sendo que no
Estado do Parana obtém-se cerca de 0,6%. Peisino et al. (2005) obtiveram valores variando de
0,72 a 4,97%, variando as temperaturas ¢ condi¢cdes de secagem. Figueiredo et al. (2007) em
condi¢gdes semelhantes as da area em que foram obtidas as plantas para a extragdo do oOleo
obtiveram valores em torno de 0,38% de oleo.

Como prosseguimento deste estudo recomenda-se a andlise
cromatografica de amostras destes 6leos para que sejam comparados os componentes nos
niveis de severidade. Além disso, pode ser adaptado um indice semelhante ao utilizado por

Boruah et al. (1995), que permitira que se infiram os valores de severidade para a planta toda.

4.5. Testes in vitro para a inibicdo da germinacéo de esporos de P. nakanishikii

Todos os tratamentos empregados mostraram-se eficientes em
avaliagdes in vitro. Contudo, os tratamentos representados pelos 6leos essenciais de eucalipto
(0,02, 0,03 e 0,04%), limao (0,03%) e milfolhas (0,03 e 0,04%) e o extrato pirolenhoso (40 e
50%) inibiram em 100% a germinagdo dos urediniosporos do patogeno (Tabela 1).

Tais tratamentos apresentam resultados mais promissores como
alternativas de controle, ressaltando o efeito inibitério do 6leo essencial de eucalipto. Bonaldo
et al (2007), empregando Oleos essenciais e extratos da mesma espécie obtiveram resultados
positivos na inibicdo do desenvolvimento de fungos fitopatogénicos e também sobre a

germinacdo de conidios de Colletotrichum sublineolum. Com a mesma espécie Abreu (2006)
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também obteve inibi¢ao total do desenvolvimento de Alternaria solani, com concentragdes de
2000uL L' em testes in vitro. Medice et al. (2007) estudando a germinaco in vitro de esporos
da ferrugem da soja obtiveram 100% de inibigdo da germinagdo destes esporos usando uma
concentragdo de 1% de 6leo de eucalipto.

Excluindo os tratamentos citados, todos os outros demonstraram
controle eficiente em relacao a testemunha como pode ser observado na Tabela 1. No teste
com o produto Tween 80, ndo houve interferéncia deste produto, utilizado como detergente, na
germinagdo dos esporos do fungo, obtendo valores de germinagdo de esporos do patogeno
comparaveis ao da testemunha. Dessa forma, tal produto pode ser empregado para a
emulsificagdo dos oleos de maneira eficiente em experimentos in Vitro e, possivelmente, em

formulagdes em campo.

Tabela 1. Porcentagem de germinagdo de esporos de P. nakanishikii submetidos a diferentes

agentes de controle e concentragdes de principios ativos. FCA/ Unesp — Botucatu —

SP, 2008.
Agente Concentragdes
0,01 % 0,02 % 0,03 % 0,04 %
Eucalipto 1,00° 0,00° 0,00° 0,00°
Cravo-da-india 1,00° 2,50 2,50° 7,00°
Menta 5,00° 7,00° 6,50° 4,50
Palma- rosa 4,50° 0,50° 7,00° 5,00°
Liméo 2,50° 3,00° 0,00° 3,00°
Mil - folhas 3,00° 1,00° 0,00 ° 0,00°
Citronela 0,50" 0,50° 0,50° 0,00°
Mentol 9,50° 7,50° 4,00° 1,00°
Concentracdes
10% 20% 30% 40% 50%
Extrato Pirolenhoso 4,00° 0,50° 2,00° 0,00° 0,00°
Fungicida (Mancozeb) 2,50°
Tween 80 82,50?
Testemunha 88,00 °
CV % 38,41

Médias seguidas de letras minusculas distintas diferem da testemunha pelo teste de Dunnet (P > 0,05), dados transformados em arc seno.
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Em relagdo ao extrato pirolenhoso, as duas concentra¢des mais altas
propiciaram 100% de inibi¢do na germinagdo dos esporos do patogeno. As demais
concentragdes mostraram-se altamente eficientes.

Para os tratamentos com oOleos essenciais, todos demonstraram
controle em relagdo a testemunha. Ressaltando os valores obtidos para os 6leos de eucalipto,
mil-folhas, citronela e limao, Mccalley & Torres-Grifol (1992) citados por Abreu (2006)
indicam que o 6leo de limdo ¢ pouco eficiente na inibicdo de microorganismos, contudo
apresentam especificidade para certos fungos ou bactérias. Neste caso, para esporos deste
patogeno, foi eficiente. Quanto a espécie mil folhas, Fiori et al (2000) demonstram o efeito de
extratos de folhas e do 6leo essencial desta espécie na redugdo da germinagdo de esporos de
Dydimela bryoniae, embora seu efeito sobre o crescimento micelial do fungo ndo sr tdo
pronunciado.

Para o mentol, todas as concentragdes utilizadas de principios ativos
foram eficientes em relacdo a testemunha. Considerando que o mentol ndo pode ser
solubilizado em 4gua necessita-se de formas diferenciadas de dissolug@o a fim de aprimorar o
uso deste composto.

Para a concentracao de 0,01%, os tratamentos superiores em relagdo a
testemunha foram os Oleos essenciais de eucalipto, cravo e citronela (Tabela 2). Para a
concentragdo de 0,02% foram superiores a testemunha os 6leos essenciais de eucalipto, mil-
folhas e citronela e o extrato pirolenhoso. Para a concentragdo de 0,03% os 6leos de eucalipto,
limdo, mil-folhas e citronela, Para 0,04% todos os tratamentos mostraram-se de grande
eficiéncia.

Todos os tratamentos em relagdo ao padrdo quimico apresentaram

eficiéncia, demonstrando potencial para utilizacdo em campo.
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Tabela 2. Germinagdo de Esporos de P. nakanishikii submetidos a diferentes agentes de

controle em concentragdes de principios ativos. FCA/ Unesp, Botucatu — SP, 2008.

Agente Concentracdes
0,01 % 0,02 % 0,03 % 0,04 %
Eucalipto 1,00° 0,00 0,00 0,00
Cravo 1,00° 2,50 2,50 7,00°
Menta 5,00 7,00° 6,50° 4,50°
Palma- rosa 4,50 0,50°¢ 7,00° 5,00°
Limao 2,50% 3,00 0,00 " 3,00°
Mil - folhas 3,00 1,00° 0,00 ™ 0,00
Citronela 0,50°¢ 0,50°¢ 0,50°¢ 0,00
Mentol 9,50° 7,50° 4,00° 1,00°
Concentragdes
10% 20% 30% 40%
Extrato Pirolenhoso 4,00 0,50°¢ 2,00 0,00
Fungicida 2,50 o 2,50 2,50 2,50 °
Testemunha 88,00 ° 88,00 ° 88,00 ° 88,00 °
CV % 35,72 33,21 23,96 30,01

* Médias seguidas de letras minusculas distintas nas colunas diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05),
** Valores nao considerados para analise por tratarem-se de valores zero.

As concentracdes empregadas ndo demonstram uma relagdo linear
quanto a inibi¢do da germinagdo, o que pode ser observado para o 6leo de limao, por exemplo,
no qual a concentragdo de 0,03% apresentou melhores resultados que 0,04%. Tendéncia
semelhante foi observada por Abreu (2006) para o controle in vitro de Alternaria solani. Isto
pode ser explicado pela heterogeneidade dos produtos no meio de cultura. Para contornar este
problema quanto as concentragdes, necessita-se um tipo de formulagdo, através de produtos
emulsificantes que melhorem a homogeneizacdo dos o6leos nos meios de cultura. Neste
sentido, um fator que auxilia nessa homogeneizagao ¢ a incorporacao dos 6leos ao meio de
cultura empregado em contraposi¢do a metodologia empregada por Medice et al. (2007), na
qual o 6leo essencial ¢ apenas espalhado sobre a superficie do meio de cultura.

Apesar de produtos naturais, como extratos, serem muito pesquisados

como agentes de controle de doencas estudos com Oleos essenciais sdo recentes € €scassos
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para este fim. Tal fato se deve ao alto valor de alguns 6leos associado a dificuldade em realizar
formulagdes a partir destes por tratarem-se de produtos insoluveis em agua.

Os resultados obtidos com o emprego destes oleos corroboram os
resultados obtidos por Medice et al. (2007). Utilizando 6leos de Corymbia citriodora (Hook.)
K. D. Hill & L. A. S. Johnson (eucalipto citriodora), Cymbopogon nardus (L.) Rendle
(citronela), Azadirachta indica A. Juss. (nim) e Thymus vulgaris (L.) (tomilho), em
concentragdes mais altas que as testadas no experimento e varidveis para as espécies, obteve-
se eficiente controle da germinagdo de esporos de Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd
agente etioldgico da ferrugem asiatica da soja.

Fiori et al. (2000) usando concentragdes semelhantes de o6leos
essenciais de C. citratus, A. millefolium, Ageratum conyzoides e C. citriodora as empregadas
no trabalho obtiveram resultados significativos na redu¢do do crescimento micelial e na
inibicdo da germinagdo de esporos de Dydimela bryoniae. Neste trabalho os autores
empregaram concentracdes variando de 20 a 1000 pL, sendo que em concentracdes a partir de
20 pL houve controle da germinagdo dos esporos.

Mesmo com os resultados promissores apresentados por alguns 6leos
essenciais, como por exemplo, o 6leo de mil-folhas, optou-se por 6leos de mais facil obtencao
e disponibilidade de aquisi¢do. O rendimento em 06leo essencial para mil-folhas obtido através
da massa fresca da planta ¢ muito baixo variando de 0,5 a 0,8% (CORREA JR. et al., 1991).
Outro fator foi a viabilidade econémica. Oleos de citronela e eucalipto apresentam valores
entre R$25,00/L a R$50,00/L enquanto 6leos como o de mil-folhas apresenta valores de
aproximadamente R$300,00/L.

O mentol ¢ utilizado em concentragdes baixas e ¢ comprado em forma
de cristais apresentando valores mais baixos que o 6leo essencial da menta. O extrato
pirolenhoso ¢é facilmente encontrado comercialmente e apresenta valores de R$10,00 a

R$15,00/L.

4.6. Testes em campo para a inibigdo da germinacéo de esporos de P. nakanishikii

Para a primeira etapa do experimento, no qual as plantas encontravam-

se afetadas pela doenca em severidades que variavam de 10 a 50%, as aplica¢des dos produtos
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resultavam na redugdo da esporulagdo do patdgeno, observavel visualmente através da
diminuicdo da massa de esporos liberada, mas dificilmente quantificdvel através das
metodologias encontradas.

Quanto a incidéncia, todas as folhas observadas apresentavam-se
afetadas pelo patdogeno em todas as avaliagdes. Através de avaliagdes visuais € a comparagao
com a escala diagramadtica, ndo foram observadas diferencas quantificdveis no periodo que
compreende do inicio ao fim das aplicagdes dos tratamentos, através da avaliagdo da quinta
folha do perfilho mais central da planta, ndo sendo possivel elaborar uma curva de progresso
da infecgdo. A cada semana, com o crescimento continuo da planta, havia variacdo na folha a
ser avaliada e a cada semana as novas folhas apresentavam severidade semelhante a avaliagao
anterior para todos os tratamentos, considerando também a dificil marca¢do da folha e do
perfilho que eram avaliados.

A avaliacdo da severidade realizada apo6s cinco aplicagdes dos
produtos através de andlise de imagens digitais ¢ apresentada na Tabela 3. Todos os
tratamentos, com exce¢do do extrato pirolenhoso, mostraram controle em relagdo a

testemunha.

Tabela 3. Principios ativos no controle da ferrugem do capim-limao em condi¢des de campo.

FCA/ Unesp, Botucatu — SP, 2008.

Produto % dg area foliar % d.e area foliar

infectada infectada
1* Avaliagao 2* Avaliagao
Testemunha 36,119 2,5075 "
Fungicida 19,550 ° 0,2635°
Extrato pirolenhoso 22,295 1,3960 *
Oleo essencial de Citronela 18,991 b 1,0190 ab
Mentol 16,713 ° 1,7185 %
Oleo essencial de Eucalipto 13,887 b 0,9615ab
CV % 33,844 37,352

* Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
! Dados transformados para arc sen
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ApoOs a primeira colheita realizada apos esta avaliacdo, as folhas
senescentes e restos culturais foram eliminados da area. Quinze dias depois do corte os
primeiros sintomas da doenga comecaram a aparecer nas folhas novas que iniciavam o
desenvolvimento. Com trinta dias do corte, as plantas estavam com cerca de 50 cm de altura.
Aos quarenta e cinco dias apds o corte, na segunda avaliagdo da severidade, as plantas
apresentavam aproximadamente 80 cm de altura. Os valores de severidade foram inferiores
para a segunda avaliagdo em todos os seis tratamentos.

Para a segunda avaliacdo o tratamento com o fungicida mostrou-se
superior a testemunha. Os demais tratamentos ndo diferiram significativamente. A realiza¢ao
da colheita com a eliminagdo de restos culturais mostra-se eficiente para o controle da doenga,
o que pode ser observado nos valores inferiores apresentados na segunda avaliacdo, quarenta e
cinco dias ap6s a colheita. Intervalos maiores entre colheitas podem prejudicar a qualidade do
produto, pois havera o aumento da severidade da doenga, prejudicando a aparéncia da matéria
prima que apresentara mais sintomas da doenga.

MAY et al. (2008) em trabalho com a espécie Cymbopogon citratus
demonstrou um decréscimo linear no acimulo de massa seca segundo o aumento de intervalos
de corte, apresentando como ideal um intervalo de 40 dias entre os cortes. Esse intervalo além
de favoravel para uma boa acumulagdo de matéria seca mostra-se eficiente para o controle da
ferrugem em campo.

Aliado ao corte, a ado¢do da pulverizagdio com produtos que
apresentam algum efeito sobre a redugdo do indculo pode auxiliar na melhor condigdo
sanitaria do cultivo.

Quanto aos produtos empregados, os Oleos essenciais demonstram
serem eficientes, necessitando apenas de ajustes quanto a concentragdo e forma de aplicacdo a
ser utilizada. Para uma melhor distribuicao dos 6leos sobre a superficie foliar, a elaboragdo de
uma formulagdo, com um agente emulsificante ¢ necessaria.

Da mesma forma, para o mentol sdo necessarios ensaios de
formulagdo, adaptando um elemento no qual fosse adequadamente dissolvido o produto
comercial. A partir disto partir-se-ia para novos testes de concentragdes para aplicacdo, visto

que apresenta um resultado pronunciado, tanto para ensaios in vitro quanto em campo.
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O extrato pirolenhoso necessita de adequagdes quanto a dose a ser
aplicado, visto que demonstrou, nos testes in vitro, como um dos melhores produtos para o
controle da doenca.

Para ensaios em campo com tomate, ABREU (2006) obteve controle
da pinta-preta do tomateiro, Alternaria solani, com a utilizagao de 6leos essenciais de cravo,
eucalipto e de capim limao. CASA (2008), testando produtos para controle fitossanitario nao
observou controle eficiente com o emprego de dleos essenciais. Contudo, a eficiéncia deve ser
avaliada segundo as condi¢des ambientais, além da propriedade de alta volatilidade inerente
aos Oleos essenciais.

Muitos sdo os trabalhos com controle in vitro. Contudo, ainda sdo
poucos os resultados que podem ser aplicaveis em campo, principalmente com oOleos
essenciais. Tais compostos, além de volateis, necessitam de adequagdes quanto as
concentragdes a serem aplicadas e a tecnologia de aplicacdo a eles destinada.

Sao raros os trabalhos com doencas em plantas medicinais.
Metodologias ainda necessitam serem adaptadas para que se torne mais eficiente a forma de
avaliacdo destas enfermidades. Gramineas, como o trigo, podem ser avaliadas quanto ao efeito
de doengas na produgao final obtida através do produto, no caso, os graos. Forrageiras podem
ser avaliadas quanto a producao de sementes (MARCHI et al., 2008). Contudo, plantas como o
capim-limdo cujo produto sdo as proprias folhas torna-se dificil avaliar o efeito da doenga na
producao de matéria seca.

A doenga nao prejudicou a produtividade das plantas, mas interferiu na
qualidade da matéria prima. Com o aumento da severidade notou-se que héd reducdo da
quantidade de 6leo essencial, como para a primeira avaliacdo ndo foi feita a avaliagdo de dleo
essencial acredita-se que para esta época poderiam existir diferengas visto que as plantas
encontravam-se em piores condi¢des sanitarias. Ja para a segunda avaliagdo, na qual o periodo
de corte foi menor, as severidades encontradas foram bem menores que na primeira avaliacao,
propiciando uma boa produtividade de matéria seca.

A produgdo para todos os tratamentos em toda 4rea foi estimada em
4,260t/ha de massa seca ao final da segunda avaliagdo, considerando um espagamento de 0,5 x

0,5m. A producdo de 6leo média para os tratamentos foi de 1,80%, o recomendado segundo a
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Farmacopéia (2003) ¢ de 0,5%. Nao houve diferencas considerdveis entre produtividade e
quantidade de 6leo nos tratamentos avaliados ao fim da segunda avaliacao.

O material vegetal seco apresentou-se semelhante na maioria dos
tratamentos. Contudo, visualmente, a testemunha apresentou mais manchas resultantes da
doenca e o tratamento com o fungicida apresentou residuos representados por manchas
brancas, referentes as aplicagdes do produto, no tecido vegetal (Figura 14). Segundo o
desenvolvimento da espécie, esta apresenta senescéncia natural juntamente com o surgimento

de folhas mais jovens, o que pode ser observado no material vegetal seco.

Figura 14. Aspecto geral das drogas vegetais originadas do experimento de capim-liméo (C.
citratus) empregado para a avaliagdo de agentes controladores da ferrugem em
campo, em pleno cultivo. 1- Testemunha 2 — Fungicida 3 — Extrato Pirolenhoso 4
— Oleo de Citronela 5- Mentol 6 — Oleo de Eucalipto

Pela dimensao apresentada pela planta, aproximadamente 25 perfilhos
com 6-10 folhas por perfilho e de 80-100 cm de altura, ¢ dificil adaptar uma escala de notas
para a planta toda. BORUAH et al., (1995) empregou um indice percentual de doenca

embasado em uma escala de quatro categorias € uma equagao que envolve a média de notas
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obtidas nas amostras e o total de folhas afetadas. Contudo, este indice torna-se de dificil
aplicabilidade em condigdes de campo e com repeti¢des periodicas.

Uma adaptagdo desta equagdo poderia ser empregada através da
amostragem periddica de um determinado niimero de folhas e a avaliagdo minuciosa destas
por imagem digital, através de softwares especificos para a andlise de doengas, ou com auxilio

de outros artificios como, por exemplo, um medidor de area foliar.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A condig¢do de doenca apresenta-se como um fator limitante para as
culturas com importancia econdmica como pode ser observado para a maioria das culturas.
Apesar do grande crescimento do mercado de plantas medicinais, ndo ha estudos especificos e
conclusivos a respeito de doengas que acometem este tipo de cultivo, nem de produtos que
podem ser aplicados sem interferirem na qualidade.

A ferrugem do capim-limdo demonstra-se como uma doenca
importante para o cultivo desta espécie, apesar de afetar diretamente a taxa fotossintética da
planta e a quantidade de 6leo, ndo altera a producao de matéria vegetal em pequenos periodos
entre cortes. Contudo, torna-se importante a qualidade da matéria prima produzida que ¢
reduzida em infecgoes altas.

Agentes de controle de doengas representados por Oleos essenciais de
plantas medicinais demonstram-se promissores. Para que sejam viaveis para o emprego em
campo, alguns fatores devem ser considerados como, por exemplo, a viabilidade economica.
Neste sentido, os dleos de eucalipto e citronela demonstram-se como agentes de controle
efetivos para a enfermidade e acessiveis para o emprego em cultivos comerciais.

Ainda, necessita-se o desenvolvimento de novas tecnologias de
aplica¢do destes produtos, bem como a elaboragdo de formulagdes mais efetivas que possam

estabilizar os principios ativos contidos nos 6leos. Tal observacao vale também para o mentol.
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Além destes, o extrato pirolenhoso demonstra-se com bons resultados
para o controle da ferrugem do capim limdo. Para uma maior efetividade dos produtos,
necessita-se a adaptacdo de uma concentracido adequada, que realize o controle do patdgeno e

ndo cause problemas com fitotoxidez para a planta.
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6. CONCLUSOES

- O patdgeno atua na superficie foliar da planta reduzindo a qualidade
da matéria prima vegetal, sendo necessarias formas de manejo da doenga.

- Ha reducao da assimilacdo de CO, conforme ha o aumento da
severidade da doenga, hé influéncia também na quantidade de 6leo essencial que ¢ reduzida
severidades mais altas.

- Oleos essenciais (eucalipto, palmarosa, cravo-da-india, menta, limao,
citronela ¢ mil folhas), solu¢dao de mentol e extrato pirolenhoso de Corymbia citriodora
demonstram-se eficientes para o controle em condig¢des in vitro da germinagao de esporos de
P. nakanishikii

- Oleos essenciais de citronela e eucalipto, mentol e extrato

pirolenhoso sdo formas alternativas de controle da ferrugem em condi¢des de campo.
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