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RESUMO

Silva, C.M.; Botelho, R.V.; Faria, C.M.R.D. Utilizagdo do extratro aquoso de cinamomo no controle da antracnose da videira. Summa

Phytopathologica, v.38, n.4,p.312-318, 2012.

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do extrato aquoso
de cinamomo (Melia azedarach L.) sobre Elsinoe ampelina, agente
etiologico da antracnose da videira, ¢ no controle da doenga. Para
os experimentos de crescimento micelial, esporulagéo e geminagéo
de conidios do fungo foram utilizadas as concentrag¢des de 0, 10,
20, 30, 40 ¢ 50 mL L' de extrato, além dos tratamentos padrdes
com calda bordalesa e mancozebe. Em condi¢des de campo, um
experimento foi conduzido em vinhedo comercial por dois ciclos
consecutivos (2009/2010, 2010/2011), no qual se avaliaram
concentragdes crescentes de extrato, acrescidos de dleo vegetal (2,5
mL L), além de uma testemunha absoluta (sem tratamento) e do
tratamento padrdo com calda bordalesa. A partir de 20 mL L' de

extrato, houve total inibi¢do da esporulagdo. Enquanto que a
concentragio de 50 mL L' diminuiu em 99,4% o didmetro da colonia
do fitopatégeno, ndo diferindo do tratamento com calda bordalesa,
além de reduzir a germinag@o de conidios em 84,8 ¢ 90,8% em
relagdo a testemunha, 12 e 24 horas apos incubagdo. No primeiro
ano do experimento de campo, houve efeito linear negativo das
concentragdes do extrato sobre a severidade da antracnose. No
entanto, no segundo ano, o uso de dleo vegetal como adjuvante
mascarou o efeito do extrato. A aplicagdo isolada de 6leo vegetal
reduziu em 64,0% a AACPD, similar aos resultados obtidos com
todas as concentragdes de extrato de cinamomo e com o tratamento
padrdo com calda bordalesa.

Palavras-chave adicionais: cinamomo, agroecologia, extratos vegetais, produgdo organica

ABSTRACT

Silva, C.M.; Botelho, R.V.; Faria, C.M.R.D. Use of aqueous extract of chinaberry to control grapevine anthracnose. Summa Phytopathologica,

v38, n4, p.312-318, 2012.

The aim of this study was to evaluate the effect of aqueous extract
of chinaberry (Melia azedarach L.) on Elsinoe ampelina, the etiological
agent of grapevine anthracnose, and on the disease control. For the
trials of mycelial growth, sporulation and conidium germination, the
concentrations 0, 10, 20, 30, 40 and 50 mL L' extract were used,
besides standard treatments with bordeaux mixture and mancozeb.
Under field conditions, an experiment was conducted in a commercial
vineyard for two consecutive cycles (2009/2010, 2010/2011) to
evaluate increasing concentrations of extract and vegetable oil (2.5 mL
L"), in addition to an absolute control (without treatment) and standard
treatment with bordeaux mixture. Concentrations equal to or higher

than 20 mL L extract led to complete inhibition of sporulation. The
concentration of 50 mL L' decreased by 99.4% the colony diameter
and did not differ from the treatment with bordeaux mixture, besides
reducing conidium germination by 84.8 and 90.8%, compared to control,
at 12 and 24 hours after incubation. In the first year of the experiment
in the field, there was a negative linear effect of extract concentrations
on anthracnose severity. However, in the second year, the use of
vegetable oil as adjuvant masked the extract effect. The isolate
application of vegetable oil reduced AUDPC by 64.0%, which is
similar to the results obtained with all concentrations of chinaberry
extract and the standard treatment with bordeaux mixture.

Additional keywords: chinaberry, agroecology, plant extracts, organic production.

A videira ¢ economicamente uma das mais importantes fruteiras
cultivadas no mundo, devido as inimeras utilizagdes dos seus frutos
para consumo in natura e processamento. As doengas fingicas
constituem-se como sendo um dos principais problemas de interesse
econdmico na viticultura, em consequéncia das perdas registradas.
Conforme Soénego & Garrido (28), dentre as principais doengas fingicas,
destaca-se a antracnose, causada por Elsinoe ampelina (de Bary) Shear
e responsavel por grandes danos para a viticultura no sul do Brasil,

assim como em outras regides viticolas do mundo.

A antracnose da videira ¢ uma doenga de origem européia que
reduz a qualidade ¢ a quantidade da produggo. De uma forma geral, as
cultivares de videira européias sdo consideradas mais suscetiveis a
esta doenga do que as americanas (13).

O sintoma tipico da doenga ¢ caracterizado por manchas foliares
circulares, com margens marrons a negras e bordos redondos ou
irregulares. O fungo infecta todos os 6rgéos verdes da planta (folhas,
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gavinhas, ramos, inflorescéncia e frutos), sendo que, nas bagas
aparecem manchas circulares de cor cinza no centro e preta nas bordas,
comumente denominadas de “olho-de-passarinho” (15). Condigdes
que favorecem o desenvolvimento da doenga sdo caracterizadas por
periodos chuvosos prolongados, umidade relativa alta, com pelo menos
12 horas de agua livre sobre a superficie do tecido suscetivel e
temperaturas entre 2 a 32°C, sendo 20°C a temperatura 6tima (2).

Com o passar do tempo a preocupagdo com o meio ambiente, a
satide humana e a busca por alimentos de qualidade tém aumentado, e
com isso a exigéncia de pesquisas para o desenvolvimento de estratégias
alternativas de controle de doengas de plantas (14). Na literatura,
estudos conduzidos com compostos extraidos de plantas medicinais,
condimentares ¢ aromaticas t€ém mostrado resultados promissores no
controle de fitopatogenos (4).

Na busca de espécies de plantas com agdo fungicida, Melia
azedarach L., conhecida popularmente como cinamomo, vem sendo
citada por alguns autores. O extrato etanolico de frutos de cinamomo
apresentou efeito fungicida e fungistatico contra Aspergillus flavus,
Fusarium moniliforme, Microsporum canis ¢ Candida albicans (8).
Posteriormente, Carpinella et al. (9) verificaram em condi¢des de
laboratdrio que extratos hexanico e etandlico de frutos, sementes ¢
folhas de cinamomo apresentaram atividade fungistatica contra
Diaphorte phaseolorum var. meridionales em soja, Fusarium
oxysporum em feijao, F solani, em batata, F. verticillioides em milho e
Sclerotinia sclerotiorum em alface. Além disso, Xuan et al. (29)
apresentaram redugdes das infecgdes causadas pelos patéogenos
Pyricularia grisea e Thanatephorus cucumeris em campos de arroz
ao se aplicar extratos de cinamomo. Assim como Cogo et al. (11), que
ao pulverizarem extrato aquoso de folhas de cinamomo a 10% em
plantas de café inoculadas com o fitopatogeno Cercospora caffeicola,
obtiveram redugdes na incidéncia da cercosporiose.

Dessa forma, o presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito
do extrato aquoso de cinamomo no controle da antracnose da videira
em condi¢des de laboratério e campo.

MATERIAL E METODOS

Obtencao do isolado flingico

Para o isolamento de Elsinoe ampelina, porgdes do tecido de folhas
com lesdes provenientes de plantas infectadas daregido de Guarapuava-
PR, foram cortadas ¢ desinfestadas em hipoclorito de sédio a 0,5%
por 1 min, divididas em fragmentos menores e plaqueadas em meio de
cultura agar-agar (AA). As colonias desenvolvidas foram repicadas
para o meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e identificadas
com base em caracteristicas morfologicas, sendo mantidas a 25 + 1 °C,
com fotoperiodo de 12 horas.

Preparo do extrato aquoso de cinamomo

O preparo do extrato aquoso de cinamomo seguiu a metodologia
proposta por Bogorni (5). Frutos maduros de cinamomo (Melia
azedarach) de cor amarelada, lisos, mas tornando-se rugosos, com
sementes, foram coletados de arvores com aproximadamente 10 anos
de idade no Campus Cedeteg da Universidade Estadual do Centro-
Oeste (UNICENTRO), em Guarapuava/PR, secos em estufa de
ventilagdo forgada a 40°C por 48 horas e, em seguida, triturados e
misturados a agua destilada, na proporgéo 1:10 (p/v). As suspensdes
foram mantidas em frascos por 48h e, posteriormente, filtradas através
de um tecido fino, obtendo-se o extrato aquoso.

Para os experimentos in vitro, o extrato foi esterilizado através da
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filtragem em membrana Millipore
contaminagdes do meio de cultura.

0,22, para eliminar possiveis

Experimentos in vitro

Apos 10 dias de crescimento das colonias do isolado do patégeno
em meio BDA, discos de 5 mm de didmetro foram retirados e colocados
no centro de placas de Petri com meio BDA com os diferentes
tratamentos, ¢ incubadas em cdmara de crescimento BOD a25+ 1 °C,
por 8 dias, no escuro.

Os tratamentos utilizados foram concentragdes de 0, 10, 20, 30,
40 ¢ 50 mL L1 (0, 1,2, 3, 4 ¢ 5%, respectivamente) de extrato aquoso
de cinamomo a partir da solugéo estoque do extrato na proporgéo 1:10
(p/v) - 1g de pd de cinamomo em 9mL de agua destilada, além dos
tratamentos padrdes com 60% de calda bordalesa a partir da solugdo
estoque na propor¢do 1:1:100 (1g de sulfato de cobre e 1g de cal
virgem em 98mL de 4gua), e o fungicida mancozebe a 2,5 g p.c. L
(Manzate® 800, Dow Du Pont do Brasil S.A). As avaliagdes foram
realizadas pela medida do crescimento micelial do fungo 8 dias apos a
repicagem, por meio de duas medidas opostas do didmetro do micélio
com auxilio de um paquimetro digital.

Para a quantificagdo dos esporos, foram adicionados 10 mL de
agua destilada autoclavada, por placa de Petri, e com auxilio da alga de
Drigalski raspou-se a superficie da colonia para a liberagao dos esporos.
Uma aliquota de 20 pL da suspensdo foi colocada em camara de
Neubauer para determinar a concentragdo de esporos, com auxilio de
microscopio Optico, estabelecendo-se uma média de quatro leituras
6).

Para avaliar o efeito do extrato aquoso de cinamomo sobre a
germinag@o de E. ampelina, utilizou-se uma aliquota de 40 pL de
suspenséo de esporos (6 x 10° conidios mL™") e outra de 40 uL de cada
concentragdo de extrato aquoso de cinamomo, além dos tratamentos
padrdes com calda bordalesa e com mancozebe. Estes foram colocados
em cada um dos recipientes (pocinhos) de uma placa utilizada em
teste Elisa (4), e as placas foram incubadas a 25 + 1°C em camara de
crescimento, no escuro.

A paralisagdo da germinagdo foi realizada com a adigdo de 20uL
do corante azul algoddo com lactofenol as 12 e 24 horas apds o inicio
do experimento. As avaliagdes foram realizadas através da observagdo
a0 microscopio Otico com aumento de 400 vezes. Contaram-se 100
esporos por repeticdo, com quatro repeticdes por tratamento,
considerando esporos germinados aqueles que apresentavam qualquer
emissdo do tubo germinativo (22). Os resultados foram expressos em
porcentagem de esporos germinados.

Os experimentos de crescimento micelial e esporulagdo foram
repetidos por duas vezes e seguiram o delineamento inteiramente
casualizado, com oito tratamentos e cinco repetigdes, sendo a parcela
experimental constituida por uma placa de Petri.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e
regressdo polinomial ao nivel de 5% de probabilidade, através do
programa estatistico SISVAR (12).

Experimento em campo

O experimento foi conduzido nos periodos de setembro de 2009 a
janeiro de 2010 e de setembro a dezembro de 2010 em vinhedo comercial
da cultivar Isabel, localizado no municipio de Guarapuava/PR. As
coordenadas geograficas locais sdo: 25°23°36" S51°27°19" O; ¢ 1.120m
de altitude. O solo foi classificado como Latossolo bruno distroférrico
tipico, textura muito argilosa (16). As plantas com 3 anos de idade
haviam sido enxertadas sobre porta enxerto Paulsen 1103, e conduzidas
em sistema de espaldeira, com espagamento 2,5 x 2,0 m.



No primeiro ano, os tratamentos foram: 0, 30,40 ¢ 50 mL L™ (0,
3, 4 e 5%, respectivamente) de extrato aquoso de cinamomo a partir
da solugdo estoque do extrato na propor¢do 1:10 (p/v) - 1g de pd de
cinamomo em 9mL de agua destilada e um tratamento padrdo com
100% de calda bordalesa a partir da solugdo estoque na proporcéo
1:1:100 (1g de sulfato de cobre e 1g de cal virgem em 98mL de agua).
No segundo ano, os tratamentos foram 0, 10, 20, 30,40 ¢ 50 mL L' de
extrato aquoso de cinamomo, todos adicionados de dleo vegetal a 2,5
mL L' (Natur’ L Oleo®, Empresa Stoller do Brasil LTDA), além dos
tratamentos padrdes com 100% de calda bordalesa a partir da solugdo
estoque e a testemunha absoluta sem tratamento. As pulverizagdes
foram realizadas semanalmente, a partir do inicio da brotagdo, em 16/
09/2009 no primeiro ciclo e 21/09/2010 no segundo ciclo, totalizando
15 aplicagdes em cada ciclo.

Com o inicio dos primeiros sintomas em 18/11/2009 e 26/10/
2010, a severidade da antracnose foi avaliada em trés folhas do apice
de quatro ramos por planta, previamente identificadas, adaptando-se
a escala diagramatica descrita por Azevedo (3) para o mildio da videira.
Com os dados da severidade foi determinada a area abaixo da curva de
progresso das doengas (AACPD), segundo Shaner & Finney (27). No

total foram realizadas oito avaliagdes com intervalos de sete dias,
tanto no primeiro quanto no segundo ciclo.

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com cinco
tratamentos e cinco repeti¢cdes no primeiro ciclo, e oito tratamentos e
cinco repeti¢des no segundo ciclo, com a parcela experimental
constituida por uma planta.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia, a analise de
regressdo polinomial e a comparagdo de médias pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% probabilidade através do programa estatistico SISVAR
(12).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito linear negativo das concentra¢des de extrato aquoso
de cinamomo testadas sobre o crescimento micelial de Elsinoe
ampelina. O extrato aquoso de cinamomo a 50 mL L ndo diferiu
estatisticamente da calda bordalesa, sendo que ambos apresentaram
uma redugdo de 99,4% da coldnia do fitopatéogeno (Figura 1A).

Também em condigdes de laboratorio, Jabeen et al. (18) verificaram
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diminuicdo de 24,0 a 53,0% e de 24,0 a 54,0% sobre o crescimento in
vitro de Ascochyta rabiei, isolado obtido do grao-de-bico, com extratos
aquosos de frutos e folhas de cinamomo, respectivamente. Milanesi et
al. (23) verificaram redug@o no crescimento micelial in vitro de
Colletotrichum gloeosporioides, isolado de folhas de jamboldo, obtida
com a concentragdo de 20% de extrato de cinamomo.

Em relagdo a porcentagem de esporulagdo, observou-se efeito
quadratico em fungdo das concentragdes de extrato aquoso de
cinamomo. A partir de 20 mL L', a inibi¢do da esporulagio foi
praticamente total, ndo diferindo dos tratamentos padrdes com calda
bordalesa e mancozebe (Figura 1B).

No experimento de germinagao de esporos, verificou-se que houve
efeito linear negativo em fungdo das concentragdes de cinamomo, em
ambos os tempos de paralisagdo da germinagdo. A concentragdo de 50
mL L' reduziu a germinagdo de conidios de E. ampelina em 84,8 ¢
90,8% em relagdo a testemunha, 12 ¢ 24 horas apos a incubagdo,
respectivamente, ndo havendo diferenga estatistica em relagdo aos
tratamentos com calda bordalesa e mancozebe (Figuras 2A e 2B). As
24 horas ap0s a incubagio da cultura, a concentra¢do de 40 mL L' ndo

diferiu estatisticamente da maior concentra¢do, assim como também
ndo diferiu dos tratamentos padrdes, reduzindo em 73,2% a germinagéo
de conidios (Figura 2B).

A ago de diferentes concentragdes do extrato de cinamomo sobre
a germinagdo de fungos foi testada por Abou-Jawdah et al. (1), que
constataram inibi¢ao de 80,0% na germinagdo de Fusarium oxyporum
f. sp. melonis, agente causal da murcha vascular em meloeiro. Também
observaram redugdes da ordem de 54,0% de Botrytis cinerea, 40,0%
em Penicillium sp., 17,0% em Alternaria solani ¢ 14,0% em
Cladosporium sp., que causam podriddo em diferentes espécies de
flores, frutos e sementes.

O efeito de extratos de cinamomo sobre diversos fungos, bactérias,
protozoarios e insetos (10), estimulou o desenvolvimento de estudos
sobre a possivel presenga de compostos capazes de inibir o
desenvolvimento desses agentes. Segundo Carpinella et al. (10), a
atividade antifungica do cinamomo se deve a presenca dos compostos
escopoletina hidroxicumarina, vanilina, 4-hidroxi-3-
metoxicinamaldeido e pinoresinol. Por outro lado, Jabeen (17)
encontrou d-amirina, acido ursoélico, adcido benzdico e 3,5-4cido
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benzdico dimetoxi. Posteriormente, Yang et al. (30) descreveram 79
compostos volateis presentes em M. azedarach. Entre os 79
descobertos neste estudo, 64 compostos foram relatados pela primeira
vez, e desses, muitos apresentam varias fun¢des, como o acido
octanodico que ¢ utilizado no tratamento de candidiase e infecgdes
bacterianas.

Em condi¢des de campo, verificou-se efeito linear das
concentragdes do extrato aquoso de cinamomo, no primeiro ciclo de
avaliagdo, sobre a severidade da antracnose. As concentragdes de 30,
40 ¢ 50 mL L do extrato aquoso de cinamomo apresentaram-se
estatisticamente semelhantes a calda bordalesa, as quais reduziram a
severidade da doenga em 44,3; 47.2; 48,1 ¢ 50,0%, respectivamente,
em relagdo a testemunha absoluta (Figura 3A).

No entanto, no segundo ano, verificou-se que a regressio foi ndo-
significativa e que o uso de dleo vegetal como adjuvante mascarou o
efeito do extrato aquoso de cinamomo. A aplicagdo isolada de dleo
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vegetal a 2,5 mL L, reduziu em 58,8% a AACPD em relagdo a
testemunha absoluta (sem tratamento), similar aos resultados obtidos
com todas as concentragdes de extrato de cinamomo e com o
tratamento-padrdo com a calda bordalesa (Figura 3B).

N2o ha estudos sobre os efeitos do cinamomo para o controle de
doengas em culturas em condigdes de campo, porém ha resultados
importantes com extrato de nim, planta pertencente 8 mesma famila
Meliaceae, e que contém os mesmos principios ativos do cinamomo
(20). Carneiro et al. (7) constataram controle do oidio em folhas de
feijdo tratadas com 0,25 a 2,0% de produtos a base de nim antes ¢
apos o aparecimento dos sintomas da doenga. A redug@o da severidade
da doenga pelo 6leo de nim foi de 79,0% na concentragdo de 0,25% e
de 90,0% na concentragéo de 0,5%, 8 dias apds o inicio dos tratamentos.

No entanto, existem alguns trabalhos demonstrando o controle de
patogenos em sementes com extrato de cinamomo. Piveta et al. (24)
avaliaram a agdo antifiingica do extrato de cinamomo sobre a qualidade
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sanitaria e fisiologica de sementes de angico vermelho e observaram
que o extrato aquoso na concentragdo de 30% controlou em 50,0% a
incidéncia tanto de Rhizoctonia spp. quanto de Phoma spp., além de
verificarem que o extrato nfo influenciou na germinagdo de angico
vermelho. Em outro teste de sanidade de sementes, o extrato aquoso
de cinamomo apresentou toxicidade méxima, resultando em uma
supressdo completa do crescimento micelial dos fungos Aspergillus
fumigatus e Penicillium spp. quando sementes de milho foram
desinfestadas durante 20 minutos com o extrato (26).

Na literatura hé poucas informagdes sobre a agéo de 6leos vegetais
no controle de doengas foliares em videira, porém, Leite (21) observou
um efeito aditivo do 6leo vegetal na concentragdo de 2,5 mL L' ao
extrato de alho, reduzindo a severidade da antracnose da videira em
relagdo a testemunha absoluta, apesar do 6leo vegetal ndo ter
apresentado efeito sobre a severidade da doenga quando aplicado
isoladamente. Ao contrario de Leite (21), neste trabalho néo se
verificou efeito aditivo do 6leo vegetal ao extrato aquoso de cinamomo,
e observou-se efeito sobre a severidade da doenga quando aplicado
isoladamente. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por
Junqueira et al. (19), que afirmam que o 6leo de soja apresentou
eficiéncia no controle pds colheita da antracnose em frutos de manga.
Assim como Sarmiento et al. (25) que ao analisarem a pinta-preta e a
mancha-zonada do pepino afirmaram que o 6leo vegetal apresentou
potencial para o controle dessas doencas, necessitando porém, de
novos estudos.

Com base nos resultados obtidos, o extrato aquoso de cinamomo
inibiu o crescimento micelial, a esporulagdo ¢ a germinagdo de E.
ampelina. Sob condi¢des de campo atingiu-se um controle proximo a
50,0%, se assemelhando estatisticamente ao tratamento padrdo, calda
bordalesa. Inesperadamente, o 6leo vegetal a 2,5 mL L', também
conferiu reducdo da severidade da antracnose da videira. Apesar da
baixa redugéo da severidade da antracnose em campo, o extrato aquoso
de cinamomo apresenta vantagens importantes por ser um produto
natural, de facil obtengéo, ndo prejudicial a satide humana e ambiental
¢ de baixo custo, e por isso novos estudos deverdo ser conduzidos
para melhor entendimento da a¢do do extrato aquoso de cinamomo
sobre a antracnose da videira.
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