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RESUMO GERAL

BORGES, Daniella Ines. Oleos e extratos vegetais no controle da ferrugem-
asiatica da soja (Glycine max (L.) Merrill.). 2007. 99p. Disserta¢do (Mestrado
em Fitopatologia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. *

A agricultura atual tem aumentado o seu potencial de produgdo gracas a
aplicacdo de produtos quimicos para o controle de pragas e de doencas de
plantas, o que tem causado sérios prejuizos ao meio ambiente e a satide do
agricultor. A exploragdo da atividade bioldgica de compostos secundarios de
plantas pode constituir mais uma forma potencial de controle alternativo,
reduzindo, assim, o impacto ambiental. Portanto, este trabalho teve por objetivo
selecionar extratos e Oleos essenciais vegetais para o controle da ferrugem-
asiatica da soja. Primeiramente, foram realizados testes in vitro com 61 extratos
vegetais ¢ 5 oOleos essenciais, para avaliar o efeito desses na germinagdo de
urediniosporos de P. pachyrhizi, sendo os extratos obtidos de Tilia cordata,
Pelargonium sp., Lavandula officinalis e Mentha pulegium selecionados para os
testes in vivo. Em casa de vegetagdo, esses extratos foram pulverizados em
plantas de soja com diferentes niveis de resisténcia, a fim de avaliar o efeito na
severidade e na producdo de soros urediniais, causados pelo ataque do fungo.
Dentre os itens avaliados, os tratamentos e a interag¢do cultivar x tratamentos ndo
apresentaram efeito significativo. Somente a variavel cultivar, em que o PI
459025, com gene de resisténcia Rpp4, destacou-se, apresentando os melhores
resultados comparada as demais. Na avaliagdo do niimero de soros urediniais,
observaram-se diferencgas significativas, tendo os extratos de Pelargonium sp. e
L. officinalis apresentado resultados estatisticamente semelhantes ao tratamento
com fungicida. Ainda, os mesmos extratos utilizados no teste em casa de
vegetacao foram avaliados por meio da microscopia eletronica de varredura, em
folhas destacadas da cultivar MG/BR 46 e do gendtipo PI 230970, com gene de
resisténcia Rpp2. As eletromicrografias mostraram diferengas na forma e no
tamanho de esporos e apressorio, sendo esta considerada uma caracteristica do
fungo. Quanto ao efeito dos extratos, nenhuma deformidade foi relatada; apenas
para o genotipo PI 230970, a formacao dos apressorios foi retardada. Para todos
os tratamentos, foram observados esporos germinando e, posteriormente, a
formacdo do apressorio, exceto o tratamento com fungicida, em que a maioria
dos esporos ndo germinou. Isso indica um possivel modo de atuagdo dos extratos
pos-penetracao do fungo.

* Comité de orientagdo: Eduardo Alves — UFLA (Professor Orientador); Mario
Lucio Vilela de Resende — UFLA.



GENERAL ABSTRACT

BORGES, Danicella Ines. Vegetal oils and extracts in the control of the Asian
rust of the soybean (Glycine max (L.) Merrill.). 2007. 99p. Dissertation
(Master in Phytopathology) - Federal University of Lavras, Lavras, MG. *

The current agriculture has increased its potential of production, as result of the
application of chemical products for the control of plagues and disease of plants
and this has caused serious damages to the environment and to the health of the
agriculturist. The exploration of the biological activity of secondary composites
of plants can consist in an additional potential form of alternative control, thus
reducing the ambient impact. Therefore, this work aimed select vegetal extracts
and essential oils, for the control of the Asian soybean rust of the soy. First of
all, test in vitro were carried out with with 61 vegetal extracts and 5 essential
oils, to evaluate the effect of these in the germination of urediniospores of P.
pachyrhizi, being the extracts obteined of prudent Tilia cordata, Pelargonium
sp., Lavandula officinalis and Mentha pulegium selected for the tests in vivo. In
green house, these extracts were sprayed in soybean plants, with different levels
of resistance, in order to evaluate the effect in severity and production of
uredinia sores, caused by the attack of fungus. Amongst the itens evaluated, the
treatments and the interaction cultivar x treatments had not presented significant
effect, only the variable cultivate, where the PI 459025, with resistence gene
Rpp4, was distinguished, presenting the best resultes when compared with the
others. In the evaluation of the number of uredinia significant differences had
been observed, being that the extracts of Pelargonium sp. e L. officinalis had
presented statistically similar resultes to the treatment with fungicide. In
addition, the same extracts used in the test at the green house, were evaluated
through Scanning Electron Microscopy, in leaves detached of the cultivar
MG/BR 46 of the genotype PI 230970, with a gene of resistance Rpp2. The
eletromicrographs done had shown differences in the form and sizes of esporos
and appressoria, being this considered a characteristic of the fungus. Concerning
the effect of the extracts, no deformity was found, only for the genotype PI
230970, the formation of the appressoria was delayed. For all the treatments, had
been observed spores germinating and later on the formation of the appressoria,
except at the treatment with fungicide, where the majority of the spores did not
germinate. This indicates a possible way of performance of the extracts after-
penetration of the fungus.

* Advising Committee: Eduardo Alves — UFLA (Major Professor); Mario Lucio
Vilela de Resende — UFLA.
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CAPITULO 1

OLEOS E EXTRATOS VEGETAIS NO CONTROLE DA FERRUGEM
ASIATICA DA SOJA (Glycine max(L.) Merrill.)



1 INTRODUCAO GERAL

Entre os produtos agricolas, a soja vem ocupando uma posi¢do de
crescente destaque e extraordinaria expansdo (Miyasaka & Medina, 1981). Seu
local de origem nao ¢ definitivamente conhecido, havendo discordancia entre os
autores. Todos indicam, no entanto, que o centro ¢ o leste da Asia. Segundo
Morse (1950), o local seria a area central da China, enquanto Hymowitz (1970)
afirma que ela foi domesticada na metade norte da China, por volta do século XI
a.C.

No Brasil, a primeira referéncia encontrada na literatura data de 1882,
realizada por D’utra, relatando o seu cultivo no estado da Bahia (Bonetti, 1981).
Durante muitas décadas, a soja foi plantada em carater experimental e somente
na segunda metade do século XIX comegou a ganhar projecdo (Caruso, 1996). O
maior ritmo de expansdo da cultura ocorreu na década de 1970, quando o
agricultor foi altamente motivado a substituir outras culturas pela soja e a
expandir suas areas exploradas em razdo das altas cotagdes do produto no
mercado internacional. Assim, a producao cresceu rapidamente até¢ 1980, apesar
de oscilagdes devido a problemas climaticos (Bonato & Bonato, 1987).

O cultivo da soja foi um dos responsaveis pelo surgimento da
agricultura empresarial no Brasil, além de ser a grande responsavel pela
aceleragdo da mecaniza¢do das lavouras brasileiras, pela modernizagdo do
sistema de transporte, pela expansdo da fronteira agricola e pela aceleracdo da
urbanizagdo do pais (Embrapa, 2001).

Dentre as principais oleaginosas cultivadas no mundo, a soja participa
com pouco mais de 50% da producdo total. Entre suas principais utilidades estdo
o suprimento da demanda mundial de 6leos vegetais e a producdo de ragdo para

a alimentacdo de bovinos, suinos e aves (Olic, 2001). Faz também parte da



alimentacdo humana, por ser rica em proteinas, acidos graxos (isoflavonas) e por
apresentar diversos efeitos fitoterapicos (prevencdo de diversas doengas).

As pesquisas com o biodisel tém se intensificado. Esse combustivel ¢
produzido a partir de 6leos vegetais extraidos de diversas matérias-primas, como
palma, mamona, soja ¢ girassol, dentre outras e, por advir de fontes renovaveis e
ser menos poluente, ele € ecologicamente correto (Petrobras, 2007).

As areas com maior potencialidade de crescimento na producdo de soja,
situam-se entre os paralelos de 20° de latitude Sul e 20° de latitude Norte. Dada
essa localizagdo preferencial, as possibilidades de expansdo produtiva da soja
encontram no Brasil condi¢des praticamente ideais, ndo s6 em funcdo de
aspectos naturais favoraveis (especialmente topograficos e climaticos), mas
também por conta da disponibilidade de terras e de meios tecnoldgicos (Olic,
2001).

A producdo nacional de grdos, na safra 2006/07, ultrapassou 130
milhdes de toneladas e a cultura da soja ocupa o primeiro lugar no ranking
dentre os graos produzidos, com quase 58 milhdes de toneladas. Em comparagao
a safra anterior (05/06), a area cultivada decresceu 6,9% (1,5 milhdao de
hectares), enquanto a produtividade cresceu 16,6%, resultando na elevagdo da
produgdo em torno de 8,6% (10 milhdes de toneladas). Apesar da redugdo da
area cultivada, o aumento na produtividade é fruto de condigdes climaticas
favoraveis, aliadas ao plantio em areas mais produtivas (Conab, 2007).

O Mato Grosso ¢ o maior estado produtor brasileiro, com cerca de 5
milhdes de hectares de area plantada, resultando em uma produg¢do com pouco
mais de 15 milhdes de toneladas, seguido pelos estados do Parana e Rio Grande
do Sul. Em Minas Gerais, a area plantada foi reduzida, comparada a safra de
2005/06, mas a produgdo manteve-se em 2,6 milhdes de toneladas na safra de

2006/07 (Conab, 2007).



Dentre os fatores limitantes do rendimento, da lucratividade e do
sucesso da produgdo, estdo as doengas. Mais de 40 doencas causadas por fungos,
bactérias, nematoides e virus ja foram identificadas no Brasil. Esse numero
continua aumentando com a expansdo da soja para novas dreas € como
conseqiiéncia da monocultura (Yorinori & Paiva, 2002). A importancia econdmica de
cada doenga varia de ano para ano e de regido para regido, dependendo da condigdo
climatica de cada safra. Em ambito nacional, o valor das perdas anuais por doengas ¢
estimado em cerca de USS$ 2 bilhdes (Yorinori, 1986).

Na safra 2001/2002, uma epidemia de ferrugem asiatica da soja foi
detectada desde o Rio Grande do Sul até o Mato Grosso, causando perdas
significativas em lavouras isoladas. Atualmente, representa a maior ameaca
potencial, preocupando tanto a pesquisa quanto os produtores. Os estados de
Minas Gerais e Mato Grosso foram os primeiros a registrar a ocorréncia da
ferrugem asiatica, na safra de 2006/2007 (Embrapa, 2006).

A dissemina¢do da doenca, seja para lavouras vizinhas ou a longas
distancias, ocorre por meio do vento. Existe uma suposi¢do de que os esporos do
fungo tenham vindo dos paises do sul da Africa, atravessando o Oceano
Atlantico em diregdo ao continente americano (Andrade & Andrade, 2002).

O controle da ferrugem da soja compreende diversas medidas conjuntas.
Quando a doenga ja esta ocorrendo, o controle quimico com fungicida ¢é, até o
momento, o principal método de controle (Soares et al., 2004). Ainda ndo se
encontram, entre as cultivares recomendadas, materiais com bom nivel de
resisténcia, o que se deve, em parte, a recente ocorréncia da doenga no pais, mas
também ao fato de o fungo P. pachyrhizi possuir diversas ragas com genes
multiplos de viruléncia (Sinclair & Hartman, 1995).

O uso indiscriminado de fungicidas tem causado danos ao meio
ambiente, aos seres vivos e¢ tem favorecido a selecdo de racas resistentes de

patogenos a essas substincias quimicas (Ghini & Kimati, 2000). Essa restrigdo



ao uso de fungicidas tem levado a procura de métodos alternativos de controle,
tais como o uso de biofungicidas.

No cultivo caracterizado como sustentavel ou alternativo, buscam-se
novas medidas de protecdo das plantas contra doengas. Um dos enfoques da
agricultura alternativa é o controle alternativo de doencas, o qual inclui o
controle biolégico e a inducdo de resisténcia em plantas (Bettiol, 1991) e
produtos naturais menos toxicos ao ambiente.

Diversos trabalhos mostram o potencial de plantas medicinais e da flora
brasileira no controle de fitopatogenos, tanto por sua agdo fungitoxica direta,
inibindo o crescimento micelial e a germinacdo de esporos, quanto pela
capacidade de induzir o aciimulo de fitoalexinas (Schwan-Estrada et al., 1997;
Stangarlin et al., 1999), indicando a presenga de moléculas com caracteristicas
eliciadoras.

O cultivo e a comercializagdo de produtos organicos tiveram um
crescimento acentuado nos ultimos cinco anos. A cada dia cresce o nimero de
produtores certificados no pais, de tal forma que o numero de produtores de
agricultura organica deve triplicar nos proximos anos (Penteado, 2007).

Diante do exposto, considerando a importancia da cultura da soja ¢ as
perdas decorrentes do ataque da ferrugem, assim como as limitadas medidas de
controle, sem prejuizo a0 meio ambiente, o objetivo deste trabalho foi utilizar
oleos e extratos vegetais como controle alternativo da ferrugem-asiatica da soja,
causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi, “in vitro” e em casa de vegetagdo,
avaliando, por meio da microscopia eletronica de varredura, o possivel modo de

atuacao desses produtos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Historico da ferrugem-asiatica da soja

O primeiro relato de P. pachyrhizi foi feito em 1902, no Japdo. Em
1934, o patogeno foi detectado em outros paises asiaticos, causando uma série
de epidemias e, depois, foi encontrado na Australia (Bromfield & Hartwig,
1980).

No Brasil, a ferrugem-asiatica da soja foi relatada, pela primeira vez, em
Minas Gerais, em diversas leguminosas (Lab lab purpureus, Phaseolus vulgaris,
e Neonotonia wightii), por Deslandes (1979) e, por meio de técnicas moleculares,
foi confirmado, por Akamatsu et al. (2004), que se tratava do fungo P. pachyrhizi.
Entretanto, epidemias dessa doenga nao foram observadas na época.

A primeira epidemia na América do Sul ocorreu em fevereiro de 2001,
no Paraguai, sendo encontrada nas areas limitrofes entre o Brasil e aquele pais
(Reis & Bresolin, 2004). Em 2002, a ferrugem-asiatica da soja foi difundida ao
longo do Paraguai a de algumas areas do Brasil, com relatos de severos danos em
alguns campos, em ambos os paises (Morel & Yorinori, 2002). Naquele mesmo
ano, o patdgeno foi detectado no norte da Argentina (Rossi, 2003). Na safra 2003,
causou perdas de 3,4 milhdes de hectares, nas regides produtoras, no Brasil
(Yorinori & Lazzarotto, 2004).

Os Estados Unidos, até a safra de 2003/04, eram o tinico pais produtor no
mundo onde a ferrugem da soja ndo havia sido detectada (Morel & Yorinori,
2002). Porém, na safra de 2004/05, ela foi relatada como ocorrendo no estado da
Louisiana (APHIS, 2004).

Além dessas regides, o agente etiologico da ferrugem-asiatica pode ser

encontrado em diversos paises, tais como Australia, Russia, Coréia, Japao,



China, Taiwan, Filipinas, Nepal, india, Nigéria, Mogambique, Ruanda, Uganda,

Africa do Sul, Zambia e Zimbabwe.

2.2 Etiologia

A soja ¢é infectada por duas espécies do fungo Phakopsora, agente
causal da ferrugem: a Phakopsora meibomiae, proveniente do continente
americano, ocorrendo desde o Porto Rico, no Caribe, até o sul do Parana, em
Ponta Grossa. Raramente causa danos econdmicos e ocorre em temperaturas
amenas, abaixo de 25°C, com alta umidade. No Brasil, esta presente no Cerrado,
em altitudes superiores a 800m e na regido Sul.

A segunda espécie mais agressiva ¢ a Phakopsora pachyrhizi, presente
na maioria dos paises asiaticos, na Australia, na Africa (Zambia, Zimbabue e
Africa do Sul) e ausente nas Américas até a safra de 1999/00. Esta espécie chega
a reduzir drasticamente os rendimentos ¢ a sua rapida expansdo vem causando
severas perdas no campo. De acordo com trabalho realizado por Ono et al.
(1992), ¢ possivel separar as duas espécies de Phakopsora infectando soja com
base em diferencas na espessura da camada apical dos teliésporos € no numero
de camadas destes. Segundo Yorinori & Lazzarotto (2004), a diferenciagdo pode
ser também feita por analise do DNA, seguindo metodologia desenvolvida por
Frederick et al. (2002), sendo essa técnica mais utilizada ultimamente.

Além da soja, o fungo tem como hospedeiros alternativos cerca de 95
espécies, em 42 géneros da familia Fabaceae. Em um bioensaio, com o objetivo
de relatar possiveis hospedeiros alternativos por inoculacdo artificial, Moraes et
al. (2006) identificaram que a fava (Phaseolus lunatus), o guandu (Cajanus
cajan) e a soja perene (Neonotonia wightii) sdo hospedeiros de P. pachyrhizi,

podendo ser fonte de indculo para futuras infestagdes na cultura da soja.



2.3 Classificacdo taxonémica dos agentes causais da ferrugem da soja
O agente causal da ferrugem da soja ¢ classificado do seguinte modo:
Reino: Fungi
Filo: Basidiomicota
Classe: Urediniomycetes
Ordem: Uredinales
Familia: Phakopsoraceae
Género/espécie: Phakopsora pachyrhizi H. Sydow & P. Sydow
Phakopsora meibomiae (Arthur) Arthur

2.4 Modo de penetracéo

A principal forma de penetragao dos fungos causadores de ferrugem ¢
via aberturas naturais (Hart, 1931; Littlefield & Aronson, 1970; Moldenhauer et
al., 2006). A penetragdo via estdmatos, por tubos germinativos formados a partir
dos urediniésporos, ¢ o modo mais comum, entretanto, a penetracdo direta na
cuticula da folha ja foi observada em trés ferrugens: Pucinia psidii, Ravenelia
humphreyana (Hunt, 1983) e P. pachyrhizi (Kitani & Inoue, 1960; Keogh,
1974). Koch et al. (1983), estudando a penetragdo desse fungo originado da
Asia, verificaram penetragdo direta no lumen da célula, Entretanto,
Zambenedetti Magnani et al. (2007) contataram que, para P. pachyrhizi, no
Brasil, a penetragdo ocorre, principalmente, na jungao das células de epiderme e
ndo no centro ou limen das células, como era mencionado na literatura.

Bonde et al. (1976) verificaram que P. pachyrhizi germina em folhas de
soja 1 a 2 horas apds a inoculagdo, em cdmara de nevoeiro, a 20°C, no escuro.
Os apressorios comegam a se desenvolver com 2 horas e, com 5 horas, muitos
tinham atingido crescimento préximo ao tamanho dos uredinidsporos. De acordo
com Yorinori (2002), a temperatura proxima a 30°C, o desenvolvimento dos

tubos germinativos € inibido.



O apressorio ¢ freqiientemente séssil ao uredinidosporos. Da base do
apressorio, desenvolve um peg de penetragdo que penetra sempre na jungdo das
células da epiderme. Uma vez dentro da célula, o peg de penetracdo expande-se
para formar a vesicula transepidermal e as hifas primarias comegam a ser
formadas; espalhando-se pelos espacos intercelulares do parénquima esponjoso,
atravessa a célula da epiderme e emerge no espago intercelular e no tecido do
mesofilo (Zambenedetti, 2005).

Ainda, de acordo com Zambenedetti Magnani et al. (2007), 48 horas a
partir das hifas primarias, desenvolvem-se as hifas secundarias. Posteriormente,
a maturacdo dos soros urediniais e o conseqiiente inicio da producdo de

urediniésporos ocorreram entre 0 6° ¢ 0 12° dia ap6s a inoculagao.

2.5 Sintomatologia e epidemiologia da ferrugem-asiatica da soja

A manifestagdo inicial da ferrugem da soja é o surgimento de uma
clorose, principalmente nas folhas, podendo ocorrer nos peciolos, nos caules e
nas vagens (Tschanz, 1989).

Os sintomas mais comuns da ferrugem-asiatica sdo lesdes, também
chamadas de soros urediniais, de coloragdo palha (tipo TAN) a marrom-escura
ou marrom-avermelhada (tipo RB), nas s@o liberados os uredinidosporos que sdo
disseminados pelo vento e pela chuva (Bromfield, 1976; Andrade & Araripe-
Andrade, 2002). Essas lesoes podem assumir formato poligonal e eventualmente
atingem tamanho de 2-5 mm? (Tschanz, 1989).

Os sintomas iniciais da ferrugem podem ser facilmente confundidos
com as lesOes iniciais de mancha-parda ou septoriose (Septoria glycines), como
também com a pustula bacteriana, causada por Xanthomonas campestris pv.
Glycines. Em infecgdes mais avangadas, podem ser confundidas com

crestamento de Cercospora kikuchii (Zambenedetti, 2005).



Segundo Sinclair & Backman (1989), as epidemias mais severas de
ferrugem foram observadas em areas onde as temperaturas médias didrias sdo
menores que 28°C, com precipitagdes ou longos periodos de molhamento foliar
ocorrendo por toda safra. Os uredinidsporos germinam entre trés ¢ seis horas,
sob temperaturas de 14°C a 29°C, porém, a germinagdo e a penetragao no tecido
da folha podem ocorrer a temperatura variando de 8°C a 28°C (Sinclair &
Hartman, 1999). A progressdo da doenga ¢ interrompida em temperaturas
maiores que 30°C ou menores que 15°C, tanto em umidade excessiva como em
condicdes secas.

Em condi¢des de casa de vegetagdo, sob auséncia de luz e a 20°C,
urediniésporos de P. pachyrhizi iniciaram a germinagdo em uma hora e meia a
partir do momento em que se iniciou o orvalho, atingindo o maximo apds seis a
sete horas. Apds oito horas de orvalho e sob temperaturas de 18°C a 26,5°C, a
quantidade de lesdes resultantes foi dez vezes maior do que apos seis horas, sob
as mesmas temperaturas. O surgimento das primeiras lesdes ocorreu sete dias
apos a inoculagdo e a produgdo de uredinidsporos secundarios iniciou-se aos
nove dias (Melching et al., 1979). De acordo com Godoy & Canteri (2004), as
primeiras lesdes podem ser visiveis cinco a seis dias apds a inoculagdo e as
primeiras frutificagdes (soros urediniais) podem ser visiveis seis a sete dias apos

a inoculagéo.

2.6 Manejo da ferrugem-asiatica da soja

O desenvolvimento da doenca resulta da interagdo planta suscetivel,
patogeno virulento, ambiente favoravel e interferéncia do homem. Entre os
fatores ambientais, a temperatura e a umidade, na superficie das folhas, sdo os
mais importantes para o inicio do desenvolvimento da doenca (Agrios, 2005).

A ocorréncia da ferrugem da soja ¢ imprevisivel. Assim, a incidéncia e a

severidade dependem das condigdes climaticas e da proximidade da fonte de
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inoculo, o que pode variar de ano para ano. Portanto, ¢ muito importante realizar
uma constante vigilancia e também uma continua capacitagdo na identificagdo
precoce da doenca, ndo permitindo descuidos ou falhas no manejo da cultura e
nas estratégias adotadas, ja que a doenga pode causar perda total da produgéo.
Tendo em vista a falta de cultivares resistentes, associada a variabilidade
do fungo e a possivel presenca do inoculo em soja “safrinha”, o controle
quimico ¢ mais eficaz e imediato. Todavia, em diversas propriedades, na safra
2005/06, essa eficacia ndo foi viabilizada por falhas técnicas, pelo elevado
numero de aplicagdes e pela inadequacdo (alta densidade) das lavouras que
reduziram a eficiéncia da cobertura foliar pelos fungicidas (Y orinori, 2006).
Ainda, o manejo das doencas de plantas deve ser empregado para
reduzir os danos provocados a niveis economicamente aceitaveis, sem prejuizos

para os agroecossitemas, mantendo seu equilibrio (Zambolim, 1995).

2.7 Produtos alternativos no controle de doencas em plantas

Com o desenvolvimento de fitopatdogenos cada vez mais resistentes aos
agroquimicos, pesquisas tém sido realizadas com o intuito de buscar formas
alternativas e seguras de controle de pragas e doencgas. Considerando o aspecto
econdmico ¢ a propria satde humana, investigagdes a respeito da atividade
bioldgica de extratos, assim como os 6leos essenciais, tém sido pesquisadas com
a finalidade de substituirem com seguranga os pesticidas, inseticidas e
fungicidas (Amorin, 2003).

De acordo com Koller & Sheeinpflug (1987), fungicidas sistémicos tém
alto grau de especificidade, inibindo somente um ou poucos sitios especificos no
patogeno. Nesse caso, ¢ mais comum o aparecimento de resisténcia, pelo fato de
o aparecimento de mutacdo em apenas um gene ser suficiente para diminuir a

eficacia do fungicida. Por outro lado, extratos vegetais e 6leos essenciais sdao

11



substancias complexas que podem apresentar mais de um modo e sitio de
atuacao.

A agricultura orgénica, um dos sistemas alternativos que evitam ou
excluem o uso de agroquimicos, tem se expandido em todo o mundo. O Brasil
ocupa a segunda posi¢ao na América Latina, em area manejada organicamente,
com estimativa de 800 mil hectares cultivados nesse sistema (Willer & Yussefi,
2005).

A exploragdo da atividade bioldgica de compostos secundarios, como o0s
oleos essenciais, pode se constituir, ao lado da indugdo de resisténcia, em mais
uma forma potencial de controle alternativo de doengas em plantas cultivadas
(Schwan-Estrada et al., 2003).

Diversos trabalhos com extratos brutos ou 6leos essenciais, obtidos de
plantas medicinais da flora nativa, t€ém indicado seus potenciais no controle de
fitopatdgenos, tanto por acdo fungitoxica direta, inibindo o crescimento micelial
e a germinacdo de esporos, quanto pela inducdo de fitoalexinas, indicando a
presenca de compostos de carater eliciador (Schwan-Estrada et al., 2003).
Dentre essas plantas, estdao Allium sativum (alho), Rosmarinus officinalis
(alecrim), Artemisia camphorata (canfora) e Cymbopogon citratus (capim-
limao) (Schwan-Estrada et al., 2003).

Diniz et al. (2000), utilizando diferentes 6leos essenciais em placas para
verificar o desenvolvimento de Scleriotinia minor, concluiram que Oleos
essenciais de tomilho, estragdo, manjericdo-roxo, manjerona ¢ Menta citrata
foram capazes de inibir o crescimento micelial do referido fungo.

Salustiano et al. (2006), utilizando 6leo, extrato e cha das folhas de
Eremanthus erythropappus (candeia), conseguiram inibir, em 100%, a
germinagdo de urediniosporos de Hemileia vastatrix, Phakopsora pachyrhizi e

Cerotelium fici.
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O dleo essencial de trés espécies de eucalipto (Eucaliyptus sp.), na
concentracdo de 500 ppm, foi efetivo na inibigdo do crescimento micelial de
Botrytis, Fusarium ¢ Bipolaris (Salgado, 2001).

O efeito do dleo de Piper aduncum foi testado sobre o crescimento
micelial de diferentes fungos fitopatogénicos. Nas concentragdes de 50 e 100
pg/mL do oleo, causou 100% de inibi¢gdo no crescimento e na germinagao,
respectivamente, de basidiosporos de C. perniciosa ¢ também foi igualmente
efetivo na inibi¢do de Phytophthora palmivora e Colletotrichum gloesporioides
(Bastos, 1997). Esse mesmo 6leo foi testado em Colletotrichum musae, in vitro.
Na concentragdo de 150 pg/mL, o 6leo inibiu em 100% o crescimento micelial
(Bastos & Albuquerque, 2004).

Becker et al. (2004), utilizando diversos extratos vegetais contra doengas
de final de ciclo da cultura da soja, obtiveram como resultado um aumento do
peso total da parcela com o extrato purificado de curcuma ¢ um maior peso de
100 sementes para o extrato de alecrim.

Medice et al. (2007) verificaram que Corymbia citriodora (eucalipto
citriodora), Cymbopogon nardus (citronela), Azadirachta indica (nim) e Thymus
vulgaris L (tomilho), nas concentragdes 1%, 0,5%, 1% e 0,3 %, respectivamente,
foram capazes de inibir a germinac¢do de P. pachyrhizi in vitro e de reduzir a

severidade da ferrugem entre 34,3% e 62,6%, em casa de vegetacao.

2.8 Resisténcia varietal

Segundo Plank, (1968), a resisténcia de plantas a doengas pode ser
classificada em: resisténcia vertical ou especifica, capaz de atuar com grande
eficiéncia sobre racas especificas do patégeno e a resisténcia horizontal,
inespecifica ou de campo, caracterizada por ser ativa contra todas as ragas do
patdogeno, embora com eficiéncia inferior e podendo ser afetada por fatores

ambientais.
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Os dois tipos de resisténcia, a horizontal e a vertical, sdo observados
entre os gendtipos de soja (Bromfield & Hartwig, 1980). A vertical é a mais
utilizada devido a facilidade de ser trabalhada, mas tem sido quebrada com
facilidade, indicando a presenca de racas do fungo. Por isso, a obtengdo de
cultivar de soja resistente a ferrugem asiatica ¢ um grande desafio para a
pesquisa. Ja a horizontal envolve a reducdo na taxa de desenvolvimento da
doenga, sendo mais efetiva contra um numero maior de ragas do patogeno.
Entretanto, a quantificagdo desse modo de resisténcia ¢ mais dificil, limitando
sua utilizacdo (Tschanz & Wang, 1985).

Devido aos entraves causados pelos dois tipos de resisténcia, outros
métodos tém sido utilizados, com o objetivo de evitar redugdes de produtividade
devido a ocorréncia da doenga, dentre eles o estudo de tolerancia de cultivares.
Segundo Schafer (1971), tolerdncia pode ser definida como a capacidade da
planta suportar o desenvolvimento do patégeno, sem apresentar redugdo
significativa na produtividade ou na qualidade do produto. Desse modo, quanto
menor a perda, maior o nivel de tolerancia. Epidemiologicamente, tolerancia e
resisténcia sdo conceitos diferentes (Vanderplank, 1963), podendo a tolerancia
ser classificada como uma resisténcia aparente (Agrios, 2005).

Existem relatos de genes dominantes para resisténcia a ferrugem,
denominados Rpp:, Rpp2, Rpps € Rpps, identificados em introdugdes de plantas
(PIs) e em cultivares (Bromfield & Hartwig, 1980; McLean & Byth, 1980;
Hartwig, 1986). Ainda, observa-se que existem cultivares com diferentes graus
de sensibilidade ao fungo, que resultam em sintomas com lesdes foliares
distintas classificadas em: RB (reddish-brown = castanho-avermelhada), que
indica menor suscetibilidade ¢ TAN (castanho-clara), que indica maior
suscetibilidade.

No entanto, a estabilidade dessa resisténcia ¢ duvidosa, devido a grande

variabilidade do patdégeno (Hartman et al., 1994). Em Taiwan, observou-se a
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existéncia de, pelo menos, uma raga, contendo trés genes de viruléncia
(Bromfield, 1981). Em outro trabalho, dezoito ragas foram identificadas em
amostras coletadas em plantas de soja e hospedeiros selvagens no Japao
(Yamaoka et al., 2002).

Estudos realizados pela Embrapa Soja identificaram 11 cultivares com
resisténcia a ferrugem. No entanto, a maioria das cultivares comerciais
atualmente utilizadas foi classificada como suscetivel (Yorinori et al., 2002).

No periodo de fevereiro a junho de 2002, 452 cultivares comerciais
foram testadas para rea¢do a ferrugem, por inoculagdes artificiais, em casa de
vegetacdo, em Londrina e em campo, na cidade de Ponta Grossa, sob infeccao
natural. Houve grande variacdo na reago entre os cultivares, desde alto grau de
resisténcia a alta suscetibilidade. A maioria das cultivares (440) apresentou
reacOes variando de suscetivel a altamente suscetivel. As que apresentaram
reagOes uniformes, variando de resistente a moderadamente resistente, foram:
‘BRS 134’, ‘BRSMS Bacuri’, ‘Campos Gerais’, ‘CS201° (Esplendor), ‘FT-2’,
‘FT-3’, ‘FT-17" (Bandeirantes), ‘FT-2001°, ‘TAC PL-1’, ‘TAS-3’ (Delta), ‘KI-S
601’ ¢ ‘OCEPAR 7’ (Brilhante).

Em algumas das cultivares tem sido observado um tipo de resisténcia
que retarda a evolucdo da doenga, interferindo na taxa de progresso da doenga.
Entretanto, ¢ dificil o desenvolvimento de genotipos que apresentem esse tipo de
resisténcia porque as linhagens de populagdes segregantes possuem diferentes
grupos de maturagdo (Hartman et al., 1992 citados por Vello et al., 2002).

Zambenedetti et al. (2004), avaliando 21 genoétipos de soja em Lavras,
MG, verificaram a formacao de seis grupos de cultivares com niveis diferentes
de resisténcia ou tolerancia ao agente da ferrugem da soja. Esses grupos foram: o
primeiro com cultivares que apresentaram uma pequena porcentagem de lesdes
(‘Doko’ e ‘Suprema’); o segundo, com seis cultivares com uma porcentagem um

pouco maior (‘DM 339°, ‘Emgopa 314°, ‘Sambaiba’, ‘DM Vitoria’, ‘AV 1043’ e
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‘Emgopa 313’); 0 3° e 0 4° grupos foram intermediarios, com quatro cultivares
(‘BR9 Savana’, ‘Emgopa 315°, ‘IAC 19’ e ‘Seguranga’) e cinco cultivares
(‘Splendor’, ‘Ft 104’, ‘DM Nobre’, ‘Monsoy 8329’ e ‘Monsoy 8400’),
respectivamente; o 5° ¢ o 6° grupos com duas cultivares cada, sendo ‘Monsoy
8866’ ¢ ‘Monarca’; ‘Monsoy 108° ¢ ‘CAC 1, respectivamente, foram as que
apresentaram maior nimero de lesdes/cm’ de area foliar.

Plantas na fase vegetativa mostraram-se resistentes, quando, na fase
reprodutiva, passaram a sofrer os efeitos da doenga, culminando em baixos
rendimentos. Esse fato foi verificado no ensaio de competi¢do de variedades de
soja realizado anualmente na area experimental da Fundacao Chapadao, na safra
2001/2002, em que as plantas de soja foram avaliadas quanto ao comportamento
em relacdo a ferrugem. Verificou-se que, a medida que a soja foi evoluindo no
seu ciclo, o indice de doenga foi aumentando ¢ o numero de trifolios na haste
principal foi decrescendo (Andrade & Araripe-Andrade, 2002).

A disponibilidade limitada de cultivares resistentes faz com que o
manejo da cultura, por meio de épocas de semeadura e aplicacdo de defensivos,
seja uma alternativa, devendo ser feito de forma racional para ndo inviabilizar a

cultura e agredir o meio ambiente de forma indiscriminada.

2.9 A ultra-estrutura da interacao patdégeno-hospedeiro

A histologia da interagdo patdgeno-hospedeiro é um recurso eficiente no
estudo dos processos de infeccdo, pois ajuda esclarecer os eventos de pré-
penetragdo, penetragdo e colonizacdo do hospedeiro, além de possibilitar
entender a fisiologia da interagdo. Pode ser ttil também no esclarecimento dos
mecanismos de resisténcia do hospedeiro, ou seja, os mecanismos estruturais ¢
bioquimicos de defesa pré e poés-formados. A ocorréncia desses mecanismos
pode indicar a fase em que se expressa a resisténcia nas interagdes patogeno-

hospedeiro e patdogeno ndo-hospedeiro. Para o desenvolvimento desses estudos,
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os microscopios de luz (ML), o microscopio eletronico de transmissdo (MET) e
0 microscopio eletronico de varredura (MEV) tém proporcionado inestimaveis
contribui¢des.

Varias diferengas ultra-estruturais de fungos causadores de ferrugens
foram documentadas por Littlefield & Health (1979). McLean & Byth (1980)
estudaram os eventos de pré-penetragdo e penetragdo de urediniosporos de P.
pachyrhizi em cultivares suscetiveis, resistentes e altamente resistentes
(‘Tainung-3°, ‘Tainung-4’ e ‘PI-200492’). Nao foi encontrada nenhuma
diferenca em relagdo ao desenvolvimento do tubo germinativo nas cultivares
testadas, mas sim quanto a germinagdo de uredinidsporos, a formacdo de
apressorio e a penetracdo. As cultivares Tainung-3 e Tainung-4 mostraram-se
resistentes a germinacdo dos uredinidsporos, portanto, a resisténcia dessas
cultivares ¢ de pré-penetracao e penetracdo e, na cultivar PI-200492, apesar de
os uredinidésporos germinarem e conseguirem penetrar o tecido hospedeiro, nao
conseguem se desenvolver, dai a resisténcia apresentada na fase de pos-
penetragao.

Bonde et al. (1976) e Koch et al. (1983) utilizaram a ML, MEV e MET,
respectivamente, para estudar o desenvolvimento de P. pachyrhizi em folhas de
cultivares de soja suscetiveis, descrevendo diversos eventos que ocorrem nessa
interacdo. Mais recentemente, Adendorff & Rykenberg (2000) aplicaram a MEV
no estudo do processo de infec¢do de outra espécie de Phakopsora, P. apoda,
mostrando que o processo ¢ bem semelhante ao de P. pachyrhizi.

A importancia da ML e MEV para a classificagdo de espécies de
ferrugem pode ser comprovada também no trabalho de Ono et al. (1992), que
delimitaram as espécies dos géneros Phakopsora, Physopella e Cerotelium que

afetam as Fabaceaes dentre elas P. pachyrhizi ¢ P. meibomiae.
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CAPITULO 2

EFEITO DE EXTRATOS E OLEOS ESSENCIAIS DE PLANTAS NA
GERMINACAO DE UREDINIOSPOROS DE Phakopsora pachyrhizi
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1 RESUMO

BORGES, Daniella Ines. Efeito de extratos e dleos essenciais de plantas na
germinagdo de urediniésporos de Phakopsora pachyrhizi. In: Oleos e extratos
vegetais no controle da ferrugem-asiatica da soja (Glycine max (L.) Merril.).
2007. Cap. 2. p.26-47. Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.*

O manejo da ferrugem da soja compreende diversas medidas conjuntas, sendo o
quimico o principal método até o momento. Outra estratégia que utiliza métodos
alternativos para o controle de doencas e pragas vem sendo pesquisada por
causar menores danos ao ambiente ¢ a saide humana. Diante disso, o objetivo
deste estudo foi identificar extratos de plantas e 6leos essenciais como possiveis
produtos alternativos para manejo dessa doenca. Assim, 61 extratos de plantas
da flora nativa da regido do Alto Rio Grande, Minas Gerais e cinco 6leos
essenciais obtidos comercialmente foram utilizados com a finalidade de testar
seus efeitos na germinacdo de uredinidosporos do referido fungo. Foram
utilizadas placas de Petri de 6 cm, com meio agar-agua, adicionado com 150 pL
de extrato de planta ou 6 pul. do 6leo essencial misturado ao meio de cultura.
Como testemunhas, foram utilizados 150 pL de Tween 20 a 0,7% e 150 pL de
agua destilada. Apos, foram adicionados 50uL de uma suspensdo de esporos, na
concentracdo de 2mg/5mL e espalhados com alca de Drigalsky. As placas foram
colocadas em BOD, a 23(+2°C), por 4 horas. Depois, a germinagdo foi
paralisada com adi¢do de lactoglicerol. A avaliagdo da percentagem de esporos
germinados foi realizada em microscopio de luz. Dentre os extratos vegetais
testados, dez apresentaram percentual de germinagdo abaixo de 15%, tendo os
extratos obtidos das plantas Pelargonium sp., Salvia officinalis, Lavandula
officinalis, Mentha pulegium e M. arvensis apresentado germinagdo de esporos
de 3,0%, 3,5%, 3,0%, 2,0% e 4,0%, respectivamente. Todos os 6leos essenciais
avaliados foram efetivos na inibicdo da germinagdo, com destaque para o 6leo
essencial de Caryophilus aromaticus, que apresentou uma percentagem de
germinacdo de 5,0%, resultando num percentual de inibi¢ao de 78,0%.

* Comité de orientacdo: Eduardo Alves — UFLA (Professor Orientador), Mario
Lucio Vilela de Resende — UFLA.
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2 ABSTRACT

BORGES, Daniella Ines. Effect of plants extracts and essential oils in the
germination of urediniosporos of Phakopsora pachyrhizi. In: Vegetal essential
oils and extracts in the control of the Asian soybean rust (Glycine max (L.)
Merril.). 2007. Cap. 2, p.26-47. Dissertation (Master in Phytopathology) -
Federal University of Lavras, Lavras, MG.*

The management of the soybean rust concerns the association measures, being
chemistry the main method until the moment. Another strategy using alternative
methods for the control of the diseases and plagues, are being studied, for
causing minors damages to the environment and the human being health. Taking
this into consideration, this study aimed identify extracts of plants and essential
oils as possible alternative products in the handling of this diseases. Thus, 61
extracts of plants of the native flora of the region at Lavras, Minas Gerais State
and 5 essential oils gotten commercially were used with the purpose to test its
effect in the germination of urediniospores of the related fungus. Plates of Petri
of 6¢cm, with water-agar medium, added with 150 uL of plant extract or 6 uL. of
essential oil mixed to the culture medium. As control had been used 150 pL of
Tween 20 at 0,7% and 150 pL of distilled water. After that, 50 pL of a
suspension of the spores was added, in the concentration of 2mg/5mL and
spread with a espatula of Drigalsky. The were placed in BOD, at 23 (+2°C), for
4 hours, after the germination were paralyzed with the addition of lactoglicerol.
The evaluation of the percentage of germinated spores was carried out in the
light microscope. Amongst the vegetal extracts tested, ten of them had presented
a percentage of germination below 15%, being that, the extracts gotten by the
plants Pelargonium sp., Salvia officinalis, Lavandula officinalis, Mentha
pulegium and M. arvensis presented a germination of spores of 3,0%, 3,5%,
3,0%, 2,0% and 4,0%, respectively. All the evaluated essential oils had been
effective in the inhibition of the germination, with prominence for the essential
oil of Caryophilus aromaticus, that presented a percentage of germination of
5,0%, resulting in a percentage of 78,0% inhibition.

* Advising Committee: Eduardo Alves — UFLA (Major Professor); Mario Lucio
Vilela de Resende — UFLA.
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3 INTRODUCAO

Com o surgimento de fitopatogenos resistentes a substancias quimicas,
utilizadas indiscriminadamente por produtores, pesquisas tém sido realizadas
com a finalidade de identificar formas alternativas de controle de pragas e
doengas, reduzindo os impactos ambientais e os riscos de intoxicagdo humana,
causados pelo atual modelo de produgao agricola.

A producdo de soja orgénica esta se difundindo no Brasil e, atualmente,
0 pais se destaca como o maior produtor mundial. Esta cadeia encontra-se sem
alternativas para o controle da ferrugem, uma vez que os produtos disponiveis
para o controle da doenca nao podem ser utilizados (Medice et al., 2007).

Segundo Sholberg & Gaunce (1995), as substancias sintetizadas
naturalmente pelas plantas, em resposta as necessidades ecologicas e de
desenvolvimento, protegem-nas contra o ataque de patdgeno. Assim, os extratos
e Oleos extraidos de plantas nativas vém sendo utilizados em estudos visando a
reducdo do uso de fungicidas e com resultados promissores no controle de varios
fitopatogenos.

Pesquisa realizada in vitro é o primeiro passo para identificar o potencial
de produtos oriundos de plantas medicinais da flora nativa, no controle de
fitopatogenos e na inducdo dos mecanismos de defesa das plantas. Trabalhos
desenvolvidos com extrato bruto ou 6leo essencial t€ém indicado o potencial das
mesmas em diversos patossistema, por sua acao fungitdxica direta, inibindo o
crescimento micelial e a germinagdo de esporos (Schwan-Estrada et al., 2003).

Assim, este trabalho teve por objetivo, avaliar o efeito de extratos e
oleos essenciais vegetais no processo de germinagdo de uredinidsporos de P.

pachyrhizi.

29



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao dos 6leos essenciais e preparo dos extratos vegetais

Os oleos essenciais foram obtidos comercialmente e estdo apresentados
na Tabela 1. Foram utilizados 61 extratos vegetais, fornecidos pelo Prof.
Denilson Ferreira de Oliveira, do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Lavras, e apresentados na Tabela 2. Para o preparo dos extratos,
partes de tecidos vegetais (fruto, folhas, flores) foram maceradas com metanol,
por 48 horas. Essa mistura foi filtrada, dando origem ao residuo e ao filtrado. O
residuo foi imerso em mais metanol durante 48 horas, dando origem e um novo
residuo e a um novo filtrado, o qual foi adicionado ao filtrado anterior,
originando uma solugdo, que foi concentrada em evaporador rotatério e

liofilizador.

TABELA 1. Oleos essenciais utilizados nos testes in vitro. UFLA, Lavras, MG,

2007.

Oleo essencial Oleo essencial

nome cientifico nome comum
Rosmarinus officinalis Alecrim
Cymbopogun citratus Capim-liméo

Eucalyptus citriodora Eucalipto citriodora
Caryophilus aromaticus Cravo-da-india
Piper aduncum Pimenta-de-macaco
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TABELA 2. Extratos vegetais utilizados nos testes in vitro.

2007.

UFLA, Lavras, MG,

Extrato vegetal
nome cientifico

Extrato vegetal
nome comum

Extrato vegetal
nome cientifico

Extrato vegetal
nome comum

Ficus carica

Coffea arabica

Achillea
millefolium
folha
Tanacetum
vulgare
Plantago
lanceolata
Ocimum
basiculum
Musa
sapientum
Achillea
millefolium flor
Zingiber
officinale

Citrus limon

Psidium
guajava
Mangifera
indica
Ricinus
communis
Symphytum
officinale

Mentha spicata
Glechoma

Figueira

Café arabica

Mil-folhas

Catinga-de-
mulata

Transagem
Manjericao
Bananeira
Mil-folhas
Gengibre
Limao-siciliano
Goiabeira
Mangueira
Mamoneira

Confrei

Hortela-peluda

Coix lacryma-
jobi
Jatropha curcas
fruto

Hypericum
perforatum

Artemisia
annua

Mentha piperita

Pelargonium
Sp.
Chenopodium
ambrosioides

Mirabilis jalapa

Sambucus nigra
folha
Petiveria
alliacea
Porophyllum
ruderale
Salvia
officinalis
Jatropha curcas
folha
Cynara
scolymus

Curcuma longa

Lagrima-de-
nossa-senhora

Pinhao manso

Erva-de-sio-
jodo

Artemisia
Hortelad-pimenta

Geranio

Erva-de-santa-
maria

Maravilha
Sabugueiro
Guiné
Arnica-paulista
Salvia
Pinhdo manso

Alcachofra

Curcuma

Hera terrestre Ginkgo biloba Ginkgo-biloba
hederaceae
Ros.m arinus Alecrim Anonna Pinha
officinalis squanosa
Tropaeolum . Centella s
majus Capuchinha asiatica Centela-asiatica
... continua...

31



TABELA 2. Cont.

Extrato vegetal
nome cientifico

Extrato vegetal
nome comum

Extrato vegetal
nome cientifico

Extrato vegetal
nome comum

O(?Im.um Alfavaca Urtica didica Urtiga
gratissimum
Equisetum Cavalinha La\./a.n du.la Alfazema
arvense officinalis
Tagetes sp. Cravo-de- :
folha defunto Hedera helix Hera
Jatropha curcas - Momordica Melao-de-sao-
Pinhdo manso .
flor charantia caetano
Thymus vulgaris Tomilho Nicotiana Tabaco
tabacum
Tagetes sp. flor Cravo-de- Tet_radgnla Mirra
defunto riparia
Mimosa pudica Dormideira Ment_ha Pocjo
folha pulegium
Punica ~ Pteridium .
Roma - Samambaia
granatum aquilinum
Tropagolum Capuchinha Petiveria Tipi
majus alliaceae
Mimosa pudica Dormideira Targix_acum Dente-de-ledo
flor officinale
Sambucus nigra Sabugueiro M.el.lssa} Erva-cidreira
flor officinalis
Cltru.s Laranja-amarga Mentha arvensis Menta
aurantium
Tilia cordata Tilia - -

4.2 Preparo da suspensdo de urediniésporos

Os urediniosporos de P. pachyrhizi foram obtidos de plantas de soja da
cultivar MG/BR 46 (Conquista), naturalmente infectadas, provenientes do
campo experimental da UFLA, em Lavras, MG, coletados pelo método da
batida, utilizado por Zambenedetti (2005). Em seguida, foram pesados e

colocados em béquer, contendo agua destilada e Tween 20 a 0,7%, agitando por
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trés minutos. Foi preparada uma suspensdo de uredinidosporos na concentragdo

de 2mg/5mL (em média, 2 x 10* uredinidésporos/mL).

4.3 Testes in vitro

Os extratos vegetais e os 0leos essenciais foram avaliados, tendo sido
divididos em 6 experimentos. Como testemunhas, foram utilizados Tween 20 a
0,7% e 4gua destilada.

Para os testes de germinagdo, foram utilizadas duas placas de Petri com
6,0 cm de diametro contendo meio agar-agua, para cada tratamento. A essas,
foram adicionados 150puL de extrato vegetal ou 6ul. de oleo essencial
incorporado ao meio de cultura e 50ul da suspensdo de uredinidsporos, na
concentracdo de 2mg/5mL de agua destilada. Em seguida, as placas foram
levadas para cdmara de germinacdo a 23°C(+2°C), por 4 horas. Apés a
incubacdo, o processo foi paralisado utilizando-se lactoglicerol e avaliou-se a
porcentagem de germinagdo em microscopio de luz, com aumento de 400x. Os
uredinidsporos foram considerados germinados quando o comprimento do tubo

germinativo era duas vezes maior que o tamanho do esporo.

4.4 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Cada placa
de Petri foi dividida em dois compartimentos, sendo cada repeticao constituida
por um compartimento, em que 50 urediniésporos foram observados, num total

de 200 urediniésporos por tratamento.

4.5 Analise dos dados
Devido a grande quantidade de valores zero de germinagdo, os dados

foram transformados para arco-sen \x/100, em que x ¢ a porcentagem
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observada. As analises foram feitas no programa Sisvar (Ferreira, 2000) ¢ as

médias comparadas pelo teste de Scott-Knot, a 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados evidenciaram grande diversidade quanto ao percentual de
uredinidsporos germinados, tanto para a inibicdo como para a estimulacdo da
germinagao.

No experimento I (tabela 3) ocorreu pouca variagdo quanto ao
percentual de germinacdo dos uredinidésporos. Os extratos vegetais obtidos de
Citrus limon, Ocimum gratissimum, O. basiculum e de flor de Achillea
millefolium foram os que se destacaram na reducdo da germinacdo de
urediniosporos, apresentando percentual de inibigdo da germinacao de 49,43% a
73,03%, comparado com a testemunha-agua.

O percentual de germinagdo apresentado pelo extrato de A. millefolium
foi variavel de acordo com a parte vegetal utilizada. Mesmo ambos apresentando
resultados estatisticamente diferentes da testemunha-agua, pode-se concluir que
a substancia bioativa na inibi¢do da germinagdo esta concentrada na flor dessa
espécie, chamada de mil-folhas.

A planta da espécie O. basilicum possui alguma substancia, ainda ndo
identificada, que ¢ capaz de inibir a germinacdo de esporos de fungos. Bernardo
et al. (1998), utilizando o 6leo essencial dessa espécie de planta como também o
oleo essencial de Baccharis trimera e Ruta graveolens, verificaram que houve
100% de inibigdo da germinagdo de conidios de Colletotrichum graminicola,

tendo, no tratamento controle, a germinacao sido de 92%.
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TABELA 3. Percentagem de germinacdo de uredinidsporos de P. pachyrhizi, no
experimento I, sob o efeito de extratos vegetais. UFLA, Lavras,

MG, 2007.
Extrato vegetal - nome % urediniésporos %6 de germinagao
cientifico germinados compagadz_i com agua
estilada

Agua destilada 44,5 a* 0,00
Achillea millefolium folha 30,5b 31,46
Equisetum arvense 30,5b 31,46
Tween 20 a 0,7% 30,0b 32,58
Coffea arabica 29,0b 34,83
Plantago lanceolata 26,0b 41,57
Ficus caria 24,5b 44,94
Citrus limon 22,5¢ 49,43
Tanacetum vulgaris 16,5 ¢ 62,92
Ocimum gratissimum 16,0 ¢ 64,04
Ocimum basiculum 14,0 ¢ 68,53
Achillea millefolium flor 12,0 ¢ 73,03

* Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knot, a 5% de probabilidade.

Para o Experimento II, todos os extratos vegetais mostraram-se
estatisticamente diferentes dos tratamentos com agua destilada e com Tween
(Tabela 4). Os extratos obtidos de flor de Jatropha curcas, Citrus aurantium e
de Thymus vulgaris apresentaram valores médios de inibi¢do da germinacgdo de
uredinidsporos de 64,58%, 66,66% e 70,83%, respectivamente.

Neste experimento foi avaliado o efeito de duas espécies de plantas,
tomando-se a flor ¢ a folha para a producdo dos extratos. Para os extratos
obtidos de Tagetes sp., os resultados foram diferentes, tendo aquele obtido da
flor sido mais efetivo, e também mais efetivo dentre todos testados, com um
percentual de 7,5% de germinagdo, indicando 84,37% de inibi¢do da germinagdo

dos urediniésporos, comparados com a testemunha-agua. Ja para ambos os
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extratos obtidos de Mimosa pudica, os resultados ndo apresentaram diferenga

estatistica.

TABELA 4. Percentagem de germinagdo de uredinidsporos de P. pachyrhizi, no
experimento II, sob o efeito de extratos vegetais. UFLA, Lavras,

MG, 2007.
Extrato vegetal - nome % urediniosporos % de germinagao
cientifico germinados compagadg comagua
estilada

Tween 20 2 0,7% 49,5 a* +3,12
Agua destilada 48,0 a 0,00
Tropaeolum majus flor 30,0b 37,50
Tagetes sp. folha 28,5Db 40,62
Sambucus nigra flor 275b 42,70
Punica granatum 26,5b 44,80
Mimosa pudica flor 26,0 b 45,83
Mimosa pudica folha 20,5b 57,30
Jatropha curcas flor 17,0 c 64,58
Citrus aurantium 16,0 ¢ 66,66
Thymus vulgaris 14,0 ¢ 70,83
Tagetes sp. flor 7,5d 84,37

* Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knot, a 5% de probabilidade. + corresponde ao estimulo a germinagdo de
uredinidsporos.

Observando-se os resultados do Experimento III, constata-se que os
dados foram mais variaveis, comparados aos Experimentos I e II (Tabela 5).

De acordo com a analise estatistica, nenhum dos extratos vegetais
testados foi efetivo na inibi¢do da germinagdo dos urediniosporos. Os extratos

obtidos de Rosmarinus officinalis, Glechoma hederaceae, Symphytum officinale
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e de Tropaeolum majus, apesar de estatisticamente semelhantes ao tratamento

com Tween 20, apresentaram menores percentuais de germinagao.

TABELA 5. Percentagem de germinagdo de uredinidsporos de P. pachyrhizi, no
experimento III, sob o efeito de extratos vegetais. UFLA, Lavras,

MG, 2007.
Extrato vegetal - nome % urediniosporos % de germinagao
cientifico germinados compagadg com agua
estilada

Agua destilada 34,0 a* 0,00
Mangifera indica 32,0a 5,88
Musa sapientum 31,5a 7,55
Zingiber officinale 30,0 a 11,76
Psidium guajava 27,0 a 20,58
Ricinus communis 27.0a 20,58
Mentha spicata 26,5 a 22,05
Tween 20 a 0,7% 21,0b 38,23
Rosmarinus officinalis 20,0 b 41,17
Glechoma hederaceae 20,0b 41,17
Symphytum officinale 19,5b 42,64
Tropaeolum majus folha 15,0 b 55,88

* Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knot, a 5% de probabilidade.

O efeito do extrato de Symphytum officinale, popularmente chamada de
confrei, foi avaliado na germinag¢do de outros fungos. Karavaev et al. (2001)
observaram que tanto este como o extrato obtido de Bauhinia sp. (pata-de-vaca)
foram capazes de inibir a germinacdo de conidios de Erysiphe graminis e
uredinidésporos de Puccinia graminis, respectivamente agentes causais do oidio e
ferrugem-do-colmo em trigo. Salustiano et al. (2006), trabalhando com o mesmo

fungo e ainda outros dois fungos agentes causais de ferrugem: Hemileia
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vastatrix e Cerotelium fici, utilizaram extrato de Candeia (Eremanthus
erythropappus) com extragdo alcodlica, aquosa ¢ o cha da folhas, na
concentracdo de 10%, bem como o 6leo essencial, a 1%. Apds periodos de
incubagdo de 4, 24 e 48 horas, respectivamente, todos os extratos e o 6leo
essencial foram capazes de inibir em 100% a germinagdo dos esporos.

Os dados da Tabela 6 representam os valores encontrados no
Experimento IV. Neste experimento, o percentual obtido com a utilizacdo dos
extratos vegetais foi variavel, desde extratos que apresentaram um baixo
percentual de germinagdo até os que foram capazes de estimular a germinagdo
de uredinidsporos.

O tratamento testemunha-agua apresentou baixo percentual germinativo
(27,0%), possivelmente devido a algum fator intrinseco aos uredinidsporos.

Alguns extratos vegetais apresentaram um efeito de estimulagdo na
germinagdo, com destaque para o extrato de Tilia cordata, com 178,0% de
estimulo, comparado a testemunha-agua. Além deste, outros extratos
apresentaram tal efeito, como os extratos de folha de Sambucus nigra, fruto de
Jatropha curcas e de Coix lacryma-jobi, com percentual de estimulo de 157,4%,
155,55% e 150,0%, respectivamente.

Varias substancias podem regular germina¢do de uredinidsporos,
incluindo endogenos de auto-inibigdo quimica e substincias que estimulam a
germinacdo (Lucas & Knight, 1987; French, 1992; Griffin, 1994).

Tessmann & Dianese (2002) trabalharam com o extrato obtido de folhas
de jambeiro (Syzygium jambos). Fragdes do extrato foram purificadas por meio
de cromatografia de coluna e foram testadas sobre a germinagdo de
urediniosporos de Puccinia psidii. Uma fracdo diluida com n-hexano 100%
aumentou a germinagdo em até 88,0%, comparado a testemunha com somente
oleo mineral. Assim, estes como também outros resultados podem contribuir

para o melhor entendimento do processo de infec¢do das ferrugens nas plantas
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hospedeiras. No caso de P. pachyrhizi, substincias que estimulam a germinagao,
podem auxiliar na compreensdao do complexo processo de germinagdo desse

patogeno.

TABELA 6. Percentagem de germinagdo de uredinidsporos de P. pachyrhizi, no
experimento IV, sob o efeito de extratos vegetais. UFLA, Lavras,

MG, 2007.
Extrato vegetal - nome % urediniosporos % de germinagao
cientifico germinados compadradg com agua
estilada
Tilia cordata 75,0 a* +178,00
Sambucus nigra folha 69,5 a +157,40
Jatropha curcas fruto 69,0 a +155,55
Coix lacryma-jobi 67,5a +150,00
Cynara scolymus 55,0b +103,70
Hypericum perforatum 475D 75,92
Mirabilis jalapa 46,5b 72,22
Tween 20 a 0,7% 40,0 b 48,148
Porophyllum ruderale 38,5b 42,60
Petiveria alliacea 28,0¢ 3,70
Agua destilada 27,0 ¢ 0,00
Jatropha curcas folha 23,5¢ 12,96
Chenopodium ambrosioides 19,0 ¢ 29,63
Mentha piperita 17,5¢ 35,18
Artemisia annua 10,5d 61,11
Salvia officinalis 3,5d 87,03
Pelargonium sp. 3,0d 88,88

* Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knot, a 5% de probabilidade. + corresponde ao estimulo a germinagdo de
uredinioésporos.

Por outro lado, neste experimento, efeito inibitério da germinagio foi

também detectado com o uso dos extratos de Artemisia annua, Salvia officinalis
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e Pelargonium sp. Nesses extratos, foram obtidos 10,5%, 3,5% e 3,0% de
germinagdo de uredinidsporos, com inibi¢do média de 61,11%, 87,03% e
88,88%, respectivamente, quando comparado com a testemunha-agua.

No Experimento V, os dados de percentagem apresentaram ampla
variacdo, tendo diversos extratos sido responsaveis por causar inibi¢do e outros
proporcionado algum estimulo para a germinac¢ao dos uredinidsporos, conforme
exposto na Tabela 7. A testemunha-dgua apresentou germinacdo de 55,5%,
juntamente com a testemunha-tween, com 51,5%.

Dentre os extratos testados, o de Pteridium aquilinum apresentou um
percentual de 76,5% de germinagdo, o que representa 37,83% de estimulo na
germinagdo dos urediniésporos, comparado com a testemunha-agua. Outros
extratos vegetais também apresentaram efeito estimulatorio, como os obtidos de
Taraxacum officinale e Momordica charantia, com 63% e 3,6%,
respectivamente.

A maioria dos extratos testados foi promissora na inibicdo da
germinacdo dos uredinidésporos. Dentre esses, os que merecem destaque sdo:
extratos de Lavandula officinalis, Mentha pulegium e de M.arvensis, com
percentuais de 92,80%, 94,60% e 96,40% de inibicdo. Esses altos valores
encontrados foram importantes para a selegdo desses extratos para testes in vivo.

A curcuma (Curcuma longa) tem sido amplamente empregada em
diversas finalidades. No que diz respeito ao controle de germinagdo de esporos
de fungos, esta planta tem-se mostrado eficiente. Balbi-Pefa et al. (2006),
utilizando extratos de curcuma e da curcumina (substancia extraida da curcuma),
observaram que os extratos brutos nao autoclavados, houve uma inibi¢do da
germinagdo de esporos de Alternaria solani de até 15%, o que ndo ocorreu com

os extratos autoclavados, indicando a presenca de algum composto termolabil.
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TABELA 7. Percentagem de germinacdo de uredinidsporos de P. pachyrhizi, no
experimento V, sob efeito de extratos vegetais. UFLA, Lavras,

MG, 2007.
Extrato vegetal - nome % uredinidsporos % de germinacao
cientifico germinados compaorladg com agua
estilada

Pteridium aquilinum 76,5 a* +37,83
Taraxacum officinale 59,0b + 6,30
Momordica charantia 57,5b +3,60
Agua destilada 55,5b 0,00
Tween 20 a 0,7% 51,5b 7,20
Petiveria alliaceae 47,5¢ 14,41
Nicotiana tabacum 41,5¢ 25,22
Hedera helix 32,5¢ 41,44
Tetradenia riparia 31,5¢ 43,24
Anonna aquanosa 30,0 c 45,94
Centella asiatica 25,0d 54,95
Ginkgo biloba 22,0d 60,36
Curcuma longa 15,5d 72,07
Lavandula officinalis 40e 92,80
Mentha pulegium 30e¢ 94,60
Mentha arvensis 2,0e 96,40

* Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knot, a 5% de probabilidade. + corresponde ao estimulo a germinagdo de
uredinidsporos.

Na Tabela 8 sdo apresentados os percentuais obtidos no Experimento
VI, em que foram utilizados o6leos essenciais e dois extratos vegetais
remanescentes. Dos extratos vegetais utilizados neste experimento, ambos
apresentaram efeito de estimulagdo na germinagdo. O extrato de Melissa
officinalis apresentou 46,0% de germinagdo, o que significa em 100% de
estimulo e, para o extrato de Urtica didica, foi detectado um estimulo de quase

11,0% na germinag@o, comparado com a testemunha-agua.
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Para os oleos essenciais utilizados, todos apresentaram resultados na
inibigdo da germinagdo dos urediniosporos, estatisticamente diferentes da agua,
destacando-se os oleos essenciais de Caryophilus aromaticus, Cymbopogun
citratus e Rosmarinus officinalis, com inibi¢do de 78,26%, 76,08% ¢ 76,08%,

respectivamente.

TABELA 8. Percentagem de germinagdo de uredinidsporos de P. pachyrhizi, no
experimento VI, sob o efeito de extratos vegetais e Oleos
essenciais. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Extrato vegetal e 0leo
essencial - nome

% de germinagao

% urediniosporos ,
comparada com agua

cientifico germinados destilada
Urtica didica 46,0 a* +100,00
Melissa officinalis 25,5b +10,86
Agua destilada 23,0b 0,00
Tween 20 a 0,7% 10,0 ¢ 56,52
Eucalyptus citriodora 8,0c 65,21
Piper aduncum 6,5¢ 71,74
Rosmarinus officinalis 5,5¢ 76,08
Cymbopogun citratus 55¢ 76,08
Caryophilus aromaticus 50c¢ 78,26

* Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knot, a 5% de probabilidade. + corresponde ao estimulo a germinagdo de
uredinidsporos.

Para diversos fungos, o 6leo essencial do género Piper sp. é efetivo na
inibi¢do de esporos. A espécie avaliada neste experimento foi Piper aduncum,
apresentando um bom percentual de inibicao (71,74%).

Bastos (2001) verificou que a atividade do 6leo essencial de P. enckea
sobre a germinacdo de conidios de Crinipellis perniciosa e Phytopthora

palmirosa foi 100% em concentragdes acima de 1.000 ppm. Paralelamente,
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Bastos & Albuquerque (2004) identificaram que o 6leo essencial de P. aduncum
causou inibigdo total da germinac¢do de conidios de Colletotrichum musae em
concentragdes superiores a 0,01% (v/v). Essa mesma planta e também Lippia
sidoides, tanto na forma de extrato como o 6leo essencial, foram efetivas para a
inibi¢do do fungo Lasidiplodia theoromae (Mota et al., 2001).

O oleo essencial de E. citriodora também apresentou potencial de
inibigdo, com um percentual de 65,2%. De acordo com Bonaldo et al. (1998),
quando o extrato aquoso dessa espécie de planta foi utilizado, ocorreu um
estimulo a germinacdo de conidios de C. graminicola, embora tenha reduzido
entre 14% e 34% a formacao de apressorios em concentragdo do extrato acima
de 10%. Em outro trabalho, Bonaldo et al. (2004) verificaram que a germinagao
de conidios de Colletotrichum lagenaria foi inibida em mais de 90% na
presencga de extratos autoclavados de E.citriodora, enquanto que, para o extrato
ndo autoclavado, a inibi¢do maxima foi de 75%.

Na literatura, sdo citados varios trabalhos com o objetivo de avaliar o
efeito de extratos vegetais e oleos essenciais na germinagdo de diversos fungos,
mas, para o agente causal da ferrugem asiatica da soja, P. pachyrhizi, pouco foi
realizado.

Medice et al. (2007) observaram que tanto o 6leo essencial de citronela
como os oleos essenciais de E. citriodora, Azadirachta indica (nim) e Thymus
vulgaris (tomilho), nas concentragdes 0,5%, 1%, 1% e 0,3 %, foram capazes de
inibir em 100% a germinagdo de uredinioésporos P. pachyrhizi.

Neste experimento, observou-se que a atividade inibitoria do 6leo de E.

citriodora foi alta, mesmo na concentragio de 0,1%.
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6 CONCLUSOES

Dentre os extratos vegetais testados, dez apresentaram percentagem de
germinacdo de uredinidsporos abaixo de 15%, destacando-se os extratos de
Mentha arvensis, M. pulegium, Lavandula officinalis, Pelargonium sp. e Salvia
officinalis, com inibigdo da germinagdo de 96,40%, 94,60%, 92,80%, 88,88% e
87,05%, respectivamente, comparados as respectivas testemunhas com agua
destilada, em cada experimento.

Outros extratos vegetais apresentaram efeito estimulatério da
germinagdo. Foram eles: os extratos de Tilia cordata, folha de Sambucus nigra,
fruto de Jatropha curcas e Coix lacryma-jobi que apresentaram,
respectivamente, 178,0%, 157,40%, 155,5% e 150,0% de estimulo da
germinagdo, comparados com a testemunha-agua.

Os oleos essenciais avaliados apresentaram resultados satisfatorios,
tendo os 6leos essenciais de Caryophilus aromaticus, Cymbopogun citratus e de
Rosmarinus officinalis, comparados a testemunha-agua, apresentado percentuais

de inibigdo de 78,26%, 76,08% e 76,08%, respectivamente.
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CAPITULO 3

SEVERIDADE DA FERRUGEM-ASIATICA DA SOJA EM PLANTAS
TRATADAS COM EXTRATOS VEGETAIS, EM CASA DE
VEGETACAO
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1 RESUMO

BORGES, Daniella Ines. Severidade da ferrugem-asiatica da soja em plantas
tratadas com extratos vegetais, em casa de vegetacdo. In: Oleos e extratos
vegetais no controle da ferrugem-asiatica da soja (Glycine max (L.) Merril.).
2007. Cap. 3, p.48-70. Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.*

O efeito de extratos vegetais foi avaliado in vivo no controle da ferrugem-
asiatica da soja, em duas cultivares, a MG/BR 46, considerada suscetivel ¢ BRS
134, moderadamente resistente ¢ dois genotipos de plantas (PIs), com genes de
resisténcia Rpp2 e Rpp4. As plantas foram pulverizadas 7 dias antes e 7 dias
ap6s a inoculagdo, com os extratos a 1,0% de Tilia cordata, Pelargonium sp.,
Lavandula officinalis e Mentha pulegium. Como testemunha utilizaram-se agua
destilada e um fungicida a base de Piraclostrobina + Epoxiconazol. As plantas
foram mantidas em vasos de 3 litros e o experimento foi conduzido em blocos ao
acaso. Foram feitas 4 avaliacOes, sendo a severidade baseada em escala
diagramética e no namero de lesdes/cm” e, na wltima avaliagdo, foi realizada a
contagem do niimero de soros urediniais/0,5cm? em microscopio estereoscopio.
Para as analises de severidade, ndo foi observado efeito dos tratamentos; ja para
o numero de soros urediniais, o efeito dos tratamentos foi evidenciado. A
variavel cultivar mostrou-se significativa para todas as avaliagdes, pelo teste
Tukey (P<0,05). O gendtipo PI 459025, com gene de resisténcia Rpp4, foi o que
obteve os melhores resultados para todos os itens avaliados. Mesmo
apresentando efeito de inibigdo e de estimulo in vitro, ndo foi observado nenhum
efeito dos extratos sobre a germinagdo dos urediniésporos in Vivo, pois os
mesmos foram capazes de penetrar na folha, causando a doenga.

* Comité de orientagdo: Eduardo Alves — UFLA (Professor Orientador), Mario
Lucio Vilela de Resende — UFLA.
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2 ABSTRACT

BORGES, Daniella Ines. Severity of the Asian soybean rust in plants dealt with
plants extracts in green house. In: Vegetal essential oils and extracts in the
control of the Asian rust soybean (Glycine max (L.) Merril.). 2007. Cap. 3,
p.48-70. Dissertation (Master in Phytopathology) - Federal University of Lavras,
Lavras, MG.*

The effects of the vegetal extract were evaluated in vivo, in the control of the
Asian rust soybean, in two soybean cultivars, the MG/BR 46, considered
susceptible and the BRS 134, moderately resistant and two genotypes (PI's),
with genes of resistance Rpp2 and Rpp4. The plants were sprayed 7 days before
and 7 days after the inoculation, with the extracts with 1,0% of the Tilia cordata,
Pelargonium sp., Lavandula officinalis and Mentha pulegium. As control
distilled water was used and one fungicide the base of Piraclostrobin +
Epoxiconazol. The plants had been kept in pots of 3L and the experiment was
lead in randomized block. Four evaluations had been made, being the severity,
based on a diagrammatic scale and in the number of lesions/cm” and in the last
evaluation, the number of uredinia/0,5cm” was counted in stereomicroscope. For
the severity analyses, no effect of the treatments was observed; already for the
number of uredinia the effect of the treatments was evidenced. The variable
cultivar revealed significant for all the evaluations by the Tukey test (P < 0,05).
The genotype PI 459025, with the gene of resistance Rpp4 was the onewith the
best resultes for all the parameters evaluated. Even presenting stimulation and
inhibition effects in vitro, no effect was observed in the extracts on the
germination of the urediniospores in vivo, therefore the same ones were capable
to penetrate in the leaf, causing the disease.

* Advising Committee: Eduardo Alves — UFLA (Major Professor); Mario Lucio
Vilela de Resende — UFLA.
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3 INTRODUCAO

Na safra 2001/2002, uma epidemia de ferrugem asiatica da soja foi
detectada desde o Rio Grande do Sul até o Mato Grosso, causando perdas
significativas em lavouras isoladas. Atualmente, essa doenca representa a maior
ameaca potencial, preocupando tanto a pesquisa quanto os produtores (Embrapa,
2003). Os estados de Minas Gerais ¢ Mato Grosso foram os primeiros a registrar
a ocorréncia da ferrugem asiatica, na safra de 2006/07 (Embrapa, 2006).

O aumento na incidéncia de P. pachyrhizi vem comprometendo
severamente a produtividade da soja no Brasil, o que tem incentivado
pesquisadores a buscarem solugdes que possam ser relacionadas ao controle da
doenga. No Brasil, estudos realizados pela Embrapa Soja identificaram onze
cultivares com resisténcia a ferrugem (Yorinori et al., 2002), sendo essa
resisténcia quebrada rapidamente com isolado do fungo proveniente do Mato
Grosso. Das quatro fontes de resisténcia ja descritas na literatura, apenas aquelas
com os genes Rpp2 e Rpp4 permanecem resistentes a ferrugem, no Brasil (Arias
et al., 2004).

Apesar dos esforgos na obteng@o de cultivares resistentes, a utilizacdo da
protecdo quimica para o controle das doengas ¢ o método mais utilizado por
agricultores.

Estima-se que os fungicidas sejam empregados no cultivo de metade da
safra mundial de alimentos. O valor da produgdo de fungicidas chega a 50
milhdes de dolares, representando cerca de 10% das vendas mundiais de
agrotoxicos (Silva, 2000). Uma aplicacdo de fungicida contra ferrugem custa,
em média, US$40,00/ha. Considerando a ocorréncia da ferrugem em 80% da
area de soja no Brasil e uma média de duas aplicagdes de fungicida por hectare

(embora no Mato Grosso, em algumas regides, essa média tenha sido superior a
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3 aplicagdes, inviabilizando a atividade), chega-se a um total de US$1,42 bilhzo.
Se somado esse valor ao valor da perda em toneladas, chega-se ao total de
USS$1,75 bilhdo, que representa uma estimativa do impacto econdmico da
ferrugem da soja na safra 2005/2006 (Roessing, 2006).

Em longo prazo, a utilizagdo de produtos quimicos pode promover o
surgimento de fitopatdgenos resistentes e as conseqiiéncias para o meio
ambiente e a sociedade podem ser indesejaveis. Neste contexto, pesquisas tém
sido direcionadas para métodos alternativos de controle de pragas e doengas, por
meio de compostos quimicos secundarios presentes em extratos brutos ou 6leos
essenciais a partir de plantas medicinais nativas (Cimaga et al., 2001; Rizzati et
al., 2002).

Segundo Schwan-Estrada et al. (2003), a exploragdo da atividade
biologica de compostos secundarios, como os Oleos essenciais, pode se
constituir, ao lado da indugdo de resisténcia, em mais uma forma potencial de
controle alternativo de doengas em plantas cultivadas.

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de
extratos vegetais na reducdo da severidade da ferrugem-asiatica em casa de
vegetacdo, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi, em cultivares com

diferentes niveis de resisténcia.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Plantas utilizadas e plantio

Foram utilizadas cultivares e dois genotipos de plantas (PIs), sendo a
cultivar MG/BR 46 (Conquista) apresentada como suscetivel; a BRS 134 foi
relatada como resistente, mas sua resisténcia foi quebrada na safra 2002/03 por
isolados do Mato Grosso, mas nao por isolados de Minas Gerais e os PI 230970
e PI 459025, com o gene de resisténcia vertical Rpp2 e Rpp4, respectivamente.
Assim, foram semeadas em vasos de plastico de 3 kg, com substrato composto

pela mistura de terra, areia e esterco (2:1:2), deixando-se duas plantas por vaso.

4.2 Preparo dos extratos vegetais

Os extratos vegetais foram selecionados a partir dos resultados dos
experimentos in vitro, sendo o extrato de Tilia cordata, com efeito na
estimulagdo da germinagdo e os extratos de Pelargonium sp., Lavandula
officinalis e Mentha pulegium, com efeito inibitério da germinagao.

A preparacdo dos extratos vegetais seguiu a mesma metodologia inicial
realizada para os testes in vitro. Para a solugdo final, foram tomados 0,28 g do
extrato bruto dissolvido em 50 mL de solucdo aquosa de Tween 20 a 0,7%. Para
a pulverizacdo sobre as plantas, foi utilizada uma solugdo de 1,0% de extratos

vegetais em agua destilada.

4.3 Preparo do in6culo

Os uredinidsporos foram coletados de folhas da cultivar MG/BR 46 com
os sintomas da doenca, pelo método da batida utilizado por Zambenedetti
(2005). Logo apds, os urediniosporos foram suspensos em agua destilada

contendo 2mL Tween 20 a 0,7%. Foi preparada uma suspensdo de
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uredinidésporos na concentragio de 2mg/5SmL (em média de 2 x 10°
urediniésporos/mL), que foi pulverizada sobre as plantas. Apos a inoculagdo, as
plantas foram mantidas em casa de vegetagdo, sob cdmara Umida, por um

periodo de 12 horas.

4.4 Delineamento experimental e conducéo do experimento

O delineamento utilizado foi em blocos casualizados, em esquema
fatorial 6x4, constituido por seis tratamentos, sendo: 4 extratos vegetais + 2
testemunhas, das quais uma composta por uma solugdo de 2mL de Tween 20 a
0,7% + 100mL de 4gua destilada e a outra, um fungicida a base de
Piraclostrobina + Epoxiconazol (Opera®), na concentragio de 0,067mL/50mL de
agua destilada e 4 gendtipos, sendo duas cultivares, MG/BR 46 ¢ BRS 134 e
duas introducdes, PI 230970 e PI 459025, com trés repeti¢des. No total, foram
72 vasos com duas plantas cada um.

A primeira pulverizagdo dos tratamentos foi realizada no momento em
que as plantas apresentavam dois pares de folhas trifoliadas expandidas e foram
novamente pulverizados 7 dias apos a inoculagdo com os uredinidsporos.

Adubagdo com uréia, como fonte de nitrogénio, foi realizada conforme a
necessidade da cultura. A irrigagdo foi realizada constantemente e, na casa de
vegetacao onde o experimento foi conduzido, o nebulizador era acionado sempre
que a umidade caisse a 75%, mantendo-se a umidade constante, fator essencial
para a germinagdo e infec¢do do fungo (Marchetti et al., 1976).

Os vasos foram mantidos em casa de vegetacdo até o final do

experimento.

4.5 Analise dos dados
Foi analisada a severidade, baseada na escala diagramatica proposta por

Godoy et al. (2006) e no namero médio de lesdes/cm’, tendo a contagem sido
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realizada dentro de uma area demarcada por um pedago de papel com um
orificio de 1cm?, conforme metodologia utilizada por Zambenedetti (2005).

Foram utilizados foliolos centrais do trif6lio do ter¢o médio, tomando-se
um por planta. As avaliagdes foram feitas a cada sete dias, num total de quatro.
Na ultima avaliacdo, a folha central do trifélio demarcada foi retirada e levada
a0 microscopio estereoscopio, para a contagem do numero de soros urediniais
utilizando uma area de 0,5cm?, demarcada com um pedago de papel.

Os dados da severidade foram integrados usando-se a area abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD) para avaliacio baseada na escala
diagramatica (AACPS) e para a avaliagio baseada no numero de lesdes/cm’
(AACPNL), de acordo com Campbell & Madden (1990), calculados pela

formula:

X; + X

AACPD = Z( '“)(t.+1 t)

em que: N ¢ o numero de avaliagdes, X ¢ a propor¢do de doenga e
(t;,; —t;) é o intervalo de avaliagdes consecutivas.

As analises foram feitas no programa Sisvar (Ferreira, 2000). As
variaveis significativas no teste F, da analise de varidncia, foram comparadas

pelo teste Tukey (P<0,05) e os graficos foram plotados no programa Microsoft™

EXCEL 2003.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Reacdo de plantas de soja, com diferentes niveis de resisténcia, sob o
efeito de extratos de plantas, inoculadas com Phakopsora pachyrhizi

De acordo com as analises estatistica, ndo houve diferenca significativa,
a 5%, para a interacdo cultivar x tratamento; o mesmo ocorreu para a variavel
tratamento (Tabelas 1B, 2B, 3B ¢ 4B). J& para a avaliagdo no numero de soros
urediniais/0,5cm’, o resultado mostrou-se significativo (Tabela 5B). Houve
diferenca significativa para as diferentes cultivares, para os trés itens avaliados.

A cultivar MG/BR 46, considerada suscetivel a ferrugem asidtica,
apresentou as maiores médias para os itens avaliados, considerando amostras
retiradas da parte superior e inferior das plantas. De modo geral, o genotipo PI
230970, com gene de resisténcia Rpp2 e a cultivar BRS 134, considerada
moderadamente resistente, apresentaram resultados semelhantes, diferenciando-
se estatisticamente apenas para a avaliagdo do niimero de soros urediniais.

Na analise da AACPS, nas folhas superiores, os resultados mostraram
diferencas significativas (Figura 1). A cultivar MG/BR 46 foi a que apresentou
maior indice de severidade, tendo as demais cultivares apresentado resultados
semelhantes, mesmo apresentando niveis de resisténcia diferentes. O genotipo PI
459025, com gene de resisténcia Rpp4, apresentou valor estatisticamente
semelhante ao genotipo PI 230970 e a cultivar BRS 134. As médias encontradas

para cada tratamento podem ser visualizadas na Tabela 6B.
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Tukey, a 5%. UFLA, Lavras, MG, 2007.

FIGURA 1. Area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS), em
folhas superiores, da ferrugem da soja, sob o efeito de extratos de
plantas, em quatro cultivares de soja com diferentes niveis de
resisténcia.

Ja para a avaliagdo da AACPS, nas folhas inferiores (Figura 2), os
resultados foram diferentes. A cultivar suscetivel manteve-se com altos valores
para AACPS e semelhante, estatisticamente, ao genotipo PI 230970 e a cultivar
BRS134. O gendtipo PI 459025 foi estatisticamente diferente das demais,
apresentando um baixo valor para AACPS (76,65).

A cultivar BRS134 e o gendtipo PI 230970, mesmo apresentando niveis
de resisténcia diferente, se comportaram de forma semelhante. Os resultados
encontrados para as folhas inferiores, na analise da AACPS, diferiram apenas de

3,8%.
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FIGURA 2. Area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS), em
folhas inferiores, da ferrugem da soja, sob o efeito de extratos de
plantas, em quatro cultivares de soja com diferentes niveis de
resisténcia.

Diversos trabalhos com extratos e oOleos essenciais vegetais tém
apresentado efeitos sobre doengas causadas por fungos da classe uredinales,
porém, poucos com o patossistema P. pachyrhizi x soja. Medice et al. (2007),
em casa de vegetagdo, observaram que os Oleos essenciais de eucalipto-
citriodora, citronela, nim e tomilho retardaram a evolu¢do da doenca, quando
comparado com a testemunha, tendo a média da reducdo da severidade sido de
51,0%.

A acdo fungitoxica do 6leo essencial de tomilho a 20%, foi observada
em trabalhos anteriores, realizados com Pseudoperonospora cubensis, agente

causal de mildio em pepino (Cucumis sativus L.), em casa de vegetagdo. Os
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resultados foram significativamente diferentes da testemunha, mostrando a
eficiéncia fungitoxica do o6leo essencial de tomilho (Almada et al., 1998).

Na analise da AACPNL, para folhas superiores (Figura 3), a cultivar
MG/BR 46 foi estatisticamente diferente das demais cultivares, apresentando a
maior média (393,56). O genotipo PI 230970 e a cultivar BRS 134 nao
apresentaram diferenca estatistica entre si, mas também foram estatisticamente
semelhantes as demais. O genotipo com gene de resisténcia Rpp4 foi
estatisticamente diferente das demais, apresentando um valor para AACPNL de
179,28. As médias encontradas para cada tratamento encontram-se na Tabela

8B.
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Tukey, a 5%. UFLA, Lavras, MG, 2007.

FIGURA 3. Area abaixo da curva do progresso do nimero de lesdes/cm’
(AACPNL), em folhas superiores, da ferrugem da soja, sob o
efeito de extratos de plantas, em quatro cultivares de soja com
diferentes niveis de resisténcia.
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Analisando as médias da AACPNL, para folhas inferiores, pode-se
observar que, para as cultivares MG/BR 46, BRS 46 e o genotipo PI 230970, os
resultados foram estatisticamente semelhantes, com valores muito aproximados,

em média, de 368,08 (Figura 4).
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Tukey, a 5%. UFLA, Lavras, MG, 2007.

FIGURA 4. Area abaixo da curva do progresso do niimero de lesdes/cm’
(AACPNL), em folhas inferiores, da ferrugem da soja, sob o efeito
de extratos de plantas, em quatro cultivares de soja com diferentes
niveis de resisténcia.

Considerando o estudo da severidade e do numero de lesdes, para ambas
as partes da planta, os resultados estdo de acordo, tendo o genotipo PI 459025 se
mostrado resistente, apresentando sempre menores médias para todas as

avaliacdes. As demais também se comportaram de forma semelhante em todas
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as avaliagdes, tendo a cultivar MG/BR 46, considerada suscetivel ao patdgeno,
apresentado sempre as maiores médias em todas as avaliagdes.

Na quarta avaliacdo, as folhas demarcadas foram tomadas ¢ levadas ao
microscopio estereoscoOpio, em que foi avaliado no nUmero de soros
urediniais/0,5cm?. Os dados da analise estatistica encontram-se na Tabela 6B.

As cultivares MG/BR 46 e BRS 134 foram estatisticamente semelhantes
entre si, 0 que ndo ocorreu na analise das folhas superiores da AACPS. As
médias do numero de soros urediniais encontrados foram de 83,00 e 84,47,
respectivamente

As médias encontradas para os genotipos com genes de resisténcia (PI
230970 e PI 459025) foram estatisticamente diferentes entre si ¢ também
diferentes estatisticamente das demais testadas. Para o gendtipo PI 230970, o
numero médio de soros urediniais encontrados foi de 45,60, um resultado
satisfatorio, comparado a cultivar MG/BR46, que obteve, em média, 83 soros

urediniais por area analisada.
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FIGURA 5. Média no niimero de soros urediniais/0,5 cm’, encontrados em
folhas de soja com diferentes niveis de resisténcia a ferrugem-
asiatica da soja, sob efeito de extratos de plantas.

5.2 Efeito dos extratos vegetais sobre a ferrugem-asidtica da soja, em
plantas de soja com diferentes niveis de resisténcia

A analise estatistica para a varidvel tratamento foi ndo significativa
(P<0,05) para AACPS ¢ AACPNL (Tabela 1). Ja para o nimero de soros
urediniais, os tratamentos foram significativos (P<0,05). As médias encontradas
podem ser visualizadas na Tabela 10B.

Neste experimento, o efeito dos extratos ndo pode ser evidenciado para
ambos os indices de severidade. Produtos de origem vegetal tém sido
amplamente empregados em diversos patossistemas. Entretanto, acredita-se que

a dosagem aplicada ndo tenha sido a necessaria, ja que alguns dos extratos
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apresentaram efeito in vitro. Estudos adicionais s3o sugeridos para esclarecer
essa duvida.

Segundo Altoe et al. (2006), o extrato aquoso de capim-limdo
(Cymbopogon citratus) foi capaz de reduzir o ntimero de lesGes e a area
lesionada em folhas de plantulas de pepino “japonés” inoculadas com
Colletotrichum langenarum. O mesmo foi observado na primeira folha superior,
evidenciando o potencial de inducdo de resisténcia local e sist€émica. Sobre o
mesmo patossistema, o extrato aquoso de eucalipto-citriodora, ndo autoclavado,

apresentou potencial para induzir resisténcia local (Bonaldo et al., 2004).

TABELA 1. Médias das analises de severidade baseadas na escala diagramatica
(AACPS) e no nimero de lesdes/cm” (AACPNL). UFLA, Lavras,

MG, 2007.
Itens avaliados
Tratamento
AACPS* AACPNL*

Tilia cordata 190,64 a** 315,29 a
Pelargonium sp. 173,04 a 318,20 a
Lavandula officinalis 161,20 a 297,64 a
Mentha pulegium 161,20 a 290,50 a
Agua destilada 158,35 a 305,85 a
Fungicida 192,52 a 292,97 a

* Médias de trés avaliagdes;
** Médias com mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.
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O numero médio de soros urediniais encontrados no tratamento com
somente agua foi de 73, sendo este estatisticamente semelhantes aos tratamentos
com os extratos obtidos de Tilia cordata e Mentha pulegium, com média de 63
soros urediniais (Figura 6). Em experimento in vitro, esses extratos apresentaram
resultados diferentes. O extrato de Tilia cordata foi capaz de estimular a
germinacdo dos uredinidsporos em 178,00%, fato muito importante
considerando a caracteristica dos urediniosporos de P. pachyrhizi de
apresentarem dorméncia.

O extrato obtido de Mentha pulegium, juntamente com os extratos de
Pelargonium sp. e Lavandula officinalis, apresentou, in vitro, alto potencial para
a inibicdo da germinag¢do de uredinidsporos com, respectivamente, 94,5%,
88,0% e 93,0%, comparados com a testemunha-agua, o que ndo ocorreu com a
reducdo da severidade da doenga em casa de vegetagao.

O extrato obtido de Pelargonium sp. e Lavandula officinalis foram
estatisticamente semelhantes ao tratamento com fungicida que, mesmo
pulverizado abaixo da dosagem recomendada pelo fabricante para a cultura,
apresentou um valor médio de 41 soros urediniais por area analisada.

As plantas foram mantidas em casa de vegetagdo até a ultima avaliagdo.
A severidade da doenga evoluiu rapidamente e, para a cultivar MG/BR 46,
causando uma quase que total desfolha. As folhas que permaneceram
encontravam-se totalmente tomadas pela doenga. Nas cultivares com genes de

resisténcia, a desfolha foi parcial.
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Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente, pelo teste
Tukey, a 1%. UFLA, Lavras, MG, 2007.

FIGURA 6. Média no numero de soros urediniais/0,5 cm” encontrados em folhas
de soja com diferentes niveis de resisténcia a ferrugem-asiatica da
soja, sob efeito de extratos de plantas.

Para a cultivar BRS 134, considerada moderadamente resistente, a
desfolha das plantas foi branda, fazendo com que se mantivessem por mais
tempo em casa de vegetagdo. Tal fato pode ser devido a aplicacdo de extratos
vegetais, conforme também foi observado em experimento semelhante por
Medice et al. (2007).

O extrato de Mentha pulegium nao foi capaz de reduzir a severidade da
ferrugem-asiatica em plantas de soja, mas, em testes in vitro, reduziu a
germinagdo em 94,5%, comparado a testemunha-agua e também reduziu o

numero médio de soros urediniais em 13,7%.
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Efeito positivo foi encontrado por Cruz et al. (2000). Estudando extratos
aquosos de Mentha piperita, Rosmarinus officinallies, Ocimum basilicum e
Origanum vulgare contra Sclerotium rolfsii em feijoeiros, in Vivo esses autores
verificaram um bom desenvolvimento das plantas tratadas com os extratos em
concentracao de 40%.

A diferenga entre o extrato e o 6leo essencial estd na extragdo. O extrato
¢ obtido pela fervura de partes vegetais e o 6leo é extraido por varios métodos de
destilagao e 0 mais comum ¢ o arraste a vapor ou hidrodestilagdao. O 6leo resulta
em uma substincia mais concentrada, utilizada em experimentos in Vvivo e in
vivo, em baixas solugdes com baixas concentra¢des. Isso pode explicar as
diferencas observadas neste estudo, em que a concentracdo foi de 1%,

considerada baixa em relagdo aos outros trabalhos apresentados.
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6 CONCLUSOES

Na andlise da AACPS e da AACPNL, tanto para as folhas superiores
como também para as folhas inferiores, foi observado menor indice para o
genotipo PI 459025.

Em relacdo ao numero de soros urediniais, verificou-se significancia
para as variaveis cultivares e tratamento. O genotipo PI 459025 novamente
destacou-se, apresentando a menor média de soros urediniais por area analisada.

Os extratos vegetais obtidos de Pelargonium sp. e de Lavandula
officinalis foram os que apresentaram as menores médias de soros urediniais

formados, em folhas de soja, com diferentes niveis de resisténcia.
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CAPITULO 4

EXTRATOS VEGETAIS NA GERMINACAO DE UREDINIOSPOROS
DE Phakopsora pachyrhizi: AVALIACAO POR MEIO DA
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA
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1 RESUMO

BORGES, Daniella Ines. Extratos vegetais na germinacgdo de uredinidsporos de
Phakopsora pachyrhizi: avaliagdo por meio da microscopia eletronica de
varredura. In: Oleos e extratos vegetais no controle da ferrugem-asiatica da
soja (Glycine max (L.) Merril.). 2007. Cap. 4, p.71-87. Dissertagdo (Mestrado
em Fitopatologia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Estudaram-se, por meio da microscopia eletronica de varredura (MEV), folhas
da cultivar MG/BR 46 e do gendtipo PI 230970, inoculadas com uredinidsporos
de P. pachyrhizi e pulverizadas com extratos vegetais, pré-selecionados no
experimento in vitro. Os extratos vegetais foram aplicados na concentragdo de
1% e, como testemunhas, foram utilizados agua destilada e um fungicida a base
de Piraclostrobina + Epoxiconazol. As folhas foram demarcadas com circulos de
0,5cm de didmetro e dispostas em bandejas, sobre duas folhas de papel
germiteste ¢ uma folha de papel aluminio perfurada. Em seguida, foram
pulverizados os tratamentos e, no centro de cada circulo, foi colocada uma gota
de suspensio de esporos (2 x 10" esporos/mL). Depois, as bandejas foram
cobertas com plastico transparente e colocadas em BOD, a 23°C, no escuro.
Amostras foram coletadas nos tempos de 4, 6, 8, 12 ¢ 24 horas ap0s a inoculagio
e preparadas de acordo com a metodologia de rotina do Laboratério de
Microscopia Eletronica e Analise Ultra-Estrutural do Departamento de
Fitopatologia/UFLA. Analisando-se as eletromicrografias obtidas, foram
encontrados diferentes formatos e tamanhos de esporos, tubos germinativos e
apressorios. O efeito direto dos extratos vegetais ndo foi detectado, tendo, nas
folhas das duas plantas, com nivel de resisténcia diferente, sido encontrados
esporos germinados, com exce¢do do tratamento com fungicida. Nao ocorreram
diferencgas quanto a emissao do tubo germinativo, para as duas cultivares; apenas
a formacgédo do apressorio foi retardada no genotipo PI 230970.

* Comité de orientacdo: Eduardo Alves — UFLA (Professor Orientador), Mario
Lucio Vilela de Resende — UFLA.
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2 ABSTRACT

BORGES, Daniella Ines. Effect of plant extracts in the germination of
urediniospores of Phakopsora pachyrhizi - evaluation by Scanning Electron
Microscopy. In: Vegetal essential oils and extracts in the control of the Asian
rust soybean (Glycine max (L.) Merril.). 2007. Cap. 4, p.71-87. Dissertation
(Master in Phytopathology) - Federal University of Lavras, Lavras, MG. *

It was studied through the Scanning Electron Microscopy (SEM), leaves of the
cultivar MG/BR 46 and the genotype PI 230970, inoculated with urediniospores
of P. pachyrhizi and sprayed with vegetal extracts, pre-selected at the
experiment in vitro. The vegetal extracts had been applied at the concentration
of 1% and as control had been used distilled water and a fungicide based on
Piraclostrobin + Epoxiconazol (Opera”™). The leaves had been demarcated with
circles of 0,5cm of diameter, these had been disposed in trays, on two germiteste
perforateed sheet of paper and an aluminum foil perforated. After that, the
treatments had been sprayed and in the center of each circle, a drop of
suspension with spores was placed (2x10* urediniospores/mL). After, the trays
had been covered with transparent plastic and placed in BOD, at 23°C, in the
dark. Samples had been collected in the times of 4, 6, 8, 12 and 24 hours after
the inoculation and prepared in accordance with the methodology of routine in
the Laboratory of Eletron Microscopy and Ultrastructural Analysis of the Plant
Pathology Department/UFLA. Analyzing the electromicrographs made, different
forms and sizes of spores , germinative tubes and appressories had been found.
The direct effect of vegetal extracts was not detected, being that, in leves of the
two plants, with level of different resistance, spores germinated were found, in
exception at the treatment with fungicide. Differences had not occurred in
relation to the emission of the germinative tube, for the two to cultivar, only the
formation of the appressoria was late at the genotype PI 230970.

* Advising Committee: Eduardo Alves — UFLA (Major Professor); Mario Lucio
Vilela de Resende — UFLA.
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3 INTRODUCAO

O processo de reagdo compativel entre um fungo patogénico e seu
hospedeiro inicia-se com a deposi¢do do esporo sobre o tecido suscetivel,
seguida de germinagdo, formacdo e crescimento do tubo germinativo € o
surgimento de estruturas que participam da penetragdo (Wynn, 1981).

A fase de pré-penetragdo, compreendida entre a deposi¢ao do esporo ¢ a
penetragdo, merece atencao, pois, definido o modo que as plantas sdo infectadas,
ela possibilita a defini¢@o de estratégias que impecam ou dificultem a penetracao
do patdogeno. Assim, estudo dessa interacdo torna-se um recurso eficiente no
estudo dos processos de infecgao, possibilitando o entendimento da fisiologia da
infeccdo, além de ser util para o esclarecimento dos mecanismos de resisténcia
do hospedeiro. Esses eventos tém sido estudados em microscopio eletronico de
varredura (Kropp et al., 1999; Graaf et al., 2002).

Os mecanismos de resisténcia a agentes patogénicos sdo amplamente
conhecidos em diversos patossistema (Pascholati & Leite, 1995). Em principio,
esses mecanismos podem se expressar em qualquer estagio durante a patogénese
(Rubiales & Niks, 1992) e as defesas podem ser de duas categorias: a estrutural,
morfologica ou anatOmica ¢ a bioquimica ou fisioldgica (Ingham, 1973). Os
fatores estruturais da planta atuam como barreiras fisicas, impedindo a entrada
do patoégeno e a colonizagdo dos tecidos, enquanto as reagdes quimicas
produzem substincias toxicas ao patdégeno ou criam condi¢des adversas ao
crescimento deste no interior do hospedeiro (Pascholati & Leite, 1995).

Quanto ao patossistema P. pachyrhizi x plantas de soja, alguns trabalhos
foram realizados para estudar o desenvolvimento do fungo em folhas de
cultivares de soja suscetivel e descrever os varios eventos que ocorrem nessa

interacdo (Bonde et al., 1976; Koch et al., 1983 ¢ Zambenedetti, 2005).

74



As plantas de soja que apresentam resisténcia parcial, quando
pulverizadas com o6leos ou extratos vegetais, podem expressar niveis maiores de
resisténcia, além de poder apresentar efeito direto sobre P. pachyrhizi, agente
causal da ferrugem asiatica ou atuarem como indutores de resisténcia. O estudo
ultra-estrutural de plantas pulverizadas com o6leos e extratos vegetais pode
revelar os mecanismos pelos quais estas substidncias atuam na planta e no
patogeno.

Portanto, este trabalho teve por objetivo avaliar a germinagdo de
urediniésporos de P. pachyrhizi, inoculados em folhas destacadas de duas

cultivares de soja, suscetiveis e resistentes, tratadas com extratos vegetais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Plantas utilizadas e plantio

Foi utilizada a cultivar MG/BR 46 (Conquista), considerada suscetivel a
doenca e um gendtipo, com gene de resisténcia Rpp2 (PI 230970). Suas
sementes foram semeadas em vasos de plastico de 3kg, com substrato composto

pela mistura de terra, areia e esterco (2:1:2).

4.2 Preparo dos tratamentos

Os extratos vegetais foram selecionados a partir dos resultados dos
experimentos in vitro, sendo o extrato de Tilia cordata, com efeito de
estimulagdo da germinacdo e os extratos de Pelargonium sp., Lavandula
officinalis e Mentha pulegium, com efeito inibitério da germinagao.

A preparacdo dos extratos vegetais seguiu a mesma metodologia inicial
realizado para os testes in vitro, tendo, para a solugao final, sido tomados 0,28 g
do extrato bruto dissolvido em 50 mL de solucdo aquosa de Tween 20 a 0,7%.
Para a pulverizagdo sobre as plantas, foi utilizada uma solugdo de 1,0% de
extratos vegetais em agua destilada.

Como testemunha foram utilizados uma solu¢do composta por 2,0 mL
de Tween 20 a 0,7% + 100mL de agua destilada e um fungicida a base de
Piraclostrobina e¢ Epoxiconazol, na concentra¢do de 0,067mL/50mL de agua

destilada.

4.3 Preparo do in6culo
Os urediniosporos de P. pachyrhizi foram coletados em plantas de soja
da cultivar MG/BR 46, naturalmente infectada, pelo método da batida utilizado

por Zambenedetti (2005). Logo apos, os uredinidésporos foram suspensos em
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agua destilada contendo Tween 20 a 0,7% (1mL/100mL). Foi preparada uma
suspensido de urediniésporos na concentragio de 2mg/5mL (em média de 2 x 10*

urediniésporos por mL).

4.4 Conducéo do experimento

Apo6s 30 dias de semeadura, folhas das duas cultivares na mesma idade
foram coletadas. Essas folhas foram lavadas em agua corrente e acomodadas em
bandejas com papel Germitest umedecido com agua destilada e coberto com
papel aluminio perfurado, para permitir que os peciolos fiquem em contato com
ele. Em cada bandeja, foram colocadas 5 folhas de uma das cultivares de soja,
juntamente com a aplicagdo de um tratamento, num total de 12 bandejas.

Em seguida, 5 discos de 0,5 cm de didmetro foram desenhados com uma
caneta de marca permanente, em cada folha a ser inoculada com a finalidade de
facilitar os estudos de microscopia e, logo em seguida, foram pulverizados os
tratamentos.

No centro de cada circulo, foi colocada uma gota, aproximadamente
50ul, de uma suspensdo de 2 x 10* urediniésporos/mL, utilizando uma pipeta
automatica. Depois, as bandejas foram cobertas com plastico transparente e
colocadas em camara de crescimento com temperatura média de 23°C. Para a
avaliagdo, foram coletadas amostras para preparagdo para microscopia eletronica

de varredura nos tempos de 4, 6, 8, 12 ¢ 24 horas apos a inoculagdo.

4.5 Preparacao das amostras para microscopia eletrénica de varredura

A partir da area inoculada, demarcada com caneta de marca permanente,
foram retirados pedagos de 0,5cm’ sendo imersos em solugdo fixativa
(Karnovsky modificado) com pH 7,2 e armazenados por um periodo minimo de

24 horas em geladeira.
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Apods o periodo de armazenamento, as amostras foram lavadas em
tampao cacodilato por trés vezes, durante 10 minutos, para retirar os residuos de
glutaraldeido que podem reduzir o tetroxido de 6smio. Posteriormente, foram
colocadas em tetroxido de 6smio 1% em agua pelo periodo minimo de 1 hora,
sob temperatura ambiente, em uma capela, devido a alta volatilizagao do produto
e por ser cancerigeno.

Subseqiientemente, as amostras foram desidratadas em uma série de
solucdes de acetona (25%, 50%, 75%, 90% e 100%, por trés vezes) e, depois,
levadas para o aparelho de ponto critico para completar a desidratagdo utilizando
CO,. Depois, as amostras foram montadas em Stubs, fixadas por uma fita de
carbono dupla face colocada sobre uma pelicula de papel aluminio, cobertos
com ouro em aparelho evaporador com atmosfera de argonio e observados em
microscopio eletronico de varredura Leo Evo 40XVP. Foram geradas e
registradas digitalmente, a aumentos variaveis, diversas imagens para cada

amostra, nas condigdes de trabalho de 20 Kv e distancia de trabalho de 20 mm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a analise das eletromicrografias obtidas, foram encontrados
diferentes formatos e tamanhos de esporos, tubos germinativos e apressorios:
uredinidsporos arredondados, alongados, oblongos e murchos. Os tubos
germinativos apresentaram diferengas quanto ao tamanho e a espessura,
considerando a mesma observagao para os apressorios. Em tubos germinativos
curtos, o apressorio formado apresentava com o tamanho semelhante ou superior
ao esporo de origem. O contrario também ocorreu: em tubos germinativos
longos, o apressorio era pequeno em relagdo ao esporo de origem (Figura 1B,
1C, 2B e 2D).

De acordo com Hunt (1983), o tamanho do tubo germinativo e do
apressorio esta diretamente relacionado com o modo de penetragdo utilizado
pelo fungo, se ¢ direta ou indireta. Assim, podem reduzir a quantidade de
energia gasta com o crescimento do tubo germinativo para ser utilizada na

penetragdo.

5.1 Germinacéo e formacao do apressorio de urediniésporos de Phakopsora
pachyrhizi, inoculados em folhas de soja de MG/BR 46 e Pl 230970.

As avaliagOes foram realizadas em 4, 6, 8, 12 ¢ 24 apds a inoculagdo
(h.a.i.) com urediniosporos de P. pachyrhizi, em folhas da cultivar MG/BR 46
(Conquista) e do genotipo PI 230970.

De acordo com as eletromicrografias, ndo ocorreram diferencas quanto a
emissdo do tubo germinativo, para ambos os niveis de resisténcia; apenas a
formacao do apressorio foi retardada no gendtipo PI 230970.

Para a cultivar MG/BR 46, 4 h.a.i., a maioria dos uredinidésporos havia

emitido o tubo germinativo e alguns ja apresentaram a formacao do apressorio
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(Figura 1). Esses resultados concordaram com relatos feitos por Bonde et al.
(1976), que demonstraram que uredinidésporos de P. pachyrhizi germinam em
folhas de soja 1 a 2 h.a.i. e a formagdo do apressorio ocorre de 2 a 5 h.a.i. No
genotipo PI 230970, com gene de resisténcia Rpp2, 4 h.a.i., os esporos
encontravam-se germinados, com tubos germinativos longos. Poucos
encontravam-se com os apressorios formados (Figura 2).

O tratamento com fungicida retardou a germinacdo dos uredinidésporos

e, conseqiientemente, a formacao de apressorios (Figura 3).

FIGURA 1. Eletromicrografias de varredura de folhas de soja da cultivar
MG/BR 46, 4 h.a.i com P. pachyrhizi, pulverizadas com somente
agua destilada. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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FIGURA 2. Eletromicrografias de varredura de folhas de soja do gendtipo PI
230970, 4 h.a.i com P. pachyrhizi, pulverizadas com somente agua
destilada. UFLA, Lavras, MG, 2007.

FIGURA 3 Eletromicrografias de varredura folhas de soja da cultivar MG/BR
46 (A: B) e do genotipo PI 230970 (C; D), 8 h.a.i com P.
pachyrhizi, pulverizadas com fungicida. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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5.2 Efeito de extratos vegetais na germinacdo e na formacéo do apressorio
de urediniésporos de Phakopsora pachyrhizi, inoculados em folhas de soja
de MG/BR 46 e P1 230970.

O efeito de extratos vegetais (Tilia cordata, Pelargonium sp., Lavandula
officinalis e Mentha pulegium), pré-selecionados em testes in vitro, foi
observado em eletromicrografias de folhas de cultivares de soja, com nivel de
resisténcia diferente, inoculadas com uredinioésporos de P. pachyrhizi.

Apesar do efeito inibitorio e de estimulo da germinagdo de
urediniosporos, observados nos testes in Vvitro, os mesmos nao puderam ser
visualizados, sendo encontrados uredinidsporos germinados e ndo germinados

em todos os tratamentos (Figuras 4 e 5).

FIGURA 4. Eletromicrografias de varredura de folhas de soja da cultivar
MG/BR 46, 4 h.a.i com P. pachyrhizi, sob o efeito de extratos
vegetais. (A) Tilia cordata; (B) Pelargonium sp.; (C) Lavandula
officinalis: (D) Mentha pulegium. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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FIGURA 5. Eletromicrografias de varredura de folhas de soja do gendtipo PI
230970, 4 h.ai com P. pachyrhizi, sob o efeito de extratos
vegetais. Legenda: (A) Tilia cordata; (B) Pelargonium sp.; (C)
Lavandula officinalis: (D) Mentha pulegium. UFLA, Lavras, MG,
2007.

Em testes in vitro, os extratos obtidos das plantas de Pelargonium sp.,
Lavandula officinalis e Mentha pulegium apresentaram um percentual de
germinagdo de 3,0%, 4,0% e 3,0% respectivamente, com uma média de
potencial de inibi¢do de 92,0%, quando comparado com a testemunha-agua. Tal
efeito ndo foi observado em folhas destacadas, em ambas cultivares e resultados
positivos somente foram encontrados em folhas pulverizados com fungicida.

O extrato obtido de Tilia cordata, em testes in vitro, foi responsavel por
estimular a germina¢do dos urediniésporos em 178,0%, comparado com a
testemunha-agua. Esse efeito estimulatorio ndo foi detectado em testes in vivo

nem em folhas destacadas.
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Conforme foi comprovado anteriormente, os extratos de Pelargonium
sp., Lavandula officinalis e Mentha pulegium apresentaram potencial de inibi¢ao
da germinagdo de esporos de P. pachyrhizi e o extrato de Tilia cordata, dentre
outros avaliados em testes in vitro, foi eficiente na estimulagdo da germinagdo
do mesmo fungo. Esse fato o torna importante, pois tanto esse como outros
fungos possuem certa dorméncia em seus esporos, facilitando, assim, sua

germinagao.
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6 CONCLUSOES

Os extratos vegetais, nas concentra¢des utilizadas, ndo tiveram efeito
sobre a germinagdo e a formagdo de apressorios de P. pachyrhizi em folhas de
duas cultivares de soja.

O efeito dos extratos vegetais ndo pode ser evidenciado, talvez, devido a
baixa concentragdo utilizada, pelas condi¢des de conducdo dos experimentos e,

ainda, devido a adequagdo da metodologia de pulverizagdo dos produtos.

85



7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BONDE, M. R.; MELCHING, J. S.; BROMFIEL, K. R. Histology of the
susceptive pathogen relationship between Glycine max and Phakopsora
pachyrhizi the cause of soybean rust. Phytopathology, Saint Paul, v. 66, n. 4, p.
290-1294, 1976.

GRAAF, P. van der; JOSEPH, M. E.; CHARTIER-HOLLIS, J. M.; O'NEILL, T.
M. Presentation stages in infection of clematis by Phoma clematidina. Plant
Pathology, Honolulu, v. 51, p. 331-337, 2002.

HUNT, P. Cuticular penetration by germinating uredospores. Transaction
Bristish Mycological Society, London, v. 51, p. 103-112, 1983.

INGHAM, J. L. Disease resistance in higher plants: the concept of pre-
infectional and post-infectional resistance. Journal of Phytopathology,
Hamburg, v. 78, n. 3, p. 314-335, 1973.

KOCH, E.; EBRAHIN-NESBAT, F.; HOPPE, H. H. Light and electron
microscopic studies on the development of soybean rust (Phakopsora pachyrhizi
Syd.) in susceptible soybean leaves. Journal of Phytopathology, Hamburgh, v.
106, n. 4, p. 302-320, 1983.

KROPP, B. R.; HOOPER, G. R.; HANSEN, T. R.; BINNS, M.; THOMSON, S.
V. Initial events in the colonization of dryer's woad by Puccinia thlaspeos.
Canadian Journal of Botany, Ottawa, v. 77, p. 843-849, 1999.

PASCHOLATI, S. F.; LEITE, B. Hospedeiro: mecanismos de resisténcia. In:
BERGAMIN FILHO, A.; KIMATI, H.; AMORIM, L. (Eds.). Manual de
Fitopatologia: principios e conceitos. Sdo Paulo: Agronémica Ceres, 1995. v. 1,
p. 417-453.

RUBIALES, D.; NIKS, R. E. Low apressorium formation by rust fungi on
Hordeum chilense lines. Phytopathology, Saint Paul, v. 82, p. 1007-1012, 1992.

WYNN, W. K. Tropic and taxic responses of pathogens to plants. Annual
Review of Phytopathology, Palo Alto, v. 19, p. 237-255, 1981.

ZAMBENEDETTI, E. B. Preservagdo de Phakopsora pachyrhizi Sydow &
Sydow e aspectos epidemioldgicos e ultra-estruturais da sua interacdo com

86



a soja (Glicyne max (I.) Merril). 2005. 92 p. Dissertacdo (Mestrado em
Fitopatologia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras.

87



CONSIDERACOES FINAIS

O uso intensivo e indiscriminado de defensivos agricolas tem causado
diversos problemas ao meio ambiente ¢ ao homem. Visando minimizar tais
efeitos negativos e propiciar a producdo de alimentos mais saudaveis, com
baixos custos aos produtores, este trabalho buscou identificar produtos
alternativos para o controle da ferrugem-asiatica da soja, causada pelo fungo P.
pachyrhizi.

Os efeitos dos extratos vegetais ndo puderam ser evidenciados nos testes
em casa de vegetacao e com folhas destacadas. Tal fato, provavelmente, se deve
a baixa concentragdo dos extratos vegetais pulverizados, além da metodologia de
aplicag@o em casa de vegetacdo nao ter sido eficiente.

No teste com folhas destacadas, os tratamentos foram pulverizados
sobre as folhas e, na regido de maior concentragdo dos uredinidsporos, a
concentragdo dos tratamentos foi baixa, prejudicando o teste e suas avaliagdes
ultra-estruturais.

O estudo, no que diz respeito ao controle alternativo da ferrugem-
asiatica da soja, ainda é escasso, sendo necessario que mais testes sejam
conduzidos, a fim de selecionar produtos de origem vegetal, potencialmente
uteis e que novas metodologias de aplicagdo sejam estudadas para que o controle
seja eficaz.

O comportamento do fungo P. pachyrhizi deve ser levado em
consideragdo, pois ele pode apresentar-se de diferentes modos diante das
oscilagdes climaticas e ainda pode estar relacionado com diferentes ragas.

Portanto, o objetivo geral deste trabalho foi obter, por meio de produtos
vegetais, uma nova tecnologia de controle alternativo de doengas de plantas.

Além dos beneficios no controle fitossanitario, propiciar queda dos custos de
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aquisi¢do desses produtos, pois, as plantas utilizadas para a produgdo dos

extratos sdo facilmente encontradas no Brasil.
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(AACPNL) em folhas inferiores, por tratamento,
da ferrugem-asiatica da soja. UFLA, Lavras, MG,

Médias de trés avaliacdes da area abaixo da curva
de progresso do numero de pustulas/cm’
(AACPNL) em folhas superiores, por tratamento,
da ferrugem-asiatica da soja. UFLA, Lavras, MG,

Médias de trés avaliacdes da area abaixo da curva
de progresso do numero de pustulas/cm’
(AACPNL), em folhas inferiores, por tratamento,
da ferrugem-asiatica da soja. UFLA, Lavras, MG,

Médias de seis avaliagdes do nimero de soros
urediniais/0,5cm?, em folhas de quatro cultivares
de soja com diferentes niveis de resisténcia,
inoculadas com Phakopsora pachyrhizi, sob o
efeito de extratos de plantas. UFLA, Lavras, MG,
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TABELA 1A. Resumo da analise de varidncia sobre a porcentagem de
germinagdo de uredinidsporos de Phakopsora pachyrhizi, sob
efeito de extratos vegetais (Experimento I). UFLA, Lavras, MG,

2007.
Quadrado médio
Fv GL Germinacéo (%)
Tratamento 11 0,047370%*
Repeticio 3 0,008256™°
Erro 33 0,009361
CV (%) 19,00

NS = Teste de F nio significativo; * = Teste de F significativo a 5%.

TABELA 2A. Resumo da andlise de varidncia sobre a porcentagem de
germinagdo de uredinidsporos de Phakopsora pachyrhizi, sob
efeito de extratos vegetais (Experimento II). UFLA, Lavras,

MG, 2007.
Quadrado médio
i GL Germinacéo (%)
Tratamento 11 0,087426%*
Repeticio 3 0,009411™
Erro 33 0,006134
CV (%) 15,05

NS = Teste de F ndo significativo; * = Teste de F significativo a 5%.

TABELA 3A. Resumo da andlise de varidncia sobre a porcentagem de
germinagdo de uredinidsporos de Phakopsora pachyrhizi, sob
efeito de extratos vegetais (Experimento III). UFLA, Lavras,

MG, 2007.
Quadrado médio
i GL Germinacao (%)
Tratamento 11 0,020656*
Repeti¢do 3 0,001830™°
Erro 33 0,003882
CV (%) 11,93

NS = Teste de F ndo significativo; * = Teste de F significativo a 5%.
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TABELA 4A. Resumo da analise de varidncia sobre a porcentagem de
germinagdo de uredinidésporos de Phakopsora pachyrhizi, sob
efeito de extratos vegetais (Experimento 1V). UFLA, Lavras,

MG, 2007.
Quadrado médio
Fv GL Germinacéo (%)
Tratamento 16 0,311605%*
Repeticio 3 0,001207™°
Erro 48 0,014567
CV (%) 19,00

NS = Teste de F nio significativo; * = Teste de F significativo a 5%.

TABELA 5A. Resumo da andlise de varidncia sobre a porcentagem de
germinagdo de uredinidsporos de Phakopsora pachyrhizi, sob
efeito de extratos vegetais (Experimento V). UFLA, Lavras,

MG, 2007.
Quadrado médio
i GL Germinacéo (%)
Tratamento 15 0,335923*
Repeticio 3 0,008438™°
Erro 45 0,026995
CV (%) 27,65

NS = Teste de F ndo significativo; * = Teste de F significativo a 5%.

TABELA 6A. Resumo da andlise de varidncia sobre a porcentagem de
germinagdo de uredinidésporos de Phakopsora pachyrhizi, sob
efeito de extratos vegetais e Oleos essenciais (Experimento
VI). UFLA, Lavras, MG, 2007.

Quadrado médio

i GL Germinacao (%)
Tratamento 8 0,145448%*
Repeti¢do 3 0,010876™°
Erro 24 0,010838
CV (%) 29,07

NS = Teste de F ndo significativo; * = Teste de F significativo a 5%.
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TABELA 1B. Resumo da analise de varidncia da area abaixo da curva de
progresso da severidade (AACPS), em folhas superiores, da
ferrugem-asiatica da soja em quatro cultivares, sob o efeito de
extratos de plantas. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Quadrado médio

kv GL AACPS
Cultivar 3 122307,75%
Extrato 5 6610,03™
Cultivar*Extrato 15 15046,63 N
Repeticio 2 5669,65™°
Erro 46 14108,84
CV (%) 66,83

NS = Teste de F nio significativo; * = Teste de F significativo a 5%.

TABELA 2B. Resumo da andlise de varidncia da area abaixo da curva de
progresso da severidade (AACPS), em folhas inferiores, da
ferrugem-asiatica da soja em quatro cultivares, sob o efeito de
extratos de plantas. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Quadrado médio

Fv GL AACPS
Cultivar 3 74379,08*
Extrato 5 3886,59"°
Cultivar*Extrato 15 12540,95 N8
Repeti¢do 2 19727,56™
Erro 46 10276,74
CV (%) 61,35

NS = Teste de F ndo significativo; * = Teste de F significativo a 5%.
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TABELA 3B. Resumo da analise de variancia sobre a area abaixo da curva do
progresso do nimero de lesdes (AACPNL), em folhas superiores,
da ferrugem-asiatica da soja em quatro cultivares, sob o efeito de
extratos de plantas. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Quadrado médio

kv GL AACPS
Cultivar 3 140024,92*
Extrato 5 7505,74N8
Cultivar*Extrato 15 22817,33 N8
Repeticio 2 3768,61 N
Erro 46 23346,20
CV (%) 55,04

NS = Teste de F nio significativo; * = Teste de F significativo a 5%.

TABELA 4B. Resumo da analise de variancia sobre a area abaixo da curva do
progresso do numero de lesdes (AACPNL), em folhas inferiores,
da ferrugem-asiatica da soja em quatro cultivares, sob o efeito de
extratos de plantas. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Quadrado médio

Fv GL AACPS
Cultivar 3 223589,89%*
Extrato 5 8835,82"°
Cultivar*Extrato 15 19720,08™°
Repeticdo 2 5122,54N8
Erro 46 25500,86
CV (%) 50,86

NS = Teste de F ndo significativo; * = Teste de F significativo a 5%.
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TABELA 5B. Resumo da analise de varidncia sobre o numero de soros
urediniais/0,5cm?, em folhas de duas cultivares de soja,
inoculadas com Phakopsora pachyrhizi, sob o efeito de extratos
de plantas. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Quadrado médio

kv GL AACPS
Cultivar 3 40702,32%**
Extrato 5 3357,82%%*
Cultivar*Extrato 15 491,68
Repeticio 6 517,728
Erro 137 419,98
CV (%) 34,96

NS = Teste de F nio significativo; * = Teste de F significativo a 5%.

TABELA 6B. Médias de trés avaliagdes da area abaixo da curva de progresso da
severidade (AACPS), em folhas superiores, por tratamento, da
ferrugem-asiatica da soja. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Tratamentos
Cultivar r
Ferru- Ferru- Ferru- Ferru- Agua Fun Médias
Ip 90 p96  Ipl10  Ip115  dest. 9.

P1 230970 83,54%* 136,74 207,20 106,64 198,57 132,30 142,51 A

P1 459025 69,54 60,67 65,10 102,09 132,88 196,94 104,53 A

MG/BR46 404,37 243,20 207,67 313,84 209,07 390,84 294,82 B

BRS134 287,7 183,87 168,00 135,57 148,64 90,65 169,06 A

Médias 211,31a 156,11 a 159,49 a 164,52 a 172,28a 202,67 a

* Médias com mesma letra, maiuscula na coluna e minuscula na linha, ndo
diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.
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TABELA 7B. Médias de trés avaliagdes da area abaixo da curva de progresso da
severidade (AACPS), em folhas inferiores, por tratamento, da
ferrugem-asiatica da soja. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Tratamentos

Cultivar _
Ferru- Ferru- Ferru- Ferru- Agua

P9  1p9%  Ip110  Ip115  dest ~ ung.  Medias

P1 230970 66,74* 171,50 248,04 162,17 147,38 245,24 394,52 A
P1 459025 98,82 34,88 88,20 64,40 60,44 104,42 151,66 B
MG/BR46 233,45 287,24 142,92 345,34 189,35 184,34 378,19 A

BRS134 221,20 2527 166,84 171,74 180,67 89,14 331,52 A

Médias 334,83a  354,66a  30829a  309,75a  29837a  27795a -

* Médias com mesma letra, maiuscula na coluna e minuscula na linha, ndo
diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.

TABELA 8B. Médias de trés avaliagdes da area abaixo da curva de progresso do
numero de pustulas/cm® (AACPNL), em folhas superiores, por
tratamento, da ferrugem-asiatica da soja. UFLA, Lavras, MG,

2007.
Tratamentos
Cultivar _
Ferru- Ferru- Ferru- Ferru- Agua Fun Meédias
Ip 90 Ip 96 Ip110  Ip115 dest. 9
PI230970 18667 31850 13067 25900 38150 20184 008

P1 459025 131,84 152,84 115,50 163,34 226,34 285,84 179,27 B

MG/BR46 432,84 281,17 467,84 484,17 170,00 491,17 393,55 A
274,75
BRS134 394,34 292,84 277,67 236,84 261,34 185,50 AB

Médias 286,41 a 227,20 a 282,04 a 285,83 a 293,12 a 291,08 a

* Médias com mesma letra, maiuscula na coluna e minuscula na linha, ndo
diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.
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TABELA 9B. Médias de trés avaliagdes da area abaixo da curva de progresso do
numero de pustulas/cm® (AACPNL), em folhas inferiores, por
tratamento, da ferrugem-asiatica da soja. UFLA, Lavras, MG,

2007.
Tratamentos

Cultivar -

Ferru- Ferru- Ferru- Ferru- Agua Fun Meédias
Ip 90 Ip96  Ip110  Ip115  dest. g

P1 230970 329,00 434,00 494,67 336,00 413,00 360,50 394,52 A
P1 459025 176,17 89,84 137,67 130,67 136,50 239,17 151,66 B
MG/BR46 463,17 423,50 252,00 462,00 345,34 323,17 378,19 A
BRS134 371,00 471,84 348,84 310,34 298,87 189,00 331,52 A

Médias 33483 a 354,66 a 308,29 a 309,75 a 298,37 a 277,95 a

* Médias com mesma letra, maiuscula na coluna e minuscula na linha, ndo
diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.

TABELA 10B. Médias de seis avaliagdes do nimero de soros urediniais/0,5cm?,
em folhas de quatro cultivares de soja com diferentes niveis de
resisténcia, inoculadas com Phakopsora pachyrhizi, sob o efeito
de extratos de plantas. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Tratamentos
Cultivar Ferru-lp Ferru Ferru Ferru Agua
90 9%  Ip110  Ip115  dest. ~ ~ung-  Medias
P1230970 51 43 38 47 62 31 4530B *
P1 459025 15 21 19 24 27 17 20,30 C
MG/BR46 91 78 86 93 91 61 83,00 A
BRS134 97 69 79 91 113 65 84,47 A

Médias 63,50 ab*  52,60bc  5542bc  63,67ab  73,03a 41,39c -

* Médias com mesma letra, maiascula na coluna e mintscula na linha, ndo
diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5 % de probabilidade.
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