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RESUMO

A mancha alvo do tomateiro € uma doenca que ocorre nas folhas e é causada pelo
fungo Corynespora cassiicola. O fungo é considerado cosmopodlita e inespecifico devido
a ampla gama de hospedeiros e distribuicdo geografica. Devido a inexisténcia de
cultivarem comerciais resistentes e produtos quimicos registrados no Brasil para o
controle da doenca, o mesmo é feito com uso de produtos alternativos de forma
curativa. Este trabalho relata o efeito antifiingico in vitro do extrato etandlico, fases e
oleo volatil de Piper aduncum e o efeito curativo e profilatico do extrato aquoso de P.
aduncum em mudas de tomateiro. O extrato aquoso foi obtido por meio da maceracao
de 300 g de folhas verdes em 2 L de agua; O extrato etandlico, por meio da maceragao
a frio de folhas secas com etanol; o 6leo volatil obtido pelo método da hidrodestilacao
das folhas secas; as fases hexanica, cloroférmica, N-butandlica e hidroalcéolico por
meio do fracionamento do extrato etandlico pelo processo de particdo liquido-liquido.
Para as andlises in vitro, foram realizadas em placas de petri o efeito antifingico do
extrato etandlico, fases e 0Oleo volétil de P. aduncum sobre o crescimento micelial, e em
laminas a germinacao dos conidios, enquanto que, in vivo, via inoculacdo de suspensao
de indculo na concentracdo de 10* conidios.mL™ em mudas de tomateiro do cultivar
Santa Cruz Kada, as analises foram feitas antes e apos tratamento com extrato aquoso,
nas avaliacbes do efeito curativo e profilatico, respectivamente. O 6leo volatil de P.
aduncum ndo apresentou nenhuma inibicdo sobre o crescimento micelial de C.
cassiicola nas concentracbes testadas. O extrato etandlico, fases hexanica e
cloroférmica apresentaram efeito antifingico na concentracdo 10000 pg.mL™ sobre o
crescimento micelial e germinacéo dos conidios. A concentracao inibitéria minima sobre
o crescimento micelial foi em 2000 pg.mL? da fase hexanica, nesta mesma
concentracdo foi encontrado para a germinacdo dos conidios no extrato etanélico. O
extrato aquoso de P. aduncum no teste de efeito curativo nas dosagens 1:1 e 1:2,
apresentaram efeito significativo na reducdo da severidade da doenca. O calculo da
AACPD confirma o efeito curativo em todas as dosagens testadas. No teste profilatico o
extrato aquoso ndo apresentou nenhuma efetividade no controle da doenca.

Palavras chave: Compostos, Crescimento micelial, Germinacdo. Dilapiol. Severidade.



ABSTRACT

The dark-brown spot is a disease that occurs in the leaves of the tomato tree and is
caused by the fungus Corynespora cassiicola. The fungus is considered cosmopolitan
and nonspecific because of the wide host range and geographical distribution. Due to
the absence of resilient and grow commercial chemicals registered in Brazil to control
the disease the same is done with the use of alternative products so healing. This paper
reports the in vitro antifungal effect of the ethanol extract phases and volatile oil from
Piper aduncum and prophylactic and curative effect of aqueous extract of P. aduncum in
tomato seedlings. The aqueous extract was obtained by macerating 300 g of fresh
leaves in 2 L of water, ethanol extract by means of cold maceration of leaves with
ethanol, the essential oil obtained by the method of hydrodistillation of the dry leaves,
the the hexane, chloroform, N-butanol and hydroalcoholic through the fractionation of
the ethanol extract by the process of liquid-liquid partition. For in vitro assays were
performed in petri dishes, the antifungal effect of the ethanol extract phases and volatile
oil of P. aduncum on mycelial growth, and germination of conidia blades while in vivo via
inoculation of conidia suspension of 10* conidia mL™ in tomato seedlings of the cultivar
Santa Cruz Kada, the analyzes were done before and after treatment with aqueous
extract, evaluations of prophylactic and curative effect, respectively. The volatile oil of P.
aduncum showed no inhibition on the mycelial growth of C. cassiicola concentrations
tested. The ethanol extract, the hexane and chloroform showed antifungal effect in
10000 pg.mL™ concentration on mycelial growth and spore germination. The minimum
inhibitory concentration on the mycelial growth was in 2000 pg.mL™ of the hexane
phase, this same concentration was found for the germination of conidia in the ethanol
extract. The aqueous extract of P. aduncum the test of curative effect at dosages 1:1
and 1:2, showed significant effect in reducing the severity of the disease. The calculation
of AUDPC confirming curative effect at all doses tested. In testing the prophylactic
agueous extract showed no effectiveness in controlling the disease

Keywords: Chemicals, mycelial growth, germination. Dilapiol. Severity.
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1. INTRODUCAO

A espécie Corynespora cassiicola é um fungo que ataca uma extraordindria
variedade de plantas. O fungo pode ser disseminado pelo e vento e respingos d’agua,
além da capacidade de sobrevivéncia saprofitica.

O fungo C. cassiicola € o agente causal da mancha-alvo do tomateiro
(Lycopersicon esculentum Mill.) podendo causar danos significativas na cultura. O
tomate € uma das hortalicas mais consumidas e disseminadas no mundo; € uma

dicotiledénea pertencente a familia das Solanaceae Juss. (CONABIO, 2009).

O controle de doencas depende do uso de fungicida associado aos tratos
culturais. Varios destes tém sido utilizados para o controle de doencas de plantas,
incluido a mancha alvo (FERNANDO, et al., 2010). Sao raros os fungicidas que sao
eficazes no controle de doencas, que ndo causem danos ao meio ambiente, a saude
humana e aos animais (RIBAS; MATSUMURA, 2010).

Além de causarem poluicdo ao meio ambiente, os fungicidas sdo caros e quando
mal conduzidos podem ocasionar a selecdo de patdgenos resistentes
(DEISING, et al., 2008). Os métodos de controle de doenca tém sido estudados com
énfase em novos compostos derivados de fontes vegetais.

Os extratos e 6leo volateis de plantas tém sido relatados como agentes
antimicrobianos eficazes por apresentarem propriedades antifungicas. Podendo ser
consideradas boas alternativas de fungicidas quimicos facilmente degradaveis.

As espécies do género Piper tem apresentado atividade antifungica em diversos

estudos in vitro e in vivo mostrando-se eficazes contra fungos fitopatogénicos Dentro


http://www.tropicos.org/Name/42000282
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deste género, a espécie P. aduncum & a mais investigada quanto a sua composi¢ao
guimica e efeito antifungico do 6leo volatil.

O teste com Oleos volateis e diferentes extratos de P. aduncum é uma tentativa
de estudar a eficacia destes compostos, uma vez que as implicacbes sociais e
econdmicas tem despertado o interesse pela busca de alimentos livres de agrotoxicos,
menor custo de producdo e oferta produtos quimicos biodegradaveis com potencial

antifingico sem causar danos ao meio ambiente e 0 homem.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Macha-alvo do tomateiro

O fungo Corynespora cassiicola (Berk. & M. A. Curtis), C.T. Wei € o0 agente
causal da mancha-alvo do tomateiro. O fungo ja foi relatado em mais de 300 espécies
de plantas, infecta folhas, flores, raizes e caules de véarias espécies economicamente
importantes, em mais de 70 paises de clima tropical e subtropical (FARR, et al., 2011).

A espécie foi descrita por Ellis (1971) como cosmopolita e inespecifica devido a
ampla gama de hospedeiros e distribuicdo geografica. O organismo foi identificado pela
primeira vez por Deighton em 1936 em seringueiras (Hevea brasiliensis L.) em Serra
Leona, neste mesmo local ele relatou a ocorréncia em tomateiros (WEI, 1950).

Em 1984 o fungo foi registrado pela primeira vez no Brasil em seringueiras, em
Manaus, e depois em outros Estados do Pais (VERZIGNASSI, et al., 2009); cinco anos
depois, ainda em Manaus, a doenca foi relatada em tomateiros (LEROY; LOURD,

1989).

Etiologia

O fungo pertence a classe dos Deuteromicetos, subclasse Hyphomicetidae,
familia Dematiaceae, género Corynespora e espécie C. cassiicola (BARNET; HUNTER,
1972).

De acordo com a descricdo de Ellis (1971), os conidioforos séo eretos,
ramificados, de coloracéo palida ou marron-clara com até vinte septos medindo cerca

de 111-850 um.
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Os conidios podem ser isolados ou em cadeias de dois a seis septos com
coloracdo parda, dilatados na base (clavado), retos ou ligeiramente curvados, com
quatro a vinte pseudoseptos, medindo cerca de cerca de 40-220 um de comprimento;
quando cultivados em meio de cultura podem chegar até 500 um por 9-22 um de
largura (ELLIS, 1971; BLAZQUEZ, 1991).

Em meio de cultura o micélio é branco, sem estroma e floculento; mais tarde a
colénia do fungo fica cinza ou marrom-escuro (ELLIS, 1971; BLAZQUEZ, 1991). Outra
caracteristica deste fungo é que o micélio cresce de maneira uniforme em todas as

direcBes e as coldnias produzem anéis de crescimento concéntricos (NGHIA, 2008).

Epidemiologia

Plantas de tomate infectadas pelo fungo, ou outros hospedeiros onde ha relatos
da doenca, podem tronar-se importantes fontes de inéculo (DIXON, et al.,, 2009;
SHIMOMOTO, et al., 2011).

A sobrevivéncia do fungo é assegurada pela capacidade de crescer de forma
competitiva como um sapréfita (SCHLUB; SMITH, 2007), em folhas velhas
remanescentes ou caidas no chao, e em hospedeiros alternativos (VERZIGNASSI, et
al., 2009).

Os conidios formados nas lesfes sdo disseminados principalmente pelo vento e
respingos de agua da chuva (VERZIGNASSI, et al., 2009); o fungo também pode ser
transmitido por sementes (LOPES; REIS, 2007).

Apbs a deposicao dos conidios sobre os tecidos suscetiveis de tomateiro dar-se

0 inicio de processo de infeccdo, com a germinacdo e penetracdo no tecido do
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hospedeiro sob condicbes favoraveis do ambiente; temperatura variando entre 22 a
30 °C (MULITERNO de MELO, 2009) e periodos de alta umidade relativa, acima de
90% ou periodo de 16 a 44 horas de molhamento foliar, onde a doenca é mais
problematica (LOPES; REIS, 2007).

Durante a colonizagdo de C. cassiicola nas folhas, o fungo libera a toxina
Cassiicolin, que induz a formacdo da lesdo necrética, sintoma tipica da doenca

(FORCELINI, 2010; MALIK et al., 2010).

Sintomatologia

Os sintomas da mancha-alvo do tomateiro sdo observados principalmente no
limbo foliar, onde se formam lesGes circulares, marrom-escuras, com anéis
concéntricos, como em um alvo. LesBes similares, porém menores, podem aparecer no
caule ou no peciolo. Em frutos maduros, além de mancha-zonada, aparecem
rachaduras (LOPES; REIS, 2007).

Ainda no limbo, as machas necréticas sdo rodeadas por um halo clorético, que
guando se fundem formam extensas les@es irregulares. Com o aumento da severidade
as folhas caem e consequentemente os ramos secam (SOUZA, A. et al. 2009). A partir
do reconhecimento da doenca em tomateiros, podem ser adotadas medidas de controle

necessarias para conter a dissemina¢ao da mesma.
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Controle

No Brasil ainda ndo existe produtos quimicos registrados e nem cultivares
resistentes para o controle de mancha-alvo do tomateiro. Para isso faz-se necessario o
uso de produtos alternativos associados as praticas manejo da cultura.

A Unica cultura agricola que possui produto registrado no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento para controle da mancha-alvo é a soja. Séo
recomendados os fungicidas piraclostrobina (estrobirulina), carbendazim (benzimidazol)
e epoxiconazol (triazol) + piraclostrobina (estrobirulina), todos em aplicacdes quinzenais
(VERZIGNASSI, et al., 2009).

A desvantagem do uso de produtos quimicos no controle de doencas € o
surgimento de populacdes de patdégenos cada vez mais resistentes. Segundo Teramoto
et al. (2011), os fungicidas Azoxystrobin, Carbendazin, Chlorothanonil e Tiofanato-
metilo ndo foram considerados fungitdxica, in vitro, para isolados C. cassiicola,
evidenciando resisténcia a esses fungicidas.

Miyamoto et al. (2010), identificou isolados de C. cassiicola resistentes a
Boscalide, fungicida de largo espectro inibidor de succinato desidrogenase, que € um
complexo que utiliza o aceptor de elétrons FAD para efetuar a transferéncia dos
elétrons de FADH, para a coenzima Q, cuja resisténcia ocorria devido as mudancas
das caracteristicas moleculares em razdo da substituicdo de aminoacidos de genes
gue codificam as subunidades do succinato desidrogenase (SDH).

O uso de produtos naturais no controle de doencgas de plantas é uma alternativa

para a reducdo do uso de produtos quimicos sintéticos. Para Khan e Nasreen (2010), o
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estudo de novos compostos antifungica em plantas € interessante porque sao

portadores de metabdlitos secundarios contra patdégenos.

Compostos vegetais e o controle de patbgenos

Algumas plantas s@o conhecidas como potenciais produtoras de compostos
ativos com capacidade antifungica. Sao varios os relatos que demonstram a eficiéncia
destes compostos presentes em diversos 6leos esséncias, fases e extratos de varias
espécies de plantas atuando de duas maneiras: agindo diretamente sobre o patdgeno
ou ativando os mecanismos de defesa da planta através de moléculas bioativas
(NARUZAWA; PAPA, 2011; BRAND, et al., 2010).

Sao varios os registros comprovando a eficiéncia de extratos vegetais obtidos de
diversas espécies botanicas, como a inibicdo significativa do crescimento micelial de
Aspergillus sp. Micheli, Penicillium sp., Cercospora kikuchii (Matsu & Tomoyasu)
Gardner., Colletotrichum sp., Fusarium solani (Mart.) Sacc. e Phomopsis sp. Toulose
com o extrato aquoso de Allium sativum L., evidenciando a presenca de propriedades
antifangicas (VENTUROSO, et al., 2011).

O dleo volatil extraidos das folhas de Metasequoia glyptostroboides Miki ex Hu
apresentou efeito antifangico com a inibicdo 62,5% do crescimento micelial de
F. oxysporum e 100% da germinacdo dos esporos, enquanto que, a fase cloroférmica
apresentou atividade antifingica variando entre 32,4 a 45,1% (BAJPAI; KANG, 2010).

Em outro relato o Oleo volatl e a fase hexanica de flores de

Cestrum nocturnum L. também mostraram efeito inibitdrio sobre o crescimento micelial
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de Phytophthora capsici L., 59,2% e 50,2% respectivamente. O 6leo essencial desta
espécie inibiu 100% da germinacao dos esporos deste fungo (AL-REZA, et al., 2010).

O efeito antifungico dos Oleos volateis e fases descritas acima séo atribuidos a
presenca de compostos ativos tais como: hidrocarbonetos de mono e sesquiterpenos,
mono e sesquiterpenos oxigenados, flavonoides, fenilpropanoides, produzidas pelas
diversas espécies de plantas. Nestes compostos estdo presentes substancias ativas
que agem individualmente ou em conjunto com outras substancias extraidas
(BAJPAI, et al., 2008; HOSSAIN, et al., 2008; KORDALI, et al., 2009; AL-REZA et al.,
2010; RODRIGUEZ, et al., 2011).

Alguns estudos tém elucidado substancias ativas presentes nos extratos, fases e
Oleos volateis de diversas plantas com potencial antifingico, sdo exemplos citronelal
(SEIXAS, et al., 2011), o eugenol (COMBRINCK, et al., 2009) e indutores como geraniol
e nerol (COLPAS, et al., 2009). Jardim et al. (2010) relatou pela primeira vez o amplo
espectro antifangico do extrato hexanico de Chenopodium ambrosioides L. (erva-de-
santa-maria), e dos seis compostos identificados a (Z)-ascaridole foi o principal
componente antifangico.

Quanto a bioatividade dos 6leos volateis, os compostos antifingicos presentes
nestes séo terpenos fendlicos e seu modo de acédo pode estar relacionado com outros
compostos. A maior parte dos estudos sobre o mecanismo de acdo destes compostos
fendlicos tem se concentrado em seus efeitos sobre a estrutura e funcdo das
membranas celulares dos microorganismos, como por exemplo, alteracdes da fluidez, a
permeabilidade, interacdo com os componentes internos da célula e a liberacdo de
componentes intracelulares. Assim, os terpenos fenolicos ativos podem ter varias acoes

invasivas que poderiam levar a inibicdo de fungos patogénicos das plantas. Estas
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acOes sdo explicadas pelo caréter lipofilico dessas substancias. (TROMBETA, et al.,
2005; AL-REZA, et al., 2010).

A atividade antifungica dos varios extratos e fases variam de acordo com os
compostos extraidos, microorganismos testados e tipo de solvente, por exemplo, a fase
hexanica A. sativum inibiu parcialmente o crescimento micelial de
Colletotrichum acutatum J. H., enquanto que o extrato etandlico inibiu completamente a
germinacao de esporos de Alternaria solani Sorauer (DOMINGUES, et al., 2009).

Rodriguez et al. (2011) também relataram maior atividade do extrato hexanica de
Agave lechuguilla Torr., na inibicdo do crescimento micelial e germinagao dos esporos
em Rhizopus stolonifer (Ehrenb.: Fr.) Vuill., do que o etandlico. No entanto, quando
testado contra Colletotrichum gloeosporioides (Penzig) o extrato etanélico foi mais ativo.
Domingues et al. (2011), mostraram inibicdo de 16% do crescimento micelial e 100% da
germinacdo de esporos de Sclerotium rofsii a fase cloroférmica de
Avicennia schaueriana Stapf & Leechm. ex Moldenke (sirilba) na concentragéo
1000 mg.mL™.

Em relacdo ao fungo C. cassiicola sdo poucos os trabalhos envolvendo o uso de
extratos de plantas no controle desde fitopatogeno. De acordo com Souza L. et al.
(2010) o extrato aguoso de Arrabidaea bilabiata (Sprague) Sandw., ndo demonstrou
propriedades fungitoxicas no crescimento micelial de C. cassiicola, no entanto,
promoveu a reducdo da esporulacdo nas concentracbes de 20 e 40%.
Ainda, Naruzawa e Papa (2011), testaram o0 extrato aquoso e hidroetandlico de
Myracroduon urundeuva Alemé&o (aroeira), na concentracéo de 50% e obtiveram 100%
da inibicdo do crescimento micelial e 94% e 100% da germinacdo dos esporos,

respectivamente.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Christian_Gottfried_Ehrenberg
http://pt.wikipedia.org/wiki/Elias_Magnus_Fries
http://pt.wikipedia.org/wiki/Jean_Paul_Vuillemin

21

Os exemplos acima relatam o efeito antifingico de compostos de plantas, em
diferentes extratores, sobre fitopatdgenos em testes in vitro. Porém, existem também
referéncias da acéo de extratos aplicados em testes in vivo, comprovando a eficiéncia
desses subprodutos, como por exemplo, o0s extratos brutos aquosos de
Achillea millefolium L. (erva-dos-carpinteiros), Artemisia camphorata Vill. (Canfora-de-
jardim), Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (capim-limdo) e Rosmarinus officinalis L.
(Alegrim) apresentaram efeitos na reducdo das lesbes de pinta-preta em tomateiro
(ITAKO, et al., 2008). Com estes mesmos extratos as mudas de tomate apresentam
uma possivel inducéo de resisténcia contra Cladosporium fulvum (syn. Passalora fulva),
principalmente nos extratos aquosos de A. camphorata e R. officinalis (ITAKO, et al.,
2009).

A Amazébnia é o maior centro de biodiversidade do mundo, nela podem ser
encontradas diversas espécies de plantas que representam uma fonte alternativa
inesgotavel de moléculas com potencial antifingico. Dentre as espécies encontra-se

Piper aduncum L. uma Piperaceae do género Piper.

Piper aduncum

Piperaceae é uma familia predominantemente tropical que inclui de cinco a oito
géneros e aproximadamente 2000 espécies. No Brasil ocorrem trés géneros
(Peperomia, Manekia e Piper) e 500 espécies. Esta familia € bastante comum nas
formacdes florestais brasileiras, particularmente na Mata Atlantica, onde espécies de

Piper sdo comuns no sub-bosque, principalmente em areas relativamente alteradas,


http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=artemisia%20camphorata&source=web&cd=7&sqi=2&ved=0CHQQFjAG&url=http%3A%2F%2Fwww.jardineiro.net%2Fbr%2Fbanco%2Fartemisia_camphorata.php&ei=EJHXT5ioAaTr0gHTuYywAw&usg=AFQjCNEHpeaB9I5HFyaKDZoBTsMZpU44sA
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=artemisia%20camphorata&source=web&cd=7&sqi=2&ved=0CHQQFjAG&url=http%3A%2F%2Fwww.jardineiro.net%2Fbr%2Fbanco%2Fartemisia_camphorata.php&ei=EJHXT5ioAaTr0gHTuYywAw&usg=AFQjCNEHpeaB9I5HFyaKDZoBTsMZpU44sA
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facilmente reconhecidas mesmo em estado vegetativo, pela presenca de ndés foliares
geniculados e folhas geralmente com base assimétrica (SOUZA; LORENZI, 2008).

As espécies do género Piper possuem espigas opostas as folhas e sdo quase
sempre plantas lenhosas e sublenhosas, com distintos nés inchados e pontas caidas
(SOUZA; LORENZI, 2008). A maioria das espécies € de crescimento rapido e algumas
delas tém sido relatadas a capacidade antifungica de 6leos esséncias e extratos, tais
como: Piper scutifolium Jack (MARQUES, et al, 2010), Piper chaba Hunter
(RAHMAN et al., 2011), Piper cf. cumanense Kunth (PARRA, et al., 2011), Piper belte L.
(SINGHA, et al., 2011), Piper sarmentosum Roxb. (BUSSAMAN, et al., 2012).

De um ponto de vista fitoquimico as substancias Safrol, Dilapoil, Linalol, Piperina,
Piperlonguminina e Corcovadina, compostos fendlicos, acidos tem sido comumente
identificado em trabalhos anteriores com principais componentes ativos nas espeécies
de Piper (GUERRINI, et al., 2009; CREMASCO; BRAGA, 2010; MARQUES, et al.,
2010; PARRA, et al.,, 2010) com comprovada atividade antifingica contra fungos
fitopatogénicos.

Dentre as espécies do género Piper encontra-se a P. aduncum, um arbusto com
ramos pubescentes; folhas elipticas ou lanceoladas, com aproximadamente 20 cm de
comprimento e 7 cm de largura; espigas regularmente curvada de tamanho semelhante
ao das folhas. (SILVA; OLIVEIRA, 2000).

P. aduncum tem sido quimicamente investigada e identificado compostos
presentes no O6leo volati como monoterpenos, sesquiterpenos, derivados de
fenilpropandides, apresentando atividade antifungica, inibindo completamente o
crescimento micelial de fungos fitopatogénicos (NEVICKIENE, et al., 2006; GUERRINI,

et al.; 2009, POTZERNHEIM, et al., 2012).
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Dentre estes compostos, encontra-se o Dilapiol, um fenilpropandide, que ocorre
em quantidades elevadas, variando de 35-90%, na composicdo do oleo volatil das
espécies de P. aduncum da floresta Amazoénica. Esta substancia ja foi relatada como
principio ativo com potencial antifangico, promovendo a plasmolise de basidiésporos de
Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora, (2005) (ARZE, et al., 2008;
GUERRINI, et al., 2009; ALMEIDA, et al., 2009).

Outra substancia identificada em P. aduncum foi um hidroperéxido, benzoato de
metil, 4-hidroxi-3-(20-hidroperoxi-30-metil-30-butenil) por Lago et al. (2009) que
mostraram a atividade fungitoxica, inibindo completamente o crescimento micelial de

Cladosporium cladosporioides (Fresen.) e C. sphaerospermum (penzig).
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de Piper aduncum L. no controle da mancha alvo do tomateiro.

Objetivos especificos

Avaliar o efeito do extrato etandlico, fases hexanica, cloroférmica, N-butandlica,
hidroalcodolica, e do 6leo essencial de P. aduncum sobre o crescimento micelial de C.
cassiicola.

Avaliar o efeito do extrato etandlico, fases hexanica, cloroférmica de P. aduncum
sobre a germinacao dos conidios de C. cassiicola.

Identificar a menor concentracdo inibitéria do extrato etandlico, fases hexanica,
cloroférmica e do 6leo volatil de P. aduncum sobre o crescimento micelial e germinacao
dos conidios de C. cassiicola.

Avaliar o efeito profilatico e curativo do extrato aquoso de P. aduncum sobre a
severidade da mancha-alvo em mudas de tomateiro.

Identificar a menor concentracdo inibitéria do extrato aquoso de P. aduncum

sobre a mancha-alvo em mudas de tomateiro.
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4. MATERIAL E METODOS

Obtencéo dos isolados de Corynespora cassiccola

O isolado do patdégeno foi obtido a partir de folhas coletadas de plantas de
tomateiro apresentando sintomas tipicos de mancha-alvo, no ramal do Caldeirdo,
fazenda Amazonia, localizado no km 7, Manaus — Manacapuru, AM.

As folhas coletadas foram acondicionadas em sacos de papel e levados para o
laboratorio de Microbiologia da UFAM, onde foi realizado a o isolamento indireto do
fungo (ALFENAS, et al., 2007), em placas de Petri contendo meio BDA (Batata-
dextrose-agar)

O isolado obtido foi mantido em meio BDA inclinado, em tubos de ensaios
armazenados em incubadora BOD (Biochemical Oxigem Demand TE-391, Tecnal) a

27°C sem fotoperiodo.

Obtencéo de material vegetal e preparo do extrato etanélico

As folhas de P. aduncum foram coletadas no km 8 da BR-174, municipio de
Presidente Figueiredo — AM e Registrado no Herbario HUAM/UFAM sob o n° 8188,
colecao Véras, S.M., 01.

Para a secagem, as folhas foram mantidas em uma estufa com circulagcdo de ar
TE 394/3 Tecnal a 40 °C por trés dias. Apds esse periodo as folhas secas foram moidas
em moinho eletronico tipo Willy TE-650 (Tecnal). O material foi recolhido em um saco
de papel, identificado e levado para o laboratorio de Principios Ativos da Amazbnia —

INPA para obten¢édo dos compostos de P. aduncum.
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O extrato etanolico foi obtido por meio da maceracéo a frio usando 1,542 kg de
folhas moidas em trés litros de etanol destilado, onde permaneceu em repouso durante
quinze dias em temperatura ambiente (26 °C). Apds este periodo, o macerado foi
filtrado com gaze e papel de filtro. A quantidade obtida do macerado apos a filtracéo foi
de 600 mL. O extrato foi concentrado em rotaevaporador Fusiton a 50 °C com rotagdo
de 42 RPM.

O extrato concentrado foi armazenado em frasco ambar de 10 mL, fechado com
papel aluminio, contendo pequenos furos, para evaporacao dos solventes; submentidos
a banho de areia até atingirem peso constante de 16,72 g.

O rendimento do extrato foi obtido pela seguinte formula:

% Teor do extrato = M extraido (/M mat. Moido X 100

% Teor do extrato = 15,01/1542,87 x 100 = 97%

Obtencéo das fases

Para obtencdo das fases de P. aduncum, o extrato etanolico foi fracionado pelo
processo de particdo liquido-liquido, utilizando os solventes de polaridade crescente:
hexano [CH3(CH3)4CHg], cloroférmio (CHCI3) e N-butanol (C4H100) respectivamente;
isolando os constituintes quimicos presentes de acordo com sua polaridade.

O extrato etanolico foi redissolvido com 100 mL de metanol/H,O destilada na
proporcdo 9:1 (90 mL de metanol misturado com 10 mL de agua), que agora passa a
ser cahamado de fase hidroalcéolica. A dissolucdo foi obtida em lavadora Ultra-Sénica

(Unique). Em seguida, o extrato foi adicionado em um funil de separacéo.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
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Para obtencédo da fase hexanica, 100 mL do solvente hexano foi adicionado no
funil de separacédo contendo fase hidroalcoolica. Para a formacéo das fases hexanica e
hidroalcoolica, o funil foi colocado em um tripé e a tampa da parte superior aberta. No
momento da formacao das fases, a hexanica tomou a parte superior, enquanto que a
hidroalcoolica, a parte inferior.

O processo de concentracdo da fase hexanica foi realizado em rotaevaporador
Fusiton. A concentracdo foi obtida a 40 °C e 60 RPM. A retirada do material
concentrado foi feito com a adicdo de pequenas aliquotas do solvente hexano no baldo
e solubilizado em lavadora Ultra-Soénica. O material foi armazenado em frasco ambar,
tampando com papel aluminio contendo pequenos furos e levado para banho de areia
até atingir peso constante.

Para obtencdo da fase cloroférmica, a fase hidroalcéolica foi adicionada ao funil
de separacao e ajustada na proporc¢ao 7:3, com adicdo de 30 mL de agua destilada. Em
seguida, 100 mL do solvente cloroférmio foram adicionados no funil. A coleta e o
processo de concentragédo foram os mesmos descritos anteriormente.

Para obtencdo da fase N-butandlica, 50 mL de &gua destilada e 100 mL do
solvente N-butanol foram adicionados a fase hidroalcéolica no funil. A coleta e processo
de concentracdo sdo o mesmo que o descrito para as fases anteriores. No momento da
formacao das fases, a fase N-butanol ficou na parte superior do funil. Para concentrar a
fase N-butandlica a temperatura usada foi 60 °C e rotacdo 90 RPM, devido ao ponto de

ebulicdo ser maior que os demais solventes.
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Obtencéao do 6leo de P. aduncum

O 6leo foi obtido pelo método de hidrodestilacdo em um sistema extrator
Clevenger modificado, que se divide em duas técnicas: arraste a vapor (CRAVEIRO, et
al., 1981) e coobacdo (SANTOS, et al., 1998). O processo de coleta e obtencédo da
biomassa seca segue 0 mesmo que o descrito anteriormente.

Foram utilizados 1117,21g de folhas secas em estufa em 3000 mL de agua
destilada, aquecida a 100 °C em manta aquecedora até ebulicido da mistura
(SANTOS, et al., 2004).

Os vapores de agua e os compostos volateis foram levados ao condensador
para realizar a troca de calor, condensando os vapores com a agua de refrigeracdo em
operacdo. Nessa etapa, foram visualizadas no tubo separador do extrator, as formas
liquidas do 6leo essencial e da agua, com esta retornando para o baldo através do tubo
de retorno e o 6leo volatil, por ser mais pesado que a agua, se alojando no fundo do
tubo separador. Esse ciclo se repetiu continuamente durante quatro horas
(SANTOS, et al., 2004).

O hidrolato destilado foi adicionado em funil de separacdo com 300 mL de dicloro
metano para obter a separacdo da agua e do 6leo. O processo foi repetido trés vezes.
Em seguida foi realizado o processo de concentracdo em um trap llambor TGI de 500
mL acoplado ao rotaevaporador Fusiton a 50 °C e 60 RPM, obtendo um rendimento de

7,1 mL de éleo volatil (SANTOS et al. 2004).
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To = VO muy/ Bm g X 100
To=7,61/1117,21 =0,68 %

Onde: TO = teor de 6leo volatil em porcentagem (mL do 6leo essencial em 100 g de biomassa Uumida; Vo
= volume de d6leo essencial lido diretamente na proveta; Bm = Biomassa vegetal; 100 = fator de
conversao para porcentagem.

O 6leo foi armazenado em um frasco ambar, fechado, a 5 °C para futuras

avaliacoes.

Obtencéao das concentracdes do Oleo e das fases de P. aduncum

Para obtencdo das concentracdes da fase hexanica (10,06 g), foram utilizados
100 mg do material seco que foi misturado e dissolvido em 10 mL do solvente Twenn
80 a 2,5% em lavadora Ultra-Soénica (Unique), obtendo a concentracdo padrdo de
10000 pg.mL™.

As concentragdes 1000 e 100 pg.mL™ foram obtidas pelo processo de diluigo.
Foram retirados da solucdo estoque 1 mL e 100 pL, e adicionados em frasco ambar
contendo 9 e 9,9 mL de Tween 80 a 2,5 %, respectivamente.

O mesmo processo foi realizado para obtencdo do 6leo volatil e das fases
cloroférmica (4,16 g), N-butandlica (1,92 g) e hidroalcéolica (0,58 g). O solvente

utilizado para as fases e 6leo volatil foi dimetilsulféxido (DMSO).
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Identificacdo do Dilapiol no 6leo essencial de P. aduncum por
Cromatografia Gasosa — Espectrometria de Massas (CG-EM)

A porcentagem relativa de dilapiol foi determinada em um cromatégrafo Thermo,
modelo Trace GC Ultra, equipado com uma coluna capilar de silica Supelcowax-10 de
30 m com 0,32 mm de diametro interno e 0,25 um de filme. As condicbes de
funcionamento foram temperatura de injetor a 250 °C, programacéo de forno: 0 min a
120° C, subindo 6° C/min até 240° C, permanecendo por 10 min. O arraste, feito por
gas hélio a 1,4 mL/min. e modo de injecao split na razao de 1:20 com injecdo de 1 uL. A
zona de transferéncia foi a 250 °C. O Detector de Espectrometria de Massas, da
Thermo, modelo DSQ-II, com ionizacéo por impacto eletrénico (70 eV), foi programado

em modo Full Scan com faixa de varredura de 50 a 650 m/z, ion source a 200° C.

Avaliacdo preliminar do efeito das fases e do 6leo essencial de P.
aduncum sobre o crescimento micelial de C. cassiicola

Preliminarmente foi realizado um ensaio visando avaliar o efeito das fases
hexanica, cloroférmica, N-butandlica, hidroalcoolica e do 6leo volatil da planta, no
crescimento micelial do fungo. Foram utilizadas placas de petri de 100 x 15 mm de
diametro contendo meio de cultura BDA onde foram perfurados pocos de
aproximadamente 8 mm de diametro em pontos equidistantes, nos quais foram
depositadas aliquotas individuais de 30 pL das concentragcbes 10000, 1000 e 100
ng.mL? das fases e do 6leo volatil. Como testemunha foi utilizada agua destilada e
esterilizada. No centro de cada placa foi depositado um disco de meio de cultura de

aproximadamente 8 mm de didmetro contento a col6nia do fungo C. cassiicola. Foram
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feitas trés repeticbes de cada concentracdo. As placas foram incubadas em BOD sem
fotoperiodo, a 27 °C por cinco dias.

A avaliacao foi feita por meio da observacéo da formacéo de halo de inibicdo do
crescimento micelial do fungo, nos diferentes tratamentos. Somente as fases hexanica
e cloroférmica apresentaram halo de inibicdo na concentracdo 10000 pug/mL e foram

selecionados para 0s experimentos seguintes.

Obtencdo das concentragcbes do extrato etandlico e das fases
hexanica e cloroférmica para avaliacdo da concentracdo inibitéria
minima (CIM)

Apbés a identificacdo da concentracdo e fases que apresentaram efeito
antifingico sobre C. cassiccola, foram preparadas novas diluicbes das mesmas, com o
objetivo de identificar a concentracao inibitéria minima CIM.

Para obtencéo das concentracbes da fase hexanica foram utilizados 300 mg do
material vegetal seco misturados em 30 mL de tween 80 a 2,5% e dissolvidos em
lavadora Ultra-Sénica (Unique), obtendo uma solu¢éo padréo de 30000 pg/mL.

Para obter as concentracées: 10000, 8000, 6000, 4000 e 2000 pg.mL™, foram
retirados da solucdo padrdo 10, 8, 6, 4, e 2 mL e adicionados em frasco ambar,
esterilizado, contendo 0, 2, 4, 6 e 8 mL de Tween 80 a 2,5%, respectivamente,
seguindo 0 mesmo processo descrito acima.

A fase cloroférmica e o extrato etandlico foram obtidos através do mesmo
procedimento descrito para obtencdo da fase hexanica, utilizado-se os solventes DMSO
e etanol, respectivamente. O extrato e as fases foram esterilizados em membrana

Millipore® de 0,22 um de diametro de poro.
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Efeito antifiungico do extrato etandlico e das fases hexéanica e
cloroférmica no crescimento micelial

Para o ensaio do efeito antifingico no crescimento micelial de C. cassiccola foi
utilizada a mesma metodologia descrita anteriormente.

Foram adicionados em cada poco 30uL das concentracfes, obtidas no item
anterior, (10000, 8000, 6000, 4000 e 2000 pg.mL™1) das fases hexanica, cloroférmica e
extrato etandlico. O fungicida Priori® (Syngenta) foi utilizado como controle positivo e
agua destilada e esterilizada como controle negativo.

No centro de cada placa foi depositado um disco de 8 mm de didametro de meio
de cultura contendo colbnia do fungo. A avaliacao foi feita medindo o halo de formado
entre a borda dos pocos e a coldnia do fungo com um paquimetro digital (Digimess) no
momento em que o crescimento do micélio do fungo atingiu o po¢co que continha a
testemunha.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 3
x 5 com 10 repeticdes; sendo os fatores trés sub-produtos vegetais (fases hexanica,
cloroférmica e extrato etandlico) e cinco concentracdes de cada. Cada repeticdo foi
constituida de uma placa. A analise estatistica dos dados foi realizada no programa
ASSISTAT versado 7.6 beta (2011) e aplicado o teste Scott-Knott ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Efeito antifiungico do extrato etandlico e das fases hexéanica e
cloroférmica na germinacéo dos conidios

Para este ensaio foi utilizado o método descrito por Nelly (1978) com
modificacdes. Foi utilizado uma aliquota de 1 mL de suspensédo do indculo do fungo na
concentracdo 10* conidios.mL™ diluido em 30 pL das concentragdes (10000, 8000,
6000, 4000 e 2000 pg.mL™) das fases hexanica, cloroférmica e extrato etandlico. Os
controles positivo e negativo foram os mesmo do item anterior.

Sobre laminas cobertas com papel celofane foi depositada uma aliquota de 10
uL de cada tratamento e mantidos em BOD sem fotoperiodo, a 27 °C durante 48 horas.
A quantificacdo dos esporos germinados foi realizada em 50 conidios escolhidos
aleatoriamente. Para isso foi fixado 10 puL de agua destilada para observacdo da
germinacdo em microscépio 6ptico Motique BA310, na objetiva EF-N Plan 40x/0,65
(«/0,17). Foi considerado como germinado, os conidios que apresentaram indicio de
formacdao de tubo germinativo (DOMINGUES et al., 2011).

O delineamento experimental, a analise estatistica e o teste aplicado foram os
mesmo que o descrito para avaliacdo do crescimento micelial, onde cada lamina

cotinha duas aliquotas de 10 pL e cada aliguota representou uma repeticao.

Fase in vivo

Os trabalhos in vivo foram desenvolvidos em casa de vegetacdo no setor de

olericultura da Faculdade de Ciéncias Agrarias — UFAM.
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Preparo das mudas de tomateiro

Foram utilizadas plantas de tomateiro cultivar Santa Cruz Kada (Paulista) da
Islapro semeadas em uma bandeja de isopor, medindo 68 x 34 cm com 128 células
contendo substrato Tropstrato HT® Hortalicas, foram semeadas trés sementes em cada
célula.

A irrigacao foi realizada duas vezes ao dia. Apoés trinta dias da semeadura,
guando as mudas ja apresentavam quatro folhas definitivas, foram transplantadas para
copos polietiieno de 500 mL contendo latossolo amarelo peneirado e com acidez
corrigida. Para isso foi adicionado e misturado 1 g de calcario dolomitico com 500 mg

de solo. A quantidade recomendada do corretivo foi obtida por meio do calculo de

corregdo com base nos resultados analiticos da amostra do solo. Teste de

Patogenicidade

O teste de patogenicidade foi realizado com mudas de tomateiro da cultivar
Santa Cruz Kada, visando verificar a viabilidade patogénica do isolado de C. cassiicola
a ser utilizado nas fases seguintes do trabalho.

A inoculacdo das plantas foi realizada trinta e trés dias apés germinacao das
sementes utilizando suspensdo de inéculo na concentracdo de 10% conidios.mL™,
pulverizada na superficie abaxial e adaxial das plantas. Apds a inoculacdo as plantas
foram mantidas em camara umida, preparada com plastico transparente e umedecidos,
durante 48 horas.

A avaliacéo foi feita pela observagdo do surgimento dos sintomas tipicos da

doenca nas plantas. Foi feito o reisolamento do fungo para a confirmagéo da etilogia.
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Avaliacdo do efeito profilatico e curativo do extrato aquoso de P.
aduncum no controle da mancha alvo

Nesta fase, 300 g de folhas frescas foram trituradas em 2 L de agua em
um liquidificador. Em seguida, o extrato foi filtrado com coador de algoddo e
armazenado em garrafas plasticas a 5 °C para futuras aplicacoes.

Para a avaliacédo do efeito profilatico foi utilizado o extrato aquoso de P. aduncum
nas dosagens de 1:1, 1:2, 1:3 e 1:4 (volume de extrato aquoso/volume de agua),
pulverizados durante dez dias em mudas de tomateiro com trinta e trés dias de idade.
ApoOs esse periodo foram inoculados esporos de C. cassiicola, seguindo a mesma
metodologia descrita no teste de patogenicidade.

Para a avaliacdo do efeito curativo, o patdgeno foi primeiramente inoculado nas
mudas de tomate e apds quarenta e oito horas de incubacdo em camara umida foi
iniciada a aplicacdo do extrato aquoso nas mesmas dosagens utilizadas no ensaio
anterior.

A avaliacdo do experimento foi feita diariamente durante dez dias apos a
inoculacdo do fungo nas quatro folhas baixeiras de cada planta, por meio da
quantificacdo da severidade dos sintomas, de acordo com a escala de notas descrita
por Oliveira et al. (2006), com atribuigdo de notas: 0 = Auséncia de sintomas; 1 =<1 %
de area foliar afetada (afa); 2 =1a 3 % de afa; 3=3,1a 6 % de afa; 4 = 6,1 a 12 % de
afa;5=12,1a25 % de afa; 6 =21,5a 50 % de afae 7 => 50,1 % de afa.

Com os dados da severidade da doenca foram elaborados para cada tratamento
0 célculo da area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD), utilizando a
férmula descrita por Campbell e Madden (1990), AACPD = Z [((y1+Y2)/2)X(t>-t1)], onde y;

e Yy, sao duas avaliagdes consecutivas realizadas nos tempos t; e tp, respectivamente.
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O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com quatro tratamentos e
cinco repeticdes, sendo cada parcela experimental constituida de um copo com dua
mudas de tomateiro. A analise estatistica dos dados foi realizada no programa
ASSISTAT versao 7.6 beta (2011) e aplicado o teste Scott-Knott ao nivel de 5% de

probabilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inibic&o do crescimento micelial e da germinacdo dos esporos

As fases hexanica, cloroféormica e extrato etandlico de P. aduncum inibiram o
crescimento micelial e na germinacdo dos conidios de C. cassiicola. As concentracdes
da fase hexanica e o extrato etandlico ndo apresentaram diferencas estatisticas na
avaliacdo da inibicdo do crescimento micelial.

Na fase hexanica, todas as concentracfes testadas neste estudo nao diferiram
estatisticamente do fungicida Priori na avaliacdo da inibicdo do crescimento micelial. Na
concentracéo de 10000 pg.mL™ foi observado o maior halo de inibicdo, 7,86 mm. Ja na
avaliacdo da germinacéo dos conidios, nesta fase, foi observada inibicdo de 87,40% da
germinacao dos conidios, que foi mais eficiente que o fungicida; nas concentracdes
6000, 4000 e 2000 pg.mL™ observou-se que foram menos eficientes na germinac&o dos
conidios em relacdo ao fungicida, porém, foram superiores quando comparados com a
agua, o controle negativo. (Tabela 1 e 2).

Na fase cloroférmica, em relacéo a avaliacao da inibicdo do crescimento micelial,
as concentracdes 10000, 8000, 6000 e 4000 pug.mL™ apresentaram mesmo efeito que o
fungicida. O maior halo de inibic&o foi 7,35 mm em 8000 pg.mL™. Quanto a germinag&o
dos conidios, as concentragcbes 10000, 8000 e 6000 pg.mL* ndo diferiram
estatisticamente do fungicida Priori, sendo que a maior concentracdo inibiu 84,20%
destes; em 4000 e 2000 ug.mL™ a inibicdo foi significativa quando comparados com o
controle positivo (Tabela 1 e 2).

No extrato etandlico as concentrages 10000, 8000 e 6000 pg.mL™ foram mais

eficientes, com halos de inibigéo, 11,47, 10,75 e 9,43 mm, que em 4000, 2000 pg.mL™
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e o Fungicida, que esses ndo apresentaram diferencas estatisticas. Na avaliacdo da
germinacao dos conidios todas as concentracdes foram eficientes quando comparados
com o controle positivo. As concentracbes 10000 e 8000 pg.mL™ inibiram 97,20 e
92,80% da germinacao, que foram superiores as concentra¢cdes 6000, 4000, 2000 e o
fungicida, onde ndo diferiram estatisticamente (Tabela 1 e 2).

Ao comparar a atividade antifingica entre as fases hexanica, cloroformica e
extrato etandlica de folhas de P. aduncum observou-se que na concentracdo de
4000 pg.mL™, estes compostos tiveram o mesmo efeito na avaliagdo da inibicdo do
crescimento micelial, sendo que, na fase hexanica foi obtido o maior halo de inibicéo,
8,13 mm. Ainda, nos diferentes compostos, observou-se uma variacao dos resultados
nas concentracdes aplicadas tanto nos ensaios de crescimento micelial quanto da
germinacao dos esporos. (Tabela 1 e 2).

Em relacdo a CIM sobre o crescimento micelial do fungo, a concentracdo de
2000 pug.mL™ das fases hexanica e extrato etanélico, apresentaram halo de inibicéo de
8,57 e 7,03 mm respectivamente, onde os mesmos néo diferiram estatisticamente do
fungicida, quando submetidos ao teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. J&
na fase cloroférmica a CIM foi encontrada em 4000 pg.mL™ (Tabela 1).

Para o teste de germinacdo dos conidios a CIM foi obtida na concentracdo de
2000 pg.mL™?, das fases hexanica, cloroférmica e extrato etanélico, quando comparados
com o controle positivo, onde promoveu inibicdo acima de 50% e que somente o0 extrato

etanolico ndo diferiu estatisticamente do controle positivo (Tabela 2).
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Tabela 1 - Média (mm) do halo de inibicdo do crescimento micelial de Corynespora cassiicola nas fases
hexanica, cloroférmica e extrato etandlico de Piper aduncum

Concentragdes pg.mL™ Controles

Fases e extrato
10000 8000 6000 4000 2000 (+) )

Fase hexanica 7,86 bA 8,71 bA 7,55 bA 8,13 aA 8,57 aA 7,17aA 0,00 aB

Fase 6,42 bA 6,63 cA 7,35bA 729aA 559bB  7,17aA 0,00 aB
cloroférmica
Extrato
a 11,47aA  10,75aA 943aA 7,0l1aB 7,03bB 7,17aB 0,00 aC
etanodlico

Nota: * As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5%
de probabilidade. Letras mailsculas = linhas, letras minlUsculas = colunas. (+) fungicida Priori e (-) agua destila e
esterelizada (testemunha)

Fonte: Vinicius Lima.

Tabela 2 - Porcentagem de conidios ndo germinados de Corynespora cassiicola nas fases hexanica,
cloroférmica e extrato etandlico de Piper aduncum

Fases e extrato Concentragcbes ug.mL'1 Controles
10000 8000 6000 4000 2000 +) @
Fase hexanica 87,40bA 73,60bB 63,60cC 60,80bC 50,40bD 79,20aB 30,00 aE
Fase 8420bA 77,00bA 7920bA 6420bB 59,60bB  79,20aA 30,00 aC
cloroférmica
Extrato 97,20aA 10,75aA 89,40aB 86,20aB 87,80aB 79,20aB 30,00 aC
etandlico

Nota: * As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5%
de probabilidade. Letras maiusculas = linhas, letras minusculas = colunas. (+) fungicida Priori e (-) agua destila e
esterelizada (testemunha)

Fonte: Vinicius Lima.

A inibicdo obtida nas fases hexéanica, cloroférmica e extrato etandlico de P.
aduncum nos ensaios de crescimento micelial e germinacdo dos conidios, neste
estudo, sdo importantes, pois indicam a presenca de substancias ativas extratidas nos
diferentes extratores que interferem no desenvolvimento e no processo de germinacao
e infecgao de C. cassiicola.

Em ensaios fitoquimicos no Equador, Guerrini et al. (2009) identificaram 46
constituintes no o6leo volatil de P. aduncum, representando 95,7% da composicao.
Dentre estes o Dilapiol, um fenilpropandide, foi a substancia quimica encontrada em
maior quantidade (45,92%), estavam presentes também as substancias Piperitone

(8,4%) e trans-ocimeno (19%) em quantidades consideraveis.
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Neste estudo a quantidade de Dilapiol encontrada foi de 33,55%, que esta de
acordo com as quantidades relatadas, variando de 30 a 90%, em quimiotipos
frequentemente encontrado no Sudeste Asiatico, Oceania e nas espécies da floresta
Amazobnica, onde neste ultimo esta substancia tem sido descrita como o principal
constituinte do 6leo volatil de P. aduncum (RALI, et al., 2007; ARZE, et al., 2008;
SILVA, A. et al., 2009).

No Estado do Para, Brasil, Almeida et al. (2009) confirmam a acao fungicida do
Dilapiol obtido por cromatografia em coluna, onde o éleo volatii de P. aduncum foi
fracionado com solvente hexano resultando em fracbes contendo 95,0-98,9% de
Dilapiol. Em seguida, as fracdes obtidas foram submetidas a ensaios microbioldgicos.
As concentracbes acima de 0,6 ppm inibiram completamente a germinacdo de
basidiosporos de Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime e Phillips-Mora), agente
causal da vassoura de bruxa.

No presente trabalho de pesquisa nao foi observado inibicdo na concentracao de
10000 pg.mL™ de 6leo volatil de P. aduncum no crescimento micelial de C. cassicola
(Figura 1). O que indica que a agéo antifungica do 6leo volatil ndo esta diretamente
relacionada ao Dilapiol, mais com a presenca de um conjunto de substancias agindo
simultaneamente nas fases hexanica, cloroférmica e extrato etandlico, pois as
substancias puras podem apresentar resultados diferentes quando comparados com
conjunto de compostos, neste ultimo, os resultados sédo mais proximos da realidade

(GUERRINI, et al., 2009).
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Figura 1 — Efeito antifingico do extrato

etandlico, fases e 6leo volatil de Piper

aduncum na concentracdo de 10000

pg.mL-'. (A) Fase hexanico; (B) Fase
cloroférmica; (C) Fracéo

hidroalcoolica; (D) Fase N-butandlica;

(E) Oleo volatil e (F) Testemunha/agua
d estilada e esterilizada

Fonte: Vinicius Lima

De acordo com Morandim-Giannetti et al. (2010) no 6leo volatil de P. aduncum,
de plantas coletadas em Sao Paulo, n&do foi identificado Dilapiol na sua composicao,
porém apresentou atividade antifungica contra Cryptococcus neoformans
(San Felice) Vuill., neste caso a maior parte da composicdo do 6leo era constituida de
monoterpenos e a substancia mais abundante foi Linalol (31,80%), sendo que, 0s
sesquiterpenos foram mostrados em quantidades significativas e estruturamente
diversificada.

Ainda em S&o Paulo Navickiene (2006), identificou por meio de bioautografia
direta em camada simple TCL e analise por cromatografia gasosa CG, a presenca de

sesquiterpenos em Oleos volatil obtidos das folhas de P. aduncum, onde a menor


http://pt.wikipedia.org/wiki/Jean_Paul_Vuillemin
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concentracdo da solucdo do oleo volatil capaz de promover a completa inibicdo do
crescimento dos fungos C. cladosporioides e C. sphaerospermum, foi de 50 pg.mL™.

A atividade antifungica do 6leo voléatil de P. aduncum sobre fitopatégenos tem
sido relacionada a presenca de constituintes quimicos identificados em analises
cromatograficas. Neste estudo a atividade das fases hexéanica, cloroformica e extrato
etandlico podem ser explicados com base nos estudos realizados nesta linha de
pesquisa.

A inibicdo do crescimento micelial e germinacdo dos conidios na fase hexanica
obtido neste trabalho poder ser atribuido a presenca de substancias que foram
extraidas pelo solvente hexadno e que mostraram-se antifungicos a C. cassiicola.
Siva W. et al. (2009) avaliaram a toxidade fase hexanica em
Rhipicephalus (Boophilus) microplus Canestrini, e atribuiram este efeito a presenca de
Dilapiol (94,84%), pequenas quantidades de sesquiterpenos como: Neorodiol (0,74%),
Globulol (0,65%) e Espatulenol (0,64). Estas substancias foram quantificadas por CG-
EM, a partir hidrodestilagdo da fase hexanica.

Com relacao ao efeito antifingico do extrato etandlico, um exemplo a ser citado é
o de Lago et al. (2009) que fracionaram o extrato etandlico de folhas de P. aduncum e
por cromatografia identificou trés prenilados de benzoatos de metilo, uma flavonona e
dois cromenos. O composto hidroperoxido, benzoato de metilo, 4-hidroxi-3-(20-
hidroperoxi-30-metil-30-butenil) apresentou elevada atividade fungitoxica contra
C. cladosporioides e C. sphaerospermum, em bioautografia direta em placa de TLC,
onde a CIM foi de 1 pg.mL™. Este resultado foi semelhante aos controles positivos

(nistanina e miconazol) utilizado nesta mesma concentragéo inibindo crescimento dos


http://en.wikipedia.org/wiki/Giovanni_Canestrini

43

fungos. Isso indica que essa substancia pode estar presente no extrato etandlico deste
estudo.

O extrato etandlico e fase hexanica de P. aduncum apresentaram maior halo de
inibicdo em todas as concentragdes contra C. cassiicola. A CIM para ambos foi em
2000 pg.mL™*. Em P. chaba, o solvente etanol também foi bastante eficiente na extragéo
de substancia ativas nesta espécie, promovendo 54,4 — 68,2% da inibicdo do
crescimento micelial dos fungos fitopatogénicos P. capsici, F. oxysporum, F. solani,
Rhizotonia solani J.G. Kiihn e Colletotrichum capsici (Syd.) EJ Butler & Bishy; ainda, a
CIM variou entre 250 — 500 pg.mL™ no extrato etandlico e na fase cloroférmica,
enquanto que, na fase hexanica, a atividade antifungica foi menos eficiente
(RHAMAM, et al, 2011).

A fase hexanica, em relacdo a fase cloroférmica e extrato etandlico de
P. aduncum, na concentracdo de 2000 pg.mL™ apresentou o maior halo de inibicao,
sendo este de 8,57 mm, maior que o controle positivo, onde o halo foi de 7,17 mm, ndo
havendo diferenca estatica entre ambos.

Neste estudo a fase hexanica mostrou-se mais eficiente que o fungicida Priori em
relacdo a média do tamanho da formacédo do halo de inibicdo. Isso pode ter ocorrido
devido ao fato de o solvente hexano ser apolar e apresentar afinidade com os
compostos ativos presentes no 6leo essencial de P. aduncum (SILVA W. et al., 2009).

Neste estudo o efeito antifingico da fase cloroférmica de P. aduncum foi menos
eficiente, pois os halos de inibicdo do crescimento micelial apresentam médias menores
em todas as concentracdes desta fase, diferente do observado na fase hexéanica e
extrato etandlico contra o fungo C. cassiicola. Este resultado difere dos estudos

recentemente obtidos por Bussaman et al. (2012) em que a fase cloroférmica de folhas
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de P. sarmentosum, na concentracdo de 2,5% mostrou-se mais ativo que o etandlico,
cuja inibicao foi de 77,75% e 16,5% ,respectivamente, no crescimento micelial de
C. gloeosporioides.

O mesmo resultado foi observado ainda em P. belte, em que a fase cloroférmica
inibiu 72,36-78,53% e CIM foi encontrado em 17,5 pg.mL™, que inibiu completamente o
crescimento micelial de C. capsici (JOHNNY, et al., 2011). Nesta mesma espécie a fase
hexanica n&do apresentou nenhuma atividade antifangica contra R. solani
(SEEMA, et al., 2011).

Em trabalhos realizados com outras espécies de plantas, observa-se uma
variacdo da atividade antifungica em diferentes extratores. Alguns exemplos podem ser
tomados como a fase cloroférmica de Metasequoia glyptostroboides Miki ex Hu que
apresentou maior atividade antifingica, com inibicdo de 32,4-45,1% do crescimento
micelial, onde a CIM foi observada em 500 pg.mL™ em F. oxysporum e F. solani,
enquanto que a fase hexédnico ndo apresentou nenhum efeito antifingico
(BAJPAI; KANG, 2010). Resultado diferente foi obtido com a fase hexénica de
C. ambrosioides na concentracdo de 0,3%, que inibiu completamente o crescimento
micelial dos fungo F. oxysporum (JARDIM, et al., 2010).

O desenvolvimento de pesquisas nesta linha de efeito antifingico de extratos, fases
e 6leo volatil de plantas sobre o crescimento micelial e germinacdo dos esporos fungos
fitopatogénicos in vitro vem sendo bastante explorado e j4 apresenta resultados

promissores (Tabelas 3).
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Tabela 3 - Exemplos de efeito antifiingico de extratos, fases e 6leo volatil de plantas sobre crescimento
micelial e germinacao dos esporos de fungos fitopatogénicos

Planta Patégeno Composto Referéncias
Allium sativum L. Colletotrichum acutatum J. H. Fase hexanica Domingues et al.
Extrato etandlico 2009
Cestrum nocturnum L. Phytophthora capsici L. Fase hexéanica Al- Reza et al.
Oleo volatil 2010
Thymus vulgaris L. Colletotrichum musae (Berk. & M.A. Oleo volatil Romero et al
Curtis) Arx 2009
Alpinia galanga L. Colletotrichum Fase cloroférmica Johnny et al
gloeosporioides (Penzig) 2010
Agave lechuquilla  Rhizopus stolonifer Extrato hexéanico Rodriguez et al.
Torr. Extrato 2011
etananolico

Em relacdo as fases N-butandlica e hidroalcéolica de P. aduncum nao foram
observados efeitos antifingicos destas sobre o crescimento micelial de C. cassiicola,
esse fato pode ter ocorrido, porque os principios ativos que foram extraidos por estes
solventes ndo apresentaram atividade sobre o fungo, ou podem estar em pequenas
quantidades (ALMEIDA, T. et al., 2009; AYATOLLAHI, et al., 2010).

Na avaliacdo da germinacdo dos conidios de C. cassiicola neste estudo,
observou-se a superioridade da atividade antifungica do extrato etandlico de
P. adundum em relacdo as fases hexénica e cloroférmica. Semelhantemente,
Domingues et al. (2009) obtiveram maior efeito no extratos etandlico do que na fase
hexanica de Coffea arébica L., onde o primeira na concentracéo de 1000 pg.mL™, inibio
81,3% da germinacgéo dos conidios de C. acutatum.

Neste trabalho, a CIM da germinacéo dos conidios de C. cassiicola foi obtida no
extrato etandlico na concentracdo 2000 pug.mL™ com inibicdo de 87,8%. Nesta mesma
concentracdo Rodriguez et al. (2011) relatam a inibicdo de 94,3% da germinacdo dos
conidios de Penicillium digitatum (Pers.) Sacc., sobre o0 extrato etanodlico de

Yucca filirera Chaub. O efeito antifingico deste extrato esta relacionado com a
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presenca de compostos polifendlicos ativos que apresentam afinidades com o solvente
polar etanol.

Quanto ao género Piper, a fase cloroférmica de P. sarmentosum na
concentracdo de 2,5% inibiu completamente a germinacdo de esporos de
C. gloeosporioides, enquanto que, o extrato etandlico a inibiu apenas 56,75%. Este
resultado difere do obtido nesta pesquisa, em que e extrato etandlico foi mais eficiente
que a fase cloroformica e que CIM do primeiro nao diferiu estatisticamente do fungicida
Priori.

Em P. belte, o extrato de metandlico, na concentracdo de
10,00 pg.mL™* apresentou maiores percentuais de inibicdo da germinacdo dos esporos
de C. capsici, variando entre 72,91 e 80,93% (JOHNNY, et al., 2011). Esses valores sé&o
similares aos obtidos neste trabalho, em que o extrato etandlico apresentou a maior
atividade antifungica, confirmando a presenca de compostos ativos, que apresentam
afinidades com este solvente de mesma polaridade que o metanol.

De acordo com a metodologia de Bagum et al.,, 2007 os extratos de planta,
obtidos por solventes, que inibem mais de 50% da esporulacdo s&o considerados
efetivos no controle, as fases hexanica, cloroférmica e extrato etandlico, apresentam
potencial antifingico na sua menor concentracdo, inibindo 50,4%, 59,6% e 87,8%
respectivamente.

Ao comparar os resultados obtidos nesta pesquisa com outras anteriores,
considera-se uma variacao da atividade antifUngica dos extratos, fases e 6leos volateis
na inibicdo do crescimento micelial e germinagcao dos esporos. Isso pode ocorrer devido
a presenca de substancias que apresentam afinidades com os solventes no momento

do fracionamento, tipos de compostos quimicos presentes nas diferentes espécies de
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plantas, quantidade de substancias extraidas, idade da planta, tempo de coleta da
planta, tipo de clima, solo, manejo e método de extracdo (DOMINGUES, et al., 2009;
SILVA, A. et al., 2009; VENTUROSO, et al., 2011; BUSSAMAN, et al., 2012).

O efeito antifungico dos Oleos volateis, extratos e fases obtidos por diferentes
solvente é atribuido a presenca de diversos compostos ativos como hidrocarbonetos de
mono e sesquiterpenos, Mono e sesquiterpenos oxigenados presentes nas diversas
espécies de plantas e também nas do género Piper, dentre estes piperitone
(JOHANN, et al.,, 2007), a-humelene, Globulol, Espatulenol, Nerolidiol, Linalol, 1-8
ciolene (RAHMAN, et al. 2011) Dilapoil (GUERRINI, et al., 2009). Segundo Oliveira et
al., 2011, o mecanismo de acdo dos monoterpenos envolve, principalmente, efeitos
toxicos a estrutura e a funcdo da membrana celular.

O sucesso de resultados bem sucedidos dos compostos a partir de plantas e
seus 0Orgaos sdo largamente dependentes do solvente utilizado na extracdo. Isso
explica a variacdo dos resultados obtidos tanto nesta, como em outras pesquisas ja

realizadas.

Efeitos curativo e profilatico do extrato de P. aduncum

No teste do efeito curativo, os tratamentos 1:1 e 1:2 (extrato bruto/dgua)
apresentaram efeito significativo na reducdo da severidade da doenca. Ja os
tratamentos 1:3, 1:4 ndo diferiram estatisticamente da testemunha (Tabela 4).

Ao considerar a AACPD foi observado efeito significativo de todos os tratamentos
avaliados em comparagdo com a testemunha (Skott-Knott 5%), demonstrando efeito

curativo do extrato aquoso de P. aduncum sobre C. cassiicola em tomateiro (Figura 2).
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No teste profilatico ndo houve diferenca significativa quanto a severidade da

doenca entre os tratamentos e a testemunha. Esse mesmo resultado foi obtido para

AACPD, demonstrando que o extrato aquoso ndo tem efetividade no controle da

doenca.

O ensaio profilatico apresentou maior porcentagem de severidade de doenca

guando comparado com 0 ensaio curativo, indicando o efeito direto no patégeno e ndo

induzindo resisténcia a planta de tomate (Tabela 3).

Tabela 4 - Avaliacdo do efeito curativo e profilatico do extrato aquoso de Piper aduncum sobre a
severidade e area abaixo da curva do progresso da doenga

Curativo Profilatico
Tratamentos - -
Severidade (%) AACPD Severidade (%) AACPD

1:1 2,39b 448,63 b 8,16 a 1343,85 a

1:2 3,09b 441,79 b 15,14 a 2658,93 a

1:3 391a 429,28 b 2423 a 3353,06 a

1:4 4,75 a 581,16 b 15,67 a 2764,80 a
Testemunha 5,23 a 919,82 a 23,67 a 4477,56 a

Nota: * As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5%

de probabilidade. AACPD — area abaixo da curva do progresso da doenga

Fonte: Vinicius Lima.

Figura 2 - Efeito curativo do extrato aquoso de Piper aduncum em mudas de
tomateiro. (A) testemunha; (B) tratamento 1:1 e (C) tratamento 1:2
Fonte: Vinicius Lima
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Os estudos realizados neste trabalho estdo de acordo com trabalhos anteriores,
em que o teste de efeito curativo implica na reducédo do desenvolvimento dos sintomas
da doenca quando aplicados durante de periodo de incubacdo do fitopatdgeno no
tecido suscetivel, diminuindo o desenvolvimento e a severidade da doenca
(GODOQY; CANTERI, 2004; FARIA, et al., 2009; PERINI, et al, 2011).

A atividade antifUngica demonstrada no ensaio curativo confirmam os resultados
obtidos nos testes in vitro, em que ndo se verificou o efeito fungitoxico e sim um
antagonismo do extrato aquoso, inibindo parcialmente o desenvolvimento do fungo no
tecido suscetivel. Neste estudo, o extrato aquoso de P. aduncum reduziu a severidade
da doenca e a AACPD, demonstrando que a presenca da substancia dilapiol e de
compostos ativos como hidroperéxidos, mono e sesquiterpenos, identificados nesta
espécie, podem ter sido extraidos em &gua e estar atuando diretamente sobre o
fitopatégeno.

A presenca de substancias ativas, com potencial efeito antifingico, identificadas
em extrato bruto e dissolvidas em agua e as mesmas purificadas ja tem sido relatada.
Saha et al. (2012) que isolaram xanthatin, uma lactona sesquiterpénica, de
Xanthium strumarium L. e mostraram a reducdo maxima da porcentagem de doenca
fangica  foliar, agindo diretamente sobre fungo Curvularia eragrostidis
(P. Hennings) J. A. Meyer.

Em relacdo a severidade e AACPD, resultados semelhantes a esta pesquisa
foram relatados em trabalhos anteriores utilizando extrato aquoso de plantas sobre
fungos fitopatogénicos em ensaios de efeito curativo, como é o0 caso do extrato aquoso
de A. sativum que reduziu 62,94% da severidade e a AACPD foi de 75,43, nas

dosagens de 20 mL.L? de mildio causado por Plasmopara Vviticola
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(Berk. & M. A. Curtis) Berl. & De Toni (LEITE, et al., 2011). Neste estudo o extrato
aquoso de P. aduncum reduziu a severidade da doenca em 55,07 e 40,92% e AACPD
foi 448,64 e 441,79, nos tramentos 1:1 e 1:2 respectivamente.

Menezes et al. (2009) também analisaram o efeito curativo no controle de
Alternaria solani Sor, em tomateiros, onde o extrato de alho e gengibre foram eficientes
no controle, com valores de AACPD menores que os da testemunha e indice de
severidade em 32%.

E dificil comparar os resultados obtidos a partir de diferentes estudos porque a
composicdo quimica dos extratos varia muito. Em estudos anteriores, as analises do
efeito antifiungico em teste in vivo de varios extratos mostram que eles apresentam
diferentes resultados contra fungos fitopatogénicos de diferentes plantas
(BAJPAI, et al., 2009).

O sucesso no teste de efeito curativo do extrato aquoso de P. aduncum em
comparagao com os trabalhos j& mencionados pode ser atribuido ao contato do extrato
com a superficie das folhas suscetiveis, a movimentac&o translaminar e transcutilar dos
compostos com estrutura quimica que permitem a entrada e penetracao nas células das
plantas, tornando-se tOxicos aos processos vitais do fungo sem afetar mesma
(MENEZES, et al., 2009; BAJPAI, et al., 2009; LEITE, et al., 2011).

A redugéo significativa na severidade da doenca e na AACPD com o uso do
extrato aquoso no teste profilatico, ou seja, de maneira preventiva, deve-se a existéncia
de composto (s) ou substancia (s) com acéo antifungica extraida dos tecidos pela agua.
Este fato ndo foi observado com tanta eficiéncia neste estudo.

Segundo Falkenberg et al. (2004), o solvente escolhido deve ser o mais seletivo

possivel, extraindo apenas as substancias desejadas em maior quantidade. A agua
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extrai as saponinas e alcaldides. Portanto, no extrato aquoso, no presente trabalho, ndo
contém determinadas substancias bioativas ou podem estar em quantidades muito
baixas.

Faria et al. (2009) confirmam essa idéia ao observarem que o extrato
hidroetandlico de Mormodica charantia L. na concentracdo de 20% aplicada de forma
preventiva, seis e trés dia antes da inoculagdo de esclerédios de S. rolfsi, junto a
semente de feijdo da cultivar “carioquinha”, apresentou média de severidade de 0,6% e
reducdo da mesma de 74%, enquanto que o extrato aquoso no controle da doenca néao
apresentou diferenca do controle quando aplicado de forma preventiva. Estes autores
argumentam que a ineficiéncia deste extrato pode ter sido devido a auséncia ou baixas
guantidades de compostos bioativos extraidos no extrato aquoso.

Plantas de tomateiros tradadas com extratos brutos aquosos de A. camphorata e
R. officinalis na concentracdo de 20 e 30%, verificou-se a reducdo e até mesmo
auséncia de lesdes em folhas acima das que recebem tratamentos, indicando a inducéao
de mecanismos de defesa contra C. fluvus, tais como: lignificacdo, papilas ou enzimas
relacionadas a patogénese (a, 1-3 glucanase, quitinase), levando a diminuicdo da
severidade de cladosporiose no tomateiro (ITAKO, et al.,, 2009). Tornando evidente a
auséncia de compostos quimicos em P. aduncum ou ineficiéncia deste na inducao de

mecanismos de defesa contra C. cassiicola.
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6. CONCLUSOES

As fases hexénica, cloroférmica e o extrato etandlico de P. aduncum foram
eficientes na inibicdo do crescimento micelial e germinacdo dos conidios de
C. cassiicola.

O o6leo essencial de P. aduncum n&o apresentou nenhuma atividade antifngica,
nas concentragdes testadas, no crescimento micelial do fungo.

O extrato etandlico apresentou efeito antifGngico em todas as concentracfes
testadas contra C. cassiicola. Neste foi observado o maior halo de inibicdo do
crescimento micelial na concentragdo 10000 pg.mL™, quanto a germinacdo dos
conidios, neste extrato foi encontrado a CIM em 2000 pg.mL™, que deferindo
significamente do controle positivo.

As fases hexanica e cloroférmica apresentaram efeito antifUngico sobre o
crescimento micelial de C. cassiicola, porém a menor concentracdo 2000 pg.mL™ da
fase cloroférmica néo diferiu estatisticamente do controle negativo. A CIM sobre o
crescimento micelial foi encontrado na fase hexanica em 2000 pg.mL™.

No este in vivo, 0 extrato aquoso foi eficiente no controle da doenca, reduzindo a

severidade nos tratamentos 1:1 e 1:2 (extrato/agua) no teste de efeito curativo.



53

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICA

ALFENAS, A. C. et al. Isolamento de fungos fitopatogénicos. In: ALFENAS, A. C,;
MAFIA, R. G. Métodos em fitopatologia. Vigosa: UFV, 2007. p. 53-90.

ALMEIDA, R. R. P. et al. Chemical Variation in Piper aduncum and Biological Properties
of Its Dillapiole-Rich Essential Oil. Chemistry & Biodiversity, v.6, n. 9, p. 1427-1433,
20009.

ALMEIDA, T. F. et al. Efeito de extratos de plantas medicinais no controle de
Colletotrichum acutatum, agente causal da flor preta do morangueiro. Summa
Phytopathologica, Botucatu, v. 35, n. 3, p. 196-201, 2009.

AL-REZA, S. M. et al. Inhibition of plant pathogens in vitro and in vivo with essential oll
and organic extracts of Cestrum nocturnum L. Pesticide Biochemistry and
Physiology, v. 96, n. 2, p. 86-92, 2010, 2010.

AYATOLLAHIA, A. M. et al. Biological Screening of Euphorbia Aellenii. Iranian Journal
of Pharmaceutical Research, v. 9, n. 4, p. 429-436.

ARZE, J.B.L., et al. Essential oils from Bolivia. VIII. Piperaceae: Piper heterophyllum
Ruiz et Pavon, P. aduncum L. Journal of essential oil-bearing plants, v. 11, n. 1, p.
53-57, 2008.

BAJPAI, H. R. et al. Microbial conversion and in vitro and in vivo antifungal assessment
of bioconverted docosahexaenoic acid (bDHA) used against agricultural plant
pathogenic fungi, Journal of industrial microbiology and biotechnology, v. 36, n. 7,
p. 695-704, 2009.

BAJPAI, V. K.; KANG, S. C. Antifungal activity of leaf essential oil and extracts of
Metasequoia glyptostroboides Miki ex Hu. Journal of the American Oil Chemists
Society, v. 87, n. 4, p. 327-336, 2010.

BAJPAI, V. K. et al. Chemical composition and antifungal activity of essential oil and
various extract of Silene armeria L. Bioresource Technology, v. 99, n. 17, p. 8903-
8908, 2008.


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=0100-5405&script=sci_serial
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=0100-5405&script=sci_serial
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=j.%20ess.%20oil%20bearing-pl.&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CEkQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.researchgate.net%2Fjournal%2F0972-060X_Journal_of_essential_oil-bearing_plants_JEOP&ei=ZKYqUNXGMuiA7AG8m4CYCQ&usg=AFQjCNH_XwjnvFRKntvUNEdgdulH8kFtuQ
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=j.%20ind.%20microbiol.%20biotechnol&source=web&cd=4&ved=0CFwQFjAD&url=http%3A%2F%2Fportal.revistas.bvs.br%2Findex.php%3Fissn%3D1367-5435%26lang%3Den&ei=IBMaUPy0CImY8gT2t4AQ&usg=AFQjCNFM9TZNHe70NlihqGIWdZgrgse5Cw
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=j%20am%20oil%20chem%20soc&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CFUQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.nonprofitjournals.org%2Fjournals%2Foil_chemists.htm&ei=0y8bULONG4Lp0gHgjoHICw&usg=AFQjCNE93WSuSY4BKCHSNh2f2SkAht8FFA
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=j%20am%20oil%20chem%20soc&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CFUQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.nonprofitjournals.org%2Fjournals%2Foil_chemists.htm&ei=0y8bULONG4Lp0gHgjoHICw&usg=AFQjCNE93WSuSY4BKCHSNh2f2SkAht8FFA

54

BARNETT, H. L., HUNTER, B. B. lllustrated genera of imperfect fungi. 2 ed.
Mineapolis, Minessotta, 1972.

BEGUM, J. et al. Antifungal activity of forty higher plants against phytopathogenic fungi.
Bangladesh Journal of Microbiology, v.24, n.1, p. 76-78, 2007.

BLAZQUEZ, C. H. Target spot. In: JONES,J. B.; JONES, J. P.; STALL, R. E.; ZITTER,T.
A. (Ed.). Compendium of tomato diseases.St. Paul: APS Press, 1991. p. 23.

BRAND, S. C. et al. Extratos de alho e alecrim na inducdo de faseolina em feijoeiro e
fungitoxicidade sobre Colletotrichum lindemuthianum. Ciéncia Rural, v. 40, n. 9, p.
1881-1887, 2010.

BUSSAMAN, P. et al. Effect of crude leaf extracts on Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.) Sacc. Hindawi Publishing Corporation Psyche, v. 2012, p. 1-6, 2012.

CAMPBELL, C.L.; MADDEN, L.V. Introduction to Plant Diseas Epidemiology. New
York. John Wiley & Sons. 1990.

COLPAS, et al., Induction of plant defense responses by Ocimum gratissimum L.
(Lamiaceae) leaf extracts. Summa Phytopathologica, Botucatu, v. 35, n. 3, p. 191-195,
20009.

COMBRINCK, S. et al. In vitro activity of eighteen essential oils and some major
components against common postharvest fungal pathogens of fruit. Industrial Crops
and Products, v. 33, n. 2, p. 344-349, 2011.

CONABIO. Catdlogo taxondmico de Especies de México. 1. Capital Natural
do México, Cidade do México, 2009.

CRAVEIRO, A. A. et al.. Oleos essenciais de plantas do nordeste. Fortaleza: UFC-
Departamento de Quimica Orgéanica e Inorganica, 1981, 210 p.

CREMASCO, M. A.; BRAGA, N. P. Isomerizacdo do oleo essencial de pimenta-longa
( Piper hispidinervium C. DC) Para a obtencéo de isosafrol . Acta Amazonica, v. 40, n.
4, p. 737-740, 2010.


http://www.banglajol.info/index.php/BJM/
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09266690
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09266690
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09266690/33/2
http://www.tropicos.org/Publication/25511
http://www.tropicos.org/Publication/25511

55

DEISING, H. B. et al. Mecanismos e significado de resisténcia a fungicidas. Brazilian
Journal of Microbiology, v. 39, n. 2, p. 286-295, 2008.

DIXON, L. J. et al. Host specialization and phylogenetic diversity of Corynespora
cassiicola. Phytopathology, v. 99, n. 9, p. 1015-27, 20089.

DOMINGUES, R. J. et al. Agao “in vitro” de extratos vegetais sobre Colletotrinhum
acutatun, Alternaria solani e Sclerotium rolfsii. Arquivos do Instituto Biolégico, Sao
Paulo, v.76, n. 4, p. 643-649, 2009.

DOMINGUES, R. J. et al. Avaliacdo do potencial antifingico de extratos de plantas e de
basidiomicetos nativos sobre Colletotrichum acutatum, Alternaria solani e Sclerotium
rolfsii. Summa Phytopathologica, v.37, n. 3, p. 149-151, 2011.

ELLIS, M. B. Dematiaceous hyphomicetes, Kew Surrey, England: Commonwealth
Mycological Institute, 1971. 608 p.

FALKENBERG, M. B. et al. Introducéo & anélise fitoquimica. In: SIMOES, C. M. O. et al.
(Ed.). Farmacognosia: da planta ao medicamento. 5 ed. Porto Alegre: Editora
UFRGS, 2004. p. 229-246.

FARIA, F. A. et al. Atividade fungitéxica de Momordica charantiaL. no controle
de Sclerotium rolfsii Sacc. Acta Scientiarum. Agronomy, v. 31, n. 3, p. 383-389, 2009.

FARR, D. F.; ROSSMAB, A. Y.; PALM, M. E.; MCCRAY, E. B. Fungal databases.
Systematic Botany and Mycology Laboratory, ARS, USD. (2011). Disponivel em:
http://nt.ars-grin.gov/fungaldatabases. Acesso em: 12 de janeiro 2011.

FORCELINI, C. A. Doencas em soja: entendendo as diferencas entre biotréficos e
necrotréficos. Revista Plantio Direto, Passo Fundo, XX, ed 120, p. 7-10, 2010.

GODOY, C. V; CANTERI, M. G. Efeitos protetor, curativo e erradicante de fungicidas no
controle da ferrugem da soja causada por Phakopsora pachyrhizi, em casa de
vegetacdo. Fitopatologia brasileira, Brasilia, v. 29, n. 1, p. 97-101, 2004.

GUERRINIA, A. et al. Bioactivities of Piper aduncum L. and Piper obliguum Ruiz &
Pavon (Piperaceae) essential oils from Eastern Ecuador. Environmental Toxicology
and Pharmacology, v. 27, n. 1, p. 39-48, 20009.


http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=.%20braz.%20j.%20microbiol&source=web&cd=1&ved=0CE8QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.scielo.br%2Fbjm%2F&ei=b7IqUIbJLKfj0QGpnYGACA&usg=AFQjCNF-13Lt-4HwiB6sW8EUJ-_AzI_hIw
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=.%20braz.%20j.%20microbiol&source=web&cd=1&ved=0CE8QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.scielo.br%2Fbjm%2F&ei=b7IqUIbJLKfj0QGpnYGACA&usg=AFQjCNF-13Lt-4HwiB6sW8EUJ-_AzI_hIw
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=arq.%20inst.%20biol.%2C&source=web&cd=7&sqi=2&ved=0CGsQFjAG&url=http%3A%2F%2Fportal.revistas.bvs.br%2Findex.php%3Fissn%3D0020-3653%26lang%3Dpt&ei=OvnMT4TAAsn_6QGZqKGiDw&usg=AFQjCNH7P7yAWKQuBzwO7icoEgdvSemF9w
http://periodicos.uem.br/ojs/index.php/ActaSciAgron

56

HOSSAINA, M. A. Chemical composition and anti-fungal properties of the essential oils
and crude extracts of Orthosiphon stamineus Benth. Industrial Crops and Products, v.
27,n.3, p. 328-334, 2008.

ITAKO, A. T. et al. Atividade antifingica e protecdo do tomateiro por extratos de plantas
medicinais. Tropical Plant Pathology, v. 33, n. 3, p. 241-244, 2008.

ITAKO, A. T. et al. Controle de Cladosporium fluvum em tomateiros por extratos de
plantas medicinais. Arquivos do Instituto Biologico, Sdo Paulo, v.76, n.1, p.75-83,
jan./mar., 2009

JARDIM, C. M. et al. Chemical composition and antifungal activity of the hexane extract
of the Brazilian Chenopodium ambrosioides L. Journal of the Brazilian Chemical
Society, v. 21, n. 10, p. 1814-1818, 2010.

JOHANN, S. et al. Antifungal properties of plants used in Brazilian traditional medicine
against clinically relevant fungal pathogens. Brazilian Journal of Microbiology, Séo
Paulo, v. 38, n. 4, p. 632-637, 2007.

JOHNNY, L. et al. Antifungal activity of selected plant leaves crude extracts against a
pepper anthracnose fungus, Colletotrichum capsici (Sydow) butler and bisby
(Ascomycota: Phyllachorales). African Journal of Biotechnology, v. 10, n. 20, p.
4157-4165, 2011.

JOHNNY, L. et al. The effect of herbal plant extracts on the growth and sporulation of
Colletotrichum gloeosporioides. Journal of Applied Biosciences, v. 34, n. 1, p. 2218-
2224, 2010.

KHAN, Z.S.; NASREEN, S. Phytochemical analysis, antifungal activity and mode of
action of methanol extracts from plants against pathogens. Journal of Agriculture
Technology, v. 6, n. 4, p. 793-805, 2010.

KORDALI, S. et al. Antifungal and herbicidal properties of essential oils and n-hexane
extracts of Achillea gypsicola Hub-Mor. and Achillea biebersteinii Afan. (Asteraceae).
Industrial Crops and Products, v. 29, n. 3, p. 562-570, 20009.


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=0103-5053&lng=en&nrm=iso
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=0103-5053&lng=en&nrm=iso

57

LAGO, J. H. G. et al. Prenylated benzoic acid derivatives from Piper aduncum L. and P.
hostmannianum C. DC. (Piperaceae). Phytochemistry Letters, v. 2, n. 3, p. 96-98,
2009.

LEITE, C. D. et al. Extrato de alho e 6leo vegetal no controle do mildio da videira.
Revista Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal - SP, v. 33, n. 2, p. 429-436, 2011.

LEROY, M.; LOURD, M. Doenca foliar do tomateiro causada por Corynespora cassiicola
em Manaus. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v. 14, n. 1, p. 32-36, 1989.

LOPES, C. A.; REIS, A. Doencas do tomateiro cultivado em ambiente protegido.
EMBRAPA HORTALICAS, Brasilia, n. 53, p. 1-12, 2007 (circular técnico).

MALIK, A. et al. Modeling the three-dimensional structures of an unbound single-chain
variable fragment (scFv) and its hypothetical complex with a Corynespora cassiicola
toxin, cassiicolin. Journal of Molecular Modeling, v. 16, n. 12, p. 1883-1893, 2010.

MARQUES, J. V. et al. Antifungal activity of natural and synthetic amides from Piper
species. Journal of Brazilian Chemical Society, v. 21, n. 10, p. 1807-1813, 2010.

MENEZES, V. O. et al. Uso de extratos vegetais in vivo no controle de Alternaria solani
e na produtividade do tomateiro. Revista Brasileira de Agroecologia, v. 4, n. 2, 2009.

MIYAMOTO, T. et al. Distribution and molecular characterization of Corynespora
cassiicola isolates resistant to boscalid. Plant Pathology, v. 59, n. 5, p. 873-881, 2010.

MORANDIM-GIANNETTI, A. A. et al. Composition and antifungal activity against
Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida krusei and Cryptococcus neoformans
of essential oils from leaves of Piper and Peperomia species. Journal of Medicinal
Plants Research, v.4,n.17,p. 1810-1814, 2010.

MULITERNO de MELO, M. Producdo de esporos e inoculacdo de Corynespora
cassiicola em soja. 2009. 76 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia Fitopatologia
Passo Fundo) — Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, 2009.


http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=j%20mol%20model&source=web&cd=1&ved=0CFUQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.springer.com%2Fchemistry%2Fjournal%2F894&ei=YHopUKa3H4XJ6wGh64GoDQ&usg=AFQjCNEYf--jmTQG7VK0HR3GwcPLWcdL-w
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=j.%20braz.%20chem.%20soc&source=web&cd=2&sqi=2&ved=0CFcQFjAB&url=http%3A%2F%2Fjbcs.sbq.org.br%2Fjbcs%2Fjbcsonline.html&ei=y3IqUL-uEO7F0AGj-ICIDA&usg=AFQjCNGkWiC2x40y9skw9nAGpkOpZt7zrA

58

NARUZAWA, E.S.; PAPA, M.F.S. Antifungal activity of extracts from brazilian Cerrado
plants on Colletotrichum gloeosporioides and Corynespora cassiicola. Revista
Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v. 13, n. 4, p. 408-412, 2011.

NAVICKIENE, H. M. D. Composition and antifungal activity of essential oils from Piper
aduncum, Piper arboreum and Piper tuberculatum. Quimica Nova, v. 29, n. 3, p. 467-
470, 2006.

NELLY, D. Laboratory and greenhouse procedures methods for evaluation
fungicides, nematicides and bactericides. Minessota: American Phytophathological
Society, 1978. 140 p.

NGHIA, N. A. et al. Morphological and inter simple sequence repeat (ISSR) markers
analyses of Corynespora cassiicola isolates from rubber plantations in Malaysia.
Mycopathologia, v. 166, n. 4, p. 189-201, 2008.

OLIVEIRA, M.M.M. et al. Rendimento, composi¢cado quimica e atividade antilisterial de
Oleos essenciais de espécies de Cymbopogon. Revista Brasileira de Plantas
Medicinais, v. 13, n. 1, p. 8-16, 2011.

OLIVEIRA, E. C. P. et al. Avaliacao do 6leo de copaiba (Copaifera spp) na inibicdo do
crescimento micelial in vitro de fitopatdgenos. Ciéncias Agrarias, Belém, n. 46, p. 53-63,
2006.

OLIVEIRA, S. M. A. et al. Patologia pos-colheita: frutas, olericolas e ornamentais
tropicais. Brasilia: Embrapa Informacao Tecnoldgica, 2006. 855p.

PARRA, J. E. et al. Cumanensic acid, a new chromene isolated from Piper cf.
cumanense Kunth. (Piperaceae). Phytochemistry Letters, v. 4, n. 3, p. 280-282, 2011.

PERINI, V. B. M. et al. Avaliacdo do efeito curativo e preventivo do 6leo essencial do
capim citronela no controle de Pyricularia grisea. Journal of Biotechnology and
Biodiversity, v.2,n.2:p.23-27,2011.

POTZERNHEIM, M. C. L. et al. Chemical characterization of essential oil constituents of
four populations of Piper aduncum L. from Distrito Federal, Brazil. Biochemical
Systematics and Ecology, v. 42, p. 25-31, 2012.



59

RAHMAN, A. et al. Antifungal activity of essential oil and extracts of Piper chaba Hunter
against phytopathogenic fungi. Journal of the American Oil Chemists' Society, v. 88,
n. 4, p. 573-579, 2011.

RALI, T. et al. Volatile chemical constituents of Piper aduncum L. and Piper gibbilimbum
C.DC (Piperaceae) from Papua New Guinea. Chemistry Department, University of PNG,
Papua New Guinea. Molecules, v. 12, p. 389-394, 2007.

REZENDE, J. A. M. et al. Conceito de doencas, sintomatologia e diagnose: Isolamento
de agentes fitopatogénicos. In: AMORIM, Lilian; REZENDE, J. A. M.; FILHO, A. B.
Manual de Fitopatologia: Principios e conceitos. Piracicaba: Agronémica Ceres, v. 1,
2011. p. 54.

RIBAS, P. P.,, MATSUMURA, A. T. S. A quimica dos agrotoxicos: impacto sobre a
saude e meio ambiente. Revista Liberato, Novo Hamburgo, v. 10, n. 14, p. 149-158,
20009.

RODRIGUEZ, D. J. et al. In vitro antifungal activity of extracts of Mexican Chihuahuan
Desert plants against postharvest fruit fungi. Industrial Crops and Products, v. 34, n.
1, p.960-966, 2011.

ROMERO, A. L. et al. Atividade do 6leo essencial de Tomilho (Thymus vulgaris L.)
contra fungos fitopatogénicos. UNOPAR Cientifica Ciéncias biolégicas e da saude,
v. 11, n. 4, p. 8-15, 2009.

SAHA, D. et al. Control of foliar diseases of tea with Xanthium strumarium leaf extract.
Industrial Crops and Products, v. 37, n. 1, p. 376— 382, 2012.

SANTOS, A. S. et al. Descricdo de Sistema e de Métodos de Extracdo de Oleos
Essenciais e Determinacdo de Umidade de Biomassa em Laboratorio: Descricéo
do Sistema de Extracdo de Oleos Essenciais. Belém: EMBRAPA, n. 99, 2004. 6
p.(Comunicado técnico).

SANTOS, A. S. et al. Sesquiterpenes on Amazonian Piper Species. Acta Amazonica,
Manaus, v. 28, n. 2, p. 128, 1998.

SCHLUB, R. L.; SMITH L. J. Diagnostic Features of Corynespora cassiicola and its
Associated Diseases. NPDN, 2007.


http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=j%20am%20oil%20chem%20soc%20&source=web&cd=1&ved=0CFYQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.nonprofitjournals.org%2Fjournals%2Foil_chemists.htm&ei=X3QqUM1Myo_sAcPpgMgJ&usg=AFQjCNE93WSuSY4BKCHSNh2f2SkAht8FFA
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Fportal.revistas.bvs.br%2Findex.php%3Fissn%3D1517-2570%26lang%3Den&ei=W9w2UJjbBe-M6QH_xoCYBQ&usg=AFQjCNFJni8nQe46zSIdxT4bgUGB14YhZg&sig2=IjB-D-0yvH75WlviSW35zg

60

SEEMA, M. et al. In vitro studies of some plant extracts against Rhizoctonia solani Kuhn
infecting FCV tobacco in Karnataka Light Soil, Karnataka, India. Journal of Agricultural
Technology, v. 7, n. 5, p. 1321-1329, 2011.

SEIXAS, P.T.L. et al. Controle fitopatolégico do Fusarium subglutinans pelo dleo
essencial do capim-citronela (Cymbopogon nardus L.) e do composto citronelal. Revista
Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v. 13, especial, p. 523-526, 2011.

SHIMOMOTO, Y. et al. Corynespora blight of sweet pepper (Capsicum annuum) caused
by Corynespora cassiicola (Berk. & Curt.) Wei. Journal of General Plant Pathology:
JGPP, v. 74, n. 4, p. 335-337, 2008.

SILVA, A. C. P. R.; OLIVEIRA, M. N. Caracterizacdo botéanica e quimica de trés
espécies do género Piper no Acre. Rio Branco: Embrapa Acre, 2000. 13p. (Embrapa
Acre. Boletim de Pesquisa, 23).

SILVA, A. C. et al. Efeito in vitro de compostos de plantas de plantas sobre o
Colletotrichum gloeosporioides Penz. isolado do maracujazeiro. Ciéncia e
Agrotecnologia, Lavras, v. 33, Edicdo Especial, p. 1853-1860, 2009.

SILVA, W. C. et al. Toxicity of Piper aduncum L. (Piperales: Piperaceae) from the
Amazon forest for the cattle tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae).
Veterinary Parasitology, v. 164, n. 1, p. 267-274, 2009.

SINGHA, I. M. et al. Control of Fusarium wilt of tomato caused by Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici using leaf extract of Piper betle L.: a preliminary study. World Journal
of Microbiology and Biotechnology, v. 27, n. 11, p. 2583-2589, 2011.

SOUZA, A. F. et al. First report of Corynespora cassiicola causing leaf and Berry spots
on Coffea canephora in Brazil. Australasian Plant Disease Notes, v. 4, p. 72-74,
20009.

SOUZA, L. S. et al. Doses de extrato de Arrabidaea bilabiata no controle de fungos
fitopatogénicos. In: XXVII CONGRESSO BRASILEIRO DA CIENCIA DAS PLANTAS
DANINHAS, 2010, Ribeirdo Preto. Anais, Ribeirdo Preto; 2010. p. 454 — 458.

SOUZA, V. C.; LORENZI. Botéanica sistemética: guia ilustrado para identificacao
das familias nativas e ex6ticas no Brasil, baseado em APGII. 2. ed. Nova Odessa,
Séo Paulo: Instituto Plantarum, 2008. 80 p.


http://www.springer.com/life+sciences/plant+sciences/journal/10327
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=world%20j%20microbiol%20biotechnol%20impact%20factor&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CFgQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.springer.com%2Fchemistry%2Fbiotechnology%2Fjournal%2F11274&ei=AHYqUNaVKKjL0QHx94GADg&usg=AFQjCNEmGsUOgbcFfK1KKnOeGMyZLRuMTw
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=world%20j%20microbiol%20biotechnol%20impact%20factor&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CFgQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.springer.com%2Fchemistry%2Fbiotechnology%2Fjournal%2F11274&ei=AHYqUNaVKKjL0QHx94GADg&usg=AFQjCNEmGsUOgbcFfK1KKnOeGMyZLRuMTw

61

TERAMOTO, A. et al. Reaction of hybrids, inhibition in vitro and target spot control in
cucumber. Horticultura Brasileira, v. 29, n. 4, p. 342-348, 2011

TROMBETA, et al. Mechanisms of antibacterial action of three monoterpenes.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 49, n. 6, p. 2474-2478, 2005.

VERZIGNASSI, J. R. et al. Mancha-alvo em mogno-africano no Brasil. Summa
Phytopathologica, Botucatu, v. 35, n. 1, p. 70-71, 2009.

VENTUROSO, L. R. et al. Atividade antifingica de extratos vegetais sobre o
desenvolvimento de fitopatégenos. Summa Phytopathologica, Botucatu, v. 37, n. 1, p.
18-23, 2011.

WEI, C.T. Notes on Corynespora. Mycological papers, v. 34, p. 1-10, 1950.


http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=summa%20phytopatholog.&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CFIQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.scielo.br%2Fscielo.php%3Fpid%3D0100-5405%26script%3Dsci_serial&ei=hocuUMT3F6jx0gHQ8YHAAg&usg=AFQjCNGq8rxdjxyfeeFcqjd79K3GSjbrcA
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=summa%20phytopatholog.&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CFIQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.scielo.br%2Fscielo.php%3Fpid%3D0100-5405%26script%3Dsci_serial&ei=hocuUMT3F6jx0gHQ8YHAAg&usg=AFQjCNGq8rxdjxyfeeFcqjd79K3GSjbrcA

