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RESUMO

Medidas de controle de doengas por meio do uso de extratos e 6leos essenciais vém sendo
investigadas como alternativa aos fungicidas convencionais. Este trabalho objetivou estudar o
efeito antimicrobiano de extratos brutos aquosos e dleo essencial de Achillea millefolium no
crescimento micelial (CM), na esporulagao e na germinacao de conidios de Corynespora cassiicola
bem como a atividade de peroxidase em plantas de pepino. Para isto, o extrato bruto aquoso (EBA)
(1;5; 10; 20 e 25%) foi incorporado ao meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) e o 6leo essencial
(OE) (20, 40, 60, 100 e 200 mL) foi distribuido sobre a superficie do meio de cultura. Disco de micélio
foi repicado para os diferentes meios e o crescimento micelial avaliado, diariamente, por 7 dias.
Para os ensaios in vivo, plantas de pepino foram pulverizadas com EBAs nas concentracdes 1, 10
e 25%, Saccharomyces cereviseae 20% e agua, aos quatro e dois dias antes e concomitantemente a
inoculagdo com C. cassiicola. Foi avaliada a severidade da doenca e a atividade da enzima
peroxidase. Para EBA, nao houve inibi¢ao do crescimento micelial, da germinacao e da esporulacédo
em todas as concentragdes testadas. Entretanto, nos tratamentos com OE, houve inibi¢do de até 63%
do crescimento micelial. Na esporulagdo e germinacao, a inibicao foi de 100% e 98%, respectiva-
mente, na aliquota de 200 uL para OE. No controle da doenga, o tratamento mais efetivo foi EBA
a 25% quando realizado concomitante a inoculagdo. No intervalo de tempo avaliado, ndo se
constatou atividade da enzima peroxidase.

PALAVRAS-CHAVE: Controle alternativo, mil-folhas, Cucumis sativus, extrato bruto aquoso,
6leo essencial.

ABSTRACT

EFFECT OF CRUDE EXTRACT AND ESSENTIAL OIL OF ACHILLEA MILLEFOLIUM L. ON
THE IN VITRO DEVELOPMENT OF CORYNESPORA CASSIICOLA AND PROTECTION OF
CUCUMBER AGAINST CORINESPORA LEAF SPOT. The control of diseases by using crude
extracts (CE) and essential oils (EO) are being investigated as an alternative to conventional
fungicides. The objective of this work was to evaluate the antimicrobial effect of aqueous extracts
and essential oil of Achillea millefolium on mycelial growth, sporolution and spores germination
of Corynespora cassiicola, as well as peroxidase activity in cucumber plants. For this, crude extract
(1; 5; 10; 20 and 25%) was incorporated into potato dextrose agar medium (PDA), and essential oil
(20, 40, 60, 100 and 200 mL) was distributed over the surface of the PDA. The mycelial growth was
measured daily for 7 days. In the in vivo test, cucumber plants were sprayed with crude extracts
at concentrations 1; 10 and 25%, and Saccharomyces cereviseae 20% (control), 4 and 2 days before and
the same time as inoculation with C. cassiicola. The severity of disease and peroxidase activity were
evaluated. For crude extract, neither mycelial growth nor spore germination and sporulation was
inhibited at any of the tested concentrations. In the treatments with essential oil there was
inhibition up to 63% of the mycelial growth. In the sporulation and spores germination the
inhibition was 100% and 98%, respectively, for 200uL of EO. In the control of the disease the most
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effective treatment was the crude extract 25% when carried out at the same time as the inoculation.
In the evaluated period, no peroxidase activity was found.

KEY WORDS: Alternative control, yarrow, Cucumis sativus, crude extracts, essential oil.

INTRODUCAO

Corynespora cassiicola (Bert. & Curt.) Wei é um
patégeno com intimeros hospedeiros, com sintomas
que se caracterizam por manchas foliares, cujas for-
mas e coloragao variam de acordo com o hospedeiro
encontrado (DUARTE et al., 1978). No Brasil, a doenca
foi constatada sobre caupi, mamao, seringueira, ca-
caueiro, acerola, soja, entre outros (ALMEIDA;
YaMasHITA, 1978; DUARTE et al., 1978; GENEROSO et al.,
2002). Em pepino, foirelatado, pela primeira vez, em
2002, em pepinos do tipo “Hishi Nari”, procedentes
delIndaiatuba,SP, e que apresentavam caracteristicas
como lesdes foliares necréticas, com os bordos pardo-
escuros e didmetro de cerca de cinco milimetros
(VERZIGNASSI et al., 2003).

VErzIGNAssiet al. (2003) observaram que os primei-
ros sintomas da doenca surgem inicialmente sob a
forma de pequenas manchas, tipo “flecks”, de tona-
lidade clara, que evoluem para manchas angulares,
com o centro de cor palha e pequeno halo amarelo
claro. Posteriormente, as manchas crescem, toman-
do formato arredondado e apresentando centro
marrom claro e bordos encharcados de coloracdo
olivacea.

Cultivos sucessivos de pepino “japonés”, na re-
gidonorte do Estado doParand, em estufas plasticas,
tipo ttnel alto, tornaram C. cassiicola um dos mais
importantes patdgenos nessa modalidade de culti-
vo, causando perdas de até 60% (VERzIGNASSI et al.,
2003; Vipaetal.,2004). Amancha de corinespora tem
ocorrido com intensidade nos periodos de primave-
ra e verao, atingindo niveis epidémicos dentro de
poucos dias apds a visualizagdo dos primeiros sin-
tomas nas plantas. Os fungicidas utilizados para o
controle de outras manchas foliares em curcubitdceas
nao tém apresentadoresultados praticosno controle
dessa doenga, e os hibridos utilizados naregiao tém
apresentado alta suscetibilidade a mancha de
corinespora. Outras praticas de manejo, como elimi-
nagdo de restos culturais, maior espacamento entre
plantas emanejo de cortinaslaterais das estufas, nao
témreduzido a severidade da doenga (VERZIGNASSI ef
al., 2003).

Assim faz-senecessario o estudo denovasalterna-
tivas para o controle deste fitopatégeno, tais como o
controle biolégico e a inducao de resisténcia. Traba-
lhos desenvolvidos explorandoa atividade biol6gica
de extrato bruto ou éleos essenciais de plantas medi-
cinais tém indicado potencial no controle de
fitopatégenos, por meio da indugao de mecanismos

de defesanas plantas ou pelainibi¢do do crescimento
micelial eda germinacdo deesporos (STANGARLIN et al.,
1999; SchwaN-EsTRADA et al., 2008). O presente traba-
lho foidesenvolvido com o objetivo deestudaraagao
antimicrobiana de extrato bruto aquoso e 6leo essen-
cial da planta medicinal Achillea millefolium (mil-
folhas) no desenvolvimento in vitro de C. cassiicola e
verificar o seu efeito na protecdo de C. cassiicola em
plantas de pepino “japonés”.

MATERIALEMETODOS

Oisolado de Corynespora cassiicola foi cedido pelo
Laboratdrio de Fitopatologia (UEM) e mantido em
meiodecultura BDA (batata-dextrose-dgar)a25+2°C,
com fotoperiodo de 12 horas.

Obtencao do extrato bruto aquoso (EBA) e 6leo
essencial (OE) de Achillea millefolium

Para a obtencao do extrato aquoso, folhas frescas
de A. millefolium foram coletadas, pesadas e tritura-
dascom caldodebatataemliquidificador de maneira
aseobterasconcentracdes de 1%, 5%, 10%,20% e 25%
(p:v). Em seguida foi acrescentada a dextrose e agar.
Os meios foram autoclavados a 120 °C por 20 min. O
6leo essencial foi obtido por hidrodestilagdo (arraste
avapor),sendo utilizados,em média, 2,5 kg de mate-
rial vegetal (folhas e hastes frescas) (Costa, 1986).

Efeito in vitro do extrato bruto aquoso e do dleo
essencial sobre C. cassiicola

O EBA e 0 OE de A. millefolium foram avaliados
sobre o crescimento micelial, a esporulacdo e a germi-
nacao de conidios de C. cassiicola. Para testar o efeito
dosextratossobre o crescimentomicelialde C. cassiicola,
ap6s a solidificacdo do meio de cultura contendo os
EBAs (como descrito anteriormente), um disco de 8
mm dediametrodacolénia, foirepicado paraocentro
de cada placa de Petri. No ensaio, para os OEs, apds
esterilizacdo do OE por filtragdo em membrana
Millipore, aliquotas de 20, 40, 60, 100 e 200 uL foram
distribuidas na superficie de meio de cultura BDA,
comalga de Drigalski. Ap6s 2h, um discode 8 mm de
didmetro, de uma coléniade C. cassiicola foi transferi-
do para o centro de cada placa. A testemunha consis-
tiu de placas contendo somente o meio BDA para os
dois ensaios. As placas foram incubadas no escuro a
28° C. As avaliacdes foram realizadas por meio da
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mensuragao didria do didmetro da coldnia, corres-
pondente a média de duas medidas diametralmente
opostas da colonia flingica, iniciando-se 24 horas
apodsoinicio do trabalho e estendendo-se até quando
as colonias do tratamento controle se desenvolveram
até2 /3 dasuperficie total domeio de culturadaplaca.
Utilizou-se o delineamento experimental inteiramen-
te casualizado (DIC) com cincorepeti¢des parao EBA,
nasconcentracgdesde1,5,10,20e25%,e DIC com cinco
repeticdes para OE nas aliquotas de 20, 40, 60, 100 e
200 uL além de cinco repeti¢des da testemunha abso-
luta, sem EBA ou OE.

A esporulagdo foi determinada pela contagem
total de esporos das colonias do experimento anterior,
logo ap6s o término da tiltima mensuragao. Em cada
placa adicionou-se 10 mL de dgua destilada estéril e
a colonia foi suavemente raspada com uma alca
bacteriolégica. A suspensdo obtida foi filtrada em
gaze e 0s esporos contados em camara de Neubauer.
O ntmero de esporos produzido foi expresso em
numero de conidios por cm? de colonia.

No ensaio de germinacao de esporos, aliquota
de 80 pL da suspensdo de esporos (1,0 x 10*
conidios.mL™), provenientes das placas do experi-
mento anterior, foram colocadas em pocinhos de
placa utilizada em teste de ELISA (REGENTE et al.,
1997). A placa foi incubada sob luz constante a
temperatura de 25° + 2° C por um periodo de 3h,
quando a germinacao foi paralisada com 10 uL do
corante azul de algodao. A avaliagao foi realizada
pela contagem de 100 esporos por pocinho, sendo
considerados germinados quando apresentaram
qualquer emissao de tubo germinativo. Utilizou-se
0 DIC com quatrorepeti¢des parao EBA nas concen-
tracoes de 1, 5, 10, 20 e 25%, e DIC com quatro
repeti¢des de OE nas aliquotas de 20, 40, 60, 100 e
200 pL além de quatro repeti¢des da testemunha
absoluta, EBA ou OE. Os resultados obtidos foram
submetidos a analise de variancia pelo teste F, e a
diferenca entre as médias, quando significativa, foi
comparada pelo teste de Skott-Knottaonivel de 5%
de probabilidade, utilizando o programa SISVAR
(FERREIRA, 2000).

Controle i1 vivo de mancha de corinespora em
pepino “japonés”

Sementes de pepino “japonés” cv. Tsuyataru
foram semeadas em bandejas de isopor contendo
substrato comercial e mantidas em casa-de-vegeta-
¢do. A primeira folha verdadeira (15 dias de idade
da planta) recebeu, por meio de aspersdo com o
auxilio de atomizador manual, EBA de A.
millefolium,ndo autoclavado, nas concentracdes de
1,10 e 25%, S. cereviseae a 20% e dgua (testemunha
absoluta). As pulverizagdes foram realizadas 2 e 4

dias antes ou concomitantemente ainoculagdo com
suspensdo de conidios de C. cassiicola (5,2 x 10*
conidios.mL™"). As plantas foram mantidas em ca-
mara imida por 48 horas. Utilizou-se o DIC, com
quatro repeticdes, sendo cada repeti¢do composta
por trés plantas, cinco tratamentos (testemunha
absoluta, S. cereviseae e EA de A. millefoliuma 1,10
e 25%) aplicados aos quatro dias, dois dias e zero
horas (imediatamente) a inoculagdo como patégeno.
Foiavaliada a area foliar lesionada (conforme esca-
la de notas, adaptada de CamPBELL; MADDEN, 1990),
ap0s o surgimento das primeiras lesdes na testemu-
nha absoluta (dgua).

Andlise bioquimica (peroxidase de guaiacol)
(E.C.1.11.1.7)

As coletas das amostras de tecido das plantas
foramrealizadasimediatamente antes dainoculagao
(tempo A) esete dias apdsainoculagio (tempo B) com
C. cassiicola. Foram utilizados trés tempos de aplica-
¢do dos tratamentos: quatro dias, dois dias e zero
horas (imediatamente) a inoculacdo com o patégeno.
Foram quatro repeti¢des por tratamento, onde cada
repetigdo consistiu de trés plantas que correspondiam
ao numero de amostras coletadas para avaliar a ati-
vidade enzimética da peroxidase. O tratamento e a
inoculagdo foram feitos nos primeiros pares de folhas
verdadeiras.

Amostras de tecido vegetal, da segunda folha
verdadeira, de plantas de pepino em cada tratamento
foram coletadas. Omaterial foi maceradoemalmofariz
e a extracdo da enzima foi realizada por meio da
adi¢dode2mL de tampao fosfato 0,01 M (pH 6,0)a4°C
e o extrato centrifugado a 6.700 g, por 10 min. O
sobrenadante obtido foi armazenado a 4° C para
determinacao da atividade enzimaética e do teor de
proteinas totais presentes nas amostras. Em uma
cubeta de vidro, com capacidade de 3 mL, foram
adicionados 2,9 mL de tampao de reacédo [306 uL de
peréxidodehidrogénio, 12,5mL de guaiacole86,5mL
de tampao de fosfato 0,01 M (pH 6,0)] a 0,1 mL do
extrato proteico (sobrenadante). A reacdo foi
conduzida durante 5 min, com as leituras de
absorbancia tomadas a cada 20 s, iniciando-se logo
ap6saadicdodoextratoaosubstrato. A atividade das
peroxidases foi determinada a 30° C por meio de
métodoespectrofotométrico direto (HaAMMERSCHMIDT et
al.,1982) a470nm. A quantificagao de proteinas totais
presentes no extrato enzimético foi determinada uti-
lizando-se ométodo proposto por BRADFORD (1976). Os
valores foram expressosem Unidades de Absorbancia
(UA) a 470 nm/min/pg proteina (U.A./min/mg de
proteina), para atividade especifica, ou Unidades de
Absorbanciaa U.A./min/grama peso fresco (g.p.f.),
para a atividade geral.
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RESULTADOSEDISCUSSAO

Efeito in vitro do extrato bruto aquoso e do dleo
essencial sobre C. cassiicola

Naavaliacdo dascinco concentracdes doextratode
A.millefolium (Tabela 1), sobre ocrescimentomicelial de
C. cassiicola, observou-se nas concentra¢des de 10,20 e
25% que o crescimento micelial foi maior e significati-
vamente diferente da testemunha. Nas demais concen-
tragdes de extrato bruto aquoso de 1 e 50% nao houve
diferencas significativas, emrelacdo a testemunha. Os
resultados desse trabalho demonstram que houve um
estimulo no crescimento micelial do patégeno pelo
extrato bruto aquoso da A. millefolium. Atribue-se isto
ao fato das moléculas dos compostos antimicrobianos
deste extrato (como o azuleno) terem sido inativadas
pela elevagao da temperatura durante o processo de
autoclavagem,assim comoamaior ofertadenutrientes
no meio de cultura pode ter propiciado crescimento
maior do patégenonas placas com os tratamentos com
os EBAs. Fiorr et al. (2000) observaram que concentra-
¢Oes de 20 e 25% dos EBAs de A. millefolium poderiam
ter se constituido em substrato, estimulando o cresci-
mento do patégeno Dydimella bryoniae. Essa baixa

atividade antimicrobiana do extrato bruto de A.
millefolium esta de acordo com os resultados observa-
dos por UskiNt et al. (1996), que relataram auséncia da
atividade dessa espécie quando usada como extrato
aquoso de raizes frente a Fusarium oxysporum,
Verticilium dahliae, Rhizoctonia solani, Pythiumultimum,
Phytophthora megasperma e Streptomyces scabies.
Emrelacdoaesporulacdoe germinagdo deconidios
dos tratamentos com EBA (Tabela 1), verificou-se que
as concentragdes testadas ndo apresentaram diferen-
casestatisticasemrelagdoa testemunhasendo queelas
estimularam estes eventos. Entretanto, OGBEBOR;
ADEKUNLE (2005) observaram reducdo no crescimento
micelial e na germinacao de conidios de C. cassiicola,
isoladodeseringueira, quandona presenga de concen-
tracdes de extrato bruto (10, 25, 50 e 100%) de Ocimum
basilicum (manjericdo). Também observaram que ou-
tras plantas medicinais como Ageratum conyzoides
(mentrasto), Allium sativum (alho) e Portulaca oleraceae
(beldroega), entre outras, ndo apresentaram efeito ini-
bitério sobre o fungo C. cassiicola. Ja em relacdo ao OE,
em todas as aliquotas utilizadas, houve redugdo no
crescimento micelial de C. cassiicola (Tabela 2), estatis-
ticamente diferente da testemunha sendo que a maior
inibicdo foi na presenca de 200 pL do 6leo essencial.

Tabela 1 - Efeito do extrato bruto aquoso (EBA) de Achillea millefolium na esporulacdo e na germinacao de conidios de

Corynespora cassiicola de pepino.

Tratamento Esporulagdo /cm? Germinacdo % Inibigdo % Crescimento Crescimento

micelial /cm médio/cm
EB 1% 60,33 a 93,25 a 0 554 a 6,52 a
EB 5% 61,00 a 89,75 a 0 572 a 6,82 a
EB 10% 41,66 a 75,50 b 0 620D 7,54 b
EB 20% 11,33 b 70,50 b 0 6,52 b 8,01 b
EB 25% 47,33 a 97,51 a 0 6,14 b 744 Db
Testemunha 34,00 a 66,25 b 5,83 a 6,93 a
CV % 19,87 19,45 5,96 7,66

Médias nas colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.

Tabela 2 - Efeito de aliquotas de 6leo essencial (OE) de Achillea millefolium no crescimento micelial, na esporulagdo e na

germinacao de conidios de Corynespora cassiicola de pepino.

Tratamento Esporulagao/cm? Germinacdo % Inibigdo % Crescimento Crescimento
micelial /cm médio/cm
OE 20 52,50 a 52,50 a 20,75 482b 051b
OE 40 5,62b 9,02b 86,41 432b 042 b
OE 60 6,55 b 7,75Db 88,30 401b 0,39 b
OE 100 6,25b 2,25b 96,60 427 b 044 b
OE 200 0,00 b 1,25b 98,11 342b 0,32b
Testemunha 35,00 a 64,53 a 6,44 a 0,70 a
CV % 29,39 33,32 16,94 22,33

Médias nas colunas
probabilidade.

seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
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Em relagdo a esporulagéo e germinagao de conidios,
na presenca de OE de A. millefolium, apenas a aliquota de
20mLnaodiferiu da testemunha pelo teste Scott-Knotta
5% de probabilidade (Tabela 2). Na presenca das demais
aliquotas observaram-se redugdo tanto na esporulacdo
quantona germinagao dos conidios. O efeito fungitéxico
do6leoessencial de A. millefolium também foi observado
por Fiort et al. (2000) em Didymella bryoniae onde, na
aliquota de 100 mL, encontraram inibicdo de 96% na
germinacao de conidios e, por microscopia eletronica de
varredura, observaram crescimento atipico e degenera-
¢dodashifasde D. Bryoniae. BoNnaLDOet al. (2007) observa-
ramqueodleoessencial de Corymbiacitriodora(eucalipto),
emtodasasaliquotas testadas (5,10,20;40e60 L), inibiu
o crescimento micelial e a germinagdo de conidios de
Alternariaalternatae Colletotrichumsublineolumeesclerédios
de Sclerotivm rolfsii.

Controle i1 vivo de mancha de corinespora em
pepino “japonés”

A severidade da doenga, avaliada sete dias ap6s as
inoculagdes nas primeiras e segundas folhas, mostrou
que houve redugdo na &rea foliar lesionada (afl) em
fungao direta do aumentonas concentragdes do extrato
brutoaquosode A. millefolium (Fig. 1). Osextratosaquo-
sos brutos a 1%, 10% e 25% diferiram estatisticamente
entre si quando utilizados no intervalo de quatro dias
(T1), dois dias (T2) e (T3) antes da inoculacdo com o
patdgeno C. cassiicola. A partir da concentracao de 10%,
nos T2 e T3, os extratos reduziram significativamente a
severidadenasfolhas quehaviamrecebidodiretamente
esses extratos apresentando efeito local. No tempo de
aplicacdo T1, as 4reas lesionadas foram intensas, apre-
sentandoas maioresmédiasnesse tratamento. Os trata-

mentos EBA 1%, n0o T3, EBA 10%,no T1 e o tratamento
testemunha positiva também néo diferiram estatistica-
mente, apresentando valores de severidade da doenca
deaté 6% de afl. Mas os tratamentos EBA 1%,no T1eno
T2,eotratamento S. cereviseae, no T1 eno T2, apresenta-
ram as maiores médias de dreas foliareslesionadas (afl).
Emalgumasplantas, foram verificados sintomas dealta
agressividade, incluindo seca do limbo foliar e lesdes
cotiledonares. Folhas tratadas com EBA a 1% apresen-
taramlesdesintensasde C. cassiicolaesemelhantesentre
si,nosdois primeiros tempos deaplicagdo do tratamen-
toindutor (T1eT2). Estatisticamente, observou-se queas
médias entre os tratamentos com S. cereviseae e EBA 1%
foram similares entre os tempos de aplicagdo dos trata-
mentos (T1 e T2). Os tratamentos EBA a 25% aplicados
a quatro (T1) e dois (T2) dias antes da inoculacdo, S.
cereviseaeaquatrodias(T1)eEBA a10%adois (T2)ezero
dias (T3) antes da inoculagao, nao diferiram estatistica-
mente entre si, apresentando severidade menores 3%
(afl). A menor éarea lesionada foi encontrada no trata-
mento com EBA 25%, destacando-se 0 T3 de aplicacdo,
ondefoiconstatadaainexisténcia delesdes. Esse,ainda,
naodiferiu estatisticamente do tratamento testemunha
absoluta (sem inoculagdo), apresentando um controle
muito préoximoaum controle total. Nostempos T2eT1,
foi verificada a presenca de poucos "fleks" (pontuagoes
cloréticas). Embora os tratamentos EBA 25%, nos inter-
valosdeT1eT2, tenhamdiferidodo EBA 25%,no T3 eles
mostraram-se promissores para o controle da doenca,
poisapresentaram valores inferiores a 1%, comorelata-
do anteriormente, possivelmente, pelo efeito direto do
extrato bruto aquoso de A. millefolium nas plantas de
pepino. A inducadoderesisténciandopodeserdescarta-
da, pois os mecanismos de defesa podem ser rapida-
menteativados.

m4 Dias
507 B2 Dias
L 40 o0 Dia
840
2 377
. 304
@
327
= 204
315
z b
@10
05| E
g2 4.4 ; ; ; L
T P 5 Ba1%  EAR DA
Tratamentos

Fig. 1 - Severidade de mancha-alvo (Corynespora cassiicola) em plantas de pepino, sete dias apds a inoculagao.
Plantas tratadas com extrato bruto aquoso (EBA) de Achillea millefolium aos quatro dias, dois dias e zero dias
antes da inoculacgéo. 'Escala de notas: 0 = auséncia de sintomas; 1 = < 1% de area foliar lesionada (afl); 2 = 1%
a3%deafl; 3=3,1%a 6% de afl; 4 =6,1% a 12% de afl; 5 = 12,1% de afl. "Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. *T- Testemunha Absoluta; TP- Testemunha
Positiva (dgua+ fitopatégeno); S- Saccharomyces cereviseae; EBA - Extratos Brutos Aquosos a 1%, 10% e 25%.
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Fig. 2 - Atividade especifica de peroxidase em plantas de pepino na segunda folha verdadeira tratadas aos quatro dias,
dois dias antes (A), apds (B) e concomitantemente com a inoculagao de Corynespora cassiicola (A). As barras representam
o desvio padrdao da média (+) de quatro repeticdes. TA- Testemunha Absoluta; TP- Testemunha Positiva (dgua +
fitopatégeno); S- Saccharomyces cereviseae (controle); EBA- Extrato Bruto Aquoso a 1,10 e 25%. Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Entre os tratamentos 1, 10 e 25% de EBA, ficaram
evidentes as rela¢des inversas de quantidade de le-
soes, de acordo com o0 aumento da concentracdo do
extratobrutoaquosoaplicado. Ofato de o tratamento
mais efetivo e mais direto ter sido o EBA 25% pode
indicar um efeito de dose dependente das concentra-
¢oesde EBA. Areducadodaareafoliar lesionadapode
constituir-seem um dos principais efeitos daresistén-
cia induzida (BeLL, 1981, citado por STANGARLIN;
PascHoLATI, 1994).

Aatividade de peroxidase, deummodo geral, ndo
pode ser correlacionada com a area foliar lesionada,
em nenhum dos tratamentos aplicados (Fig. 2). Pos-
sivelmente a atividade desta enzima é detectada nas
primeiras horas ap6s a aplicacdo dos eliciadores e,
neste caso, como as dosagens foram realizadas a
partir de 48h ndo se pode detectar a ativacdo
enzimatica. Entretanto, pode-se observar que apds a
inoculagdo houve incremento na atividade de
peroxidase principalmente em plantas tratadas com
EBA 10% aos 2 e 0 dias, embora nio se tenha observa-

dodiferencassignificativas. Quando comparado com
atestemunha positiva (dgua + fitopatégeno) observa-
se incrementos de aproximadamente 25 e 42% na
atividade daenzima, aos2 e zerodias, respectivamen-
te em plantas tratadas com EBA 10%.

PerEIRA et al. (2008) avaliaram a eficiéncia de extra-
tos de casca de café, dleo essencial de tomilho e
acibenzolar-S-metil (ASM)nomanejo de cercosporiose
em cafeeiro e observaram picos de atividade da
peroxidaseaos2ell;7elle2e9diasapdsaaplicagdo
dos tratamentos, respectivamente. Ja em folhas de
tomateiro, as andlises bioquimicas realizadas mos-
traram que as peroxidases ndo sao bons marcadores
deresisténcia, poisndo houve diferengasnoactimulo
dessas enzimas entre plantas tratadas com ASM
(acibenzolar-S-metil), indutor de resisténcia altamen-
te eficiente sobre o controle dabacteriose Xanthomonas
vesicatoria (D1 PiEro; PascHoraTi, 2004). De acordo com
ScHNEIDER; ULLRICH (1994), alguns indutores de resis-
téncia em pepino ndo elevam o nivel de peroxidases
na magnitude da protecdo induzida, a exemplo do
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que ocorreu em plantas tratadas com extratos de
Reynoutria sachalinensis. No trabalho de Dr PiEro;
PascHoLATI (2004) constatou-se que varios indutores
bidticos e abidticos elevaram as atividades das
peroxidases como também de quitinases e -1,3-
glucanases, em plantas de pepino, mas sem haver
relagdo entre oaumento da atividade de umaenzima
em particulareainducdo deresisténcia, o quereforca
a hipdtese de que a resisténcia é um processo
multicomponente. RoTH et al. (2000) demonstraram
que a aplicagdo de extrato aquoso de Lychnis viscaria
em plantas de pepino induziu aumento da atividade
de até 20% da peroxidase, 30% de quitinase e 68% de
B-1,3-glucanase, concluindo que o extrato da planta
induz mecanismos bioquimicos de resisténcia. No
presente artigo, a auséncia da atividade de
peroxidases pode ter sido em fungdo do intervalo do
tempodeavaliacdo (2e4 dias). Estudos futuros devem
ser conduzidos utilizando-se diferentes tempos de
amostragens (coleta) e dosagens daenzima peroxidase
em intervalos menores de tempo (a partir de 6h, por
exemplo).

CONCLUSOES

O dleo essencial de A. millefolium apresenta efeito
inibitdrio, in vitro, principalmente na esporulagdo de
C. cassiicola e o extrato aquoso, a 25%, controla a
doenga sugerindo a utilizagdo desta planta como
possivel fungicida natural para o controle deste
fitopatégeno em pepino. Porém, estudosaindadevem
ser conduzidos para verificar o potencial indutor
destes subprodutos de A. millefolium.
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