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RESUMO

Doencgas pré e pds colheita causadas por fungos fitopatog€nicos ocasionam um impacto
significativo na agricultura a nivel mundial, estando associadas a reduc¢des no lucro devido as
perdas durante todas as etapas da producdo. Visando fornecer um produto ambientalmente
seguro para o controle dessas doencas, objetivou-se com o presente estudo avaliar o efeito in
vitro do O6leo essencial de Lippia gracilis sobre o crescimento micelial de fungos
fitopatogénicos. O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado com oito tratamentos em cinco repeti¢cdes cada. O 6leo essencial foi incorporado
ao meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar) e vertido em placas de Petri. Os tratamentos
foram compostos por diferentes concentragdes do 6leo (0,0125; 0,025; 0,05; 0,1 e 0,2%), uma
testemunha negativa (0,0%) e duas testemunhas positivas suplementadas com fungicidas
comerciais. As placas foram inoculadas com os fungos Colletotrichum gloeosporioides, C.
musae, C. fructicola, C. asianum, Alternaria alternata, A. brassicicola, Fusarium solani, F.
oxysporum f. sp. cubense e Lasiodiplodia theobromae e incubadas durante sete dias a 27+2°C.
Para verificar a diferenca entre os tratamentos, as seguintes varidveis foram estimadas:
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) e indice de velocidade de crescimento
micelial (IVCM). Todas as concentracdes testadas exerceram inibicdo sobre o crescimento
micelial dos fitopatdgenos avaliados. A inibi¢do total do crescimento foi obtida em
concentragdes que variaram de 0,0125 a 0,1%. O 6leo essencial de L. gracilis inibiu totalmente
o crescimento micelial de todos os fungos avaliados apresentando efeito similar ou superior aos

fungicidas sintéticos Tiram e Mancozebe.

Palavras-chave: controle alternativo; fungos fitopatogénicos; fungitoxidade.



ABSTRACT

Pre and post-harvest diseases caused by phytopathogenic fungi have a significant impact on
agriculture worldwide, leading to reductions in profit due to significant losses during all stages
of production. This study evaluates the in vitro effect of the essential oil of Lippia gracilis on
phytopathogenic fungi aiming to provide a environmentally safe product for the control of plant
diseases. The experiment was carried out in a completely randomized experimental design with
eight treatments in five replicates each. The essential oil was incorporated into the PDA culture
medium (Potato-Dextrose-Agar) and poured into Petri dishes. The treatments comprised
different concentrations of the oil (0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, and 0.2%), a negative control
(0.0%), and two positive controls supplemented with commercial fungicides. The plates were
inoculated with the fungi Colletotrichum gloeosporioides, C. musae, C. fructicola, C. asianum,
Alternaria alternata, A. brassicicola, Fusarium solani, F. oxysporum f. sp. cubense, and
Lasiodiplodia theobromae and incubated for seven days at 27+2°C. To verify the difference
among treatments, we  measured  the following variables: percentage
of mycelial growth inhibition (PGI) and index of mycelial growth speed (IMGS). All the oil
concentrations of L. gracilis inhibited the mycelial growth of the evaluated fungi. The complete
inhibition occurred at concentrations from 0.0125 to 0.1%. The treatments with oil had similar

or higher efficiency than commercial fungicides.

Keywords: alternative control; phytopathogenic fungi; fungitoxicity.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa importante posi¢do no comércio internacional do agronegécio. Como
um dos maiores produtores e exportadores de alimentos do mundo (BUENO; BACCARIN,
2012), sendo considerado também o pais com maior potencial agricola. Além da importancia
mundial, o agronegdcio nacional tem exercido um papel fundamental nas dindmicas
econdmicas e sociais do pais, estando inserido na economia de todos os estados brasileiros,
gerando emprego e renda para vdrias familias. Vérios fatores contribuem para a expansao e
consolidacdo desse mercado, como as condicdes climdticas favordveis, uma quantidade
significativa de terras cultiviveis e mao de obra qualificada e acessivel, tornando o pais
candidato ao posto de grande fornecedor de alimentos global (CONCEICAO; CONCEICAO,
2014).

Em um contexto mundial, as producdes agricolas enfrentam diversos problemas de
cardter fitossanitdrios causados por agentes bidticos, incluindo virus, bactérias, fungos,
oomicetos e insetos (BEBBER; GURR, 2015), os quais afetam negativamente a produtividade
e a qualidade final dos produtos. As doencas causadas por fungos fitopatogénicos, por exemplo,
estdo associadas a perdas na produgdo de diferentes culturas reduzindo diretamente a sua
rentabilidade econdmica (BRUM et al., 2014).

Os géneros flngicos Colletotrichum, Alternaria, Fusarium e Lasiodiplodia possuem
espécies causadoras de doencas em uma grande variedade de culturas de importincia
econdmica. Podemos destacar, por exemplo, a resinose e gomose, principais doencas do
cajueiro (Anacardium occidentale L.), causada por Lasiodiplodia theobromae (MUNIZ et al.,
2011); o mal do panamd, importante doenca na cultura da banana (Musa sp.), causada por
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (CASTRO et al., 2008); as podriddes radiculares em
culturas importantes como a soja (Glycine max L.), feijao (Phaseolus vulgaris L.) e mandioca
(Manihot esculenta Cranz.), causadas por Fusarium solani (POLTRONIERI et al., 2002; AOKI
et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2012); a antracnose em mamao (Carica papaya L.), manga
(Mangifera indica L.) e banana, causadas por Colletotrichum spp. (BONETT et al., 2013;
RIBEIRO; SERRA; ARAUIJO, 2016; SHIVAS et al., 2016); as podriddes em mamao e meldao
(Cucumis melo L.) causadas por Alternaria alternata (NASCIMENTO et al, 2014;
BARBOZA, 2015); e doencas em espécies de brassicas, causadas por Alternaria brassicicola
(DEEP; SHARMA, 2012).

O tratamento dessas doengas € feito de forma convencional com a utilizacdo de

defensivos quimicos que, devido a sua alta toxicidade, contaminam o meio ambiente
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(CANDIDO SILVA; MELO, 2013), afetam a saide humana e elevam os custos de producao
(PERINA, 2014). Além disso, constituem-se em um fator limitante na comercializacdo de
produtos agricolas no mercado externo, devido as normas de registros desses insumos € aos
residuos deixados nos alimentos que geralmente estdo acima do estabelecido (ADAMI et al.,
2016).

Nessa perspectiva, € necessdrio apresentar produtos alternativos aos utilizados
convencionalmente, que sejam igualmente eficazes, de baixo custo e que ndo oferecam riscos
ao meio ambiente ou a saide humana. Entre os produtos amplamente testados para esta
finalidade, encontram-se os 6leos essenciais extraidos de plantas aromadticas, cuja atividade
antifingica tem sido evidenciada em diversos estudos (NASCIMENTO et al, 2008;
CARNELOSSI et al., 2009; SANTOS et al., 2010; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013; SANTOS
et al., 2014; PEIXINHO; RIBEIRO; AMORIM, 2017).

O dleo essencial de Lippia gracilis tem sido estudado hd alguns anos e a sua atividade
bioldgica, incluindo a atividade antimicrobiana, vem sendo bem documentada. A sua andlise
quimica tem confirmado o timol e/ou o carvacrol como seus componentes majoritarios
(MATOS et al., 1999; SILVA et al., 2008; FERRAZ et al., 2013; BITU et al., 2014; FRANCO
et al, 2014), sendo estes compostos associados a sua atividade antimicrobiana
(ALBUQUERQUE et al., 2006; CARVALHO et al., 2013). No controle de fitopatégenos o seu
uso tem mostrado resultados favordveis em baixas concentragdes, no controle de
Macrophomina phaseolina (UGULINO et al., 2018), Alternaria sp. (BARBOZA, 2015) e
Rhizoctonia solani (SILVA et al., 2012).

A utilizacdo de 6leos essenciais no controle de fitopatdgenos apresenta diversas
vantagens em relacdo aos defensivos quimicos convencionalmente utilizados, como a rapida
degradacao pelo meio ambiente (COIMBRA et al., 2006) e baixa toxicidade (GUILHON et al.
2011). Desta forma, objetivou-se com o presente trabalho avaliar in vitro o efeito do 6leo
essencial de Lippia gracilis (Schauer) sobre o crescimento micelial de diferentes fungos
fitopatogénicos. Os resultados obtidos podem fornecer informagdes importantes para a
elaboragdo de produtos a base do 6leo que poderd ser utilizado de maneira integrada a outras
técnicas de manejo nas fases pré e pds-colheita, reduzindo os impactos negativos ocasionados

pela utilizacao exclusiva de defensivos quimicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doencas causadas por fungos em espécies cultivadas

As doencas de plantas configuram um importante problema enfrentado por pequenos e
grandes produtores em todo o mundo, sendo associadas a perdas significativas da producao
agricola mundial de diversas culturas economicamente importantes. Os agentes bidticos dessas
doencas incluem virus, bactérias, fungos, oomicetos e insetos (BEBBER er al, 2015). No
entanto, os fungos sdao considerados um dos principais agentes associados em razdo da ampla
distribuicdo mundial, elevado nimero de espécies fitopatogénicas envolvidas e variedade de
hospedeiros susceptiveis.

Entre os fungos fitopatogénicos de grande importancia econdOmica na agricultura
mundial destacam-se os géneros Colletotrichum, Alternaria, Fusarium e Lasiodiplodia. Estes
géneros possuem importantes representantes responsaveis por diversas patologias em todas as

etapas da producgao agricola.

2.1.1 Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc

O género Colletotrichum inclui as mais importantes espécies de fitopatégenos nas
regides tropicais e subtropicais do mundo (SILVA et al., 2006), sendo registradas como grandes
responsdveis por significativas na produg¢do (JEFFRIES; DOOD, 1990). Dean et al. (2012)
inclufram o género na lista dos dez principais fungos causadores de doengas em plantas em
razdo da sua ampla distribuicdo mundial, capacidade de destruicdo e importancia cientifica
como modelo de patossistema, além disso, os autores afiram que praticamente todas as culturas
cultivadas mundialmente sdo susceptiveis a uma ou mais espécies deste género.

A espécie Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc [sindnimo: Glomerella
cingulatal] € um patégeno ubiquo que infecta mono e dicotiledoneas (SHARMA;
KULSRHESTHA, 2015). Tem sido relatado como um dos mais importantes patégenos do
mundo uma vez que € capaz de infectar pelo menos 1.000 espécies vegetais (PHOULIVONG
et al., 2010).

A antracnose causada por C. gloeosporioides € a principal e também a mais destrutiva
doenca de frutos em pds-colheita nas regides tropicais e subtropicais do mundo, podendo
ocasionar significativas perdas a nivel de campo e pds-colheita (LIMA FILHO; OLIVEIRA;
MENEZES, 2003; RAKESH; SINGH, 2017). A sua ocorréncia esta condicionada a ambientes
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quentes e imidos encontrados nas zonas tropicais iUmidas e subimidas, podendo ser isolados
em todas as partes das plantas hospedeiras (ALAHAKOON; BROWN;
SREENIVASAPRASAD, 1994). O custo econdmico das perdas pds-colheita das infec¢des
quiescentes causadas por C. gloeosporioides é 25% superior as perdas diretas em campo, por
que este inclui as despesas de colheita, transporte, armazenamento e embalagem (ALMADA -
RUIZ et al., 2003).

A antracnose tem sido considerada a principal doenca nas fases pré e pos-colheita da
manga (Mangifera indica L.), afetando vérias partes da planta, além de desenvolver sintomas
nos frutos através de infeccoes quiescentes (ABD-ALLA; WAFFA, 2010; YENIIT et al., 2010;
LEMOS et al., 2013). Essa doenca também afeta outras frutiferas de importancia econdmica
como o mamio (DEMARTELAERE et al., 2015; RIBEIRO; SERRA; ARAUJO, 2016),
abacate (Persea americana) (FISCHER et al., 2011), maracuja (Passiflora edulis) (FISCHER
etal.,2007; ARAUJO NETO eral., 2014), goiaba (Psidium guajava L..) (FISCHER et al., 2012)
e acerola (Malpighia emarginata DC) (ALMEIDA et al., 2003).

2.1.2 Colletotrichum musae (Berkeley & Curtis) Arx.

O fungo Colletotrichum musae (Berkeley & Curtis) Arx. [Sindnimo: Gloeosporium
musarum Cke. & Massee] é um fitopatégeno distribuido mundialmente, responsdvel pela
antracnose e podridao de coroa (GRIFFEE, 1973; WILSON; GALLIMORE; REESE, 1999;
BONETT et al., 2013), que sdo as principais doengas em pds-colheita de banana (Musa spp.)
em todas as regides produtoras do mundo. Essas doencas afetam a qualidade final dos frutos
(MORAES; ZAMBOLIM; LIMA, 2006), gerando um importante problema enfrentado pela
cultura, principalmente para frutos destinados a exportacdo (BASTOS; ALBUQUERQUE,
2004).

A antracnose afeta a cultura tanto na fase pré-colheita como na fase pds-colheita. Em
pré-colheita a infeccdo ocorre em frutos verdes permanecendo quiescente até o inicio da
maturacdo fisioldgica dos frutos, em pos colheita a infeccao se manifesta durante o transporte
e maturacdo dos frutos (CORDEIRO; MATOS; KIMATI, 2005), periodo que antecede a

comercializacdo.
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2.1.3 Colletotrichum fructicola e Colletotrichum asianum (Prihastuti, L. Cai & K.D. Hyde)

Colletotrichum fructicola e Colletotrichum asianum (Prihastuti, L. Cai & K.D. Hyde)
foram relatadas pela primeira vez em bagas de café (Coffea arabica) na Tailandia, associadas
a doencas nessa cultura (PRIHASTUTI et al., 2009). As cepas foram caracterizadas como
epifitas, endofiticas, ou patogé€nicas, uma vez que foram isoladas tanto a partir de frutos
aparentemente sauddveis quanto de frutos adoecidos (HYDE et al., 2009).

C. fruticola tem sido frequentemente relatada como patdégeno em diversas culturas de
importancia econdmica, causando a antracnose em mamao (SAINI; GUPTA;
ANANDALAKSHMI et al., 2016), manga (LIMA et al., 2013), uvas (Vitis spp.), (PENG et al.,
2013), morango (Fragraria x anamassa) (GAN et al., 2016; HIRAY AMA et al., 2016), citrinos
(Citrus ssp.) (HUANG et al., 2013), mandioca (BRAGANCA et al., 2015), pimenta (Capsicum
spp.) (SHARMA; SHENOY, 2014), podridao amarga em macas (Malus domestica) (ALANIZ,;
HENANDEZ; MONDINO, 2015), manchas pretas e podriddo amarga em peras (Pyrus x
bretschneideri Rehd.) (JIANG et al., 2014).

C. asianum vém sendo reportado mundialmente como um importante patégeno causador
da antracnose na cultura da manga (LIMA et al., 2013; KRISHNAPILLAI; WIJERATNAM,
2014; ISMAIL et al., 2015; SHARMA et al., 2015; SHIVAS et al., 2016). De acordo com Hyde
et al. (2009) a espécie parece ser difundida na Asia e ocorre em vérios hospedeiros. Os autores
sugerem a realizacdo de pesquisas adicionais para estabelecer sua atual distribui¢do, biologia e

hospedeiros infectados.

2.1.4 Alternaria alternata (Fr.) Keissl.

Os fungos do género Alternaria compreende espécies em sua maioria de carater
saprofitico ou parasitas de plantas (SILVA; MELO, 1999). As espécies do género sio
cosmopolitas e ubiquas, podendo ser encontradas em uma grande variedade de substratos,
incluindo solos, plantas (SALO; ARBES, 2006), produtos agricolas, sementes € no ar
(LOGRIECO; MORETTI; SOLFRIZZO, 2009). Espécies do género sao conhecidas como
fitopatdgenos graves, capazes de causar perdas significativas em uma ampla gama de culturas
(WOUDENBERG et al., 2013).

Alternaria alternata (Fr.) Keissl. [Sindnimo: Alternaria tenuis, Nees] € a espécie mais

comum de seu género, cujas cepas podem incluir alguns dos fitopatdgenos mais destrutivos
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economicamente. Capaz de afetar uma grande variedade de plantas hospedeiras, pode causar
manchas foliares, queimaduras e podriddes em frutos (MMBAGA; SHI; KIM, 2011). Além
disso, por se tratar de uma espécie oportunista, suas cepas podem causar a deterioracdo de safras
recém-colhidas (LOGRIECO; MORETTI; SOLFRIZZO, 2009).

A espécie A. alternata afeta diversas culturas de importancia econdmica, sendo citada
como uma das principais causadoras de podridao em meldo (NASCIMENTO et al., 2014), uvas
(Vitis vinifera L.) (CAMARGO et al., 2011), mamao (BARBOZA, 2015), mancha marrom em
tangerinas (Citrus reticulta) (RENAUD et al., 2008; AZEVEDO et al., 2010) e mancha preta
em frutos de manga (DROBY; PRUSKY, 1987).

2.1.5. Alternaria brassicicola (Schwein) Wiltshire

Alternaria brassicicola (Schwein) Wiltshire € um fitopatégeno que causa uma das
doencas mais importantes economicamente em espécies de brassicas (familia: Brassicaceae,
nome comum: cruciferas) (PEDRAS et al., 2009). A alternariose causada por essa espécie
acomete as cruciferas (brassicas) desde a fase de sementeira até a fase adulta, reduzindo a
produtividade e qualidade final da produ¢do (MICHEREFF et al., 2003), sendo considerada a
doenca fliingica mais comum e destrutiva em cruciferas mundialmente.

A maioria das cultivares comercialmente produzidas sdo suscetiveis a infecgdes
causadas por este fungo (AMEIN et al., 2011). Entre as cruciferas afetadas por A. brassiciola
destacam-se a couve chinesa (Brassica rapa), e a couve flor, brécolis e repolho (Brassica
oleracea) (DEEP; SHARMA, 2012; MICHEREFEF et al., 2012; DEEP et al., 2014).

De acordo com Peruch e Michereff, 2007 “os sintomas da doenga ocorrem
principalmente em plantas adultas, nas folhas mais velhas, sob a forma de manchas.
Inicialmente sob forma de manchas pequenas e necrdticas e posteriormente como manchas
circulares grandes”. O patdgeno sobrevive de forma saprofitica em sementes e sobre restos

culturais da lavoura, os quais se constituem em inéculos primarios.

2.1.6 Fusarium oxysporum f. sp. cubense (E.F. Smith) Snyder & Hansen

O género Fusarium engloba um grande nimero de espécies fitopatogénicas capazes de
causar doengas em diversas culturas agricolas (MORETTI, 2009). Com ampla distribuicdo

mundial, as espécies do género podem ser encontradas no solo, 4gua e em uma grande variedade
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de substratos (SNYDER, 1940). A alta capacidade em causar doencas em plantas silvestres e
cultivadas faz com que esses fungos sejam considerados alguns dos mais danosos a agricultura
mundial (SNYDER, 1954).

Fusarium oxysporum f. sp. cubense (E.F. Smith) Snyder & Hansen, agente causal da
murcha de fusario (mal-do-panamad), é um patégeno de solo que ocorre comumente em regides
de cultivo de banana e em cultivos de flores tropicais, principalmente em Heliconia spp.
(CASTRO et al., 2008). Essa doenca tem impacto significativo em todas as regides produtoras
de banana (AMMAR, 2007), causando morte prematura de plantas adultas, préximo ou durante
o florescimento, ocasionando perdas de até 100% da producdo (PEREIRA et al., 2005).

A espécie caracteriza-se como fungo anamérfico com capacidade de produzir trés tipos
de esporos, os microconidios, macroconidios e clamiddésporos, favorecendo a reprodugao da
doenca e uma sobrevivéncia no solo que pode chegar a 20 anos (BOOTH, 1971). O patégeno
pode sobreviver também de forma saprofitica nos restos de tecidos e endofiticamente em uma
gama de plantas hospedeiras, sendo as espécies do género Musa e Heliconia, as principais
atingidas (HECK, 2015).

Os sintomas da doenca sao tipicos de murchas vasculares, iniciando através do
aparecimento de manchas verde-claras e listras marrom-avermelhadas nos tecidos vasculares
da base do peciolo. Posteriormente sintomas externos podem ser observados, como o
amarelecimento da borda de folhas mais antigas progredindo para as mais jovens,
desenvolvendo uma aparéncia agrupada na base préximo ao peciolo, fazendo com que a planta
entre em colapso. O transporte de dgua e nutrientes ¢ impedido em funcdo da obstru¢do do
xilema afetado, tornando-se marrom avermelhado (PLOETZ, 2015). Essa obstrucao vascular
evolui progressivamente e pode ocasionar a morte da planta (CASTRO et al., 2008).

Este patogeno possui elevada capacidade de sobrevivéncia no solo, o que geralmente
dificulta o controle da doenga. O meio de controle mais eficiente € através do uso de cultivares
resistentes, tanto pela sele¢do ja existente dos recursos genéticos, como a geracao de novas
cultivares por hibridagdo (AMORIM et al., 2011). O melhoramento genético e a selecao dessas
cultivares buscam corrigir os problemas fitossanitdrios da cultura, além de induzir aumento de
produtividade, diminuindo o custo, em fun¢do da reducdo do uso de defensivos agricolas no

manejo da cultura (SILVA et al., 2013).
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2.1.7 Fusarium solani (Mart.) Sacc.

A Fusarium solani (Mart.) Sacc. afeta uma grande variedade de espécies cultivadas,
causando danos principalmente ao sistema radicular de seus hospedeiros. Entre as doencas
causadas, destacam-se: a sindrome da morte subita e podridao radicular em soja (AOKI et al.,
2003; GASPERI; PRESTES; CONSTAMILAN ef al., 2003), podridao radicular em feijao
(TEIXEIRA et al, 2012; SASAN; BIDOCHKA, 2012) grao de bico (Cicer arietinum L.)
(CABRAL et al., 2016), amendoim (Arachis hypogaea L.) (ROJO et al., 2007), batata doce
(Ipomoea batatas 1L..) (WANG et al., 2014) e mandioca (POLTRONIERI et al., 2002), podridao
seca em batata (Solanum tuberosum L.) (BHARDWAJ, 2012; GHADIRI et al., 2013), podridao
radicular em tomate (Lycopersium esculentum L.) (MONTEALEGRE et al., 2003), podridao
de coroa em pepino (Cucumis sativus L.) (LI et al., 2010), murcha do pimentao (Capsicum
annum L.) (SUNDARAMOORTHY et al., 2011), podridao radicular em morango PASTRANA
et al., 2014), citrinos (CHANDRAN; KUMAR, 2012), maracuja (JUNQUEIRA et al. 2006) e
declinio da goiabeira (Psidium guajava L.) (GOMES et al., 2011).

2.1.8 Lasiodiplodia theobromae (Patouillard) Griffon & Maublanc

Lasiodiplodia é um género anamérfico membro da familia Botryosphaeriaceae, que
inclui fungos sapréfitos, parasitas ou endofitos em diversas espécies de plantas
(DISSANAYAKE et al., 2016; PHILIPS et al., 2013). O género possui 36 espécies conhecidas
atualmente (NETTO, 2016), as quais distribuem-se em todas as dreas geogréficas do mundo,
com excecdo das regides polares.

Lasiodiplodia  theobromae  (Patouillard) Griffon & Maublanc [sindnimo:
Botryodiplodia theobromae] destaca-se como um importante fitopatdgeno cosmopolita,
polifago e oportunista, caracteristico das regides tropicais e subtropicais do planeta
(PUNITHALINGAM, 1980). Sobrevive na atmosfera e em tecidos vegetais vivos ou mortos,
podendo ser disseminados pelo ar, insetos e instrumentos de poda (OLIVEIRA et al., 2013).

L. theobromae € um dos fitopatdgenos mais bem distribuidos na regido Nordeste do
Brasil, apresentando uma ampla variedade de hospedeiros, principalmente as frutiferas tropicais
(VIANA et al., 2003). De acordo com Suresh (2014), este fungo infecta mais de 500 espécies
vegetais, estando associado a doencgas que podem acometer todas as partes da planta (p. ex.

amortecimento, murcha, ferrugem, podriddo radicular, podridio de colo, mancha foliar,
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vassoura de bruxa, podridao de frutos e podriddo de sementes) causando significativas perdas
de producdo nas mais variadas culturas. Essa ampla patogenicidade o coloca entre os mais
eficientes fitopatogenos causadores de problemas pds-colheita (FREIRE et al., 2004).

L. theobromae é o agente casual de vérias doengas em campo com a resinose, principal
doenca do cajueiro no nordeste brasileiro; a podridao-preta (CARDOSO et al., 2009); a gomose
no cajueiro (MUNIZ et al., 2011) e em diversas variedades de manga (SURESH, 2014); a
podridao seca em acerola (LIMA et al., 2012); a queima das folhas no coqueiro (Cocos nucifera
L.) (RAM, 1989); e a podridao no caule de goiabeira (CARDOSO; MAIA; PESSOA, 2002).

Entre as doencas pds-colheita causadas por L. theobromae que acometem diversas
frutiferas de importancia econdmica no Brasil, destacam-se a podriddo do fruto de maracuja
(Passiflora edulis) (VIANA et al., 2003); a podridao basal do coco verde (VIANA et al., 2002);
a podriddao em mamao e laranja (Citrus spp.) (DANTAS et al., 2003); a podriddo da haste no
mamao (PEREIRA et al., 2012); e a podridao peduncular em manga (LINS et al., 2011).

2.2 Tratamento convencional contra fitopatégenos

O mercado brasileiro de agrotéxicos, expandiu-se de forma acelerada na tltima década
(190%), mais que o dobro do mercado global (93%), o que coloca o pais em primeiro lugar no
ranking mundial desde 2008 (RIGOTTO; VASCONCELOS; ROCHA, 2014). Das categorias
dos defensivos quimicos comercializados no pais 45% correspondem a herbicidas, 14% a
fungicidas, 12% a inseticidas e 29% as demais classes de agrotoxicos (ANVISA, 2012).

O uso de fungicidas sintéticos ainda € o principal método de controle de doencgas de
plantas (ROMANAZZI et al., 2001) sendo frequentemente necessdrios para o controle de
doencgas em lavouras como forma de prolongar o tempo de vida util da produgdo (ZHU; MA,
2007).

Os fungicidas sao classificados em dois grupos de acordo com a sua natureza quimica e
o seu modo de aplicagdo e acdo: fungicidas protetores ou sist€micos. Os fungicidas protetores
sdo aplicados na superficie dos 6rgdos vegetais, formando uma barreira toxica e protetora que
tem acdo preventiva contra a penetracdo dos fungos no hospedeiro reduzindo as chances de
ocorréncia da doenca (ZAMBOLIM et al., 1995). Ja os fungicidas sistémicos sdo absorvidos
pelo hospedeiro através da penetracdo dos seus principios ativos imediatamente apds a sua
aplicagdo. Os fungicidas sistémicos possuem alta capacidade de supressdo, inibindo o

crescimento micelial e esporulagdo dos fungos (ZAMBOLIM et al., 1997).
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O periodo de aplicacdo e o tipo de produto a ser aplicado ird depender diretamente do
patégeno alvo e ao tipo de infec¢do. Para patdgenos que se instalam nos frutos antes da colheita,
por exemplo, a aplicagdo de fungicidas em campo € frequentemente necessaria, podendo haver
aplicagdo repetida de fungicidas protetores durante o periodo de crescimento dos frutos
associado a utilizacdo estratégica de fungicidas sist€émicos. Para as infec¢des quiescentes, 0s
fungicidas sdo aplicados como forma de controlar a infeccdo ja estabelecida nos tecidos
superficiais. Nesse caso, a eficicia do produto ird depender da sua capacidade de penetrar no
local da infec¢do, sendo os fungicidas sist€micos mais utilizados para este fim (COATES;
JOHNSON, 1997).

Apesar de corresponder a um dos principais métodos de controle de doengas, a elevada
toxicidade desses insumos associada ao seu gerenciamento inadequado tem ocasionado uma
série de impactos ambientais, econdmicos e a satde publica. Um dos efeitos mais indesejaveis
dos defensivos quimicos € a contaminagdo de espécies ndo alvo, incluindo os seres humanos
(PASIANI et al., 2012). Os impactos na saide humana podem ser agudos ou cronicos a
depender do periodo de exposi¢ao e ao tipo de agente téxico ao qual o ser humano foi exposto.
Esses produtos quimicos afetam principalmente os processos neuroldgicos, reprodutivos e
respiratérios (RIBAS; MATSUMURA, 2009), podendo também ocasionar a morte por
intoxicacdo (SANTANA; MOURA; NOGUEIRA, 2013).

O uso intensivo desses produtos contamina o meio ambiente € podem provocar
alteracdes que comprometem a sua sustentabilidade (CANDIDO SILVA; MELO, 2013). Além
disso, o aumento no volume aplicado tem causado uma série de transtornos como o acimulo de
substancias nocivas nos componentes bidticos e abidticos do ecossistema (biota, d4gua, ar e solo)
(RIBAS; MATSUMURA, 2009).

O uso indiscriminado de agrotéxicos pode levar ao surgimento de cepas mais agressivas
que os patdgenos existentes com capacidade de superar as defesas naturais dos hospedeiros e
de tornarem-se resistentes aos fungicidas utilizados convencionalmente (BEBBER; GURR,
2015), sendo necessaria a aplicagdo de defensivos quimicos cada vez mais fortes, causando
desequilibrios ambientais ainda mais significativos (SOUZA JUNIOR; SALES; MARTINS,
2009). No ambito econdmico, estes defensivos elevam os custos de producdo e limitam a
comercializacdo de produtos agricolas no exterior (PERINA, 2014). O tratamento convencional
que € realizado a base de insumos quimicos pode acarretar restricOes relacionadas a normas de
registro desses defensivos e a seguranca alimentar que estabelece limites maximos de residuos

destes produtos nos alimentos (ADAMI et al., 2016). A caréncia do uso de técnicas e produtos
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menos prejudiciais no plantio e apds a colheita € um dos fatores que impede o pais de conquistar
novos mercados, o que tem motivado a procura por métodos alternativos de controle de
fitopatégenos (BASTOS; ALBUQUERQUE, 2004).

Com o intuito de reduzir impactos ambientais ocasionados pela utilizagao exclusiva de
agrotoxicos e promover melhora na qualidade de vida do produtor rural e consumidor, diversos
métodos de controle alternativos de doengas tém sido desenvolvidos. Este conjunto de préticas
e processos terd relevancia na transi¢ao do atual sistema de producao para uma agricultura mais

sustentavel no Brasil (EMBRAPA, 2018).

2.3 Oleos essenciais como método alternativo no controle de fitopatégenos

Muitas tecnologias tém sido propostas e adotadas como alternativas aos defensivos
quimicos visando o controle de doencas em plantas, entre as quais destacamos diferentes
técnicas de manejo integrado, como controle cultural, rotacdo de culturas, incorporacdo de
matéria organica no solo, cultivo consorciado, plantio de espécies e variedades resistentes
(CANDIDO SILVA; MELO, 2013), o uso de agentes de controle biolégico (ZIVKOVIC etal.,
2010; AKILA et al., 2011; BONETT et al., 2013; ASHWINI; SRIVIDYA, 2014; YAN et al.,
2014; CHE et al., 2015; THANGAVELU; GOPI, 2015), inducdo de resisténcia sist€mica
(DEMARTELAERE et al., 2017) e o uso de extratos vegetais e 6leos essenciais extraidos de
plantas aromaticas (BASTOS; ALBUQUERQUE, 2004; CARNELOSSI et al., 2009).

A atividade bioldgica de 6leos essenciais vem sendo amplamente estudada no controle
de fungos fitopatogénicos. Em razao dos resultados promissores tem se tornado uma alternativa
viavel no controle de doencas associadas a estes microrganismos.

Por definicdo, os 6leos essenciais (OE) sdo compostos naturais etéreos ou volateis de
complexa composicdo quimica, formados a partir do metabolismo secundario de plantas
aromaticas (KOKETSU; GONCALVES, 1991; BAKKALI et al., 2008). Estio presentes em
diversas partes das plantas e em sua maioria sdo constituidos por misturas de mono e
sesquiterpenos, sendo estes compostos geralmente responsaveis pelos odores e/ou sabores
caracteristicos das plantas das quais sdo obtidos (ISMAN; MACHIAL, 2006), podendo
contribuir também para funcOes especificas, incluindo a defesa contra microrganismos (BITU
et al., 2014).

Devido a sua complexidade quimica e a grande variedade de compostos presentes, é

dificil identificar e correlacionar a atividade bioldgica do 6leo a compostos isolados. Muitas
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vezes, o efeito antimicrobiano € resultado do sinergismo ou antagonismo entre os componentes
(BAGAMBOULA; UYTTENDAELE; DEBEVERE, 2004; RUSSO et al., 2013) e ndo somente
aos constituintes majoritdrios.

A composi¢do quimica dos 6leos essenciais pode ser afetada por diversos fatores, os
quais podem exercer influéncia direta sobre as suas atividades bioldgicas (RUSSO et al., 2013),
incluindo atividade antimicrobiana. Entre esses fatores, destacam-se: fatores genéticos, como
espécie, cultivar, ectipo (MORALIS, 2009; RUSSO et al., 2013), fatores ecoldgicos e condi¢des
edafoclimaticas (ANDRADE, et al., 2012) estado fenoldgico da planta, época do ano (ISMAN;
MACHIAL, 2006), horario da colheita e preparo adequado do material vegetal antes da sua
extracdo (MAIA et al., 2015).

De modo geral, a atividade biolégica dos OE € bem documentada, principalmente
aquela relacionada a atividade antimicrobiana (GUIMARAES et al., 2014). Virios OE tém
indicado potencial efeito no controle de fungos fitopatogénicos, apresentando acdo direta tanto
na inibicdo do crescimento micelial e germinacdo de esporos, quanto pela inducdo de
fitoalexinas (OOTANI et al., 2013). Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de
avaliar a atividade dos 6leos essenciais frente a diversos fungos fitopatogénicos. Alguns desses

estudos estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Lista de fungos controlados por 6leos essenciais de diferentes espécies vegetais.

Fitopatogeno Oleo essencial PIC(%)* Concentracao** Autor
Colletotrichum Cymbopogon citratus 100 50 uL Carnelossi et al. (2009)
gloeosporioides Eucalyptus citriodora 100 50 uL

Mentha arvensis 100 50 uL
Artemisia dracunculus 100 50 uL
Piper hispidinervum 100 1000 pg mL! Zacaroni et al. (2009)
Chenopodium ambrosioides 100 0,1% Jardim et al. (2010)
Mentha piperita 100 0,2% Freire et al. (2012)
Schinus terebinthifolius 79 0,5% Oliveira Junior et al.
(2013)
Colletotrichum Piper aduncum 100 150 ug mL ! Bastos e Albuquerque
musae (2004)
Chenopodium ambrosioides 100 0,1% Jardim et al. (2010)
Mentha piperita 100 0,2% Freire et al. (2012)

Copaifera sp. 46,9 1,0% Nobrega et al (2019)
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Eucalyptus sp. 66,3 0,8%
Colletotrichum Cymbopogon citratus 37,8 1.25 uL/mL Oliveira et al. (2018)
fructicola
Colletotrichum Cymbopogon citratus 37 1.25 uL/mL Oliveira et al. (2018)
asianum
Alternaria Cymbopogon citratus 100 500ppm Mishra e Dubey (1994)
alternata Piper hispidinervum 100 1000 mg L"! Nascimento et al.
(2008)
Citrus reticulata 100 0,2% Chutia et al. (2009)
Mentha piperita 41,6 0,8% Franca et al. (2018)
Copalifera sp. 33,7 1,0% Noébrega et al (2019)
Eucalyptus sp. 79,6 1,0%
Alternata Boswellia carterii 71,29 2,0% Udomsilp et al. (2009)
brassicicola Acacia farnesiana 100 1,0%
Fusarium solani Cymbopogon citratus 100 500ppm Mishra e Dubey (1994)
Dlanl‘hus Caryophyllus 100 4,0% Abdel—KadeI‘, El
Carum carvi 85,4 4,0% Mougy e Lashin (2011)
Thymus vulgaris 80,4 4,.0%
82,2 4,0%
Mentha piperita
100 4,0%
Geranium viscosissimum
Fusarium Cymbopogon citratus 100 500ppm Mishra e Dubey (1994)
oxysporum Citrus reticulata 100 >0,2% Chutia et al. (2009)
Piper hispidinervum 100 1000 pg mL™! Zacaroni et al. (2009)
Chenopodium ambrosioides 100 0,1% Jardim et al. (2010)
Mentha piperita 100 0,2% Freire et al. (2012)
Lasiodiplodia Piper aduncum 100 1,0% Mota et al. (2002)
theobromae Schinus terebinthifolius 100 3,0% Santos et al. (2014)
Mentha arvensis 100 0,25% Peixinho, Ribeiro e
Amorim (2017)

*Porcentagem méxima de inibi¢do de crescimento micelial obtida;
**Concentragdo do 6leo essencial utilizada para obten¢@o da PIC méaxima;
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No controle de fitopatdgenos, os OE tém apresentado vantagens em relacdo aos
defensivos quimicos utilizados convencionalmente. Além de apresentar bons indices no
controle do crescimento micelial, sua aplicagdo é geralmente menos prejudicial e, mais segura
a saide humana e, ao meio ambiente, apresentando baixa toxicidade e rdpida degradacdo pelo

ambiente (COIMBRA et al., 2006; SILVA et al. 2014).

2.3.1 Oleo essencial de Lippia gracilis (Schauer)

O género Lippia (Verbenaceae) compreende cerca de 200 espécies entre ervas, arbustos
e pequenas darvores, distribuidas na América do Sul, América do Norte e Africa
(TERBLANCHE; KORNELIUS, 1996; ZOGHBI et al., 1998). No Brasil sdo encontradas
aproximadamente 120 espécies do género, distribuidas principalmente no cerrado e na caatinga
(GOMES; NOGUEIRA; MORAES, 2011).

Lippia gracilis (Schauer) é uma espécie aromatica endémica do nordeste brasileiro
distribuida amplamente na caatinga, sendo popularmente conhecida como alecrim-da-chapada,
alecrim do serrote, alecrim de tabuleiro, alecrim pimenta ou cidreira da serra. Caracteriza-se
como um arbusto pouco ramificado de até 2,5m de altura, folhas simples, pequenas e flores
brancas, ambas com odor bem caracteristico (MARCELINO JR et al., 2005; DANTAS et al.,
2010; GOMES et al., 2011), as quais sdo compostas de tecidos dos quais o seu OE é geralmente
extraido (CRUZ et al., 2013).

O OE das espécies do género Lippia possuem composi¢do quimica similar, sendo que o
teor desses componentes varia entre as espécies (CRUZ et al., 2013) e dentro de uma mesma
espécie a depender das condi¢Oes nas quais o material vegetal foi cultivado e o 6leo extraido
(NEVES et al., 2008; MENDES et al., 2010; MELO et al. 2013). A andlise da composicao
quimica do OE de L. gracilis tém evidenciado o timol e/ou o carvacrol como componentes
majoritdrios (MATOS et al., 1999; SILVA et al., 2008; FERRAZ et al., 2013; BITU et al.,
2014; FRANCO et al., 2014), os quais tém sido associados a sua atividade antimicrobiana
(ALBUQUERQUE et al., 2006; CARVALHO et al., 2013).

Diversos estudos tém demonstrado as atividades bioldgicas do OE de L. gracilis, dentre
as quais destacam-se a atividade anticancerigena (FERRAZ et al., 2013), analgésica e anti-
inflamatéria (MENDES et al., 2010; GUIMARAES et al., 2012), antifingica e antioxidante
(FRANCO et al., 2014), antibacteriana (DANTAS et al., 2010), acaricida (CRUZ et al., 2013),
inseticida (PEREIRA et al., 2008) e larvicida (SILVA et al., 2008).
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No controle de fitopatdégenos, a utilizacdo do 6leo essencial de espécies do género

Lippia, incluindo a espécie L. gracilis tem mostrado resultados promissores sobre uma

diversidade de fungos. Alguns desses estudos estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2. Lista de 6leos essenciais de espécies do género Lippia no controle de fitopatégenos.

Espécie vegetal Fitopatogeno PIC(%)* Concentracao** Autor
Lippia gracilis Curvularia lunata 100 440 uL L' Albuquerque et al.
(2006)
Rhizoctonia solani 100 0,2 uL Silva et al. (2012)
Alternaria sp. 100 750 uL L*! Barboza (2015)
Macrophomina phaseolina 100 0,4% Ugulino et al.
(2018)
Lippia sidoides Lasiodiplodia theobromae 100 0,05% Mota et al. (2002)
Colletotrichum 100 0,1 pL mL! Souza Junior, Sales
gloeosporioides e Martins (2009)
Thielaviopsis paradoxa 100 0,02% Carvalho et al.
(2013)
Lippia citriodora Colletotrichum 100 0,1 uL mL! Souza Junior, Sales
gloeosporioides e Martins (2009)
Lippia alba Alternaria solani 100 1,5 uL mL! Tomazoni ef al.
(2016)
Lippia rehmanii Colletotrichum 100 3000 pL L! Linde et al. (2010)
gloeosporioides
Lasiodiplodia theobromae 90 3000 uL L*!
Alternaria alternata 100 3000 pL L!
Alternaria citri 100 3000 pL L
Botrytis cinerea 79 3000 uL L
Fusarium oxysporum 100 20 uL L
Rhizoctonia solani 100 20 uL L
Penicillium digitatum 100 3000 pL L
Lippia Rhizoctonia solani 100 750 ppm Bhuyan et al.
geminata Bipolaris oryzae 100 1000 ppm (2010)

*Porcentagem méxima de inibicdo de crescimento micelial obtida;
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**Concentragdo do 6leo essencial utilizada para obtencdo da PIC maxima;

Além dos excelentes resultados de inibicdo frente a fitopatdgenos, o 6leo essencial de
L. gracillis também pode ser considerado um composto de baixa toxicidade. Guilhon et al.
(2011) avaliaram a toxicidade do OE de Lippia gracilis em ratos e relataram que a
administra¢do oral do 6leo na dose 500 mg/kg (0,05%) ndo induziu nenhum efeito téxico.
Segundo os autores, ndo foi observado nenhuma alteracdo comportamental, lesdo ou
sangramento géstrico e nenhum sinal de intoxicagdo, incluindo convulsdo, morte ou tlcera
gdstrica, mesmo apds 5 dias da dose dnica. Na tentativa de calcular a dose letal, grupos de
camundongos receberam diferentes doses do OE e na dose mais alta nio foi observada

letalidade, indicando que o OE foi quase at6xico em camundongos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local dos experimentos e obtencao dos materiais

O trabalho foi conduzido no Centro de Ciéncias e Tecnologia Agroalimentar (CCTA)
da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Campus de Pombal. O experimento foi
realizado no laboratério de Fitopatologia desta instituicdo, no periodo de fevereiro a marco de
2018

Para a realizag¢do do experimento in vitro foram utilizadas os isolados fungicos 3331 de
Colletotrichum gloeosporioides; 3499 de Colletotrichum musae; 3811 de Colletotrichum
fructicola, 3772 de Colletotrichum asianum, 0878 de Alternaria alternata, 0036 de Alternaria
brassicicola, 2141 de Fusarium oxysporum f. sp. cubense, 3826 de Fusarium solani, e 4534 de
Lasiodiplodia theobromae, cedidas pela colecdo de cultura de fungos fitopatogénicos Prof.
Maria Menezes da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Os isolados foram preservados
em dgua destilada estéril pelo método Castellani até a realizacdo dos ensaios (CASTELLANI,
1967).

O 6leo essencial utilizado foi de Lippia gracilis, o qual foi obtido através da técnica de
arraste por vapor de dgua (CRAVEIRO et al., 1981), realizada no laboratério de Biologia II do
departamento de Biologia da Universidade Estadual do Rio Grande do Norte, Campus de
Mossoro-RN.

3.2 Tratamentos e delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado
(DIC) com oito tratamentos (5 concentracdes do 6leo, 1 testemunha negativa e 2 testemunhas
positivas) em cinco repeticdes cada. Os tratamentos consistiram no meio de cultura
autoclavado, suplementado com o Oleo essencial de L. gracilis puro, nas seguintes
concentragoes: 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1 e 0,2%; uma testemunha negativa (meio de cultura sem
suplementac¢do) e duas testemunhas positivas (meio de cultura suplementado com os fungicidas
comerciais Tiram e Mancozebe nas concentragdes recomendadas pelos fabricantes: 1 mL L' e
0,2 g L' respectivamente).

As concentragdes do dleo foram estabelecidas a partir de uma concentragdo inicial

baseada no estudo de Ugulino et al. (2018), que utilizaram concentracdes que variaram entre
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0,4 e 1,0%. Para a obtengdo das concentragdes finais utilizadas foi utilizado o procedimento de

dilui¢do direta em meio de cultura fundente (PEREIRA et al., 2006).

3.3 Instalacao e conduc¢io do experimento

Os diferentes tratamentos foram incorporados ao meio de cultura BDA (Batata Dextrose
Agar, com a seguinte composicdo: 200 g/L de infusdo de batata; 20 g L' de dextrose; e 15g L
!'de 4gar) autoclavado e fundente & temperatura de 46-48 °C. Apés o resfriamento, o meio foi
vertido em placas de Petri de 9 cm de didmetro em condicdes assépticas. Apds a solidificacio,
discos de meio de cultura com 1 cm de didmetro contendo micélios do fungo foram transferidos
para o centro de cada placa contendo os tratamentos. Em seguida, as placas foram envolvidas
em plastico filme e incubadas em estufa do tipo B.O.D (Biochemical Oxygen Demand) a

temperatura de 27+2 °C (Figura 1).

Figura 1. Procedimentos de incorporacao dos tratamentos ao meio de cultura e inocula¢ao dos

fungos fitopatogénicos.

o Colbnia fingica em BDA
i e com 7 dias de crescimento

Placa contendo BDA

Tratamentos incorporados ao meio Meio de cultura vertido em Discos de meio de cultura com 1 em Incubagio em estufa B.O.D a 2742 °C.
de cultura autoclavado e fundente placas de Petri de didmetro contendo micélio do
fungo em cadauma das placas

Fonte: Proéprio autor.

O crescimento das colonias foi mensurado diariamente até que a colonia tomasse toda a
superficie do meio de cultura de uma das placas ou no periodo maximo de 7 dias. A avaliacdo
do crescimento micelial consistiu em medi¢des didrias do didmetro das colonias obtido através
da média de duas medidas perpendiculares, com o auxilio de régua graduada, obtendo-se a

média do crescimento didrio para cada repeticao de cada tratamento.
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Com o resultado das medidas, foram calculados a porcentagem de inibi¢do micelial
(PIC; BASTOS, 1997) e o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM; OLIVEIRA,

1991), de acordo com as féormulas (1) e (2):

PIC = (Crescimento da testemunha—Crescimento do tratamento)x100

1)

Crescimento da testemunha

Diametro médio atual—Diametro médio anterior

IVCM = Y, ()

Numero de dias apés a inoculagao

3.4 Analise estatistica

Para verificar o efeito da concentracao do 6leo sobre o crescimento dos fungos foram
realizadas regressdoes no modelo de platd quadritico. As regressdes foram realizadas no
programa R Core Team 3.5.1.

Para testar a diferenca entre tratamentos com o 6leo e os tratamentos com fungicidas
(testemunhas positivas), aplicou-se o teste Kruskal-Wallis (ANOV A nao-paramétrica) seguido
da comparacdo multipla de Mann-Whitney (Tukey ndo-paramétrico). Utilizou-se a estatistica
ndo-paramétrica devido a auséncia de variancia nos resultados de alguns tratamentos. Foram
consideradas significantes as diferencas com valor de probabilidade abaixo de 5%. As andlises

foram realizadas no programa Past 3.12 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).
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4 RESULTADOS

Todas as concentracgdes testadas do 6leo essencial de Lippia gracilis exerceram inibi¢ao
sobre o crescimento micelial e velocidade de crescimento dos fitopatégenos avaliados. As
porcentagens de inibicdo aumentaram significativamente com as concentragdes testadas até

atingirem e manterem o valor maximo (PIC = 100%) nas concentracdes superiores (Figura 1).

Figura 2. Efeito das diferentes concentracdes do Sleo essencial de Lippia gracilis sobre o

crescimento micelial de fungos fitopatogénicos.
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A inibicdo total do crescimento dos fungos Colletotrichum gloeosporioides,
Colletotrichum musae, Alternaria alternata, Alternaria brassicicola, Fusarium solani e
Fusarium oxysporum f. sp. cubense, foi obtida a partir da concentracio de 0,025%; nos fungos
Colletotrichum fructicola e Lasiodiplodia theobromae na concentragdo de 0,1%; e no fungo

Colletotrichum asianum em todas as concentragdes testadas (Figura 5). Estas foram as menores
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concentragdes testadas no presente estudo capazes de inibir totalmente o crescimento dos
fitopatogenos avaliados, que serdo tratadas como concentragdes minimas observadas (CMobs;

Tabela 3).

Figura 3. Comparacdo do crescimento micelial de fungos fitopatogénicos em diferentes

concentragdes do 6leo essencial de Lippia gracilis e nos tratamentos testemunha.

TO 00125 0,025 0,05 0,1 0,2

TO: Testemunha negativa (sem suplementacdo); FT: Fungicida Tiram (1 ml L'!); FM: Fungicida Mancozebe (0,2
gL™);0,0125 a 0,2: Concentracdes do 6leo essencial de Lippia gracilis (%); CG: Colletotrichum gloeosporioides;
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CM: Colletotrichum musae; CF: Colletotrichum fructicola; CA: Colletotrichum asianum; AA: Alternaria
alternata; AB: Alternaria brassicicola; ¥S: Fusarium solani; FO: Fusarium oxysporum f. sp. Cubense; LT:
Lasiodiplodia theobromae.

Fonte: Préprio autor.

Tabela 3. Concentracdes minimas do 6leo essencial de Lippia gracilis sobre o crescimento

micelial de diferentes fungos fitopatogénicos.

Fitopatégeno CMobs* CMest**
Colletotrichum gloeosporioides 0,025 0,023
Colletotrichum musae 0,025 0,023
Colletotrichum fructicola 0,1 0,048
Colletotrichum asianum 0,0125 0,041
Alternaria alternata 0,025 0,042
Alternaria brassicicola 0,025 0,029
Fusarium solani 0,025 0,022

Fusarium oxysporum f. sp. cubense 0,025 0,030
Lasiodiplodia theobromae 0,1 0,034

*Concentracdo minima determinada no teste in vitro;

**Concentra¢do minima estimada pela andlise de regressdo de modelo plat6-quadrético.

Por outro lado, ao utilizar as equacdes geradas pelas regressdes em modelo platd
quadratico, foram obtidas concentragdes minimas estimadas (CMest; ver tabela 3), que foram
levemente diferentes das CMobs. Sobre os fungos C. gloeosporioides, C. musae, C. fructicola,
F. solani e L. theobromae, a estimativa sugeriu que a inibicdo total do crescimento micelial
poderia ser obtida ao aplicar concentracdes menores que as CMobs.

O efeito antiftingico do 6leo essencial de L. gracilis foi geralmente igual ou superior ao
obtido pelos fungicidas comerciais (Tiram e Mancozebe) (Figura 6). No controle dos fungos C.
gloeosporioides, C. musae, C. fruticola, C. asianum, A. alternata e L. theobromae o 6leo, em
sua CMobs, obteve efeito similar ao dos fungicidas. No controle dos fungos A. brassicicola e
F. solani, o 6leo nas CMobs teve efeito superior ao fungicida Mancozebe e semelhante ao do
fungicida Tiram. Enquanto, no controle de F. oxysporum f. sp. cubense, o 6leo na CMobs teve

efeito superior ao fungicida Tiram e similar ao Mancozebe.
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Figura 4. Porcentagem de inibicdo de crescimento de fitopatégenos em diferentes

concentragdes do 6leo essencial de Lippia gracilis e nos tratamentos testemunha.
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As concentragdes sobrescritas com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste

de Mann-Whitney (p > 0,05).

Observou-se decréscimo no indice de velocidade de crescimento a

N

medida que se

aumentou a concentracao do 6leo essencial, até a paralisacao do crescimento dos fitopatégenos

quando submetidos as suas respectivas CMobs (ver Tabela 3), havendo diferenca significativa

das testemunhas negativas que apresentaram as maiores velocidades de crescimento (Tabela 4).
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De maneira similar ao ocorrido com as porcentagens de inibi¢do, a velocidade de crescimento
micelial dos fungos C. gloeosporioides, C. musae, C. fruticola, C. asianum, A. alternata e L.
theobromae sob CMobs foram semelhantes as velocidades obtidas sob tratamento com ambos
os fungicidas comerciais. Nos casos dos fungos A. brassicicola e F. solani, os efeitos foram
superiores ao fungicida Mancozebe e similares ao Tiram. Sobre F. oxysporum f. sp. cubense o

6leo teve efeito superior ao Tiram e similar ao Mancozebe.

Tabela 4. Média dos indices de velocidade de crescimento micelial (cm dia™ + DP) de fungos
fitopatogénicos na concentracdo inibitéria minima do 6leo essencial de Lippia gracilis e nos

tratamentos testemunha.

Fitopatogenos Controle negativo MCobs* Tiram Mancozebe
Colletotrichum gloeosporioides 0,88 +0,01a 0,00+0,00b 0,00+0,00b 0,00+0,00b
Colletotrichum musae 1,50+ 0,07 a 0,00+0,00b 0,00+0,00b 0,08+0,08Db
Colletotrichum fruticola 0,82+0,23 a 0,00+0,00b 0,00x0,00b 0,00+0,00b
Colletotrichum asianum 0,50+0,05a 0,00+0,00b 0,00+0,00b 0,00+0,00b
Alternaria alternata 0,58 +0,04 a 0,00+0,00b 0,00+0,00b 0,13+0,11b
Alternaria brassicicola 0,33 +0,01a 0,00+0,00c 0,00+0,00c 0,11+0,02b
Fusarium solani 0,89 +0,08 a 0,00+0,00c 0,02+£0,02c 0,24+0,02b
Fusarium oxysporum f. sp. Cubense 0,81 £0,02a 0,00+0,00c 0,06+0,02b 0,00+0,00c
Lasiodiplodia theobromae 2,56 +0,08 a 0,00+0,00b 0,00£0,00b 0,00+0,00b

Letras iguais na horizontal ndo diferem significativamente de acordo com teste de Mann-Whitney (p>0,05).

*Concentracdo minima determinada no teste in vitro;
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5 DISCUSSAO

Nossos resultados demonstram a alta capacidade antifiingica do 6leo essencial de Lippia
gracilis, que inibiu totalmente o crescimento dos fungos avaliados mesmo que em
concentragdes muito baixas (0,0125 a 0,1%.) A andlise da composi¢cdo quimica do dleo
essencial de espécies vegetais do género Lippia revela o timol e/ou o carvacrol como
constituintes majoritarios (BOTELHO et al., 2007; FRANCO et al., 2014; CRUZ et al., 2013;
GUIMARAES et al., 2014; FERRAZ et al., 2013; MATOS et al., 1999; NETO et al., 2010;
SILVA et al., 2008), sendo estes compostos comumente associados as suas atividades
antimicrobianas. Alguns estudos demonstram a fungitoxidade do timol e do carvacrol
(ABBASZADEH et al., 2014; KORDALI et al., 2008; MORCIA et al., 2012).

Embora os seus mecanismos de a¢do sejam pouco conhecidos, acredita-se que esses
compostos atuem na dissolucdo das membranas e paredes celulares dos fungos alterando a
permeabilidade celular e permitindo a perda de macromoléculas essenciais (ISMAN;
MACHIAL, 2006; PINA-VAZ et al., 2004; SEGVIC KLARIC et al., 2007). Em seu estudo,
Ahmad et al. (2011) demonstraram que a atividade fungicida do timol e carvacrol envolve a
inibicdo da biossintese do ergosterol e lesdes graves as membranas celulares que resultam na
morte das células.

Utilizando o 6leo essencial de L. gracilis em concentragdes proximas ou superiores as
nossas, outros autores obtiveram resultados semelhantes quanto a inibi¢ao. Por exemplo, em
condi¢des in vitro, Ugulino et al. (2018) alcancaram inibicdo total do crescimento de
Macrophomina phaseolina em todas as concentragdes testadas (0,4 a 1,0%). No controle de
Alternaria sp., Barboza (2015) obteve inibigdo total do crescimento na concentracdo de 750 pL.
L' (0,075%). Enquanto, Albuquerque et al. (2006) obtiveram a inibi¢io total do crescimento
de Curvularia lunata em todas as concentragdes a partir de 440 uL L™ (0,044%).

Outras espécies do género Lippia t€ém apresentado o mesmo potencial fungitéxico
obtido pela espécie L. gracilis no controle de fitopatégenos. Souza Junior, Sales e Martins
(2009) avaliaram o efeito do 6leo essencial de Lippia sidoides e Lippia citriodora no controle
de Colletotrichum gloeosporioides e obtiveram inibic¢ao total do crescimento do fungo em todas
as concentragdes testadas, que variaram de 1-10 uL mL™' (0,1 a 1,0%). No controle de
Lasiodiplodia theobromae, Mota et al. (2002) testaram in vitro o efeito do 6leo essencial de L.
sidoides. O mesmo apresentou efeito toxico sobre o fungo em todas as concentracOes testadas

(0,05 a 1,0%), havendo inibicao completa do crescimento em todas elas.
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Carvalho et al. (2013) avaliaram o efeito dos 6leos essenciais de L. sidoides e L. gracilis
sobre o crescimento de Thielaviopsis paradoxa em concentragdes que variaram de 0,02 a 0,3%.
Todas as concentracdes do 6leo essencial de L. sidoides inibiram o desenvolvimento do fungo,
correspondendo a 100% de inibicdo do crescimento micelial. Enquanto que nenhuma das
concentragdes do 6leo de L. gracilis exerceu inibi¢ao sobre o crescimento de 7. paradoxa. Isso
demonstra que apesar do elevado potencial fungitdxico expresso sobre diferentes fitopatégenos,
a capacidade antifingica do 6leo essencial de L. gracilis pode variar a depender do patégeno
combatido.

O dleo essencial obtido de espécies do gé€nero Lippia possuem composi¢cdo quimica
semelhante, havendo pequenas variacdes no teor de seus constituintes (CRUZ et al., 2013). A
similaridade entre efeitos de inibi¢do observados e descritos acima pode ter se dado em fungao
dessa semelhanca composicional entre espécies do mesmo género.

No presente estudo, o 6leo essencial de L. gracilis inibiu totalmente o crescimento
micelial de nove fungos fitopatogénicos, a partir de concentragdes que variaram entre 0,0125 e
0,1%. Quanto a inibi¢c@o, nossos resultados foram superiores aos obtidos por outros autores que
avaliaram o efeito fungitéxico dos 6leos essenciais de outras espécies vegetais sobre as mesmas
espécies fingicas.

Oliveira Junior et al. (2013) testaram o 6leo essencial de aroeira-da-praia (Schinus
terebinthifolius) sobre o crescimento micelial de C. gloeosporioides em concentracdes que
variaram entre 0,05 e 0,5%. A inibi¢do mdxima obtida com a maior concentracao foi de apenas
79%. Utilizando o 6leo de capim limdo (Cymbopogon citratus) entre concentracdes de 0,15 a
1,25 uL mL™"! (0,015 a 0,125%), Oliveira et al. (2018) obtiveram inibicdes méaximas de 37,8 e
37% do crescimento micelial de Colletotrichum fructicola e Colletotrichum asianum,
respectivamente.

O efeito in vitro do 6leo essencial de mastruz (Chenopodium ambrosioides) sobre o
crescimento de C. gloeosporioides, Colletotrichum musae e Fusarium oxysporum foi avaliado
por Jardim ez al. (2010). A inibi¢do total dos fungos foi obtida apenas na méxima concentragao
testada (0,3%). Nas demais, a inibi¢ao foi intermedidria e variou entre 40 e 50%.

Freire et al. (2012) avaliaram o 6leo essencial de horteld (Mentha piperita) no controle
das mesmas espécies citadas acima, e o dleo essencial bruto inibiu totalmente o crescimento
destes fungos na concentracio de 0,2%. Mishra e Dubey (1994) testaram a fungitoxidade do
Oleo essencial de Cymbopogon citratus sobre Fusarium solani e determinaram que as

concentragdes de 500, 1.000 e 1.500 ppm (0,05; 0,1 e 0,15%) foram hipertéxicas ao fungo.
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O controle in vitro de Alternaria alternata utilizando o 6leo de hortela (Mentha piperita)
foi avaliado por Franca et al. (2018) entre concentra¢des de 0,4 a 1,0%. As inibi¢des maximas
obtidas variaram de 37,1 a 41,6 nas maiores concentracdes do Oleo. Através da andlise de
regressdo, 0s autores estimaram que a inibi¢ao total do crescimento do fungo poderia ocorrer
ao utilizar o 6leo na concentracdo de 2,26%.

Udomsilp et al. (2009) avaliaram o efeito fungitéxico dos 6leos essenciais de olibano
(Boswellia carterii) e acdcia-amarela (Acacia farnesiana) no controle in vitro de Alternaria
brassicicola em concentragdes que variaram de 0,4 a 2,0%. Na maior concentracao (2,0%) o
6leo de olibano inibiu o crescimento do fungo em 71,29%, enquanto que o 6leo de acdcia inibiu
em 100% a partir da concentracdo de 1,0%.

Sousa, Serra e Melo (2012) avaliaram o efeito de doze dleos essenciais no controle de
C. gloeosporioides em concentracdes que variaram de 0,2 a 1,0%. Apenas os 6leos essenciais
de pau rosa (Aniba rosaeodora) e hortela (Mentha sp.) apresentaram efeito semelhante ao
obtido no presente estudo. Os demais 6leos proporcionaram inibi¢ao inferior, uma vez que nao
foram capazes de inibir totalmente o crescimento micelial do fungo em nenhuma das
concentragoes testadas.

De acordo com Antunes e Cavaco (2010), cada 6leo essencial podera exercer atividade
antimicrobiana sobre uma gama de microrganismos, no entanto, assim como comparadas
acima, as concentracdes necessdrias para obtencdo de efeito significativo podem variar a
depender do microrganismo avaliado. Ao mesmo tempo que o possivel efeito antifingico
dependerd da composicdo quimica do 6leo que € particular em cada espécie vegetal e da
susceptibilidade dos microrganismos avaliados a estes constituintes.

Além disso, vérios fatores podem atuar sobre a composi¢do quimica dos 6leos, os quais
influenciam diretamente nas suas atividades bioldgicas (RUSSO et al. 2013), incluindo a
atividade antimicrobiana. Entre os fatores de variabilidade composicional, pode-se destacar:
fatores genéticos, como espécie, cultivar, ecotipo (MORAIS, 2009; RUSSO et al., 2013),
fatores ecologicos e condi¢cdes edafoclimaticas (ANDRADE, et al.,, 2012) e fatores
relacionados ao proprio material vegetal utilizado, como estado fenoldgico da planta, estagdo
de cultivo (ISMAN; MACHIAL, 2006), horério da colheita e todo o cuidado e preparo do
material antes da sua extracdo (MAIA et al., 2015).

Tendo em vista possiveis aplicacOes antiftingicas do 6leo essencial de L. gracilis sobre
fitopatégenos, comparamos o seu efeito fungitéxico com os obtidos por dois fungicidas

sintéticos comerciais. Como resultado, observamos uma excelente atividade biolégica do 6leo
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em comparacdo aos defensivos quimicos investigados. A similaridade e até superioridade dos
efeitos do 6leo de L. gracilis em comparacdo aos fungicidas comerciais sugere que em
condicdes in vitro o 6leo essencial poderia substituir totalmente a utilizacdo desses produtos,
promovendo vantagens significativas sobre a utilizacdo de defensivos quimicos.

Devido a elevada complexidade quimica, os 6leos essenciais promovem o controle
microbiano através do sinergismo ou antagonismo entre virios de seus constituintes
(BAGAMBOULA; UYTTENDAELE; DEBEVERE, 2004; RUSSO et al., 2013) associados a
multiplos mecanismos de acdo que atuam em diversos alvos ao mesmo tempo (ABDEL-
KADER et al., 2011; HOYOS et al.,, 2012). Isso garante uma vantagem significativa em relacao
ao fungicida sintético por dificultar o surgimento de resisténcia microbiana (FENG; ZHENG,
2007) uma vez que esses produtos quimicos convencionais podem ter um tnico alvo de atuacao
no patogeno (BEBBER; GURR, 2015).

Apesar de no presente estudo, a maioria dos fungos ter seu crescimento paralisado em
concentragdes que variaram de 0,025 e 0,1%, algumas das inibicdes obtidas nas concentragdes
inferiores a estas foram bastante significativas (>60%). Do ponto de vista economico esse é
mais um beneficio da utilizacdo do Sleo essencial de L. gracilis, uma vez que é possivel a
obtencdo de uma forte inibi¢do micelial utilizando-se concentragdes minimas, as quais
associadas a outras técnicas de manejo, poderiam promover um controle efetivo do patégeno
com economia do produto.

Entre os beneficios da utilizacdo dos dleos essenciais como método alternativo no
controle desses fitopatogenos, destacam-se a baixa toxicidade e rdpida degradacdo pelo
ambiente (COIMBRA et al., 2006; GUILHON et al., 2011). A minimizagao de riscos a saude
do produtor e do consumidor final também podem ser citados como beneficios deste produto.
Em condigdes in vivo, o 6leo essencial poderia ser utilizado de maneira integrada a outras
técnicas de manejo pré e pds-colheita reduzindo os impactos ambientais causados pelo uso
exclusivo do controle quimico.

Apesar dos excelentes resultados obtidos no presente estudo, € necessario a realizagdao
de estudos futuros abordando o controle in vivo destes fitopatdgenos, pois o efeito do 6leo sobre
a relagcdo patdgeno-hospedeiro pode diferir consideravelmente do efeito observado em testes in
vitro. E importante avaliar a atividade do 6leo de L. gracilis sobre espécies vegetais de valor

comercial e também que sejam estabelecidas concentra¢des seguras do produto.
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6 CONCLUSOES

e Em condi¢des in vitro, o 6leo essencial de Lippia gracilis (Schauer) apresentou efeito
similar e, em alguns casos, superior ao obtido pelos fungicidas sintéticos Tiram e
Mancozebe.

e A inibi¢do total do crescimento micelial dos fungos Colletotrichum gloeosporioides,
Colletotrichum musae, Colletotrichum fructicola, Colletotrichum asianum, Alternaria
alternata, Alternaria brassicicola, Fusarium oxysporum f. sp. cubense, Fusarium solani

e Lasiodiplodia theobromae em concentragdes que variaram entre 0,0125 e 0,1%.
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