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“Mas onde se achara a sabedoria?

E onde esta o lugar do entendimento?

O homem n&o conhece o valor dela, nem se acha ela na terra dos viventes.
O abismo diz: Ela ndo esta em mim; e o mar diz: N&o esta comigo. (...)
O ouro néo se iguala a ela, nem o cristal,

ela ndo se trocara por joia de ouro fino; (...)

Donde, pois, vem a sabedoria, e onde esta o lugar do entendimento? (...)
Deus lhe entende o caminho, e ele é quem sabe o seu lugar.

Porque ele perscruta até as extremidades da terra,

Ve tudo o que ha debaixo dos céus.

Quando regulou o peso do vento e fixou a medida das aguas; quando
determinou leis para a chuva e caminho para o relampago dos trovoes,
entdo, viu ele a sabedoria e a manifestou;

estabeleceu-a e também a esquadrinhou.

E disse ao homem:

Eis que o temor do Senhor é a sabedoria,

e apartar-se do mal é o entendimento.”

Jo 28:12-28
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RESUMO

Atualmente, além do crescimento populacional aumenta-se a demanda por alimentos
mais saudaveis. Doengas fungicas € um fator limitante para a producdo devido as perdas na
produtividade e na qualidade de produtos agricolas. Fungos fitopatogénicos como
Colletotrichum graminicola, Helminthosporium sp., Pyricularia grisea, Didymella bryoniae,
Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii sdo importantes por causarem grandes perdas e
prejuizos aos agricultores. Para o controle da maioria das doencas é utilizado o tratamento
convencional com agrotdxicos. Porém, a crescente exigéncia por produtos vegetais livres de
contaminacdo por residuos quimicos tem incentivado a busca por métodos alternativos de
controle. Estudos tém revelado que extratos e 6leos essenciais de plantas apresentam potencial
para o controle alternativo de doencas. Dessa forma, de um modo geral, o presente trabalho
teve como objetivo selecionar e avaliar a acdo de extratos e Gleos essenciais sobre fungos
fitopatogénicos em concentracdes ndo toéxicas as plantas. No Capitulo | objetivou-se
selecionar um método de avaliacdo de fungitoxicidade in vitro de 6leos essenciais e verificou-
se que dos métodos avaliados o uso do 6leo essencial puro distribuido na superficie do meio
de cultura foi mais eficiente na reducdo do crescimento de R. solani. No Capitulo I1, no qual o
objetivo foi selecionar extratos de plantas com potencial antifingico, os 6leos essenciais de
Mentha piperita, Lippia alba, Cymbopogon nardus e C. citratus inibiram totalmente o
crescimento dos fungos P. grisea, R. solani e S. rolfsii. No Capitulo Il objetivou-se avaliar o
efeito de Oleos essenciais sobre fungos que causam manchas foliares em plantas da familia
Poaceae e, pode-se verificar que os 6leos essenciais de C. nardus e C. citratus foram o0s mais
eficientes na reducdo do crescimento micelial dos fitopatégenos avaliados. No Capitulo 1V
avaliou-se o efeito de 6leos essenciais sobre os fungos D. bryoniae, R. solani e S. rolfsii, e
todas as concentracGes dos Gleos essenciais de C. citratus e C. nardus inibiram o crescimento
de S. rolfsii. No Capitulo V objetivou-se avaliar a fitotoxicidade de 6leos essenciais sobre as
culturas da melancia, feijdo e arroz e verificou-se que as concentragdes > 2% dos 6leos
essenciais foram fitotoxicas as culturas avaliadas. No Capitulo VI avaliou-se o efeito
preventivo e curativo de Gleos essenciais sobre a antracnose do sorgo e helmintosporiose do

capim Tanzénia, e verificou-se reducdo na severidade das doengas.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Extratos vegetais, Fitopatdgenos, Fungitoxicidade,

Crescimento micelial, Fitotoxicidade, Efeito preventivo e curativo e Controle alternativo.
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ABSTRACT

In addition to population growth, the demand for healthier foods increases nowadays.
Fungal diseases consists on the limiting factor for food production due to losses in
productivity and quality of agricultural products. Phytopathogenic fungi, like Colletotrichum
graminicola, Helminthosporium sp., Pyricularia grisea, Didymella bryoniae, Rhizoctonia
solani and Sclerotium rolfsii, are important since they cause great damages and losses to
farmers. To control most of the diseases, it is used the conventional treatment with pesticides.
However, the increasing demand for plant products free of chemical residue contamination
has encouraged the researching for alternative methods of control. Studies have revealed
that extracts and essential oils of plants have potential for alternative control of diseases.
Thus, in general, this study aimed to select and evaluate the effect of extracts and essential
oils on phytopathogenic fungi at concentrations not toxic to plants. In Chapter I, the purpose
was to select a method for evaluating in vitro fungitoxicity of essential oils and it was found
that, among the evaluated methods, the use of pure essential oil distributed on the surface of
the culture medium was most effective in reducing the growth of R. solani. In Chapter I, in
which the goal was to select plant extracts with antifungal potential, the Mentha piperita,
Lippia alba, Cymbopogon nardus and C. citratus essential oils completely inhibited the
growth of the P. grisea, R. solani and S. rolfsii fungi. In Chapter Ill, the purpose was to
evaluate the effect of essential oils on fungi that cause leaf spots on plants of the Poaceae
family and it was verified that the C. nardus and C. citratus essential oils were the most
effective in reducing mycelial growth among the pathogens evaluated. In Chapter 1V, we
evaluated the effect of essential oils on the D. bryoniae, R. solani and S. rolfsii fungi, and all
concentrations of the C. citratus and C. nardus essential oils inhibited the growth of S. rolfsii.
In Chapter V, | aimed to evaluate the phytotoxicity of essential oils on the watermelon, beans
and rice cultures and it was verified that concentrations > 2% of essential oils were phytotoxic
to the crops evaluated. In Chapter VI, we evaluated the preventive and curative effect of
essential oils on sorghum anthracnose and blotch grass Tanzania, verifying a reduction in

disease severity.

Keywords: Medicinal plants, Vegetable extracts, Phytopathogens, Fungitoxicity, Mycelial

growth, Phytotoxicity, Preventive and curative effect and Alternative control.
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INTRODUCAO GERAL

O crescimento populacional habitacional, além de diminuir as areas apropriadas ao
cultivo agricola, aumenta a demanda por alimentos. As previsdes de crescimento populacional
revelam que no ano de 2050 a populagdo mundial chegue aos nove bilhGes de habitantes
(Carrer et al., 2010). Assim, produzir alimento que supra as necessidades desse quantitativo €
um desafio.

Diante de todos os fatores que reduzem a producdo de alimentos, as doencas flngicas sdo de
grande impacto na agricultura. O crestamento gomoso do caule, presente em todas as regides
produtoras de curcubitaceas do pais, € uma doenca importante da cultura da melancia. Causada pelo
fungo Didymella bryoniae, a doenca pode ocasionar perdas de até 60% na producgdo (Santos et al.,
2011). Rhizoctonia solani € um fungo de solo que ocorre em diversos tipos de plantas em todo o
mundo. Ele é responsavel por até 50% de perdas na cultura de feijdo-caupi em alguns estados da
Regido Norte (Sartorato et al., 2006). Uma doenca bem distribuida em regides de clima tropical e
subtropical é a podriddo do colo, causada pelo fungo Sclerotium rolfsii. Esse fitopatdgeno apresenta
extensa gama de hospedeiros, cerca de 500 espécies botanicas (Serra & Silva, 2005; Mafia et al.,
2007).

Manchas foliares, causadas por fungos fitopatogénicos, podem reduzir
significativamente a producéo de plantas da familia Poaceae. A brusone € uma das doencas
mais destrutivas do arroz, causada pelo fungo Pyricularia grisea (Cooke) Sacc. [teleomorfo
Magnaporthe grisea (T.T. Hebert) M.E. Barr.], ela tem ocorréncia generalizada em todas as
regides rizicolas do mundo (Silva et al., 2009). Costa et al. (2003) destacam dentre 0s
principais patdgenos causadores de manchas foliares no sorgo o fungo Colletotrichum
graminicola. Causador da antracnose, esse fitopatdgeno encontra-se disseminado pelas
principais regides produtoras de sorgo no Brasil. Manchas foliares ocasionadas pelo fungo
Heminthosporium sp., podem afetar consideravelmente o desenvolvimento de plantas
forrageiras para o gado (Anjos et al., 2004; Correia et al., 2011).

Atualmente, o controle da maioria das doengas de plantas € realizado com o
tratamento convencional com agrotdxicos. O uso destes produtos, a fim de combater pragas,
doengas e plantas daninhas, traz efeitos imediatos, tais como a reducdo das perdas na
produtividade e o aumento da oferta de alimentos (Hussar et al., 2004; Cooper & Dobson,
2007). Apesar da significativa contribuicdo desses produtos para a producdo agricola, o uso
continuo e indiscriminado de agrotoxicos causa problemas ambientais como o surgimento de

patogenos resistentes e a interrupgcdo do controle biologico natural, ocasionando surtos de
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doencas e favorecendo o aparecimento de pragas secundérias (Diniz et al., 2008; Lee et al.,
2008; Soylu et al., 2010). De acordo com Fernandes Neto & Sarcinelli (2009) a maioria dos
contaminantes quimicos presentes em aguas subterraneas e superficiais esta relacionada as
fontes agricolas, e os agrotdxicos assumem um lugar de destaque, devido a intensidade de seu
consumo no Brasil.

A crescente preocupacdo da populagcdo em consumir alimentos saudaveis e a
preservacdo do meio ambiente, tem tornado o uso de agentes quimicos uma pratica
questionavel. A producdo de alimentos com uma minima degradacdo dos recursos naturais é
uma exigéncia da sociedade, e nesse contexto destacam-se os alimentos portadores de selos
que certificam a ndo utilizacdo de agrotdxicos no processo produtivo (Silva et al., 2010).

Assim, sistemas de cultivo mais sustentaveis e menos dependentes do uso de
agrotoxico tém sido desenvolvidos. Um fator indispensavel para a agricultura sustentavel é o
controle alternativo de doencas de plantas.

O controle alternativo de fungos fitopatogénicos tem sido discutido amplamente no
contexto atual. Muitos produtos naturais, entre 0s quais 0s extratos e os 6leos essenciais de
plantas medicinais, condimentares e aromaticas, apresentam potencial para 0 manejo de
doencas de plantas. As substancias bioativas presentes nessas plantas sdo os metabolitos
secundarios (Silva et al., 2010). A biossintese desses metabolitos é realizada por rotas
metabdlicas especificas do organismo. A relacdo dessas rotas com a sintese dos metabdlitos
primarios é estreita, uma vez que esta sintese fornece moléculas precursoras para as principais
rotas de producdo dos compostos secundarios (Castro et al., 2004a).

De acordo com Bakkali et al. (2008), os 6leos essenciais sdo compostos complexos, naturais,
volateis, caracterizados por um forte odor. Podem ser sintetizados por todos os érgdos das plantas:
flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutas, raizes, madeira e cascas. Na natureza, eles
desempenham um papel importante na protecdo das plantas como antibacterianos, antivirais,
antifungicos e inseticidas. Esses 6leos podem ser formados por cem ou mais compostos organicos,
sendo 0s monoterpenos e sesquiterpenos 0s compostos encontrados com maior frequéncia (Castro et
al., 2004b; Castro et al., 2010).

A atividade biol6gica dos 6leos essenciais e de seus constituintes pode atuar como
agentes fungistaticos e/ou fungicida, dependendo das concentragdes utilizadas. O mesmo 6leo
pode ser ativo contra um amplo espectro de espécies de microrganismos, porém as
concentragdes minimas inibitorias (CMI) podem variar (Antunes & Cavacob, 2010). Tyagi e
Malik (2011) avaliando o potencial antimicrobiano do 6leo de eucalipto (Eucayptus globulus)

observaram varia¢des de CMI do 6leo sobre diferentes fungos.
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Carnelossi et al. (2009) avaliando o efeito in vitro de 6leos essenciais de capim-liméo
(Cymbopogon citratus), eucalipto (E. citriodora) e menta (Mentha arvensis) sobre o fungo
Colletotrichum gloeosporioides, observaram total inibicdo do crescimento micelial do
patdgeno. Combrinck et al. (2011) observaram inibicdo do crescimento dos fitopatogenos C.
gloeosporioides, P. digitatum e Alternaria citrii pelo dleo essencial de capim-limdo O
crescimento micelial dos fitopatdgenos A. flavus, Aspergillus oryzae, A. niger e Alternaria
alternata, que causam a deterioracdo fangica do tomate cereja, foi consideravelmente
reduzido quando aplicado diferentes concentraces do Oleo essencial de endro (Anethum
graveolens L.) (Tian et al., 2011). Sharma e Tripathi (2008), usando 6leo de laranja (Citrus
sinensis) sobre A. niger, observaram que dleo reduziu tanto o desenvolvimento do fungo
como a germinacéo de esporos.

As propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais devem-se a sua caracteristica
lipofitica (Bakkali et al., 2008). A hidrofobicidade do 6leo essencial permite uma interagdo
entre o dleo e os lipideos da membrana celular, interferindo na sua permeabilidade e causando
alteracdes em sua estrutura (Costa et al., 2011). Os autores Rasooli et al. (2006), por meio de
miscroscopia eletrénica de varredura, observaram que a parede, membrana e organelas
celulares do fungo A. niger mostravam graves danos quando exposto a concentragoes
minimas inibitorias dos 6leos essenciais de Thymus eriocalyx e T. x-porlock. O micélio do
patdgeno apresentou alteracbes morfoldgicas nas hifas, interrupcdo e destruicdo das
membranas plasmaticas e mitocondriais. Costa et al. (2011) avaliando o efeito do 6leo
essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) sobre o fungo R. solani, observaram
diferentes alteracbes morfoldgicas nas hifas.

E importante ressaltar que apesar do grande potencial do uso de dleos essenciais na
agricultura sustentavel, esses compostos vegetais podem prejudicar o desenvolvimento e a
germinacdo de plantas. Grosso et al. (2010) destacam que 0S mono e sesquiterpenos podem
afetar os processos fisioldgicos de plantas. Inibicdo da abertura estomaética de Vicia faba por
monoterpenos volateis de folhas de Prinsepia utilis foi observada pelos autores Rai et al.
(2003). Dequech et al. (2008) observaram necrose e descoloragédo de folhas de feijao-de-
vagem quando tratadas com 6leo comercial de nim.

Considerando a alta demanda de alimentos mais saudaveis, 0 impacto que as doencas
fangicas podem ocasionar na producdo agricola e também levando-se em consideragdo o

potencial dos extratos e 6leos essenciais no controle de doencas fungicas, o presente trabalho
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teve como objetivo selecionar e avaliar a acdo de extratos e 6leos essenciais sobre fungos
fitopatogénicos em concentragdes ndo toxicas as plantas.

Para cumprir esse objetivo desenvolveram-se experimentos que serdo descritos em seis
capitulos. No Capitulo | selecionou-se um método de teste de fungitoxicidade in vitro, uma
vez que diferentes métodos sdo descritos na literatura. O método selecionado para todas as
avaliagdes in vitro, realizados nos experimentos seguintes, foi 0 método de contato em que o
6leo essencial, ndo diluido, foi distribuido na superficie do meio de cultura. No Capitulo Il
avaliou-se a fungitoxidade de diferentes extratos vegetais (hidrolatos e 6leos essenciais) sobre
os fungos Didymella bryoniae, Pyricularia grisea, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii.
Dos onze extratos avaliados, foram selecionados apenas quatro (6leos essenciais de capim-
limdo, citronela, erva-cidreira e horteld-pimenta) que foram utilizados nos experimentos
posteriores.

No Capitulo Il foram avaliadas a fungitoxicidade de diferentes concentragGes dos
6leos essenciais de capim-limdo, citronela, erva-cidreira e horteld-pimenta sobre fungos
causadores de manchas foliares em plantas da familia Poaceae. Destacou-se como mais
eficientes os 6leos de capim-liméo e citronela. No Capitulo IV as mesmas concentracdes e 0s
mesmos 6leos essenciais avaliados no Capitulo 111 foram testados sobre os fitopatégenos D.
bryoniae, R. solani e S. rolfsii, e 0s dleos essenciais de capim-limao e citronela foram os que
se destacaram no controle desses fungos.

Devido a fitotoxicidade que 6leos essenciais podem causar, no Capitulo V avaliou-se a
fitotoxicidade dos 6leos essenciais de capim-limédo, citronela, erva-cidreira e hortela-pimenta
em plantas de melancia, feijdo e arroz. Concentra¢Ges iguais e superiores a 2% foram
fitotoxicas as plantas. No Capitulo V1 avaliou-se o efeito in vivo desses 6leos essenciais, em
concentracdes ndo fitotoxicas, sobre a antracnose do sorgo e helmintosporiose do capim
Tanzénia. Os Oleos essenciais avaliados reduziram significativamente a severidade das

doengas.
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Avaliacao de diferentes métodos de andlise de fungitoxicidade in vitro de 6leos

essenciais?

Evaluation of different methods of fungitoxicity analysis in vitro of essential oils.

RESUMO

Os problemas ambientais causados por fungicidas sintéticos tém elevado as buscas por
métodos alternativos de controle de doencas de plantas. Muitas plantas medicinais, aromaticas
e condimentares apresentam propriedades antimicrobianas. O 6leo essencial de citronela
(Cymbopogon nardus) possui propriedades fungicidas. A utilizacdo de 6leos essenciais no
controle de fitopatdgenos tem sido destaque em diferentes estudos, porém ndao ha uma
metodologia padrdo para avaliar essa fungitoxicidade. Rhizoctonia solani é um fungo de
ocorréncia mundial que causa grandes perdas na agricultura. Objetivou-se avaliar o efeito do
oleo essencial de citronela, sobre o fungo R. solani, em diferentes métodos de fungitoxicidade
in vitro. Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial com quatro
repeticbes, onde os fatores foram compostos por quatro métodos de avaliacdo de
fungitoxicidade in vitro do 6leo essencial do capim citronela (6leo essencial diluido em
Tween 80 (0,5%) e incorporado ao meio de cultura BDA (batata, dextrose e agar) ainda
fundente; 6leo essencial diluido em Tween 80 (0,5%) e distribuido na superficie do BDA;
6leo essencial diluido em Tween 80 (0,5%) e distribuido em papel filtro fixado na superficie
interna da tampa da placa de Petri; 6leo essencial puro e distribuido na superficie do meio de
cultura) e testemunha, e por cinco épocas de avaliacdo (2, 4, 6, 8 e 10 dias de incubacdo). Na
avaliacdo da inibicdo do crescimento fangico, foi utilizada para todos os tratamentos a
concentracdo de 0,25 uL mL™ do 6leo de citronela. Dos tratamentos avaliados o uso do 6leo
puro distribuido na superficie do meio de cultura foi mais eficiente na redugdo do diametro
micelial. Neste método, a taxa de crescimento micelial foi de 9,02 mm dia™, atingindo na

ultima época de avalia¢do 79,77 mm.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Crescimento micelial, Cymbopogon nardus e

Rhizoctonia solani.

! Capitulo submetido & Revista Bioscience Journal
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ABSTRACT

Environmental problems caused by synthetic fungicides have increased searches for
alternative methods of plant diseases control. Many medicinal, aromatic, and seasoning plants
have antimicrobial properties. The citronella (Cymbopogon nardus) essential oil has
fungicidal properties. The use of essential oils to control plant pathogens has been featured in
different studies, however there is no standard methodology to evaluate the fungitoxicity.
Rhizoctonia solani is a worldwide occurrence fungus that causes great losses in agriculture.
The purpose was to evaluate the effect of the citronella essential oil, on the Rhizoctonia solani
fungus, in different methods of in vitro fungitoxicity. We used a fully randomized design in
factorial scheme with four replications, where the factors were composed of four methods for
assessing the in vitro fungitoxicity of the citronella grass essential oil (essential oil diluted in
Tween 80 (0.5%) and embedded in the culture medium PDA (potato, dextrose and agar) still
melting, essential oil diluted in Tween 80 (0.5%) and distributed on the surface of the PDA,
essential oil diluted in Tween 80 (0.5%) and distributed on paper filter attached to the inner
surface of the lid of the dish Petri; pure essential oil and distributed on the surface of the
culture medium; and control) and of five evaluation periods (2, 4, 6, 8, and 10 days of
incubation). To evaluate the inhibition of fungal growth, it was used for all treatments the
concentration of 0.25uL mL™ of citronella oil. Among the treatments evaluated, the use of
pure oil distributed on the surface of the culture medium was more effective in reducing the
mycelial diameter. In this method, the rate of mycelial growth was 9,02 mm day™, reaching in

last evaluation 79,77 mm.

Keywords: Medicinal plants, Mycelial growth, Cymbopogon nardus and Rhizoctonia solani.

INTRODUCAO
Os problemas ambientais causados pelos fungicidas sintéticos usados na agricultura

tém elevado as buscas por métodos alternativos, seguros, viaveis e eficientes no controle de

fungos fitopatogénicos (Silva et al., 2010).

28



Muitas plantas medicinais, aromaticas e condimentares apresentam propriedades
antimicrobianas. Apresentam maior biodegradabilidade, sendo, portanto, menos prejudiciais
ao meio ambiente (Ootani et al., 2011).

O capim citronela (Cymbopogon nardus) é uma planta muito utilizada na Indonésia
como ch& calmante e digestivo. Seu Oleo essencial apresenta atividade repelente e acdo
bactericida e fungicida. Sua fungitoxicidade deve-se a presenca de monoterpenos e
sesquiterpenos. A producdo desses metabdlicos secundarios pode variar com as relacGes
ecologicas e genéticas da planta (Ootani et al., 2011; Castro et al., 2010). Oliveira et al.
(2011) avaliando a composicdo quimica do 6leo essencial de citronela, observaram como
compostos majoritéarios citronelal, geraniol e citronelol, destacando entre eles o citronelal.
Castro et al. (2010) apresentaram como compostos majoritarios, estudando a mesma espécie
de planta, o citronelol, geraniol e elemol, sendo o geraniol destaque entre 0s outros
compostos. Os monoterpenos citronelal e geraniol atuam na defesa da planta, e podem inibir o
crescimento de fungos (Castro et al., 2007).

Rhizoctonia solani € um importante fitopatégeno habitante de solo que causa doencas
em uma grande variedade de culturas em todo o mundo (Tsai et al., 2012). Dentre o0s sintomas
provocados por este fitopatdgeno, que varia um pouco entre as culturas, o tombamento € o
mais comum (Aboellil & Mohammed, 2011). Devido a complexidade do padrdo de
comportamento, como também dos constituintes bioquimicos dos fungos de solo, ndo ha
fungicidas eficazes contra R. solani em leguminosas (Anitha & Arun Das, 2011). Assim, é
importante buscar métodos alternativos para 0 manejo de doencgas ocasionadas por esse
fitopatogeno.

Varios autores demonstraram a eficiéncia de 6leos essenciais de plantas na reducdo do
crescimento micelial de fungos fitopatogénicos. Porém, observa-se que ndo ha uma
metodologia padréo, o que dificulta, muitas vezes, a comparacao e discussdo de resultados.

Santos et al. (2010a) observaram a acdo do 6leo essencial de Schinus terebinthifolius,
diluido em Tween 80 e distribuido na superficie do meio de cultura, sobre os fungos
Alternaria spp., Botrytis spp., Colletotrichum spp. e Fusarium spp. e observaram redugéo
significativa do diametro micelial dos fitopatdgenos. Utilizando a técnica do papel de filtro
fixada na superficie interna da tampa da placa de Petri, Lee et al. (2008) verificaram a
fungitoxicidade dos compostos volateis de Oleos essenciais de diferentes espécies de plantas
da familia Myrtaceae, sobre os fungos Phytophthora cactorum e Cryponectria parasitica e

Fusarium circinatum. Ao utilizar o extrato de alho (Allium sativum) adicionado ao meio BDA

29



ainda fundente, Santos et al. (2010b) observaram o efeito do extrato no crescimento micelial

do fungo Aspergillus niger e verificaram uma reducéo significativa no seu desenvolvimento.
Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do 6leo essencial do capim

citronela, sobre o fungo R. solani, em diferentes métodos de avaliacdo de fungitoxicidade in

vitro.

MATERIAL E METODOS

O ensaio foi realizado no Laboratério de Fitopatologia, na Universidade Federal do
Tocantins - UFT, Campus de Gurupi, TO.

Para o ensaio foi utilizado o fitopatdgeno Rhizoctonia solani. O fungo foi repicado de
cultura armazenada na Cole¢do Micoldgica do Laboratério de Fitopatologia da UFT, Campus
de Gurupi. Para o isolamento foram utilizadas placas de Petri de 90 x 15 mm com meio de
cultura BDA (batata, dextrose e agar), preparado com 250 g de batata, 20 g de dextrose e 20 ¢
de 4gar por litro de agua. Foi acrescido 500 mg L™ de antibiético Ampicilina para evitar
contaminacéo por bactérias. Foram vertidos 20 mL de meio de cultura por placa de Petri.

Para obtencdo do Oleo essencial, folhas de citronela (Cymbopogon nardus) foram
desidratadas a temperatura ambiente. A extracao foi realizada pelo método de hidrodestilagdo
(Castro et al., 2010), utilizando o aparelho Clevenger. O sobrenadante foi coletado e
armazenado em frasco estéril. Foi testada uma Unica concentracdo do 6leo essencial (0,25 pL
mL™).

Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial com quatro
repeticdes, sendo os tratamentos constituidos por quatro métodos de avaliacdo de
fungitoxicidade in vitro em cinco épocas de avaliacdo (2, 4, 6, 8 e 10 dias de incubacéo).

Os tratamentos foram: Testemunha (T) — ndo foi utilizado 6leo essencial; Método 1
(M1) — o 6leo essencial foi diluido em Tween 80 (0,5%) e foi incorporado ao meio de cultura
BDA ainda fundente; Método 2 (M2) — o 6leo diluido em Tween 80 (0,5%) foi distribuido na
superficie do meio de cultura com uma alca tipo Drigalsky; Método 3 (M3) — o 6leo foi
diluido em Tween 80 (0,5%) e distribuido em papel filtro qualitativo de 30 mm de didmetro
fixado na superficie interna da tampa da placa de Petri; Método 4 (M4) o 6leo puro foi

distribuido na superficie do meio de cultura com uma al¢a tipo Drigalsky.
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Ap0s a aplicacdo dos tratamentos, foi inoculado no centro da placa um disco de 6 mm
de didmetro de BDA contendo o material fungico. As placas foram vedadas com fita PVC,
identificadas e incubadas a temperatura de 25°C. As avalia¢Ges foram realizadas por medicgdes
do didmetro micelial (média de duas medidas diametralmente opostas), utilizando-se
paquimetro digital, a cada 48 horas, a partir da instalagdo do experimento, perdurando até a
quinta avaliacdo (2, 4, 6, 8 e 10 dias de incubacao).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e regressdo. No fator
qualitativo, as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, e no fator
quantitativo foram ajustadas equacdes de regresséo com base no teste “t” dos coeficientes a
5% de probabilidade e no coeficiente de determinacdo (R2). As analises foram realizadas por

meio do sistema computacional SAEG (Ribeiro Junior & Melo, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de variancia (Tabela 1) revelou que as variagcbes em funcdo das fontes
tratamentos, épocas de avaliacOes e a interacdo entre eles foram significativas a 1% de
probabilidade.

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia do crescimento micelial de Rhizoctonia solani
submetido a 0,25 uL mL™ de 6leo essencial de citronela, sob diferentes métodos de testes de

fungitoxicidade, em cinco épocas de avaliagdo (E. A.).

Fontes de variacao G.L" Quadrado médio
Tratamentos 4 4985,76**
Epocas de Avaliago 4 11588,62**
Trat. X E. A. 16 544 ,81**
Residuo 75 2,29
C.V7? 2,81

**Significativo a 1% de probabilidade; '!G.L.: Grau de liberdade; 2C.V.: Coeficiente de

variacao.

De acordo com os resultados (Tabela 2), em todos os tratamentos foram obtidos

valores de crescimento micelial menores que a testemunha até a quarta avaliacdo (8 dias de
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incubacdo). De todos os métodos avaliados a utilizagdo do 6leo puro (M4) foi mais eficiente
na reducdo do didmetro micelial. No método em que o 6leo diluido foi incorporado ao meio
BDA ainda fundente (M1) o fungo apresentou um diametro micelial maior que nos outros
métodos avaliados (Tabela 2). Venturo et al. (2010) avaliando a fungitoxicidade de extratos
vegetais submetidos a diferentes formas de esterilizacdo destacaram que a temperatura pode
limitar a bioatividade do extrato vegetal, uma vez que o principio ativo da planta pode ser

termosensivel.

Tabela 2. Diametro médio micelial (mm) de Rhizoctonia solani submetido a 0,25 pL mL™ de
6leo essencial de citronela, sob diferentes métodos de fungitoxicidade in vitro (T =
testemunha; M1 = ¢6leo diluido e incorporado ao meio fundente; M2 = oleo diluido e
distribuido na superficie do meio de cultura; M3 = dleo diluido e distribuido em papel filtro;
M4 = 6leo puro distribuido na superficie do meio de cultura), em cinco épocas de avaliacdo
(2, 4, 6, 8 e 10 dias de incubacéo).

Epocas de avaliacdo (dias de incubac&o)

Meétodos
2 4 6 8 10
T 72,93a 84,00a 84,00a 84,00a 84,00a
M1 12,81b 31,04b 50,07b 71,30b 84,00a
M2 10,31bc 27,58¢ 45,28c 65,34c 84,00a
M3 9,19¢ 27,16¢d 47,30bc 70,37b 84,00a
M4 7,90c 24,51d 44,50c 62,28d 79,21b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Soylu et al. (2010) avaliaram o efeito volatil e de contato dos Oleos de orégano
(Origanum syriacum var. bevanii), lavanda (Lavandula stoechas var. stoechas) e alecrim
(Rosmarinus officinalis), sendo que o método de contato utilizado foi a incorporacao do 6leo
ao meio de cultura BDA e o de efeito volatil foi a distribuicdo do 6leo em papel filtro fixado
na superficie interna da tampa da placa de Petri. Os autores observaram que o efeito volatil foi
mais eficiente na inibicdo do crescimento micelial do patdégeno Botrytis cinerea para todos 0s
Oleos avaliados. Nascimento et al. (2008) observaram o efeito do 6leo essencial de pimenta
longa (Piper hispidinervum), puro e diluido em Tween 80, distribuidos na superficie do meio

de cultura, sobre o crescimento de Alternaria alternata. Os autores verificaram que a
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concentracdo de 100 pg L™ do 6leo puro e diluido em Tween 80 a 25, 50 e 75% néo
apresentou diferenca significativa na reducdo do didmetro micelial do patégeno.

Tyagi e Malik (2011) avaliando a fungitoxidade do Oleo essencial de eucalipto
(Eucalyptus globulus) sobre os fungos que causam deterioracao de alimentos, observaram que
o efeito volatil do 6leo, no método do papel filtro, apresentou uma zona de inibi¢cdo maior que
0 6leo no método de difusdo em agar.

Alguns trabalhos relatam a fungitoxicidade de extratos e 0leos essenciais de plantas
sobre o fungo R. solani, e independente do método aplicado, os resultados mostram que a
utilizacdo desses compostos sdo promissores para o controle alternativo do patdégeno. Benini
et al. (2010) utilizaram o método de contato em que o Gleo puro de alfavacdo (Ocimum
gratissimum) foi distribuido na superficie do meio de cultura e destacaram inibicdo total do
crescimento de R. solani. Triana e Gonzalez (2009), por meio do método de incorporacao do
6leo ao meio de cultura ainda fundente, observaram que o 6leo de nim (Azadirachta indica)
apresentou uma porcentagem de inibi¢do de 56% do crescimento micelial do fitopatdgeno.

Pela Figura 1 verifica-se as curvas de crescimento ajustadas para o crescimento
micelial do fungo R. solani quando submetido aos diferentes métodos de analise de
fungitoxicidade in vitro.

Na testemunha, o fungo R. solani apresentou maior desenvolvimento micelial do que
0s outros tratamentos avaliados, cobrindo toda a superficie do meio de cultura na segunda
avaliacdo. Este fato pode explicar sua menor taxa de crescimento micelial diario (1,11 mm
dia™), pois como o patdégeno colonizou toda a superficie da placa a partir do quarto dia da
incubacdo ndo houve mais espaco fisico para mais crescimento (Figura 1).

Utilizando-se o 6leo essencial puro (M4) foi obtido, na Gltima época de avaliacéo,
valor significativamente menor que nos outros tratamentos. Neste, observou-se a menor taxa
de crescimento micelial, 9,02 mm dia™, atingindo na Gltima época de avaliacdo 79,77 mm.

A variacdo do desenvolvimento do fungo quando submetido aos diferentes métodos de
testes de fungitoxicidade in vitro revela que é possivel fazer comparagdes entre pesquisas em
gue o método utilizado foi diferente. Cabe ao pesquisador selecionar 0 método que seja mais
viavel a sua realidade de trabalho ou que facilite o desenvolvimento do seu experimento.

E importante ressaltar que para estudos que objetivam testes in vivo, a metodologia
utilizada in vitro deve se aproximar de sua aplicabilidade mais viavel na cultura. Carnelossi et
al. (2009), por exemplo, avaliaram a agdo do 0leo essencial de capim-limdo (Cymbopogon

citratus) no controle pds-colheita de Colletotrichum gloeosporioides em mamdo utilizando
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método de contato tanto in vitro, com a distribuicdo do 6leo essencial na superficie do meio

de cultura, quanto in vivo, em que o 6leo foi aplicado no fruto.

100 -
e ———
ol A A _ _—a —Ta
= A
E
S 60 -
8
£
IS
S 40 L
£ — A —T y=7514+1,11EA** R?=0,50
(7]
g — O —MI y=-4,95+9,13EA** R*=0,99
20 | —0— M2 y=-846+9,11EA** R2=0,99
B M3 y=-1024+9,64EA** R2=0,99
—e— M4 y=10,43+9,02EA** R?=0,99
O T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Epocas de avaliagio (dias de incubagio)
Figura 1. Crescimento micelial (mm) de Rhizoctonia solani submetido a 0,25 pL mL™ de
6leo essencial de citronela, sob diferentes métodos de teste de fungitoxicidade (T =
testemunha; M1 = ¢6leo diluido e incorporado ao meio fundente; M2 = oleo diluido e
distribuido na superficie do meio de cultura; M3 = dleo diluido e distribuido em papel filtro;
M4 = 6leo puro distribuido na superficie do meio de cultura), em cinco épocas de avaliacdo
(2, 4, 6, 8 e 10 dias de incubacéo). **Significativo a 1% de probabilidade pelo teste “t”.

A metodologia utilizada em um experimento deve estar de acordo com 0s objetivos da
pesquisa. A comparac¢do de resultados, independente do método utilizado, é importante para o
desenvolvimento do controle alternativo de doencas de plantas por 6leos essenciais de plantas
medicinais.

Considerando que a eficiéncia do método utilizado pode variar com o Gleo essencial e
patogenos avaliados, para selecionar o método a ser utilizado nos experimentos posteriores,
considerou-se o resultado obtido neste experimento, em que o 0leo essencial puro de citronela
distribuido na superficie do meio de cultura foi mais eficiente na inibicdo do crescimento

micelial do fungo R. solani, e a aplicabilidade do 6leo em plantas no teste in vivo. Assim
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selecionou-se 0 método de contato com a distribuicdo do 6leo essencial na superficie do meio

de cultura.
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CAPITULO II

Fungitoxicidade de extratos vegetais na inibicao do

crescimento micelial in vitro de fungos fitopatogénicos
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Fungitoxicidade de extratos vegetais na inibigdo do crescimento micelial in vitro de
fungos fitopatogénicos

Fungitoxicity of plant extracts in inhibiting the mycelial growth in vitro of pathogenic

fungi

RESUMO

O uso de compostos vegetais como alternativa para controle de fitopatégenos tem
recebido destaque em pesquisas que visam mitigar o uso de agrotoxicos na agricultura.
Fungos como Didymella bryoniae, Pyricularia grisea, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii
sdo importantes por causarem grandes perdas na produgdo. Nesse contexto, objetivou-se no
Ensaio | avaliar a fungitoxicidade de extratos vegetais na inibicdo do crescimento de D.
bryoniae e P. grisea, e no Ensaio Il avaliar a fungitoxicidade dos mesmos extratos na inibicéo
do crescimento de R. solani e S. rolfsii. Os ensaios foram realizados no delineamento
inteiramente casualizado com 11 tipos de extratos (6leo essencial de citronela (C. nardus),
6leo essencial de capim-liméo (C. citratus), 6leo essencial de erva-cidreira (Lippia alba), 6leo
essencial de eucalipto (Eucalyptus sp.), 6leo essencial de horteld-pimenta (Mentha piperita),
Oleo essencial de cagaita (Eugenia dysenterica), hidrolado de pequi (Caryocar brasiliense),
hidrolato de mentrasto (Ageratum conyzoides), hidrolato de sorgo (Jatropha curcas),
hidrolato de nim (Azadirachta indica) e 6leo comercial de nim (NEENMAX®)), Tiofanato
metilico e testemunha, e quatro repeti¢cfes. No primeiro ensaio foram utilizadas cinco épocas
de avaliacdo (2, 4, 6, 8 e 10 dias de incubacdo). No segundo ensaio foi feita apenas uma
avaliacdo (dia em que o micélio do fungo cobriu toda a superficie do meio de cultura). Para
avaliar a inibicdo do crescimento fingico, tanto no Ensaio | quanto no Ensaio Il, foram
distribuidos 1,5 pL mL™ do tratamento na superficie do meio de cultura BDA (batata-
dextrose-agar). No Ensaio | os Oleos essenciais de Eucalyptus sp., M. piperita, L. alba, C.
nardus e C. citratus inibiram totalmente o crescimento do fungo P. grisea. Porém o patdgeno
D. bryoniae ndo apresentou crescimento micelial apenas no tratamento de C. citratus. Dos
tratamentos avaliados o 6leo de C. nardus foi que mais reduziu o crescimento micelial diario
do fungo D. bryoniae, 2,12 mm dia™ contra 7,50 mm dia™ da testemunha. Para P. grisea, 0

tratamento destaque foi o 6leo de E. dysenterica que reduziu o crescimento micelial diario de
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7,17 mm dia™ para 4,89 mm dia. No Ensaio 11, tanto o fungo R. solani quanto S. rolfsii ndo
apresentaram crescimento micelial quando submetidos aos tratamentos de 6leos essenciais de
M. piperita, L. alba, C. nardus e C. citratus. Os 6leos de Eucalyptus sp. e E. dysenterica
apresentaram efeito fungitoxico intermediario, uma vez que, quando submetidos a esses
tratamentos, os patdgenos apresentaram um crescimento estatisticamente menor que o da

testemunha e maior que aqueles sob os outros 6leos essenciais.

Palavras-chave: Controle alternativo, Oleos essenciais e Hidrolatos.

ABSTRACT

The use of vegetable compounds as an alternative to control plant pathogens has been
featured in research studies that aim at mitigate the use of pesticides in agriculture. Fungi such
as Didymella bryoniae, Pyricularia grisea, Rhizoctonia solani, and Sclerotium rolfsii are
important to cause great losses in production. In this context, the purpose in Test | was to
evaluate the fungitoxicity of plant extracts in inhibiting the growth of D. bryoniae and P.
grisea, and in Test Il it was to evaluate the fungitoxicity of the same extracts in inhibiting the
growth of R. solani and S. rolfsii. The tests were conducted in completely randomized design
with 11 extracts (essential oil of citronella (C. nardus), essential oil of lemongrass (C.
citratus), essential oil of lemon balm (Lippia alba), essential oil of eucalyptus (Eucalyptus
sp.), essential oil of peppermint (Mentha piperita), essential oil cagaita (Eugenia dysenterica),
hydrolats pequi (Caryocar brasiliense), hydrolats of mentrasto (Ageratum conyzoides),
hydrolats sorghum (Jatropha curcas), hydrolats de neem (Azadirachta indica) e commercial
neem oil (NEENMAX®)), Tiofanato metilico and control and four replications. In the first
test, five evaluation periods were used (2, 4, 6, 8 and 10 days of incubation). In the second
test, only one evaluation was performed (day on which the mycelium of the fungus covered
the entire surface of the culture medium). To evaluate the inhibition of fungal growth in both
tests, 1.5 pL mL™ of the treatment were distributed on the surface of PDA culture medium
(potato-dextrose-agar). In Test I, the Eucalyptus sp., M. piperita, L. alba, C. nardus, and C.
citratus essential oils completely inhibited the growth of the fungus P. grisea. Though the
pathogen D. bryoniae did not show mycelial growth only in the treatment of C. citratus.

Among the treatments evaluated, the C. nardus oil reduced even more the daily mycelial
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growth of the D. bryoniae fungus, 2.12 mm day™ against 7.50 mm day™ of the witness. For P.
grisea, the oil of E. dysenterica reduced mycelial growth daily 7.17 mm day™ to 4.89 mm
day™. In Test 2, the R. solani and S. rolfsii fungi did not show mycelial growth when
subjected to treatments of M. piperita, L. alba, C. nardus, and C. citrates essential oils. The
Eucalyptus sp. and E. dysenterica oils showed intermediate fungitoxicity effect, since, when
subjected to these treatments, the pathogens showed statistically lower growth than the

witness growth and higher than those under the other essential oils.

Keywords: Alternative control, Essential oils and Hydrolats.

INTRODUCAO

O crescimento urbano, que diminui as areas apropriadas ao cultivo agricola, somado
ao crescimento populacional e a alta demanda e consumo de produtos alimenticios, tem
exigido a utilizacdo cada vez maior de produtos quimicos na agricultura (Jardim & Andrade,
2009). Outros agravantes, que implicam na dependéncia de produtos quimicos, sdo as perdas
na producdo, devido ao ataque de fungos, bactérias e virus. Métodos que visam mitigar tais
perdas na producéo séo de extrema importancia na atualidade.

Ao longo das ultimas décadas, as tentativas de controlar doencas de plantas sdo
realizadas com uso de fungicidas sintéticos, por meio da erradicdo ou prevencdo. Embora
muitos fungicidas sejam eficazes, seu uso continuo interrompe o controle biol6dgico natural,
leva ao desenvolvimento de resisténcia a varios tipos de fungicidas e ocasiona problemas
ambientais (Soylu et al., 2010). Assim, o desenvolvimento de novas alternativas de controle
estdo sendo buscadas.

O controle alternativo de fungos fitopatogénicos tem sido discutido amplamente no
contexto atual. Sistemas de cultivo mais sustentadveis e menos dependentes do uso de
agrotoxicos tém sido desenvolvidos. Diversos produtos naturais, entre 0s quais 0s 06leos
essenciais, apresentam potencial para controle de doengas de plantas.

Scapin et al. (2010) constataram efeitos fungitdxicos (fungicida/fungistatico) em
experimentos realizados in vitro, utilizando-se 6leo essencial de capim-limdo (Cymbopogon
citratus). Medice et al. (2007) observaram que os 0leos de eucalipto (Eucalyptus citriodora),

nim (Azadirachta indica) e citronela (Cymbopogon nardus) tiveram efeito direto na
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germinagdo dos urediniosporos de Phakopsora pachyrhizi, agente causal da ferrugem asiatica
da soja. Combrinck et al. (2011) avaliaram o efeito do 6leo de pinh&o-manso (Jatropha
curcas) sobre os fungos Lasiodiplodia theobromae, Colletotrichum gloeosporioides,
Alternaria citrii, Botrytis cinerea e Penicillium digitatum.

Mesmo com tantas tecnologias, melhoramento genético e métodos de manejo de
doencas, varios fungos se destacam como grandes problemas para a producao de alimentos.

O crestamento gomoso do caule, causada pelo fungo Didymella bryoniae, é uma
doenca importante da cultura da melancia e esta presente em todas as regifes produtoras de
curcubitaceas do pais (Santos et al., 2011). A brusone, agente causal Pyricularia grisea, é
uma das doengas mais destrutivas do arroz e tem ocorréncia generalizada em todas as regides
rizicolas do mundo (Silva et al., 2009b). Rhizoctonia solani € um fungo de solo que ocorre em
diversos tipos de plantas em todo 0 mundo, e € responsavel por até 50% de perdas na cultura
de feijdo-caupi em alguns estados da Regido Norte do Brasil (Sartorato et al., 2006). O
fitopatdgeno Sclerotium rolfsii, causador da podriddo do colo, apresenta extensa gama de
hospedeiros, cerca de 500 espécies botanicas (Mafia et al., 2007; Serra & Silva, 2005;).

Considerando que as pesquisas de controle de doencas fungicas por meio do emprego
de 6leos essenciais tem crescido consideravelmente nos ultimos anos (Diniz et al., 2008), e
que a exploracdo da atividade bioldgica de compostos secundarios presentes em diferentes
extratos de planta pode constituir uma forma efetiva de controle de doencas em plantas
cultivadas, o objetivo desse trabalho foi selecionar, por meio de dois ensaios, extratos vegetais
de plantas que apresentem efeito fungitdxico sobre os fungos D. bryoniae, P. grisea (Ensaio

1), R. solani e S. rolfsii (Ensaio II).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Fitopatologia, na Universidade Federal

do Tocantins, Campus de Gurupi, TO.

Ensaio I: Fungitoxicidade de extratos vegetais sobre D. bryoniae e P. grisea em
diferentes épocas de avaliacéo
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Para o Ensaio | foram utilizados os fitopatdgenos D. bryoniae e P. grisea. Os fungos
foram repicados de culturas armazenadas na Colecdo Micologica do Laboratorio de
Fitopatologia, da Universidade Federal do Tocantins, Campus de Gurupi, TO.

Para a repicagem foram utilizadas placas de Petri de 90 x 15 mm com meio de cultura
BDA (batata, dextrose e agar), preparado com 250 g de batata, 20 g de dextrose e 20 g de agar
por litro de é4gua. Foi acrescido 500 mg L™ de antibiético Ampicilina para evitar
contaminacdo por bactérias. Foram vertidos 20 mL de meio de cultura por placa de Petri. No
centro da placa foi inoculado um disco de 6 mm de diametro de BDA contendo o material
fangico. As placas foram vedadas com filme plastico e mantidas em incubadora a 27°C.

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial com quatro
repeticdes, onde os fatores foram constituidos por 11 tipos de extratos (6leo essencial de
citronela (C. nardus), 6leo essencial de capim-liméo (C. citratus), 6leo essencial de erva-
cidreira (Lippia alba), 6leo essencial de eucalipto (Eucalyptus sp.), éleo essencial de hortela-
pimenta (Mentha piperita), 6leo essencial de cagaita (Eugenia dysenterica), hidrolado de
pequi (Caryocar brasiliense), hidrolato de mentrasto (Ageratum conyzoides), hidrolato de
sorgo (Jatropha curcas), hidrolato de nim (Azadirachta indica) e 6leo comercial de nim
(NEENMAX®)), Tiofanato metilico e testemunha, e por cinco épocas de avaliacdo (dois,
quatro, seis, oito e dez dias de incubagéo).

Para obtencdo dos extratos vegetais, folhas de citronela, capim-limé&o, erva-cidreira,
cagaita, pequi, nim, mentrasto e pinhdo-manso foram desidratadas a temperatura ambiente. A
extracdo foi realizada pelo método de hidrodestilacdo (Castro et al., 2010), utilizando o
aparelho de Clevenger. Os sobrenadantes resultantes da hidrodestilagdo foram coletados e
armazenados em frascos estéreis. As extracOes das folhas de pequi, nim, mentrasto e pinh&o-
manso ndo apresentaram sobrenadantes, assim, foram coletados os hidrolatos.

Os 6leos essenciais de eucalipto e horteld-pimenta (DOKMOS - Cosméticos®) e o 6leo
de comercial de nim (NEENMAX®) foram adquiridos no Mercado Municipal de Gurupi, TO.

Para verificar o efeito dos hidrolatos e dleos essenciais sobre o crescimento micelial
dos fitopatdgenos, 1,5 pL mL™ dos tratamentos foram distribuidos na superficie do meio de
cultura com auxilio de uma al¢a tipo Drigalsky.U

No tratamento testemunha ndo foi adicionado nenhum produto ao meio de cultura.
Como controle negativo foi utilizado Tiofanato metilico (1000 ppm), um fungicida de largo

espectro.
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Foram realizadas cinco avaliagcdes por medi¢cdes do didmetro micelial (média de duas
medidas diametralmente opostas), utilizando-se um paquimetro digital, a cada 48 horas, a
partir da instalagdo do experimento, durante o periodo de 10 dias de incubacéo.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e regressdo. No fator
qualitativo, as medias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, e no fator
quantitativo foram ajustadas equacdes de regressdo com base no teste “t” dos coeficientes a
5% de probabilidade e no coeficiente de determinacdo (R?). As analises foram realizadas por

meio do sistema computacional SAEG (Ribeiro Junior & Melo, 2008).

Ensaio I1: Fungitoxicidade de extratos vegetais sobre R. solani e S. rolfsii

Para o Ensaio Il foram utilizados os fitopatdgenos R. solani e S. rolfsii. Os fungos
foram isolados de culturas armazenadas na Cole¢cdo Micoldgica do Laboratério de
Fitopatologia, da Universidade Federal do Tocantins, Campus de Gurupi, TO.

O isolamento foi realizado da maneira que foi detalhado no Ensaio I.

Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado com os mesmos extratos, fungicida
e testemunha descritos no Ensaio I, com quatro repetices.

A avaliagdo foi realizada por medic¢Ges do didmetro micelial (média de duas medidas
diametralmente opostas), utilizando-se paquimetro digital, no dia em que o micélio do
patdégeno cobriu toda a superficie do meio de cultura, que ocorreu ap6s quatro dias de
incubacéo.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA). As médias foram
comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. As analises foram realizadas por meio
do sistema computacional SAEG (Ribeiro Junior & Melo, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaio I: Fungitoxicidade de extratos vegetais sobre D. bryoniae e P. grisea em
diferentes épocas de avaliagdo

O resultado da analise de variancia (Tabela 1) revelou que as varia¢cdes em fungéo das
fontes tratamentos, épocas de avaliacdes e a interacdo entre eles foram significativas a 1% de

probabilidade para os dois patdgenos avaliados.
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Tabela 1. Resumo da analise de varidncia do crescimento micelial (mm) de Didymella
bryoniae e Pyricularia grisea submetidos a diferentes extratos vegetais, em diferentes épocas

de avaliacdo.

Didymella bryoniae Pyricularia grisea

Fontes de variacéo

G.L! Q.M.2 G.L. Q.M.
Tratamentos 11 10935,49** 7 1025,00**
Epocas de avaliagio 4 20702,90** 4 13589,22**
Trat. X Ep. de avaliacéo 44 421,49%* 28 42,65**
Residuo 180 22,27 120 9,68
Coeficiente de variacao 11,84 10,10

** Significativo a 1% de probabilidade; !G.L.: Grau de liberdade; 2Q.M.:Quadrado médio.

A Tabela 2 revela que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos de
hidrolatos (mentrasto, pinhdo-manso e pequi) e a testemunha para os dois fitopatdgenos
avaliados. Embora muitos estudos sejam realizados com dleos essenciais, 0s hidrolatos podem
apresentar compostos volateis hidrossoluveis. Os hidrolatos avaliados nesse trabalho néo
apresentaram acdo fungitdxica significativa. Franzener et al. (2007), em testes in vitro,
avaliaram acdo de diferentes concentracdes de hidrolato de canela-de-veado (Helietta
apiculata), citronela (C. nardus) e buva (Conyza canadensis) sobre o fungo Alternaria
brassicae, e observaram que nenhum dos tratamentos inibiram o crescimento micelial dos
patdgenos. Assim, é possivel que os compostos antifingicos sintetizados por essas plantas se
concentrem no 06leo essencial, e se encontrem em pequenas quantidades no hidrolato.

Para o fungo D. bryoniae, o tratamento com Tiofanato metilico mostrou diferenca
significativa da testemunha apenas na segunda época de avaliacdo, sendo que o diametro
micelial submetido ao fungicida foi maior do que o da testemunha (Tabela 2). Santos et al.
(2006) testaram diferentes doses do fungicida sobre este fungo, e destacaram que todos 0s
isolados avaliados foram resistentes a todas as doses testadas. O Unico tratamento em que o
fungo ndo apresentou crescimento foi o 6leo essencial de capim-limédo (Tabela 2). Fiori et al.
(2000) observaram a inibicdo do crescimento micelial de D. bryoniae quando submetido a
tratamentos de 20pL do 6leo essencial de capim-limdo. Concentracéo de 1uL.mL™ desse 6leo
inibiu totalmente o crescimento micelial do fungo Colletotrichum gloeosporioides (Souza
Junior et al., 2009).
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Tabela 2. Diametro médio micelial (mm) de Didymella bryoniae e Pyricularia grisea

submetidos a diferentes extratos vegetais, em cinco épocas de avaliacéo (2, 4, 6, 8 e 10 dias de

incubacéo).
Epocas de avaliagdo (dias de incubago)®
Tratamentos 2 4 6 8 10
Didymella bryoniae
Testemunha 15,72ab 39,92cd 61,97b 82,86a 84,00a
Tiofanato metilico 23,75a 51,59ab 67,74ab 78,03ab 80,18a
Nim 24,08a 53,87a 76,31a 84,00a 84,00a
Mentrasto 17,98ab 42,82bc 64,00b 78,01ab 80,28a
Pinhdo-manso 15,60ab 40,04cd 63,74b 83,41a 84,00a
Pequi 14,52ab 38,18cd 61,28b 84,00a 84,00a
Nim comercial 7,38bcd 20,71ef 34,41d 49,38c 64,67b
Cagaita 11,81bc 31,53de 49,77c 70,11b 81,39
Eucalipto 3,62cd 14,87f 25,34d 35,22d 46,21c
Horteld-pimenta 0,00d 0,009 2,15e 5,12e 19,42d
Erva-cidreira 0,00d 0,00g 0,84e 6,60e 17,93d
Citronela 0,00d 0,009 0,00e 9,78e 22,36d
Capim-liméo? 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Pyricularia grisea
Testemunha 5,95ab 20,92ab 34,77a 48,74a 63,79a
Tiofanato metilico 4,87ab 15,75bc 26,78b 33,74b 53,77b
Nim 7,15a 22,23ab 35,91a 50,03a 64,24a
Mentrasto 7,29a 22,68a 37,18a 51,59 65,05a
Pinhdo-manso 7,05a 22,29ab 36,41a 50,25a 63,71a
Pequi 5,65ab 20,88ab 35,02a 49,68a 64,68a
Nim comercial 1,44ab 9,83cd 20,54bc 32,14b 45,56¢
Cagaita 0b 8,89d 17,99c 28,53b 39,12¢
Eucalipto? 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Hortela-pimenta? 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Erva-cidreira? 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Citronela2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Capim-limao? 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

"Médias seguidas pela mesma letra na coluna, para cada fungo, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade; Tratamento que inibiu totalmente o crescimento micelial do

fungo.
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Quando submetido ao hidrolato de nim, D. bryoniae apresentou maior diametro
micelial em todas as avaliagbes (Tabela 2). Venturoso et al. (2011), corroborando com
observado neste experimento, destacou que o extrato de nim favoreceu o crescimento de
Fusarium solani.

Ap06s 10 dias de incubagdo, o 6leo de eucalipto reduziu o crescimento micelial de D.
bryoniae em 23%. Diferente do que foi encontrado, Fiori et al. (2000) observaram total
inibicdo do crescimento micelial de D. byoniae, quando submetido a 20 pl 6leo essencial de
Eucalyptus citriodora. De acordo com Salgado et al. (2003), os 6leos essenciais de eucalipto
podem apresentar diferentes potencias fungitdxicos. Em testes in vitro, os autores observaram
que os Oleos essenciais de E. citriodora, E. urophylla e E. camaldulensis mostraram diversos
potencias fungitoxicos sobre os fungos F. oxysporum, Botrytis cinerea e Bipolaris
sorokiniana, com destaque o E. urophylla que apresentou maior acao fungitoxica.

Os tratamentos com os 6leos essenciais de eucalipto, horteld-pimenta, erva-cidreira,
citronela e capim-liméo inibiram totalmente o crescimento micelial de P. grisea (Tabela 2).
Apds seis dias de incubacdo, o didametro micelial de P. grisea submetido ao fungicida foi
significativamente menor do que o da testemunha (Tabela 2). Oliveira et al. (2001), destacam
que o tiofanato metilico isoladamente ou em mistura, tanto em testes de laboratério quanto em
testes de campo, reduzem os niveis de infec¢do por P. grisea na cultura do arroz.

Os tratamentos de 6leo essencial de cagaita e nim comercial apresentaram efeito
fungitoxico intermediario para P. grisea. O diametro do fungo foi significativamente menor
gue o da testemunha, mas estatisticamente maior que aqueles submetidos aos outros
tratamentos de 6leos essenciais (Tabela 2). Muitos trabalhos mostram o efeito antimicrobiano
de extratos e Oleos essenciais de cagaita. Costa et al. (2000), utilizando o 6leo extraido das
folhas de cagaita, observaram efeito fungitoxico contra os fungos dermatofitos Cryptococcus
neoformans var. neoformans e C. neoformans var. gatti. O mesmo efeito fungitéxico foi
observando contra espécies de candida pelos autores Silva et al. (2001).

Na quinta avaliacdo, foi observado que o tratamento do 6leo de nim comercial reduziu
0 crescimento micelial de P. grisea em 30%. Corroborando com este resultado, Triana e
Gonzélez (2009), avaliando diferentes concentracbes de 6leo de nim sobre P. grisea,
observaram uma inibig&o de 40% do crescimento micelial do fungo.

A Figura 1 apresenta o crescimento micelial de D. bryoniae sob diferentes extratos
vegetais. Observou-se que 0s 6leos essenciais de hortela-pimenta, erva-cidreira e citronela

reduziram significativamente o crescimento diario do patdgeno. O crescimento micelial foi de
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2,12 e 2,73 mm dia™* para os tratamentos de erva-cidreira e citronela, respectivamente (Figura
1 D). Em contraste, na testemunha, o fungo cresceu em média 8,97 mm dia™ (Figura 1 A).

Tyagi e Malik (2011) observaram efeito antimicrobiano do 6leo de horteld-pimenta
sobre os fitopatogenos Penicillium digitatum, Aspergillus flavus, A. niger e Fusarium
oxysporum. Os autores Combrinck et al. (2011), avaliando o efeito de 2 pL mL™" e 3 pL mL™
do dleo de horteld-pimenta, observaram inibicdo completa do crescimento micelial de P.
digitatum e C. gloeosporioides, respectivamente.

Anaruma et al. (2010) observaram total inibicdo do crescimento micelial do fungo C.
gloeosporioides, quando utilizaram 0,3 mg ml* do 6leo essencial de erva-cidreira.
Atualmente, a erva-cidreira € uma planta promissora ndao somente para as industrias
farmacéuticas, como também para as agroindustrias quimicas, uma vez que sua acgdo
antifangica tem sido bem relatada (Yamamoto et al., 2008).

Pela Figura 2 constata-se o crescimento de P. grisea quando submetido a diferentes
extratos vegetais. Sob os tratamentos testemunha e hidrolatos de nim, mentrasto, pinh&o-
manso e pequi, o fitopatégeno cresceu em média 7 mm dia™ (Figura 2 A e B). O menor
crescimento micelial diario (4,89 mm dia®) foi quando submetido ao 6leo essencial de
cagaita.

Os 0leos essencias de plantas sdo fontes potenciais de compostos antimicrobianos.
Muitas vezes, é dificil comparar resultados obtidos em diferentes estudos, pois a composicado
e a quantidade dos 6leos pode variar, dependendo da regido geogréafica, variedade, idade da
planta, método de secagem e método de extracdo do 6leo (Al-Reza et al., 2010).

Considerando que o 6leo essencial de capim-limao (C. citratus) inibiu totalmente o
crescimento micelial dos fitopatdgenos D. bryoniae e P. grisea e que os 6leos essenciais de
eucalipto (Eucalyptus sp.), hortela-pimenta (M. piperita), erva-cidreira (L. alba) e citronela
(C. nardus) também inibiram o desenvolvimento de P. grisea, conclui-se que esses 6leos

essenciais sao ferramentas em potencial para o controle alternativo desses fungos.
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Figura 1. Crescimento micelial (mm) de Didymella bryoniae submetido aos tratamentos Testemunha, Tiofanato metilico e Hidrolato de nim (A),
Hidrolato de mentrasto, pinhdo-manso e pequi (B), Oleo essencial de cagaita, 6leo comercial de nim e 6leo essencial de eucalipto (C) e 6leo
essencial de erva-cidreira, citronela e hortela-pimenta (D). **Significativo a 1% de probabilidade pelo teste “t”; * Significativo a 5% de

probabilidade pelo teste “t””; (H) Hidrolato; (OE) Oleo essencial.
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Figura 2. Crescimento micelial (mm) de Pyricularia grisea submetido aos tratamentos
Testemunha, Tiofanato metilico, hidrolato de Nim e 6leo comercial de nim (A) e Hidrolato de
mentrasto, pinhdo-manso, pequi e Oleo essencial de cagaita (B). ** Significativo a 1% de
probabilidade pelo teste “t””; (H) Hidrolato; (OE) Oleo essencial.
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Ensaio I1: Fungitoxidade de extratos vegetais sobre R. solani e S. rolfsii

O resultado da analise de variancia revelou que a variacdo do experimento em funcgéo
da fonte tratamento foi significativa a 1% tanto para R. solani quanto para S. rolfsii (Tabela
3).

Tabela 3. Resumo da analise de variancia do crescimento micelial (mm) de Rhizoctonia

solani e Sclerotium rolfsii submetidos a diferentes extratos vegetais em diferentes épocas de

avaliacéo.
] Rhizoctonia solani Sclerotium rolfsii
Fontes de variacéo
G.L! Q.M.2 G.L. Q.M.
Tratamentos 8 10935,49** 8 1025,00**
Residuo 27 22,27 27 9,68
Coeficiente de variacéo 3,24 7,18

** Significativo a 1% de probabilidade; !G.L.: Grau de liberdade; 2Q.M.:Quadrado médio.

A resposta do crescimento micelial dos fungos R. solani e S. rolfsii sob os diferentes
tratamentos foi semelhante para os dois fungos. Observou-se que 0s Oleos essenciais de
horteld-pimenta, erva-cidreira, citronela e capim-liméo inibiram totalmente o crescimento dos
patégenos (Figura 3). Guimardes et al. (2011) avaliando a atividade do 6leo essencial de
capim-limdo observaram alta fungitoxicidade do Oleo sobre os fungos fitopatogénicos
Alternaria alternata, C. gloeosporioides, Fusarium oxysporum cubense e Bipolaris sp.

Estudos mostram a acdo de outros 6leos essenciais sobre R. solani e S. rolfsii. Benini
et al. (2010) testaram 20, 40 e 60 pL do 6leo essencial de Ocimum gratissimum sobre R.
solani e S. rolfsii, e verificaram que todas as doses inibiram totalmente o crescimento dos
fungos. Derbalah et al. (2011) avaliaram o efeito de diferentes extratos de plantas sobre o
crescimento micelial de S. rolfsii e destacaram a inibicdo de 82,8% do crescimento do fungo
guando submetido a 200 ppm do extrato da planta Thespesia populnea var. acuteloba.

N&o houve diferenca significativa entre a testemunha e os tratamentos de hidrolatos
(nim, mentrasto, pinhdo-manso e pequi), tiofanato metilico e 6leo comercial de nim
(NEENMAX®) (Figura 3). Silva et al. (2009a) avaliando o efeito do hidrolato e do 6leo
essencial de capim-limao sobre o crescimento do fungo C. gloeosporioides observaram que o
6leo inibiu totalmente o desenvolvimento do patdégeno e o hidrolato ndo diferiu da

testemunha.
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totalmente o crescimento do fungo.
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Triana e Gonzalez (2009), avaliando o efeito do éleo de nim sobre os fungos P. grisea
e R. solani, observaram reducdo no crescimento micelial desses patdgenos. Esses autores
destacaram que o Oleo de nim apresentou uma porcentagem de inibicdo de 56% para o
patdgeno R. solani. Esses resultados diferiram do que foi encontrado neste estudo, onde a
porcentagem de inibicdo para 0 mesmo patégeno foi zero.

Os tratamentos de O6leos essenciais de cagaita e eucalipto apresentaram efeito
fungitoxico intermediario para ambos os patogenos. Reduziram o crescimento micelial do
fungo R. solani em 43 e 84% e do S. rolfsii em 30 e 77%, respectivamente. Pereira et al.
(2011) observaram diminuicdo do crescimento micelial de Cercospora coffeicola quando
submetido ao 6leo essencial de E. citriodora. Souza et al. (2002), relataram o potencial da
atividade antifungica de diferentes plantas do Cerrado, destacando o uso de extratos e
compostos bioativos da cagaita.

Pereira et al. (2006) observaram inibi¢cdo no desenvolvimento dos fungos Aspergillus
ninger, A. flavus e Fusarium sp. quando submetidos ao tratamento do 6leo de horteld-
pimenta. Pereira et al. (2011) relatam total inibicdo do desenvolvimento do fungo C.
coffeicola pelo 6leo de citronela.

Tagami et al. (2009) testaram a fungitoxidade de extratos de erva-cidreira no
desenvolvimento dos fungos R. solani e S. rolfsii e destacaram baixas taxas de inibicdo do
crescimento. No atual estudo, como foi utilizado éleo essencial, a fungitoxidade foi maior,
apresentando inibicdo de 100% do crescimento micelial para esses patdgenos.

Os Oleos essenciais inibem ou reduzem o crescimento micelial devido a acdo das
substancias presentes em sua composi¢do. Essas substancias podem afetar a integridade das
membranas celulares, causando o derramamento do contetdo celular (Pereira et al., 2011).
Costa et al. (2011) avaliando o efeito do dleo essencial de cravo-da-india (Syzygium
aromaticum) sobre as hifas de R. solani, observaram diferentes alteracdes morfoldgicas, tais
como a presenca de vacutolos, desorganizacdo dos conteudos celulares, diminuigdo na nitidez
da parede celular, intensa fragmentacéo e menor turgéncia das hifas.

Assim, devido a eficiéncia na inibi¢do do crescimento micelial dos fungos R. solani e
S. rolfsii, pelos 6leos essenciais de horteld-pimenta (M. piperita), erva-cidreira (L. alba),
citronela (C. nardus) e capim-liméo (C. citratus) conclui-se que esses 0leos apresentam alto

potencial de controle para esses fitopatdgenos.
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Assim, conforme os resultados apresentados no Ensaio | e Ensaio Il, os 6leos
essenciais de capim-limdo, citronela, erva-cidreira e hortela-pimenta foram selecionados entre

0s extratos avaliados, para serem utilizados nos experimentos posteriores.
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CAPITULO 11l

Efeito de oleos essenciais sobre fitopatdgenos que
causam manchas foliares em culturas da

Familia Poaceae
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Efeito de 6leos essenciais sobre fitopatégenos que causam manchas foliares em culturas
da Familia Poaceae

Effect of essential oils on pathogens that cause leaf spots in cultures Family Poaceae

RESUMO

A familia Poaceae, composta pelas gramineas, destaca-se pela producdo de gréos e
plantas forrageiras. Manchas foliares, causadas por fungos fitopatogénicos, comprometem a
producdo de cereais e a qualidade das forrageiras. Métodos alternativos de controle estdo
sendo buscados, e 0 uso de 6leos essenciais de plantas medicinais apresenta potencial para o
manejo de doengas flngicas. Assim, objetivou-se avaliar a fungitoxicidade dos o0leos
essenciais de Cymbopogon citratus, C. nardus, Lippia alba e Mentha piperita sobre os fungos
Colletotrichum graminicola, Helminthosporium sp. e Pyricularia grisea. Foi utilizado
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial com quatro repeticdes, onde 0s
fatores foram constituidos por cinco concentraces do 6leo essencial (C;= 0,25 uL mL™; C,=
0,50 pL mL™; C3= 0,75 uL mL™; C4= 1,0 pL mL ™ e Cs= 1,25 uL mL™) e testemunha, e por
cinco épocas de avaliacdo (2, 4, 6, 8 e 10 dias de incubacdo). Os 6leos essenciais de C. nardus
e C. citratus foram os mais eficientes na reducdo do crescimento micelial dos fitopatdgenos
avaliados. Sob a concentracdo C3 do 6leo essencial de M. piperita, C. graminicola apresentou
1,37 mm dia® de crescimento micelial. O fungo Helminthosporium sp. apresentou
crescimento até a maior concentracdo (1,25 L mL™) do 6leo essencial de L. alba. Quanto
maior a concentracdo do 6leo essencial de L. alba, menor o crescimento micelial diario de P.

grisea.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Crescimento micelial. Controle alternativo.

Colletotrichum graminicola. Helminthosporium sp. Pyricularia grisea.
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ABSTRACT

The Poaceae family, composed of gramineous plants, stands out for the production of
grain and forage. Leaf spots, caused by pathogenic fungi, jeopardize the production of cereals
and the forage quality. Alternative controlling methods are being searched, and the use of
essential oils of medicinal plants has shown potential to the handling of fungal diseases. Thus,
the purpose was to evaluate different concentrations of Cymbopogon citratus, C. nardus,
Lippia alba, Mentha piperita essential oils on the Colletotrichum graminicola,
Helminthosporium sp., and Pyricularia grisea fungi. We used a fully randomized design in
factorial scheme with four replications, where the factors were composed of five
concentrations of essential oil (C;= 0,25 uL mL™; C,= 0,50 pL mL™; C3= 0,75 pL mL™?; C,=
1,0 uL mL™, and Cs= 1,25 pL mL™) and a witness, and for five evaluation periods (2, 4, 6, 8
and 10 days of incubation). The C. nardus and C. citratus essential oils were the most
effective in reducing mycelial growth of the evaluated pathogens. Under 0,75 pL mL™
concentration of M. piperita essential oil, C. graminicola showed 1.37 mm day™ of mycelial
growth The Helminthosporium sp. fungus showed mycelial growth rate in highest
concentration (1,25 pL mL™) of L. alba essential oil. The higher the concentration of L. alba
essential oil, lower the daily mycelial growth of P. grisea.

Keywords: Medicinal plants. Mycelial growth. Alternative control. Colletotrichum

graminicola. Helminthosporium sp. Pyricularia grisea.

INTRODUCAO

A familia Poaceae é muito importante para a economia, composta pelas gramineas, ela
se destaca pela producdo de gréos, o principal alimento cultivado no mundo, e pelas plantas
forrageiras. Um fator limitante para a producgdo de cereais e para a qualidade das forrageiras é
o nimero de doencas fangicas que ocorrem em gramineas. As manchas foliares, causadas por
fungos fitopatogénicos, reduzem a &rea foliar e podem prejudicar a taxa fotossintética das
plantas e, consequentemente, reduzir a produgéo da cultura (Godoy et al., 2001).

A brusone, causada por Pyricularia grisea, é a doenca mais destrutiva do arroz
(Prabhu et al., 2002; Urashima et al., 2007; Lobo, 2008). A antracnose, agente causal
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Colletotrichum graminicola, é considerada a doenca mais importante para a cultura do sorgo
no Brasil (Costa et al., 2003). A helmintosporiose, causada por Exserohilum turcicum (Pass.)
(sin. Helminthosporium turcicum Pass.), € um dos principais problemas fitossanitarios da
cultura do milho no Brasil, podendo causar danos consideraveis em regiées com alta umidade
e temperaturas moderadas (Scapin et al., 2010).

Para o controle da maioria das doencas de plantas, atualmente, é utilizado,
principalmente, o tratamento quimico, que visa reduzir ou erradicar o indculo no campo.
Porém, a restricdo ao uso de fungicidas, devido os efeitos residuais e resisténcia pelos
patdgenos, tem levado a busca de métodos alternativos de controle (Bastos & Albuquerque,
2004; Celoto et al., 2011).

Na natureza, muitas plantas sdo resistentes a diferentes patdgenos, e essa resisténcia
pode estar relacionada a compostos fungicidas produzidos naturalmente pela planta (Salgado
et al., 2003). A identificacdo desses compostos quimicos a partir de plantas medicinais, por
exemplo, possibilita a obtencdo de substancias que podem controlar ou inibir o
desenvolvimento de fitopatdgenos (Silva et al., 2009).

Originarios do metabolismo das plantas, os 6leos essenciais possuem uma complexa
composi¢do quimica e sdo considerados fontes de substancias biologicamente ativas,
principalmente contra microrganismos (Oliveira et al., 2011).

Existem relatos sobre a atividade antifungica (Tian et al., 2011; Tyagi & Malik,
2011a) dos 6leos essenciais de citronela (Cymbopogon nardus) (Medice et al, 2007; Pereira et
al., 2011), capim-liméo (C. citratus) (Fiori et al., 2000), erva-cidreira (Lippia alba) (Tagami
et al., 2009) e horteld-pimenta (Mentha piperita) (Pereira et al., 2006; Hussain et al., 2010;
Tyagi & Malik, 2011b).

Considerando o impacto das doencas brusone do arroz, antracnose do sorgo e
helmintosporiose do capim Tanzania, a crescente busca por métodos alternativos de controle e
o potencial antifingico de plantas medicinais, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar a
fungitoxicidade dos 6leos essenciais de citronela (C. nardus), capim-liméo (C. citratus), erva-
cidreira (L. alba) e horteld-pimenta (M. piperita), selecionados em experimentos anteriores

(Capitulo 1), sobre os fitopatdgenos P. grisea, C. graminicola e Helminthosporium sp.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Fitopatologia, na Universidade Federal
do Tocantins, Campus de Gurupi, TO

Os fungos fitopatogénicos C. graminicola e P. grisea foram repicados de culturas
armazenadas na Colecdo Micoldgica do Laboratério de Fitopatologia, da Universidade
Federal do Tocantins, Campus de Gurupi. O fungo Helminthosporium sp. foi isolado de
folhas de capim (Panicum maximum) cultivado no Campus.

Para a repicagem e isolamento foram utilizadas placas de Petri de 90 x 15 mm com
meio de cultura BDA (batata, dextrose e agar), preparado com 250 g de batata, 20 g de
dextrose e 20 g de agar por litro de agua. Foi acrescido 500 mg L™ de antibi6tico Ampicilina
para evitar contaminacdo por bactérias. Foram vertidos 20 mL de meio de cultura por placa de
Petri. No centro da placa foi inoculado um disco de 6 mm de didmetro de BDA contendo 0
material fungico. As placas foram vedadas com filme plastico PVC, identificadas e incubadas
a temperatura de 27 °C.

Para cada fungo e Oleo essencial, foi utilizado um delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial, com quatro repeticdes. Os tratamentos foram constituidos
por cinco concentracdes do 6leo (C;= 0,25 uL mL™; C,= 0,50 pL mL™*; C3= 0,75 uL mL™;
C,= 1,0 uL mL™ e Cs= 1,25 pL mL™) e testemunha, e por cinco épocas de avaliacio (2, 4, 6,
8 e 10 dias de incubacéo).

Para obtencdo dos 6leos essenciais, folhas de citronela (Cymbopogon nardus), capim-
limao (C. citratus) e erva-cidreira (Lippia alba) foram desidratadas a temperatura ambiente. A
extracdo foi realizada pelo método de hidrodestilacdo (Castro et al., 2010), utilizando o
aparelho de Clevenger. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados em frascos estéreis.

O dleo de hortela-pimenta (Mentha piperita) (DOKMOS - Cosméticos®) foi adquirido
no Mercado Municipal de Gurupi-TO.

Para verificar o efeito dos oOleos essenciais sobre o crescimento micelial dos
fitopatdgenos os 6leos foram distribuidos na superficie do meio de cultura com auxilio de
uma alca tipo Drigalsky. Apds a distribuicdo, um disco de 6 mm de diametro de BDA
contendo micélio do fungo foi colocado no centro das placas. As placas foram vedadas com
filme plastico PVC, identificadas e incubadas a temperatura de 27 °C.
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Foram realizadas cinco avalia¢Ges (dois, quatro, seis, oito e dez dias de incubagéo) por
medicdes do didmetro micelial (média de duas medidas diametralmente opostas), utilizando-
se paquimetro digital.

Os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e regressdo. No fator
qualitativo, as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. No fator
quantitativo foram ajustadas equacdes de regressdo com base no teste “t” dos coeficientes a
5% de probabilidade e no coeficiente de determinacdo (R?). As analises foram realizadas por

meio do sistema computacional SAEG (Ribeiro Junior & Melo, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da andlise de variancia (Tabela 1) revelou que as variagdes em funcéo das
concentragOes, épocas de avaliacdo e a interacdo entre eles foram significativas a 1% de
probabilidade para o fungo Helminthosporium sp. em todos os 6leos avaliados. O mesmo foi
observado para P. grisea, com excecdo da interacdo entre as épocas de avaliacdo e as
concentracOes do 6leo essencial de citronela, que foi significativo a 5%. Essa interacdo entre
as fontes de variacdo nao foi significativa para o patégeno C. graminicola quando submetido
ao 6leo de capim-limao. Para os outros 6leos foram significativo a 1% de probabilidade.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia do crescimento micelial dos fungos Colletotrichum
graminicola, Helminthosporium sp. e Pyricularia grisea, submetidos a diferentes
concentracfes (Conc.) dos 6leos essenciais de capim-limao (Cymbopogon citratus), citronela
(Cymbopogon nardus), erva-cidreira (Lippia alba) e horteld-pimenta (Mentha piperita) em

cinco épocas de avaliacdo (E. A.).

Fontes de Capim-limé&o Citronela Erva-cidreira Hortel&-pimenta

variagdo  G.L. Q.M.2 G.L. Q.M. G.L. Q.M. G.L Q.M.

Colletotrichum graminicola

E. A 4 4334,68** 4 3901,53** 4  5163,95** 4  5169,74**
Conc. 1 1325,26** 2 5032,87** 3 5290,19** 3 5236,53**
E.AxConc. 4 4,45™ 8 200,80** 12 322,47** 12 371,21**
Residuo 30 6,36 45 13,55 60 5,70 60 11,07
(ORVAL 7,21 14,94 9,49 13,62

Helminthosporium sp.
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E. A 4 3858,36** 4 4599,59** 4 5090,71** 4  8785,61**

Conc. 2  20613,58** 2 15748,29** 5  13593,47** 5  12759,13**
E.AxConc. 8 898,79** 8 397,16** 20  621,49** 20  783,81**
Residuo 45 2,37 45 18,43 90 16,42 90 23,41
C.V. 4,90 12,21 17,25 16,87
Pyricularia grisea
E. A 4 2782,64** 4 4334,48** 4  5315,08** 4 = 3722,80**
Conc. 1 3029,17** 2 1665,21** 3  2334,60** 2 = 2740,84**
E.AxConc. 4 108,24** 8 72,77* 12 82,99** 8 102,78**
Residuo 30 9,27 45 19,21 60 4,31 45 1,58
C.V. 11,40 16,51 8,73 5,43

**Sjgnificativo a 1% de probabilidade; *Significativo a 5% de probabilidade; "Nao
significativo; 1G.L.. Graus de liberdade; 2Q.M.: Quadrado Médio; 3C.V.: Coeficiente de

variacao.

Na Tabela 2 verifica-se o diametro médio micelial do fitopatdgeno C. graminicola sob
as diferentes concentra¢Ges dos 6leos avaliados. O dleo essencial de capim-liméo se destacou
como o mais fungitéxico, uma vez que inibiu o crescimento do fungo a partir da concentracéo
C, (0,50 pL mL™). O 6leo essencial de capim-limao é rico em citral e limoneno, e a acio
fungitoxica desses compostos é confirmada em alguns estudos (Guimardes et al., 2011;
Combrinck et al., 2011).

Diferentes estudos destacam a acdo de extrato e 6leo essencial de capim-liméo sobre o
fitopatdgeno Colletotrichum gloeosporioides. Carvalho et al. (2008) destacaram que quanto
maior a concentracdo do extrato bruto aquoso de folhas de capim-lim&o, menor o crescimento
micelial e esporulacdo de C. gloeosporioides. Total inibicdo do desenvolvimento do patdgeno,
pela acdo do Gleo essencial de capim-limao, foi observada por Carnelossi et al. (2009) e Silva
et al. (2009). Souza-Junior et al. (2009) observaram total inibicdo da germinacdo de esporos
de C. gloeosporioides, sob o tratamento com 6leo essencial de capim-liméao.

As concentragfes Cs, C4 € Cs do Oleo de citronela também inibiram totalmente o
desenvolvimento do patégeno. Moreira et al. (2008) avaliando extratos de folhas de citronela,
ndo observaram efeito significativo sobre a germinacéo de esporos e formacao de apressorios
por Colletotrichum lagenarium. Porém, a acdo fungitoxica do 6leo essencial de citronela foi
observada sobre a germinagdo e alongamento dos tubos germinativos do patdgeno

Cercospora coffeicola (Pereira et al., 2011).
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Tabela 2. Didmetro médio micelial (mm) de Colletotrichum graminicola sob cinco
concentracdes (C1= 0,25 pL mL™; C,= 0,50 uL mL™; C3= 0,75 pL mL™%; C,= 1,0 uL mL? e
Cs= 1,25 pL mL™) dos 6leos essenciais de capim-limo, citronela, erva-cidreira e hortela-

pimenta, em cinco épocas de avaliacao (2, 4, 6, 8 e 10 dias de incubacao).

Epocas de avaliagio (dias de incubac&o)

Concentracdo 2 4 6 8 10
Capim-liméo
Test 9,82a 26,93a 42 03a 55,94a 69,01a
Ci 0,00b 13,13b 30,44b 45,31b 57,27b
C,! 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cit 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Ct 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cst 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Citronela
Test 9,82a 26,93a 42.03a 55,94a 69,01a
C; 0,00b 10,79b 23,14b 36,75b 49 97b
C, 0,00b 0,00c 4.56¢ 13,27¢c 27,33c
C5! 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cat 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cst 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Erva-cidreira
Test 9,82a 26,93a 42 03a 55,94a 69,01a
C, 4,01b 20,14b 36,90b 48,47b 61,85b
C, 0,00b 6,07c 20,11c 31,22¢c 51,71c
Cs 0,00b 0,00d 0,00d 4.46d 14.,52d
Ct 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cs! 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Hortel&-pimenta

Test 9,82a 26,93a 42.03a 55,94a 69,01a
Cs 0,98b 15,73b 31,67b 48,78b 61,61b
C, 0,00b 5,54c 21,62¢ 37,44c 46,58¢c
Cs 0,00b 0,00c 0,00d 2,12d 12,70d
C.t 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cst 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, para cada tipo de 6leo, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade; *Concentracdo que inibiu totalmente o crescimento
micelial do patégeno.
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Os oOleos de erva-cidreira e hortela-pimenta s6 inibiram o crescimento de C.
graminicola nas concentracGes mais altas (C4 e Cs). Corroborando com o observado nesse
estudo, Tagami et al. (2009) avaliando diferentes concentracdes de extrato bruto aquoso de
erva-cidreira, observaram reducdo de até 97% do crescimento micelial de C. graminicola.
Combrinck et al. (2011) observaram efeito fungitdéxico do dleo essencial de hortela-pimenta
sobre outra espécie de Colletotrichum (C. gloeosporioides).

A Tabela 3 traz o diametro médio micelial (mm) do fitopatdgeno Helminthosporium
sp. quando submetido aos Oleos essenciais. Sob os 6leos de capim-limdo e citronela,
Helminthosporium sp. apresentou crescimento apenas nas concentracdes C; e C,. Sob os 6leos
de erva-cidreira e horteld-pimenta, o patégeno apresentou crescimento em todas as doses
avaliadas (Tabela 3). Apds 10 dias de incubagdo somente as concentragoes > C, (0,50 pL mL”
e > C; (0,75 pL mL™) dos 6leos essenciais de erva-cidreira e hortela-pimenta,
respectivamente, reduziram de forma significativa o diametro micelial do Helminthosporium
sp. (Tabela 3).

Estudos comprovam a eficiéncia do uso de 6leos essenciais sobre o desenvolvimento
de fungos da espécie Helminthosporium. Salgado et al. (2003) observaram reducéo
significativa do fungo Bipolaris sorokiniana (sin. H. sorokiniana) pelo 6leo essencial de
eucalipto (Eucalyptus urophylla). O 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare) reduziu o
crescimento micelial de B. oryzae (sin. H. oryzae) (Zanandrea et al., 2004). Inibicdo total do
desenvolvimento do B. sorokiniana (sin. H. sorokiniana) foi observado por Zacaroni et al.
(2009).

Tabela 3. Diametro médio micelial (mm) de Helminthosporium sp. sob cinco concentracdes
(C1= 0,25 uL mL™; C,= 0,50 pL mL™?; C3= 0,75 pL mL™; C,= 1,0 pL mL™ e Cs= 1,25 pL
mL™) dos 6leos essenciais de capim-liméo, citronela, erva-cidreira e horteld-pimenta, em

cinco épocas de avaliacdo (2, 4, 6, 8 e 10 dias de incubacao).

Epocas de avaliagdo (dias de incubago)

Concentracdo 2 4 6 8 10
Capim-liméo
Test 24,46a 58,58a 80,94a 84,00a 84,00a
Ci 0,00b 2,63b 19,04b 38,86b 62,94b
C, 0,00b 0,00b 0,00c 0,00c 16,31c
Cs' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Cs' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Cs' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Citronela
Test 24,46a 58,58a 80,94a 84,00a 84,00a
C, 0,00b 11,51b 25,67b 42,19b 55,49b
C, 0,00b 0,73c 8,52¢ 19,41c 31,80c
Cs 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
o 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cs' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Erva-cidreira
Test 24,46a 58,58a 80,94a 84,00a 84,00a
C: 5,48b 23,47b 44,60b 65,30b 79,07a
C, 0,00b 3,12¢c 14,00c 28,05¢ 45,03b
Cs 0,00b 0,00c 3,23d 12,33d 23,12c
o 0,00b 0,00c 0,00d 4,85de 13,60d
Cs 0,00b 0,00c 0,00d 1,41e 6,04d
Horteld-pimenta

Test 24,46a 58,58a 80,94a 84,00a 84,00a
C, 5,80b 24,35b 47,71b 70,21b 79,21a
C 0,00b 12,16¢ 33,41c 60,40b 78,80a
Cs 0,00b 1,13d 7,04d 22,82c 48,57b
Cy 0,00b 0,00d 0,31d 6,83d 17,86¢
Cs 0,00b 0,00d 0,00d 1,74d 9,85¢c

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, para cada tipo de 6leo, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade; *Concentracdo que inibiu totalmente o crescimento

micelial do patégeno.

A Tabela 4 apresenta o diametro micelial do fungo P. grisea sob as concentracdes dos
6leos essenciais. O patdgeno apresentou crescimento micelial, sob o éleo essencial de capim-
limdo, apenas quando submetido a concentragdo C;. Sob o 0Oleo essencial de citronela, o
patdgeno apresentou desenvolvimento nas concentracdes C; e C, (Tabela 4).

A fungitoxicidade do 6leo essencial de capim-limao foi verificada por Fiori et al.
(2000). Os autores observaram total inibicdo do desenvolvimento do fungo Didymella
bryoniae, quando submetido a dose de 20 pL do 6leo. Medice et al. (2007), avaliando o efeito
fungitdéxico do 6leo essencial de citronela, observaram total inibicdo da germinacdo de

uredinidsporos do fungo Phakopsora pachyrhizi.
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Tabela 4. Diametro médio micelial (mm) de Pyricularia grisea sob cinco concentracées (C,1=
0,25 uL mL™; C,= 0,50 pL mL™; C3= 0,75 pL mL™*; C4,= 1,0 pL mL™ e Cs= 1,25 uL mL™)
dos Oleos essenciais de capim-limdo, citronela, erva-cidreira e horteld-pimenta, em cinco

épocas de avaliacdo (2, 4, 6, 8 e 10 dias de incubacéo).

Epocas de avaliagio (dias de incubac&o)

Concentracdo 2 4 6 8 10
Capim-liméo
Test 6,71a 21,80a 35,88a 49,15a 63,48a
Ci 0,00b 7,38b 17,83b 27,22b 37,58b
C,! 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cit 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Ct 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cst 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Citronela
Test 6,71a 21,80a 35,88a 49,15a 63,48a
C; 1,36a 13,82b 35,88b 39,57b 53,34b
C, 0,00a 7,53b 16,75¢c 25,72c 35,89¢c
C5! 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cat 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cst 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Erva-cidreira
Test 6,71a 21,80a 35,88a 49,15a 63,48a
C, 4.41a 17,00b 29,92b 42.62b 56,41b
C, 0,00b 3,88¢c 15,04c 27,24c 41,31c
Cs 0,00b 0,53c 8,86d 19,17d 32,04d
Ct 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cs! 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Hortel&-pimenta

Test 6,71a 21,80a 35,88a 49,15a 63,48a
Cs 0,48b 10,31b 22,18b 32,72b 44.01b
C, 0,00b 0,00c 9,18¢ 19,46¢ 31,78c
Cs! 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ct 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cst 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, para cada 6leo, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade; ‘Concentracéo que inibiu totalmente o crescimento micelial do
patogeno.
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Quando submetido as concentracdes C4 € Cs do dleo essencial de erva-cidreira e Cs,
C4 e Cs do 6leo de horteld-pimenta, P. grisea ndo apresentou nenhum desenvolvimento
(Tabela 4).

Propriedades antimicrobianas de 6leos essenciais de outras espécies de Lippia séo bem
conhecidas. O 6leo essencial de L. scaberrina reduziu em até 86% o crescimento micelial de
Botryosphaeria parva (Regnier et al., 2008). Hussain et al. (2010) observaram excelente agéo
fungitoxica do 6leo essencial de horteld-pimenta sobre o desenvolvimento dos fitopatégenos
Fusarium solani, Rhizopus solani, Alternaria solani, A. alternata, Rhizopus sp., Aspergillus
flavus e A. niger.

A Figura 1 mostra a estimativa do crescimento micelial de C. graminicola. As
concentracdes 0,50 e 0,75 pL mL™ do 6leo essencial de horteld-pimenta diminuiram o
crescimento micelial do fungo de 7,37 mm dia™ (testemunha) para 6,25 e 1,37 mm dia™,
respectivamente (Figura 1A).

Sob 0,75 pL mL™ do 6leo essencial de erva-cidreira, o crescimento micelial de C.
graminicola foi de 1,67 mm dia™ (Figura 1B), atingindo na Gltima avaliagdo um diametro de
10,45 mm. Tamanho 85% menor que o atingido na concentragdo de 0 uL mL™, em que o
didmetro micelial final foi de 70,23 mm.

As concentracdes de 0,25 e 0,50 pL mL™ do 6leo essencial de citronela reduziram a
taxa de crescimento didria de C. graminicola de 7,37 mm para 6,29 e 3,39 mm,
respectivamente (Figura 1C).

A reducdo da taxa de crescimento micelial do fungo submetido a concentracdo 0,25
uL mL™ do 6leo de capim-liméo foi pequena (7,33 mm dia™) quando comparada aquele
submetido a 0 uL mL™ (7,37 mm dia™) (Figura 1D). Porém, ressalta-se que essa pequena
concentracdo do 6leo retardou o crescimento de C. graminicola, pois o fungo s6 apresentou
desenvolvimento apds quatro dias de incubacdo (Tabela 2).

Diferentes estudos mostram a eficiéncia de extratos e 6leos essenciais na reducdo do
desenvolvimento de outras espécies de Colletotrichum. Anaruma et al. (2010) observaram
reducdo significativa do crescimento micelial do patégeno C. gloeosporioides pelos 6leos
essenciais de capim-lim&o, erva-cidreira e horteld-pimenta. Extrato aquoso de mel&o-de-sdo-
caetano (Mormodica charantia) reduziu em até 71% o crescimento de C. musae (Celoto et al.,
2011). Efeito fungitdxico de extrato metanolico de alfavaca (Ocimum gratissimum) sobre o

fitopatdgeno C. lindemuthianum foi observado por Pinto et al. (2010).
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Figura 1. Crescimento micelial (mm) de Colletotrichum graminicola submetido a diferentes concentracBes de Oleos essenciais de horteld-

pimenta (A), erva-cidreira (B), citronela (C) e capim-liméo (D). **Significativo a 1% de probabilidade pelo teste “t”.
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As estimativas do crescimento micelial do fungo Helminthosporium sp., sob as
diferentes concentragdes dos 6leos essenciais de horteld-pimenta, erva-cidreira, citronela e
capim-limdo, estdo representadas na Figura 2.

Quando submetido ao 6leo essencial de horteld-pimenta (Figura 2A), as estimativas
das taxas de crescimento do Helminthosporium sp. sob as concentracdes 0,25 e 0,50 pL mL™
foram de 9,59 e 10,33 mm dia™”, respectivamente. Mesmo sendo maiores que a taxa de
crescimento obtida na concentragdo de 0 uL mL™ (7,22 mm dia™), os diametros miceliais do
fungo na ultima avaliagdo foram menores. Isso porque houve um retardamento do
desenvolvimento do patdgeno. Sob 0,50 puL mL™?, s6 foi observado crescimento do
Helminthosporium sp. apds quatro dias de incubacdo (Tabela 3).

O menor taxa de crescimento micelial diario observado quando Helminthosporium sp.
foi submetido ao 6leo essencial de erva-cidreira (Figura 2B) foi de 0,67 mm dia™, na
concentracdo de 1,25 uL mL™. Essa taxa de crescimento proporcionou ao fungo, apés 10 dias
de incubacdo, um didmetro micelial de 4,14 mm, tamanho 95,6% menor que o obtido, na
mesma avaliacdo, na concentracdo de 0 pL mL™, em que o diametro micelial foi de 94,24
mm.

O 6leo essencial de citronela reduziu a taxa de crescimento de Helminthosporium sp.
(Figura 2C) e retardou seu desenvolvimento. Sob as concentragdes 0,25 e 0,50uL mL™, o
fungo apresentou taxa de crescimento de 7,08 e 4,11 mm dia”, respectivamente. S6 foi
observado desenvolvimento do patdgeno, sob essas concentracdes, na segunda avaliacao, apds
quatro dias de incubacdo (Tabela 3).

A concentracdo 0,50 uL mL™ do 6leo de capim-lim4o reduziu o crescimento micelial
diario de Helminthosporium sp. de 7,22 mm dia™ (0 uL mL™) para 1,63 mm dia™ (Figura 2D).

De acordo com Costa et al. (2011), a atividade antifungica de 6leos essenciais esta
relacionada com sua hidrofobicidade. Essa caracteristica permite uma interacdo entre o 6leo
essencial e os lipideos da parede, membrana celular e mitocéndrias. Essa interacdo altera a
permeabilidade e causa disturbios nestas estruturas.

Soylu et al. (2010) observaram alteragcGes morfoldgicas nas hifas de Botrytis cinerea
guando tratadas com 6leo essencial de orégano. Esse Oleo causou perda de citoplasma e
ruptura da estrutura celular do fungo Aspergillus parasiticus (Mitchell et al., 2010). Rassoli et
al. (2006) observaram rompimento e destruicdo da membrana plasmatica e mitocondrial de A.

niger sob os 6leos essenciais de Thymus eriocalyx e T. x-porlock.
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Figura 2. Crescimento micelial (mm) de Helminthosporium sp. submetido a diferentes concentracfes de 6leos essenciais de horteld-pimenta (A),

erva-cidreira (B), citronela (C) e capim-limé&o (D). **Significativo a 1% de probabilidade pelo teste “t”.
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A Figura 3 mostra as estimativas do crescimento micelial do fungo P. grisea sob as
diferentes concentragdes dos 6leos essenciais de horteld-pimenta, erva-cidreira, citronela e
capim-limdo. Observando essas taxas de crescimento concluiu-se que quanto maior a
concentracdo desses 6leos essenciais, menor a taxa de crescimento de P. grisea.

Quando submetido a 0,50 pL mL™ do 6leo essencial de horteld-pimenta (Figura 3A),
P. grisea apresentou crescimento micelial diario de 4,15 mm, atingindo apés 10 dias de
incubacdo 28,68 mm de diametro micelial. Pereira et al. (2006) avaliando o efeito do 6leo
essencial de hortela-pimenta sobre o crescimento de Aspergillus niger e A. flavus, observaram
reducdo significativa do crescimento micelial dos patogenos.

A concentragdo de 0,75 pL mL™ do 6leo de erva-cidreira retardou o desenvolvimento
de P. grisea e reduziu sua taxa de crescimento diario de 7,04 mm dia™ para 4,13 mm dia™
(Figura 3B). Sob esta concentracdo, so6 foi observado desenvolvimento do fungo apos seis
dias de incubacéo (Tabela 4). Essa acdo fungitoxica comprovada, ndo somente neste estudo, é
uma das causas de indicacdo do 6leo essencial de erva-cidreira para as inddstrias agro-
guimicas (Yamamoto et al., 2008). O citral é o principal constituinte quimico de interesse no
0leo dessa planta (Barbosa et al., 2006).

Sob o bleo essencial de citronela, P. grisea apresentou crescimento micelial de 4,49
mm dia™ quando submetido a 0,50 pL mL™ do 6leo (Figura 3C). E importante ressaltar que
sob o efeito dessa concentracdo, o fungo apresentou crescimento micelial somente apds quatro
dias de incubacdo (Tabela 4). Perini (2008) observou inibicdo total do crescimento in vitro de
P. grisea sob diferentes concentracGes do 6leo essencial de citronela.

O 6leo essencial de capim-liméo foi o mais eficiente na inibi¢cdo do desenvolvimento
do fitopatégeno P. grisea. O fungo apresentou crescimento sob 0,25 pL mL™* do 6leo
essencial e somente ap06s quatro dias de incubacéo foi observado seu desenvolvimento. A taxa
de crescimento micelial foi 4,74 mm dia™” e seu diametro micelial na dltima avaliacdo, ap6s
dez dias de incubagdo, foi de 36,91 mm, didmetro 41,9% menor que o obtido sob a
concentracdo de O pL mL™.

Itako et al. (2009) observaram reducéo de até 40,67% do crescimento micelial de
Cladosporium fulvum sob extrato bruto aquoso de capim-limdo. Reducdo de até 100% do
crescimento micelial de C. coffeicola pela acdo do Oleo essencial de capim-liméo foi
observado por Pereira et al. (2011).
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Figura 3. Crescimento micelial (mm) de Pyricularia grisea submetido a diferentes concentracdes de 6leos essenciais de horteld-pimenta (A),

erva-cidreira (B), citronela (C) e capim-limé&o (D). **Significativo a 1% de probabilidade pelo teste “t”.
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A maioria dos 6leos essenciais possuem algum grau de atividade antimicrobiana. Essa
atividade € atribuida a presenca dos compostos fenolicos e terpendides que compoem sua
estrutura (Gilles et al., 2010). Esses compostos, avaliados em sua forma pura, mostram acao
antimicrobiana em diferentes estudos (Regnier et al., 2008; Dan et al., 2010; Hussain et al.,
2010; Combrinck et al., 2011).

Bakkali et al. (2008), em uma revisdo das propriedades antimicrobianas de 6leos
essenciais, destacaram que devido sua caracteristica lipofitica, os 6leos essenciais passam pela
parede celular e membrana plasmatica, podendo afetar suas estruturas. Essa propriedade
citotoxica dos Oleos essenciais € muito importante na aplicacdo desses extratos vegetais na
agricultura, uma vez que podem ser eficazes no controle de fitopatdgenos.

Por meio dos resultados obtidos, ressalta-se que o mesmo 0leo essencial, aplicado na
mesma dose, apresenta fungitoxicidade diferente entre os patdgenos. O dleo essencial de erva-
cidreira, por exemplo, na concentracéo de 1uL mL™ inibiu o desenvolvimento dos fungos P.
grisea e C. graminicola, mas para o patdgeno Helminthosporium sp. nenhuma das doses
aplicadas inibiu o crescimento micelial. Conforme a fungitoxicidade dos 6leos essenciais
avaliados, conclui-se que os 6leos essenciais de capim-limdo (C. citratus) e citronela (C.
nardus) apresentaram grande potencial para o controle dos fungos C. graminicola,
Heminthosporium sp. e P. grisea, uma vez que doses pequenas reduziram significativamente

o crescimento micelial diario desses patdgenos.
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CAPITULO IV

Atividade antifungica dos 6leos essenciais de capim-

limao, citronela, erva-cidreira e hortela-pimenta sobre
Didymella bryoniae, Rhizoctonia solani e

Sclerotium rolfsii.
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Atividade antifiingica dos 6leos essenciais de capim-limao, citronela, erva-cidreira e

hortela-pimenta sobre Didymella bryoniae, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii.

Antifungal activity of essential oils of lemongrass, citronella, lemon balm and peppermint on

Didymella bryoniae, Rhizoctonia solani and Sclerotium rolfsii.

RESUMO

Os fungos Didymella bryoniae, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii s&o
fitopatdgenos de grandes impactos na agricultura. O controle de doencas esta centralizado no
uso de fungicidas sintéticos, mas a crescente exigéncia por produtos vegetais livres de
contaminacdo de residuos quimicos tem incentivado a busca por métodos alternativos de
controle. Oleos essenciais de plantas medicinais apresentam potencial de controle de
fitopatdgenos. Objetivou-se avaliar diferentes concentracdes dos OGleos essenciais de
Cymbopogon citratus, C. nardus, Lippia alba e Mentha piperita sobre os fungos D. bryoniae,
R. solani e S. rolfsii. Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial
com quatro repeticdes, onde os fatores foram constituidos por cinco concentracdes do 6leo
essencial (C;= 0,25 pL mL™; C,= 0,50 pL mL™; C3= 0,75 pL mL™; C,= 1,0 pL mL™ e Cs=
1,25 pL mL™) e testemunha, e por cinco épocas de avaliagdo (2, 4, 6, 8 e 10 dias de
incubacdo). Todas as concentraces dos 0leos essenciais de C. citratus e C. nardus inibiram o
crescimento de S. rolfsii. O dleo essencial de C. citratus foi 0 mais eficiente na inibicdo do
desenvolvimento de D. bryoniae e R. solani, uma vez que os fitopatdgenos apresentaram
crescimento somente na menor concentracdo (C,). O patdgeno D. bryoniae apresentou menor
taxa de crescimento micelial diario (3,59 mm dia™) sob a concentracdo de 0,50pL mL™ (C,)

do 6leo essencial de C. nardus.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Crescimento micelial e Controle alternativo.
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ABSTRACT

The Didymella bryoniae, Rhizoctonia solani and Sclerotium rolfsii fungi are
phytopathogen of great impacts to the agriculture. The diseases control is focused on the use
of synthetic fungicides, however, the increasing demand for vegetable products free of
chemical residues contamination has encouraged the searching for alternative methods of
control. Essential oils of medicinal plants show potential to control phytopathogens. The
purpose was to evaluate different concentrations of Cymbopogon citratus, C. nardus, Lippia
alba, and Mentha piperita essential oils on the D. bryoniae, R. solani, and S. rolfsii fungi. We
used a fully randomized design in factorial scheme with four replications, where the factors
were composed of five concentrations of essential oil (C;= 0,25 pL mL™; C,= 0,50 pL mL™;
Cs= 0,75 pL mL™; C4= 1,0 pL mL™?, and Cs= 1,25 pL mL™) and a witness, and for five
evaluation periods (2, 4, 6, 8 and 10 days of incubation). All concentrations of C. citratus and
C. nardus essential oils inhibited the growth of S. rolfsii. The C. citratus essential oil was the
most effective in inhibiting the development of D. bryoniae and R. solani, since the
phytopathogens grew only in the lowest concentration (C;). The D. bryoniae pathogen
showed lower daily mycelial growth rate (3.59 mm day™) under the concentration of 0.50 pL
mL™ (C,) of the C. nardus essential oil.

Keywords: Medicinal plants, Mycelial growth and Alternative control.

INTRODUCAO

Doencas de plantas, provocadas por fungo fitopatogénicos, € um fator limitante na
producdo de diferentes culturas no mundo. O crestamento gomoso do caule, agente causal
Didymella bryoniae, por exemplo, € uma doenca de grande impacto na producdo de
curcubitaceas (Fessehaie et al., 2009). Santos et al. (2009) destaca essa doen¢a como uma das
principais do meloeiro (Cucumis melo), ocasionando reducgéo da produtividade e da qualidade
dos frutos.

Outro importante fitopatdogeno é o Sclerotium rolfsii, um fungo habitante de solo.
Considerado o agente da doenca podriddo-de-esclerddio, € responsével pela podriddo do colo

e de raizes, murcha e tombamento de plantulas em uma extensa gama de espécies botanicas
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(Martins et al., 2003; Serra & Silva, 2005). Rhizoctonia solani também apresenta uma ampla
gama de hospedeiro e ocorre em todo 0 mundo, causando podridao de raizes e tombamento na
maioria das plantas infectadas (Aboellil & Mohammed, 2011; Anitha & Arun Das, 2011).
Durante anos, as tentativas de prevenir, controlar e erradicar doencas de plantas estdo
centralizadas no uso de fungicidas sintéticos. Mesmo apresentando resultados satisfatorios, o
uso repetido e continuado destes pesticidas perturba o equilibrio dos ecossistemas, aumenta o
surto de doencas e eleva a resisténcia dos patdgenos aos compostos quimicos aplicados (Lee
et al., 2008). Atualmente, a crescente exigéncia por produtos vegetais de qualidade, livres de
contaminacédo por residuos quimicos, incentiva a restricdo do uso de agrotdxicos (Carvalho et
al., 2008). Nesse contexto, métodos alternativos de manejo de doencas estdo sendo buscados.
O uso de o6leos essenciais de plantas apresenta potencial de controle de fitopatdégenos.
Silva & Bastos (2007) observaram total inibicdo do crescimento micelial de Crinipellis
perniciosa quando submetido ao Oleo essencial de Piper callosum. O 6leo essencial de
eucalipto (Eucalyptus urophylla) reduziu significativamente o desenvolvimento de Bipolaris
sorokiniana (Salgado et al., 2003). Rasooli et al. (2006) observaram graves danos na parede,
membrana e organelas celulares do fungo Aspergillus niger tratado com os 6leos essenciais de
Thymus eriocalyx e T. x-porlock. Inibicdo total do crescimento micelial de Alternaria
alternata pelo 6leo essencial de Carum copticum foi observada por Abdolahi et al., 2010.
Alguns estudos mostram a acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais de capim-limao
(Cymbopogon citratus), citronela (C. nardus), erva-cidreira (Lippia alba) e horteld-pimenta
(Mentha piperita) sobre o desenvolvimento de fungos fitopatogénicos. O dleo essencial de
capim-limdo reduziu significativamente o desenvolvimento de Fusarium oxysporum cubense
(Guimardes et al., 2011). Medice et al. (2007) verificaram inibicdo da germinacdo de
urediniésporos do fungo Phakospsora pachyrhizi, agente causal da ferrugem asiatica da soja,
sob o 6leo essencial de citronela. Rozwalka et al. (2008) observaram reducdo significativa no
crescimento micelial de Glomerella cingulata tratada com o éleo essencial de erva-cidreira.
Reducéo significativa no crescimento micelial in vitro de Aspergillus niger e A. flavus sob o
tratamento com o 06leo essencial de horteld-pimenta foi verificada por Pereira et al. (2006).
Nesse contexto, objetivou-se avaliar diferentes concentracfes dos 6leos essenciais de
capim-limao (C. citratus), citronela (C. nardus), erva-cidreira (L. alba) e horteld-pimenta (M.

piperita) sobre os fungos D. bryoniae, R. solani e S. rolfsii.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Fitopatologia, na Universidade Federal
do Tocantins, Campus de Gurupi, TO.

Os fungos fitopatogénicos D. bryoniae, R. solani e S. rolfsii foram repicados de
culturas armazenadas na Colecdo Micoldgica do Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Federal do Tocantins, Campus de Gurupi, TO.

Para a repicagem foram utilizadas placas de Petri de 90 x 15 mm com meio de cultura
BDA (batata, dextrose e agar), preparado com 250 g de batata, 20 g de dextrose e 20 g de agar
por litro de é4gua. Foi acrescido 500 mg L™ de antibiético Ampicilina para evitar
contaminacdo por bactérias. Foram vertidos 20 mL de meio de cultura por placa de Petri. No
centro da placa foi inoculado um disco de 6 mm de diametro de BDA contendo o material
fangico. As placas foram vedadas com filme plastico PVC, identificadas e incubadas a
temperatura de 27 °C.

Para cada fungo e Oleo essencial, foi utilizado um delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial com quatro repeticdes. Os tratamentos foram constituidos
por cinco concentracdes do 6leo (C;= 0,25 pL mL™; C,= 0,50 pL mL™*; C3= 0,75 uL mL™;
C,= 1,0 uL mL™ e Cs= 1,25 pL mL™) e testemunha, e por cinco épocas de avaliacio (2, 4, 6,
8 e 10 dias de incubagéo).

Para obtencdo dos Oleos essenciais, folhas de citronela (C. nardus), capim-liméo (C.
citratus) e erva-cidreira (L. alba) foram desidratadas a temperatura ambiente. A extracdo foi
realizada pelo método de hidrodestilacdo (Castro et al., 2010), utilizando o aparelho de
Clevenger. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados em frascos estereis.

O oleo de hortela-pimenta (M. piperita) (DOKMOS - Cosméticos®) foi adquirido no
Mercado Municipal de Gurupi, TO.

Para verificar o efeito dos dleos essenciais sobre o crescimento micelial dos
fitopatogenos, os 6leos foram distribuidos na superficie do meio de cultura com auxilio de
uma alca tipo Drigalsky. Apds a distribuicdo, um disco de 6 mm de diametro de BDA
contendo micélio do fungo foi colocado no centro das placas. As placas foram vedadas com
filme plastico PVC, identificadas e incubadas a temperatura de 27 °C.

Foram realizadas cinco avaliacdes (2, 4, 6, 8 e 10 dias de incubacéo) por medi¢des do
diametro micelial (média de duas medidas diametralmente opostas), utilizando-se um

paquimetro digital.
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Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e regressdo. No fator
qualitativo, as medias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, e no fator
quantitativo foram ajustadas equacdes de regressdo com base no teste “t” dos coeficientes a
5% de probabilidade e no coeficiente de determinacdo (R?). As analises foram realizadas por

meio do sistema computacional SAEG (Ribeiro Janior & Melo, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da andlise de variancia (Tabela 1) revelou que as varia¢des em funcao das
concentracdes, épocas de avaliacdo e a interacdo entre eles foram significativas a 1% de
probabilidade para os fungos R. solani e S. rolfsii em todos os 6leos avaliados. Para o fungo
D. bryoniae, com excecdo da interacdo entre as épocas de avaliagdo e concentracdes do Gleo
essencial de capim limdo que ndo foi significativa, todas as fontes de variacdo foram

significativas a 1% de probabilidade para os 6leos essenciais avaliados.

Tabela 1. Resumo da andlise de varidncia do crescimento micelial dos fungos Didymella
bryoniae, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii submetidos a diferentes concentragdes
(Conc.) dos 6leos essenciais de capim-limdo (Cymbopogon citratus), citronela (Cymbopogon
nardus), erva-cidreira (Lippia alba) e horteld-pimenta (Mentha piperita) em diferentes épocas

de avaliacdes (E. A.).

Fontes de Capim-liméo Citronela Erva-cidreira Horteld-pimenta

variagdo  G.L.! QM2 G.L Q.M. G.L. Q.M. G.L Q.M.

Didymella bryoniae

E.A. 4  5302,98** 4 4488,68** 4 5496,46** 4 9729,27**
Conc. 1 7296,62** 2  12649,43** 3  13306,44** 3 8291,58**
E.AxConc. 4 63,49™ 8 316,61** 12 618,25** 12 343,21**
Residuo 30 31,76 45 14,81 60 11,39 60 10,82
C.V. 12,06 11,80 10,64 8,75
Rhizoctonia solani
E. A - - 4 3033,43** 4  4931,67** 4 3544,69**
Conc. - - 1 22529,07** 1 5548,62** 1  11843,92**
E.A.xConc. - - 4 1398,84** 4 2049,08** 4 1228,93**
Residuo - - 30 14,97 30 1,07 30 21,63
C.V. - 7,029 1,54 7,55
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Sclerotium rolfsii

E. A - - - - 4 4486,75** 4 4299,74**
Conc. - - - - 1 4778,05** 2 18654,34**
E.A.xConc. - - - - 4 382,71** 8 555,33**
Residuo - - - - 30 14,58 45 96,04
C.V. - - 6,45 24,02

**Sjgnificativo a 1% de probabilidade; *Significativo a 5% de probabilidade; "N&o
significativo; 'G.L.: Graus de liberdade; 2Q.M.: Quadrado Meédio; 3C.V.: Coeficiente de

variacao.

A Tabela 2 mostra o crescimento micelial do fungo D. bryoniae submetido a
diferentes concentracBes dos Gleos essenciais de capim-limao (C. citratus), citronela (C.
nardus), erva-cidreira (L. alba) e horteld-pimenta (M. piperita).

Quando submetido ao dleo essencial de capim-limdo, D. bryoniae ndo apresentou
desenvolvimento a partir da concentragdo C,. A concentracdo C; reduziu a taxa de
crescimento micelial para 7,92 mm dia™ (Tabela 2).

Fiori et al. (2000) avaliando o 6leo essencial de capim-limdo sobre o crescimento
micelial de D. bryoniae, verificou total inibi¢cdo do desenvolvimento do fungo sob a dose de
20 pL do 6leo. Carnelossi et al. (2009) verificaram inibicdo de 100% do crescimento micelial
de Colletotrichum gloeosporioides sob a dose de 10 puL do 6leo essencial de capim-liméao.
Reducéo de 27% do crescimento micelial de Exserohilum turcicum por extrato bruto de folhas
de capim-liméo foi observado por Scapin et al. (2010).

As concentracdes Cs, C4 e Cs do 6leo essencial de citronela inibiram totalmente o
crescimento de D. bryoniae (Tabela 2). Sob as concentraces C; e C, a estimativa da taxa de
crescimento micelial do patdgeno foi de 6,60 e 3,59 mm dia™, respectivamente, atingindo ao
final dos 10 dias de incubacéo didametro micelial de 52,93 e 25,39 mm.

Pereira et al. (2011) observaram total inibicdo de Cercospora coffeicola pelo dleo
essencial de citronela (C. nardus). Carvalho et al. (2008) observando a acdo fungitoxica do
extrato de C. martinii, outra espécie de Cymbopogon, verificaram reducdo do crescimento

micelial e a esporulacdo de Colletotrichum gloeosporioides.
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Tabela 2. Didmetro médio micelial (mm) de Didymella bryoniae sob cinco concentracbes
(Conc.) (C1= 0,25 pL mL™; C,= 0,50 pL mL™Y; C3= 0,75 uL mL™Y; C4= 1,0 pL mL™ e Cs=

1,25 pL. mL™) dos 6leos essenciais de capim-liméo, citronela, erva-cidreira e horteld-pimenta,

em cinco épocas de avaliacao (2, 4, 6, 8 e 10 dias de incubacdo).

Dias de incubagéo

Conc. Equacao de regressao R?
4 6 8 10
Capim-liméo

Test. 21,17a 46,28a 67,20a 82,53a 84,00a 9=11,66+8,09EA** 0,92
C: 1,26b 15,02b 36,09b 51,61b 62,13b y=-14,28+7,92EA** 0,91
C,' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -
Cs' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -
oy 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -
Cs' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -

Citronela

Test. 21,17a 46,28a 67,20a 82,53a 84,00a 9=11,66+8,09EA** 0,92
Ci 1,08b 12,63b 25,80b 39,52b 53,64b 9=-13,07+6,60EA** 0,94
C, 0,00b 1,02c 8,98c 17,61c 27,64c 9=-10,51+3,59EA** 0,87
Cs' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -
oy 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -
Cs' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -

Erva-cidreira

Test. 21,17a 46,28a 67,20a 82,53a 84,00a 9=11,66+8,09EA** 0,92
Ci 6,95b 27,10b 46,89b 62,80b 75,17b y=-7,85+8,60EA** 0,96
C 0,00c 6,84c 20,36c 34,79c 47,07c 9y=-14,81+6,10EA** 0,95
Cs 0,00c 0,00d 0,00d 0,23d 5,14d §=-2,94+1,62EA*+0,18EA** 0,50
C, 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -
Cs' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -

Hortel&-pimenta

Test. 21,17a 46,28a 67,20a 82,53a 84,00a 9¥=11,66+8,09EA** 0,92
Cy 559 28,180 51,28b 66,66b 76,95b 9=-8,62+9,06EA** 0,97
C, 0,00b 9,90c 28,99c 47,97c 73,03c §=-23,26+9,21EA** 0,97
Cs 0,00b 0,00d 4,58d 18,80d 38,76d 9=-16,47+4,82EA** 0,78
C4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -
Cs' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, para cada tipo de 6leo, ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade; ** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste “t”;

Concentrac4o que inibiu totalmente o crescimento micelial do patdgeno.
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Na concentracdo C, do 6leo essencial de erva-cidreira, a taxa de crescimento de D.
bryoniae foi de 6,10 mm dia”’ e o fungo atingiu um diametro de 46,19 mm na Gltima
avaliacdo (Tabela 2). A erva-cidreira tem sido uma planta indicada para inddstrias
agroquimicas, posto que seu 6leo essencial apresenta propriedades fungitoxicas e inseticidas
comprovadas (Yamamoto et al., 2008).

Quando submetido ao O6leo essencial de horteld-pimenta, D. bryoniae ndo se
desenvolveu nas concentracdes C, (1 L mL™) e Cs (1,25 uL mL™). Sob a concentracéo Cs
do 6leo essencial de horteld-pimenta, D. bryoniae teve seu crescimento retardado, pois
somente na terceira avaliacdo apresentou desenvolvimento, e a taxa de crescimento micelial
diério foi reduzida, de 8,09 para 4,82 mm dia™ (Tabela 2).

Anaruma et al. (2010) avaliando o 6leo essencial de diferentes plantas medicinais,
observaram que a concentracdo minima inibitéria (MIC) do 6leo de hortela-pimenta (M.
piperita) foi de 2 mg mL™ para o crescimento micelial de C. gloeosporioides. Combrinck et
al. (2011) observaram 100% de inibigdo do desenvolvimento in vitro de A. alternata sob o
Oleo essencial de M. piperita.

A Tabela 3 mostra o desenvolvimento do fungo R. solani sob os 6leos essenciais de
citronela, erva-cidreira e horteld-pimenta, uma vez que o patégeno ndo apresentou
crescimento micelial quando foi submetido ao 6leo de capim-limdo. Combrinck et al. (2011)
observaram reducdo de 100% do desenvolvimento de Lasiodiplodia theobromae tratado com
o0leo essencial de capim-limao.

Na testemunha (Tabela 3), R. solani apresentou crescimento micelial maior que nos
tratamentos com 6leos essenciais de citronela, erva-cidreira e horteld-pimenta, cobrindo toda a
superficie do meio de cultura na segunda época de avaliacdo. Isso explica a menor taxa de
crescimento micelial diario do fungo, que foi de 2,61 mm dia™ (Tabela 3). Como toda a
superficie da placa estava colonizada pelo patégeno no quarto dia da incubacdo, ndo houve
mais espaco fisico para seu crescimento.

Na concentracdo C; do 6leo essencial de citronela, até a quarta avaliacdo, o diametro
micelial de R. solani foi significativamente menor que a testemunha. Nao houve diferenga
significativa entre os diametros miceliais do fungo sob o tratamento testemunha e a
concentracdo C; do oOleo essencial de erva-cidreira ap6s 6 dias de incubacdo. Quando
submetido ao 0Oleo essencial de hortela-pimenta, na Gltima avaliagdo, os diametros miceliais

do fungo sob a concentracdo C; e testemunha foram iguais (Tabela 3).
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Tabela 3. Didmetro médio micelial (mm) de Rhizoctonia solani sob cinco concentracGes
(Conc.) (C1= 0,25 pL mL™; C,= 0,50 pL mL™Y; C3= 0,75 uL mL™Y; C4= 1,0 pL mL™ e Cs=

1,25 pL mL™Y) dos 6leos essenciais de citronela, erva-cidreira e horteld-pimenta, em cinco

épocas de avaliacdo (2, 4, 6, 8 e 10 dias de incubacéo).

Dias de incubagéo

Conc. Equacéo de regressao R?
2 4 6 8 10
Citronela

Test. 57,90a 84,00a 84,00a 84,00a 84,00a ¥=63,12+2,6 IEA** 0,50
Ci 0,00b 10,47b 23,12b 44,40b 78,57a 9=-26,01+9,55EA** 0,91
C' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -
Cs' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -
oy 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -
Cs' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -

Erva-cidreira

Test. 57,90a 84,00a 84,00a 84,00a 84,00a y=63,12+2,6 IEA** 0,50
Ci 0,00b 24,67b 83,45a 84,00a 84,00a  §=-12,97+11,36EA** 0,80
C' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -
Cs' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -
oy 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -
Cs' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -

Horteld-pimenta

Test. 57,90a 84,00a 84,00a 84,00a 84,00a y=63,12+2,6 IEA** 0,50
Ci 0,00b 28,77b 4358b 65,48b 84,00a  §=-17,05+10,23EA** 0,95
C' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -
Cs' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -
oy 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -
Cs' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, para cada tipo de 6leo, ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade; ** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste “t”.

Concentracao que inibiu totalmente o crescimento micelial do patdgeno.

extrato bruto aquoso de erva-cidreira.

Tagami et al. (2009) observaram redugdo do crescimento micelial de R. solani sob
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A acdo de extratos e Oleos essenciais sobre o desenvolvimento de R. solani é
apresentada por outros estudos. Zanandrea et al. (2004) observaram reducdo no
desenvolvimento do patdgeno sob tratamento com o 6leo essencial de orégano (Origanum
vulgare). O crescimento micelial do patdgeno, quando submetido a 1% do extrato de acafrdo
(Curcuma longa) foi reduzido em 61% (Amaral & Bara, 2005). Faria et al. (2006) observaram
halo de inibicdo de até 41 mm do fungo sob o dleo essencial de alfavacdo (Ocimum
gratissimum). O 6leo de nim comercial OleoNim 50 CE, na concentracdo de 25%, reduziu o
crescimento de R. solani em 40% (Triana & Gonzélez, 2009). Al-Reza et al. (2010)
verificaram reducdo de 80% do crescimento micelial do fungo sob 1000 ppm do dleo
essencial de dama-da-noite (Cestrum nocturnum). O 6leo essencial de O. gratissimum inibiu
totalmente o desenvolvimento in vitro de R. solani (Benine et al., 2010). Costa et al. (2011)
observaram reducdo significativa do crescimento micelial do fitopatdégeno tratado com o 6leo
essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum). Dan et al. (2010) verificaram até 90% de
inibicdo do desenvolvimento de R. solani sob o O¢leo essencial de é&saro (Asarum
heterotropoides var. mandshuricum).

A Tabela 4 mostra o desenvolvimento de S. rolfsii quando submetido aos 6leos
essenciais de erva-cidreira e horteld-pimenta, pois sob os 6leos essenciais de capim-liméo e
citronela, o fungo ndo apresentou crescimento micelial. Benine et al. (2010) também
observaram total inibi¢do do crescimento micelial de S. rolfsii quando submetido ao 6leo
essencial de O. gratissimum.

O 6leo essencial de citronela possui alto teor de geraniol e citronelal, o que confere
acdo repelente, fungicida e bactericida a planta (Castro et al., 2007). A a¢do fungitdxica de
capim-limdo é apresentada em outros estudos. Itako et al. (2008) observaram reducdo da
esporulacdo e germinacdo de conidios de Alternaria solani sob concentracdo de 20% do
extrato bruto aquoso de capim-limao. O crescimento micelial do fitopatdgeno Cladosporium
fulvum foi reduzido em até 40,67% pelo extrato de C. citratus (Itako et al, 2009).

Na testemunha, S. rolfsii apresentou maior crescimento micelial, cobrindo toda a
superficie do meio de cultura na terceira avaliacdo (Tabela 4). Esse fato explica a taxa de
crescimento micelial diario menor que aquelas submetidas aos 6leos essenciais de erva-
cidreira e horteld-pimenta. Como a superficie da placa de Petri estava tomada pelo fungo,
apos os seis dias de incubacdo ndo houve mais espaco fisico para seu crescimento micelial
(Tabela 4).
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Tabela 4. Didmetro médio micelial (mm) de Sclerotium rolfsii sob cinco concentracfes
(Conc.) (C1= 0,25 pL mL™; C,= 0,50 pL mL™Y; C3= 0,75 uL mL™Y; C4= 1,0 pL mL™ e Cs=
1,25 L mL™) dos 6leos essenciais de erva-cidreira e horteld-pimenta, em cinco épocas de

avaliacdo (2, 4, 6, 8 e 10 dias de incubacdo).

Dias de incubagéo N 3
Conc. Equacdo de regressao R?
2 4 6 8 10

Erva-cidreira

Test. 37,90a 60,91a 84,00a 84,00a 84,00a §=35,57+5,77TEA** 0,78
Cq 12,63b  30,66b 48,31b 65,92b  84,00a §=-5,09+8,89EA** 0,97

C,' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -
Cs' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -
oy 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -
Cs' 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - -

Horteld-pimenta

Test. 37,90a 60,91a 84,00a 84,00a 84,00a §=35,57+5,77TEA** 0,78
Cq 8,45p  24,87b 39,88b 61,22b 80,79 §¥=-11,26+9,05EA** 0,96
C 0,00b 1,82c 5,82c  13,41c  24,98b §=X=9,20 -

C* 000 000 000 000 0,00 - -
c 000 000 000 000 000 - -
Cs* 000 000 000 000 000 - -

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, para cada tipo de 6leo, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade; ** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste “t”.

Concentracdo que inibiu totalmente o crescimento micelial do patégeno.

Sob a concentracdo C, do 0Oleo de erva-cidreira, S. rolfsii apresentou menor diametro
micelial até a quarta avaliacdo. Tagami et al. (2009) observaram reducdo de até 49% do
crescimento micelial de S. rolfsii sob o extrato bruto aquoso de L. alba (erva-cidreira).

Os oOleos essenciais de muitas espécies de Lippia sdo bem conhecidos por suas
propriedades antimicrobianas. Efeito fungitdxico do dleo essencial de L. scaberrina foi
observado no desenvolvimento de Botryosphaeria parva (Regnier et al., 2008). Souza-Junior
et al. (2009) observaram inibicdo de 100% da germinacdo de conidios e do crescimento
micelial de Colletotrichum gloeosporioides sob a concentracdo de 1 pL mL™ do 6leo

essencial de L. sidoides.
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Na concentracdo C, do 6leo essencial de hortela-pimenta, o patégeno teve seu
desenvolvimento retardado, apresentando um pequeno crescimento ap6s quatro dias de
incubacdo e um diametro micelial significativamente menor que a testemunha em todas as
avaliacOes (Tabela 4). Espécies de Mentha apresentam potencial fungitoxico. Diniz et al.
(2008) observando a acdo do o6leo essencial de Mentha arvensis sob Sclerotinia sp,
destacaram que 10 pL do 6leo inibiu totalmente o desenvolvimento de Sclerotinia sp.

Outros trabalhos mostram a acédo de extratos vegetais sobre o desenvolvimento de S.
rolfsii. Domingues et al. (2011) observaram reducéo significativa no crescimento micelial do
fungo sob o tratamento de extrato vegetal de mangue-preto (Avicennia schaueriana). Extrato
de tespésia (Thespesia populnea var. acutiloba) reduziu de 12 a 82% do desenvolvimento de
S. rolfsii (Derbalah et al., 2011). Formighieri et al. (2010) observaram que o extrato de avenca
(Adiantum capillusveneris) reduziu em 83% o crescimento micelial in vitro de S. rolfsii.
Benine et al. (2010) verificaram inibicéo de até 100% do desenvolvimento de S. rolfsii sobre o
tratamento de extrato bruto aquoso de alfavaca (Ocimum gratissimum).

Diante dos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que os 0Oleos essenciais de
capim-limdo e citronela apresentam alto potencial de controle para o fungo Sclerotium rolfsii,
uma vez que todas as doses aplicadas inibiram totalmente o desenvolvimento do patégeno. O
6leo de capim-limdo também foi eficiente na inibicdo do crescimento de Rhizoctonia solani,

apresentando uma alternativa aos fungicidas sintéticos.
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CAPITULO V

Fitotoxicidade de 0leos essenciais em plantas de

melancia, feijéo e arroz
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Fitotoxicidade de 6leos essenciais em plantas de melancia, feijéo e arroz

Phytotoxicity of essential oils in plants of watermelon, beans and rice.

RESUMO

A aplicacdo de 6leos essenciais na agricultura tem sido destaque em muitos estudos,
porém pesquisas que mostram sua bioatividade sobre plantas cultivaveis sdo limitadas. Assim,
objetivou-se avaliar a acdo dos 0Oleos essenciais de citronela (Cymbopogon nardus), capim-
limdo (C. citratus), erva-cidreira (Lippia alba) e horteld-pimenta (Mentha piperita) sobre as
plantas de melancia (Citrullus lanatus), feijdo-carioca (Phaseolus vulgaris) e arroz (Oryza
sativa). O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo. Para cada cultura foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado com esquema fatorial com quatro repetices, em que
os fatores foram quatro tipos de 6leos essenciais (C. nardus, C. citratus, L. alba e M. piperita)
e quatro concentracdes dos oOleos (0,5; 1; 2; e 4%). Dezoito dias apds o plantio, as plantas
foram pulverizadas com as solu¢Bes dos Oleos essenciais. Vinte e quatro horas apds a
aplicacdo foi feita a avaliacdo de fitotoxicidade utilizando-se a escala de notas de zero (0)
(auséncia de fitotoxicidade) a 100 (100%) (murcha e ressecamento da planta). A concentracao
de 2% dos quatro Gleos essenciais avaliados foi fitotoxica para as trés culturas. Nas plantas de
melancia a maior fitotoxicidade foi do 6leo de capim-limao, que nas concentracdes de 2 e 4%
apresentou toxicidade de 68,75 e 75%, respectivamente. O feijdo foi 0 menos sensivel aos
6leos essenciais, apresentando 50% de fitotoxicidade quando submetido aos 6leos de citronela
e capim-liméo a 4%. Ocorreu murcha e ressacamento das plantas de arroz sob 4% dos 6leos

de horteld-pimenta e citronela.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Injarias, Citrullus lanatus, Phaseolus vulgaris e Oryza

sativa.
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ABSTRACT

The applying of essential oils in agriculture has been featured on several studies,
however, researches showing its bioactivity on cultivable plants are limited. Thus, the purpose
was to evaluate the action of the citronella (Cymbopogon nardus), lemongrass (C. citratus),
Lemon balm (Lippia alba), and peppermint (Mentha piperita) essential oils on watermelon
(Citrullus lanatus), bean (Phaseolus vulgaris), and rice (Oryza sativa) plants. The experiment
was conducted in a greenhouse. To each culture, it was used a fully randomized design in
factorial scheme with four replications, in which the factors were four essential oil types (C.
nardus, C. citratus, L. alba and M. piperita) and four oil concentrations (0.5, 1, 2, and 4%).
Eighteen days after planting, plants were sprayed with the solutions of the essential oils.
Twenty-four hours after the applying, it was done a phytotoxicity evaluation using a scale
from zero (0) (no phytotoxicity) to one hundred (100%) (wilt and drying plants). The
concentration of 2% of the four essential oils evaluated were phytotoxic for the three cultures.
In watermelon plants, the highest phytotoxicity was shown by the lemongrass oil, which in
concentrations of 2 and 4% showed toxicity of 75 and 68.75%, respectively. Beans were the
least sensitive to essential oils, they showed 50% of phytotoxicity when subjected to 4%
citronella and lemongrass oils. Occurred drying of rice plants submitted to 4% peppermint

and lemongrass oils.

Keywords: Medicinal plants, Injuries, Citrullus lanatus, Phaseolus vulgaris and Oryza

sativa.

INTRODUCAO

Os problemas ambientais e na saltde humana causados pelo uso intensivo de
agrotoxicos na agricultura tém levado uma consequente busca por produtos e tecnologias que
reduzam o uso desses compostos quimicos na producdo de alimentos (Silva et al., 2010). O
uso de substancias naturais com agéo fungicida, inseticida e herbicida, atualmente, € foco de
pesquisas que visam uma producdo de alimentos com degradacdo minima dos recursos

naturais.
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Muitas plantas medicinais, arométicas e condimentares podem desempenhar um
importante papel no desenvolvimento da agricultura sustentavel, uma vez que produzem 6leos
essenciais que podem ser usados na fabricacdo de pesticidas bioldgicos (Dhima et al., 2010).
Os oOleos essenciais apresentam grande potencial no manejo integrado de doencas, pois sdo
considerados seguros, ndo s6 pela sua baixa toxicidade a mamiferos, mas por sua rapida
degradacdo no meio ambiente. Devido sua alta volatilidade, eles ndo se acumulam em solos
nem em aguas subterraneas (Dhima et al., 2010; Grosso et al., 2010; Silva et al., 2010).

Os fendis e terpenos sdo os principais componentes dos Oleos essenciais, e muitos
estudos mostram sua agdo fungicida, bactericida e inseticida (Dhima et al., 2010; Ootani et al.,
2011). Apesar de apresentarem grande potencial de uso na agricultura sustentavel, esses
metabolitos secundarios também podem prejudicar 0s vegetais e interferir na germinacgéo e
desenvolvimento de plantas. Os mono e sesquiterpenos podem afetar os processos fisioldgicos
em plantas como na fotossintese e sintese de clorofila, no acimulo de lipidios no citoplasma e
na reducdo de organelas devido a ruptura de membranas (Grosso et al., 2010). A
fitotoxicidade de extratos de plantas deve-se a diversidade de aleloquimicos presentes em sua
composicdo, os quais sdo originarios do metabolismo secundario dos vegetais (Brito et al.,
2010).

Kaur et al. (2010) verificaram reducdo na germinacao de sementes e desenvolvimento
da raiz de plantas daninhas quando submetidas ao 6leo essencial de Artemisia scoparia. Além
da perda de eletrolitos, devido o rompimento da membrana celular, os autores observaram
uma reducdo no nivel de clorofila e atividade respiratéria das plantas sob 2% do o6leo
essencial. Rai et al. (2003) observaram a inibicdo da abertura estomatica de Vicia faba por
monoterpenos volateis de folhas de Prinsepia utilis. Os autores observaram que a quantidade
de K" foi drasticamente reduzida no tratamento com compostos volateis. Abrahim et al.
(2000) avaliaram o efeito de 4 monoterpenos (canfora, eucaliptol, limoneno e a-pipeno) sobre
0 metabolismo oxidativo de mitocondrias isoladas da raiz de milho (Zea mays), sobre a
germinacdo de sementes e no crescimento da raiz principal. Os autores observaram que 0s
monoterpenos interferem na capacidade respiratoria, o que pode ter levado a diminuicdo da
germinacédo das sementes e a reducdo do crescimento da raiz principal.

Devido o ataque de fungos fitopatogénicos, as perdas na producdo de melancia, feijéo
e arroz sao consideradas de grande impacto no Brasil. Assim 0 uso de 6leos essenciais pode
ser um fator relevante para o0 manejo integrado das doengas que comprometem essa producéo.

Porém, a fitotoxicidade de extratos vegetais deve ser considerada, tornado-se fundamental a
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avaliacdo de toxicidade de Oleos essenciais, promissores para o controle de doencas, sobre
essas culturas.

Devido a escassez de informacgdes sobre as injurias que os Oleos essenciais podem
provocar nas plantas cultivadas, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a acdo dos
6leos essenciais de citronela (Cymbopogon nardus), capim-limédo (C. citratus), erva-cidreira
(Lippia alba) e horteld-pimenta (Mentha piperita) sobre plantulas de melancia (Citrullus

lanatus), feijdo-carioca (Phaseolus vulgaris) e arroz (Oryza sativa).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em condi¢bes de casa de vegetacdo, na Universidade
Federal do Tocantins, Campus de Gurupi, TO.

Foram utilizadas bandejas plasticas (42 x 27 x 7 cm) com quatro litros de substrato
comercial Germinar®. Foram adicionados 10 g de adubo NPK (5-25-15) por bandeja.

No plantio de melancia foram utilizadas sementes Crimson Sweet (Feltrin®-sementes)
adquiridas no comercio local. Foram feitas cinco linhas por bandeja e plantadas 8 sementes
por linha. Para o plantio de arroz foram utilizadas sementes EPAGRI-116 oriundas de area
comercial do Projeto Rio Formoso, TO. Foram feitas 8 linhas por bandeja e foram plantadas
12 sementes por linha. No plantio de feijdo foram utilizadas sementes de feijdo-carioca
adquiridas no Mercado Municipal de Gurupi, TO. Foram feitas quatro linhas por bandeja e
foram plantadas 10 sementes por linha.

Apos a semeadura, as bandejas foram irrigadas diariamente e mantidas em casa de
vegetacdo para o crescimento das plantulas até o momento do ensaio de fitotoxicidade.

Para obtencdo dos 6leos essenciais, folhas de Citronela (Cymbopogon nardus), Capim-
limdo (C. citratus) e Erva-cidreira (Lippia alba) foram desidratadas a temperatura ambiente.
A extracdo foi realizada pelo método de hidrodestilagdo (Castro et al., 2010), utilizando o
aparelho Clevenger. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados em frascos estéreis. O
6leo de horteld-pimenta (Mentha piperita) foi adquirido em frasco comercial (DOKMOS -
Cosméticos®) no Mercado Municipal de Gurupi - TO.

Para preparar as solucbes dos Oleos essenciais foram utilizados tubos de ensaio
estéreis, agua destilada e Tween 80. Nos tubos de ensaio foi adicionado primeiramente o 6leo

essencial na concentragdo desejada. Foram utilizadas quatro concentragdes: 0,5; 1; 2; e 4%. O
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dispersante Tween 80 (1,5%) foi adicionado para homogeneizar a mistura do éleo com a
agua. Foram adicionados 20 ml de agua em cada tubo, formando assim as solugdes para 0s
ensaios de fitotoxicidade.

Para cada cultura foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial com quatro repeticdes, em que os fatores foram quatro tipos de Gleos essenciais
(citronela, capim-limdo, erva-cidreira e hortela-pimenta) e quatro concentragdes dos 6leos
(0,5; 1; 2; e 4% v.v.). Para a comparacao dos resultados, foram utilizadas duas testemunhas,
sendo que em uma delas aplicou-se nas plantas apenas agua destilada e na outra aplicou-se
Tween 80 a 1,5%.

Para a aplicacdo dos tratamentos foram utilizados borrifadores manuais. As plantas
foram pulverizadas com 20 mL da solucdo aos 18 dias ap0s a semeadura. Nesta fase, todas as
plantulas ja apresentavam no minimo duas folhas definitivas. Decorridas vinte e quatro horas
apos a aplicacgdo, foi feita a avaliacdo de fitotoxicidade utilizando-se a escala de fitotoxicidade
adaptada de Dequech et al. (2008), Freitas et al. (2009) e Cogliatti et al. (2011) (0% =
auséncia de fitotoxicidade; 1 — 25% = leve necrose nas folhas ou leve clorose da planta; 26 —
50% = necrose moderada nas folhas ou clorose moderada da planta; 51 — 75% = alta necrose
nas folhas ou alta clorose da planta; 76 — 100% = murcha e ressecamento da planta).

Os dados foram submetidos & andlise de variancia (ANOVA). As médias foram
comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. As analises foram realizadas por meio
do sistema computacional SAEG (Ribeiro Janior & Melo, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da analise de variancia (Tabela 1) revelou que as variacGes em funcdo das
fontes Oleos essenciais, concentracBes e a interacdo entre eles foram significativas a 1% de
probabilidade para as trés culturas avaliadas.

Para todas as culturas avaliadas, o surfactante Tween 80 (1,5%) e a agua destilada ndo

apresentaram fitotoxicidade.
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Tabela 1. Resumo da analise de variancia da fitotoxicidade (%) dos 6leos essenciais (OE) de
citronela (Cymbopogon nardus), capim-limdo (C. citratus), erva-cidreira (Lippia alba) e
horteld-pimenta (Mentha piperita) sobre plantas de melancia (Citrullus lanatus), feijdo-

carioca (Phaseolus vulgaris) e arroz (Oryza sativa).

Quadrado Médio

Fontes de variacao G.L! Melancia Feijdo-carioca Arroz
OE 3 2239,68** 603,30** 1302,08**
ConcentracOes 2 7669,27** 3372,40** 26614,58**
OE x Conc. 6 377,60** 525,17** 781,24**
Residuo 36 52,08 39,06 17,36
C.V? 18,70 24,50 10,80

**Significativo a 1% de probabilidade; 'G.L.: Grau de liberdade; 2C.V.: Coeficiente de

variacao.

O principal sintoma de fitotoxicidade nas plantulas de melancia e feijao-carioca foi o
aparecimento de necrose nas folhas, principalmente nas regides em que a solugdo do 6leo
essencial se acumulava, como nas bordas e nas nervuras foliares. No feijoeiro ndo houve
plantas com sintoma de murcha, mas para a melancia as concentracdes de 2 e 4% dos Gleos
essenciais de citronela e capim-limao provocaram murcha em algumas plantas.

A Tabela 2 mostra a fitotoxicidade (%) dos 6leos essenciais sobre as plantas de

melancia.

Tabela 2. Fitotoxicidade (%) de diferentes concentracGes dos 0leos essenciais de citronela,

capim-limdo, erva-cidreira e horteld-pimenta sobre plantas de melancia.

) Oleo essencial
Concentracéo (%)

Citronela  Capim-limdo  Erva-cidreira  Hortela-pimenta

ot 0 0 0 0
0,5! 0 0 0 0

1 25ADb 25ADb 18,75Ab 0Bc

2 31,25Bb 68,75Aa 25BDb 25Bb

4 68,75Aa 75Aa 50Ba 50Ba

Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; ‘Dose nio fitotoxica.
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Para todos os oOleos avaliados, a concentracdo de 0,5% ndo foi fitotoxica. A
concentracdo de 1% dos Oleos de citronela, capim-limdo e erva-cidreira mostrou baixa
toxicidade (< 25%), uma vez que as plantas apresentaram leve necrose nas folhas.

O dleo essencial de hortela-pimenta foi o que apresentou menos toxicidade a melancia,
pois apenas as concentracdes de 2 e 4% foram prejudiciais as plantas. O dleo de capim-liméo
foi o mais fitotoxico, pois, diferente dos outros 6leos avaliados, apresentou alta toxicidade
(68,75%) na concentracdo de 2%. Considerando a maior concentracdo avaliada (4%), ndo
houve diferenca significativa entre os 0leos de citronela e capim-liméo, e entre os 6leos de
erva-cidreira e hortela-pimenta, sendo que os dois primeiros foram mais toxicos, apresentando
fitotoxicidade de 68,75 e 75%, respectivamente (Tabela 2).

E conhecido que necroses nas folhas constituem um sintoma comum de fitotoxicidade.
Vieira et al. (2003) avaliaram a fitotoxicidade de fungicidas, acaricidas e inseticidas sintéticos
sobre 0 mamoeiro e observaram necrose nas folhas quando as plantas foram submetidas ao
inseticida Abamectina associado ao fungicida Oxicloreto de cobre ou ao Thiabendazole.
Oleos essenciais de canela (Cinnamomum zeylanicum), cravo (Syzgium aromaticum),
tomilho-vermelho (Thymus vulgaris) e segurelha (Satureja hortensis), a uma concentracao de
1%, ocasionaram injarias foliares em sorgo-bravo (Sorghum halepense), ancarinha-branca
(Chenopodium album) e ambrosia-americana (Ambrosia artemisiifolia) (Tworkoski, 2002).

A Tabela 3 revela a fitotoxicidade (%) dos 6leos essenciais sobre plantas do feijoeiro.
Somente os 6leos de capim-limao e erva-cidreira apresentaram fitotoxicidade na concentracao
de 1%. Sob essa concentracdo as plantas apresentaram leve necrose nas folhas. Quando
submetidas aos 6leos de erva-cidreira e horteld-pimenta, mesmo nas concentragdes de 2 e 4%,
as plantas apresentaram leves sintomas de fitotoxicidade (25%). Sob a concentracdo de 4%
dos Oleos de citronela e capim-limédo, as plantas apresentaram nivel médio de toxicidade
(50%), uma vez que ocorreram necroses acentuadas nas folhas (Tabela 3).

Dequech et al. (2008) observaram que o 6leo comercial de nim (DalNeem®) e extrato
aquoso de poé-de-fumo causaram necrose e leve clorose nas folhas de feijdo-de-vagem
(Phaseolus vulgaris), respectivamente.

A reducdo da area foliar, ocasionada pelas necroses foliares, pode prejudicar a taxa
fotossintética das plantas e, consequentemente, reduzir a producdo da cultura. Esta reducdo na
atividade fotossintética pode ser causada por reducdo na interceptacdo da radiacéo, resultante

da perda de area foliar fotossintetizante (Godoy et al., 2001).
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Tabela 3. Fitotoxicidade (%) de diferentes concentragdes dos Oleos essenciais de citronela,
capim-limao, erva-cidreira e horteld-pimenta sobre plantas de feijdo-carioca.

Oleo essencial

Concentracéo (%) i S— __ —
Citronela  Capim-liméo  Erva-cidreira  Horteld-pimenta

ot 0 0 0 0
0,5t 0 0 0 0

1 0Bb 18,75Ab 18,75Aa 0Bb

2 43,75Aa 25Ba 25Ba 25Ba

4 50Aa 50Aa 25Ba 25Ba

Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; ‘Dose nio fitotoxica.

Na Tabela 4 pode-se observar a fitotoxicidade dos 6leos essenciais sobre as plantas de
arroz. As concentracdes de 1% dos 0Oleos essenciais de capim-liméo, erva-cidreira e horteld-
pimenta ndo foram toxicas. Sertkaya et al. (2010), avaliando a mesma concentracdo (1%) dos
6leos de orégano, tomilho, lavanda e horteld, observaram que plantas de feijdo, tomate,
pepino, piment&o e berinjela ndo apresentaram sintomas de fitotoxicidade.

Tabela 4. Fitotoxicidade (%) de diferentes concentracfes dos 0leos essenciais de citronela,

capim-limao, erva-cidreira e hortela-pimenta sobre plantas de arroz.

N Oleo essencial
Concentracéo (%)

Citronela  Capim-limdo  Erva-cidreira  Hortela-pimenta

ot 0 0 0 0
0,5! 0 0 0 0

1 25Ab 0Bc 0Bc 0Bc

2 25Ab 25Ab 25Ab 25Ab

4 100Aa 87,5Ba 50Ca 100Aa

Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; *Dose nio fitotoxica.

A concentragdo de 2% de todos os Oleos avaliados apresentaram baixa fitotoxicidade
(25%), uma vez que as plantas de arroz sob essa concentracdo apresentaram apenas uma leve

clorose no colmo (Tabela 4). Batish et al. (2007), usando o 6leo de eucalipto para o controle
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alternativo de Phalaris minor, observaram que plantas de 28 dias, tratadas com 2,5% do 6leo,
apresentaram clorose.

O oleo essencial de erva-cidreira foi 0 menos fitotoxico para o arroz. Plantas de arroz
submetidas a 4% desse Oleo apresentaram toxicidade média (50%), tendo a clorose acentuada
como principal sintoma. As doses de 4% dos O6leos de citronela e horteld-pimenta
ocasionaram murcha e ressecamento nas plantas de arroz. O 6leo de capim-limdo, na mesma
concentracdo, também apresentou alta fitotoxicidade (87,5%) (Tabela 4). Perini et al. (2011)
observaram que doses de 2, 6 e 8% do 6leo essencial de citronela foram altamente toxicas
para plantas de arroz.

A fitotoxicidade, expressa pelo amarelecimento das plantas de arroz, observada nesse
experimento, pode ser explicada pela interferéncia dos compostos majoritarios, dos 0Oleos
avaliados, no contetdo de clorofila e na integridade das membranas. Kaur et al. (2010)
avaliaram o efeito fitotoxico do dleo essencial da Artemisia scoparia contra as ervas-daninhas
Echinochloa crus-galli e Parthenium hysterophorus. As concentracdes de 2, 4 e 6% do 6leo
causaram clorose, necrose e murcha nas plantas. Segundo esses autores, a clorose ocorreu
devido a perda do contetdo de clorofila, e o murchamento foi provocado pelo vazamento
excessivo de eletrolitos devido o rompimento da integridade da membrana celular. Singh et al.
(2005) também observaram murcha e ressecamento de P. hysterophorus quando submetida a
50 uL mL™ do 6leo de Eucalyptus citriodora. Batish et al. (2004) avaliaram a fitotoxicidade
do oleo de eucalipto e o seu potencial uso como herbicida, e observaram que as ervas-
daninhas Cassia occidentalis e E. crus-galli foram drasticamente afetadas pelo 6leo.

De acordo com Batish et al. (2007) a acdo do 6leo essencial na integridade da
membrana é um efeito primario e a redugdo do contetdo de clorofila € um efeito secundario,
devido ao rompimento da membrana.

Clay et al. (2005) observaram fitotoxicidade do 6leo de citronela sobre as ervas-
daninhas Ranunculus repens, Rubus obtusifolius, Senecio jacobaea e Urtica dioica. Os
autores observaram reducéo significativa da cobertura verde de todas as plantas estudadas.

A Figura 1 apresenta plantas de melancia, feijdo e arroz sem sintomas de
fitotoxicidade (A, B e C, respectivamente) e os principais sintomas de toxicidade do 6leo de
capim-limdo a 4% sobre essas plantas. Necroses na area foliar foi o principal sintoma
observado nas plantas de melancia e de feijdo (Figura 1D e 1E). Para o arroz, destaca-se a

clorose, murcha e ressecamento da planta (Figura 1F).
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Figura 1. Fitotoxicidade do 6leo essencial de capim-liméo a 4% sobre plantas de melancia,

feijdo-carioca e arroz. A, B e C: melancia, feijao e arroz, respectivamente, sem fitotoxicidade;
D e E: necroses foliares em melancia e feijao-carioca, respectivamente; F: plantas de arroz

com clorose, murcha e ressecamento.

Observando as manchas foliares ocasionados pelo 6leo essencial de capim-lim&o nas
plantas de melancia e feijdo (Figura 1D e 1E), pode-se inferir que os tecidos de folha sem
lesdo ndo foram suficientemente expostos ao 6leo essencial. Provavelmente, devido ao maior
acumulo do 6leo em tecidos localizados em areas mais baixas das folhas. Possivelmente, uma
cobertura mais uniforme, com auxilio de adjuvantes, poderia ter aumentado a lesdo da planta.

A toxicidade do oOleo de capim-limdo foi também observada na germinagdo e
comprimento de mudas de P. hysterophorus pelos autores Paudel e Gupta (2008). Segundo
esses autores, o 6leo reduziu significativamente a germinacdo das sementes e o crescimento
das mudas. Essa redugdo de crescimento pode ser explicada pela perda da atividade
respiratdria, que afeta a sintese de macromoléculas (Batish et al., 2007).

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que as
concentracfes de 2 e 4% dos Oleos essenciais de citronela (C. nardus), capim-limao (C.
citratus), erva-cidreira (L. alba) e hortela-pimenta (M. piperita) causaram fitotoxicidade nas
culturas de melancia (C. lanatus), feijao-carioca (P. vulgaris) e arroz (O. sativa). Deve-se
considerar que outros estudos deverdo ser realizados buscando-se obter informagfes mais

113



completas sobre concentragdes de diferentes 6leos que sejam eficazes no controle de doengas
em doses que nao apresentem fitotoxicidade as plantas de interesse agricola.
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CAPITULO VI

Efeito de oleos essenciais de plantas medicinais
sobre a antracnose do sorgo e a

helmintosporiose do capim Tanzania.
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Efeito de 6leos essenciais de plantas medicinais sobre a antracnose do sorgo e a

helmintosporiose do capim Tanzania.

Effect of essential oils of medicinal plants on the anthracnose of sorghum and blotch grass

Tanzania.

RESUMO

Manchas foliares, causadas por fungos fitopatogénicos, podem reduzir a producédo de
culturas forrageiras. Os Oleos essenciais de plantas medicinais apresentam potencial
antimicrobiano. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito preventivo e curativo
de 6leos essenciais sobre a antracnose do sorgo e a helmintosporiose do capim. Para verificar
o efeito preventivo das doengas foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial com quatro repeticbes, em que os fatores foram cinco tipos de Oleos
(citronela, capim-limdo, erva-cidreira, hortela-pimenta e nim) e quatro concentracdes dos
6leos (0,25; 0,50; 0,75; e 1%). Foram utilizadas duas testemunhas, sendo uma absoluta
(aplicacdo de &gua) e outra relativa (aplicacdo de tiofanato metilico). Para o efeito curativo da
antracnose, os fatores foram os cinco 6Oleos essenciais utilizados no efeito preventivo da
doenca em duas doses (0,25 e 0,50% v.v.). Para a avaliacdo do efeito curativo da
helmintosporiose do capim, foi utilizado o mesmo delineamento, tratamento, dosagem e
testemunhas ja descritas para o efeito preventivo. A avaliacdo da severidade das doencas foi
realizada por escala de notas. No efeito preventivo da antracnose, tanto os 6leos essenciais
guanto as concentracfes avaliadas reduziram significativamente a severidade da doenca,
destacando-se os 6leos de capim-limédo, erva-cidreira e nim. No efeito curativo da antracnose,
os tratamentos de 6leos essenciais e Tiofanato metilico reduziram a severidade, porém nao
apresentaram diferenca significativa entre si. Para a helmintosporiose do capim, todos os
6leos essenciais e concentragdes avaliadas reduziram a severidade da doenca no efeito
preventivo. No efeito curativo, os tratamentos de Gleos essenciais e tiofanato metilico

reduziram a severidade da helmintosporiose.

Palavras-chaves: Efeito preventivo, Efeito curativo, Severidade da doenca, Colletotrichum

graminicola e Helminthosporium sp.
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ABSTRACT

Leaf spots caused by pathogenic fungi may reduce the production of forage crops. The
essential oils of medicinal plants show antimicrobial potential. This study aimed to evaluate
the preventive and curative effect of essential oils on the anthracnose of sorghum and blotch
of grass. To verify the preventive effect of the diseases, it was used a completely randomized
factorial design with four replications, in which the factors were five kinds of oils (citronella,
lemongrass, lemon balm, peppermint and neem) and four concentrations of the oils (0.25,
0.50, 0.75, and 1%). We used two witnesses, an absolute one (water application) and a
relative one (thiophanate methyl application). For the curative effect of anthracnose, the
factors were the five essential oils used in the preventive effect of the disease in two doses
(0.25 and 0.50% v.v). To evaluate the curative effect of blotch of grass, we used the same
design, treatment, dosage, and witnesses already described for preventive effect. The
assessment of disease severity was performed by grading scale. In the preventive effect of
anthracnose, both essential oils and concentrations evaluated reduced significantly the disease
severity, especially lemongrass, lemon balm and neem oils. In the curative effect of
anthracnose, the treatments of essential oils and thiophanate methyl reduced the severity, but
showed no significant difference among themselves. For blotch grass, all essential oils and all
concentrations tested reduced the disease severity in the preventive effect. In the curative
effect, the treatments of essential oils and thiophanate methyl reduced the severity of blotch

grass.

Keywords: Preventive effect, Curative effect, Severity of disease, Colletotrichum

graminicola and Helminthosporium sp.

INTRODUCAO

As manchas foliares, causadas por fungos fitopatogénicos, reduzem a area foliar da
planta, podendo prejudicar sua taxa fotossintetica. Essa perda da &rea foliar fotossintetizante
pode reduzir a producéo da cultura (Godoy et al., 2001).

Manchas foliares sdo muito comuns em gramineas, e as forrageiras merecem destaque

entre as espécies da familia Poaceae. Espécies do género Panicum, uma das gramineas mais
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utilizadas como forragem para o gado (Batistoti et al., 2011), sdo Otimas opcles para o
consércio com outras culturas, pois possuem um sistema radicular profundo e vigoroso,
apresentando elevada tolerancia a deficiéncia hidrica (Correia et al., 2011). Porém, doencas
fangicas podem afetar consideravelmente o desenvolvimento dessas plantas. Anjos et al.
(2004) observaram infeccbes consideraveis do fungo Bipolaris maydis (sin.
Helminthosporium maydis) em dois cultivares de Panicum maximum (Vendedor e Tanzania).

Dentre as doencas que atacam a cultura do sorgo, ocasionando manchas foliares
severas, a antracnose é a mais importante no Brasil. O agente causal Colletotrichum
graminicola encontra-se disseminado pelas principais regides produtoras de sorgo do Pais,
limitando o desenvolvimento da cultura e ocasionando grandes perdas na producgédo de gréos
(Costa et al., 2003).

Ao longo dos ultimos anos, as tentativas de prevenir, controlar e erradicar doencas de
plantas estdo centralizadas no uso de produtos quimicos sintéticos. Porém, o uso continuo e
indiscriminado de agrotéxicos causa uma série de problemas ambientais e a saide humana,
tais como a interrup¢do do controle bioldgico natural, uma vez que organismos ndo alvo
podem ser afetados (Soylu et al., 2010), resisténcia pelos patdgenos, ocasionando surtos de
doencas (Lee et al., 2008) e contaminacdo de &guas subterraneas e superficiais (Fernandes
Neto & Sarcinelli, 2009). Quanto a saude humana, Faria et al. (2007) destacam que 0s
agrotoxicos estdo muitas vezes relacionados com intoxicagfes agudas, doencas cronicas e
problemas reprodutivos.

Atualmente, com a crescente exigéncia por produtos vegetais livres de contaminacao
por residuos quimicos, métodos alternativos para 0 manejo de doengas estdo sendo buscados
(Carvalho et al., 2008; Celoto et al., 2011).

Nesse contexto, muitos estudos tém explorado produtos vegetais como pesticidas
botanicos, pois sdo mais biodegradaveis que pesticidas sintéticos (Dan et al., 2010). A
atividade bioldgica dos metabolitos secundarios dos 6leos essenciais apresenta potencial de
controle alternativo de doencas de plantas (Souza-Junior et al., 2009).

Oleo essencial de horteld-pimenta (Mentha piperita) apresenta alto potencial
antimicrobiano contra os fitopatdgenos Aspergillus flavus, A. niger, Alternaria solani, A.
alternata, Fusarium solani, Rhizopus solani e Rhizopus spp. (Hussain et al., 2010). Medice et
al. (2007) observaram que os 6leos nim (Azadirachta indica) e citronela (Cymbopogon
nardus) reduziram a germinagdo dos urediniosporos de Phakopsora pachyrhizi, agente causal

da ferrugem asiatica da soja. O o6leo essencial de capim-limdo (C. citratus) inibiu o
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crescimento e a germinacao de esporos do fungo Colletotrichum gloeosporioides (Silva et al.,
2009). Tagami et al. (2009) destacaram o potencial antifingico de erva-cidreira (Lippia alba)
sobre o crescimento micelial in vitro do fungo C. graminicola.

Considerando que as doencas antracnose do sorgo e helmintosporiose do capim
Tanzénia sdo importantes no Brasil, e que os Oleos essenciais de plantas medicinais
apresentam potencial para o controle de fitopatdgenos, objetivou-se avaliar o efeito
preventivo e curativo dos Oleos essenciais de citronela (Cymbopogon nardus), capim-limao
(C. citratus), erva-cidreira (Lippia alba) e horteld-pimenta (Mentha piperita) e do 0leo
comercial de nim (Azadirachta indica) (NEEMAX®) sobre as doengas antracnose do sorgo e
helmintosporiose do capim.

MATERIAL E METODOS

Cultivo das plantas, extracdo dos 6leos, inoculacédo e avaliacdo

O experimento foi realizado no Laboratorio de Fitopatologia e em casa de vegetacao
da Universidade Federal do Tocantins, Campus de Gurupi, TO.

Para a obtencdo das plantas de sorgo (Sorghum bicolor) e capim (Panicum maximun
cv. Tanzénia), foram utilizadas bandejas plasticas (42 x 27 x 7 cm) com quatro litros de
substrato comercial Germinar® e 10 g de adubo NPK (5-25-15). Foram feitas quatro linhas
por bandeja. Plantou-se 20 e 30 sementes por linha do sorgo 1F305 e do capim Tanzania,
respectivamente. Apo6s a semeadura, as bandejas foram mantidas em casa de vegetacao até o
momento dos ensaios do efeito preventivo e curativo.

Para os ensaios foram utilizadas plantas de sorgo e de capim 24 e 30 dias ap6s o
plantio, respectivamente.

Para obtencédo dos 6leos essenciais, folhas de citronela (Cymbopogon nardus), capim-
lim&o (C. citratus) e erva-cidreira (Lippia alba) foram desidratadas a temperatura ambiente. A
extracdo foi realizada pelo método de hidrodestilacdo, utilizando o aparelho (Castro et al.,
2010). Os sobrenadantes foram coletados e armazenados em frascos estéreis. O 6leo essencial
de hortela-pimenta (Mentha piperita) (DOKMOS - Cosméticos®) e 6leo de nim (Azadirachta
indica) (NEENMAX®) foram adquiridos no Mercado Municipal de Gurupi-TO.
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Para a definicdo das concentra¢fes dos Oleos essenciais nos ensaios preventivos e
curativos, testes preliminares de fitotoxicidade foram realizados, onde foram selecionadas
doses ndo toxicas as plantas.

Para a multiplicacdo dos indculos de Colletotrichum graminicola e Helminthosporium
sp. foram utilizadas placas de Petri de 90 x 15 mm com meio de cultura BDA (batata,
dextrose e agar).

Para a preparacdo da solucao de esporos, foram adicionados em cada placa contendo o
inoculo do fungo, 15 mL de &gua estéril. Com auxilio de um pincel de cerdas macias foi
realizado o desprendimento do micélio. A solucdo foi filtrada em gaze e os esporos foram
quantificados em camara de Neubauer.

Trés dias antes da inoculacdo dos esporos, foi realizada uma adubacdo de cobertura
com 1% de uréia.

Apo6s a inoculacdo do patogeno, as plantas foram mantidas, no Laboratério de
Fitopatologia, em camara umida por 48 h, no escuro. Apdés o periodo de incubacéo, as plantas
foram colocadas em ambiente natural para o desenvolvimento da doenca.

A avaliacdo da severidade das doencas foi realizada por meio da escala de notas
adotada por Santos et al. (2005) (0= planta sadia; 1= menos de 1% da area foliar doente; 3=1
a 5 % da éarea foliar doente; 5= 6 a 25 % da area foliar doente; 7= 26 a 50 % da area foliar
doente; 9= mais que 50% da &rea foliar doente).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e regressdo. No fator
qualitativo, as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, e no fator
quantitativo foram ajustadas equacdes de regressdo com base no teste “t” dos coeficientes a
5% de probabilidade e no coeficiente de determinacdo (R2). As analises foram realizadas por

meio do sistema computacional SAEG (Ribeiro Junior & Melo, 2008).

Efeito de 6leos essenciais sobre a antracnose do sorgo

Para verificar o efeito preventivo da antracnose do sorgo foi utilizado um
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial com quatro repeti¢cdes, em que 0s
fatores foram cinco tipos de 6leos (citronela, capim-liméo, erva-cidreira, hortela-pimenta e
nim comercial - NEENMAX®) e quatro concentra¢es dos 6leos (0,25; 0,50; 0,75; e 1%).
Como testemunhas utilizou-se plantas pulverizadas com agua (absoluta) e também plantas
pulverizadas com Tiofanato metilico a 1000 ppm (relativa). As plantas foram pulverizadas

com 20 mL do tratamento e posteriormente foram inoculadas com 20 mL da solucdo de
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esporos (1,8 x 10° esporos mL™) de C. graminicola. A avaliacio da severidade da antracnose
do sorgo foi realizada 6 dias apds a inoculacao.

Para a avaliacdo do efeito curativo da antracnose, foi utilizado um delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial com quatro repetices, em que os fatores foram
0s mesmos 0Oleos utilizados no ensaio do efeito preventivo em duas doses (0,25 e 0,50% v.v.).
Foram utilizadas as mesmas testemunhas descritas no ensaio preventivo. As plantas foram
inoculadas com 20 mL da solucdo de esporos (5,5 x 10° esporos mL™) de C. graminicola.
Sete dias apds a inoculacdo, com o aparecimento acentuado das lesbes, foi realizada a
avaliacdo da severidade da antracnose. Apds a avaliacdo, as plantas foram pulverizadas com
20 mL de cada tratamento e foram mantidas em ambiente natural. O efeito curativo foi

avaliado 10 dias ap6s a pulverizacdo dos tratamentos.

Efeito de 6leos essenciais sobre a helmintosporiose do capim Tanzénia

Para a avaliagdo do efeito preventivo e curativo da helmintosporiose do capim
Tanzania, utilizou-se 0 mesmo delineamento, 6éleos e concentracdes usados no ensaio do
efeito preventivo ja descrito para o ensaio do sorgo.

No ensaio preventivo, as plantas foram pulverizadas com 20 mL do tratamento e
posteriormente foram inoculadas com 20 mL da solucéo de esporos (1,1 x 10° esporos mL™)
do Helminthosporium sp. A severidade da helmintosporiose do capim Tanzénia foi avaliada 9
dias apds a inoculacéo.

Para o efeito curativo, as plantas foram inoculadas com 20 mL da solucéo de esporos
(1,09 x 10° esporos mL™) de Helminthosporium sp. Quatro dias apés a inoculagdo foi
realizada a avaliacdo da severidade da helmintosporiose. Apos a avaliacdo, as plantas foram
pulverizadas com 20 mL dos tratamentos e foram mantidas em ambiente natural. O efeito

curativo foi avaliado 15 dias ap0s a pulverizacao dos tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Efeito de dleos essenciais sobre a antracnose do sorgo

As variaces em fungédo das fontes 6leos essenciais, concentracdes e interagdes entre

eles foram significativas a 1% de probabilidade para o efeito preventivo da doenca
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antracnose. Para o efeito curativo, apenas a fonte de variagcdo concentracgdes foi significativa
para a doenca avaliada (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da analise de variancia da severidade da antracnose do sorgo sob o efeito
preventivo e curativo dos 06leos essenciais de capim-limdo (Cymbopogon citratus), citronela
(C. nardus), erva-cidreira (Lippia alba) e hortela-pimenta (Mentha piperita) e do 6leo

comercial de nim (Azadirachta indica).

Efeito preventivo Efeito curativo
Fontes de variagéo G.L? Q.M. G.L. Q.M.
Oleos 4 6,16** 4 0,57™
Concentracoes 4 115,36** 3 58,20**
Oleos x Conc. 16 2,11** 12 0,74™
Residuos 75 0,04 60 0,63
C.vs 5,78 17,88

**Sjgnificativo a 1% de probabilidade; ™Né&o significativo; !G.L.. Grau de liberdade;

2Quadrado médio; 3C.V.: Coeficiente de variacéo.

No efeito preventivo da antracnose do sorgo, as plantas tratadas com o fungicida
Tiofanato metilico ndo apresentaram sintomas da doenca.

A Tabela 2 mostra as notas médias da severidade da antracnose, sob o efeito
preventivo dos 6leos essenciais. As testemunhas receberam nota 7 de severidade, o que
significa que as plantas apresentaram entre 26 e 50% de éarea foliar doente. Sob a
concentracdo de 0,75% dos 6leos essenciais de capim-limdo, erva-cidreira e nim comercial, as
plantas apresentaram menos de 1% da area foliar doente (nota 1). As plantas submetidas a
concentracdo de 1% do Gleo essencial de capim-limdo, assim como aquelas submetidas ao
fungicida tiofanato metilico, ndo apresentaram sintomas da doenca (nota 0).

A eficiéncia antimicrobiana do 6leo essencial de capim-limdo também foi verificada
por Bankole & Joda (2004). Os autores observaram inibicdo da proliferacdo de espécies de
Aspergillus em sementes de meldo tratadas com 1% do 6leo essencial de C. citratus, sendo
que esse resultado foi equiparado ao efeito do fungicida Iprodione. Carnelossi et al. (2009)
observaram menor area abaixo da curva de progresso da doenga antracnose do mamao, agente
causal Colletotrichum gloeosporioides, quando os frutos foram tratados com 1% do Gleo de

capim-limao.
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Tabela 2. Severidade da antracnose sob o efeito preventivo de 6leos essenciais aplicados em
quatro doses em plantas de sorgo inoculadas com o fungo Colletotrichum graminicola.

Concentracéo (%)!

Oleo essencial Equacéo de regressao R?
0,00 0,25 050 0,75 1,00
Citronela 7a 552 3b 3a la ¥=6,80-0,029C** 0,92
Capim-liméo 7a 5b 3b 1b 0b $=6,80-0,036C** 0,99
Erva-cidreira 7a 5b 3b 1b la ¥=5,80-0,028C** 0,82
Hortel&-pimenta 7a 3c 5a 3a la ¥=7,00-0,028C** 0,94
Nim 7a 3c 3b 1b la $=5,80-0,028C** 0,82

IMédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P >
0,05); **Significativo a 1% de probabilidade pelo teste “t”.

O ¢6leo de nim também foi eficiente na prevencdo do oidio do feijoeiro, agente causal
Erysiphe polygoni. As concentrac@es 0,5, 1 e 1,5% reduziram o numero médio de lesdes nas
folhas (Carneiro et al., 2007).

Foi observado, com o ajuste da regressao linear, que com 0 aumento da concentracéo
dos dleos as notas da severidade da antracnose diminuiram (Tabela 2). Abdolahi et al. (2010)
verificaram que o aumento das doses dos 6leos essenciais de ajovan (Carum copticum) e erva-
doce (Foerriculum vulgare) reduziu a severidade e a quantidade de frutos do tomateiro
infectados por Alternaria alternata.

E importante ressaltar que com relagdo ao efeito preventivo, para as plantas de sorgo,
as concentracbes de 0,75 e 1% dos Oleos essenciais apresentaram fitotoxicidade. Esse
resultado foi levado em consideracdo para o estudo do efeito curativo. O 6leo menos
fitotoxico foi o de erva-cidreira, 0 que o torna um composto em potencial para o controle
alternativo da antracnose.

Fitotoxicidade de dleos essenciais foram observadas em outros estudos. Oleo de nim
nas concentracbes de 1 e 1,5% foram fitotoxicos para plantas do feijoeiro (Pignoni &
Carneiro, 2005; Carneiro et al., 2007). Carneiro (2003) também observou fitotoxicidade do
0leo de nim em tomateiros tratados com 1 e 2% do 6leo. Medice et al. (2007) reduziram as
concentracdes dos 6leos essenciais de tomilho (Thymus vulgaris) e citronela (C. nardus) de
1% para 0,3 e 0,5%, respectivamente, para evitar fitotoxicidade em plantas da soja.
Concentracbes de 2, 6 e 8% do 6leo essencial de citronela foram altamente tdxicas para

plantas de arroz (Perini et al., 2011).
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De acordo com Carneiro (2003), as reacdes de fitotoxicidade dependem da espécie da
planta na qual o 6leo est4 sendo aplicado, sua idade e estagio de desenvolvimento.

No efeito curativo, antes das aplicacdes dos tratamentos, as plantas apresentavam entre
1 e 5% da area foliar doente, recebendo assim, nota 3 para a severidade da antracnose.

Como ndo houve interacdo entre os Gleos essenciais e 0s tratamentos utilizados, 0s
efeitos foram estudados isoladamente e, por meio do teste Tukey (5%), as notas gerais foram
comparadas (Tabela 3).

Os resultados apresentados na Tabela 3 revelam que ndo houve diferenca significativa

entre os 0leos essenciais avaliados no efeito curativo da antracnose.

Tabela 3. Severidade da antracnose sob o efeito curativo de 6leos essenciais aplicados em

duas doses em plantas de sorgo inoculadas com o fungo Colletotrichum graminicola.

Oleo essencial T1 T2 OE (0,25%) OE (0,50%) Comparacoes
Citronela 7 3,5 5 3,5 4,75a
Capim-liméo 7 3,5 3 4 4,37a
Erva-cidreira 7 3,5 3,5 3,5 4,37a
Hortel&-pimenta 7 3,5 4 3,5 4,50a
Nim 7 3,5 3,5 3 4,25a
Comparag0es 7A  35B 3,8B 3,5B

*Médias seguidas pela mesma letra, minuscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05). T1 — aplicacdo de agua; T2 — aplicacdo de Tiofanato
metilico a 1000 ppm.

As concentracbes de 0,25 e 0,50 dos 6leos de citronela, capim-liméo, erva-cidreira,
horteld-pimenta e nim e o fungicida Tiofanato metilico reduziram significativamente a
severidade da antracnose do sorgo, visto que, ao contréario da testemunha absoluta, em que a
doenca progrediu para a nota 7, as notas se mantiveram proximas a nota inicial (Tabela 3).

Alguns estudos mostram a acgdo in vivo de extratos e 0leos essenciais sobre outras
especies do género Colletotrichum. Carvalho et al. (2008) avaliando o efeito curativo dos
extratos aquosos de capim-limdo na antracnose do pimentdo, causada pelos fungos
Colletotrichum martinii e C. gloeosporioides, observaram que 0 extrato aquoso nédo foi
eficiente na reducdo da doenga. Extrato aquoso de eucalipto (Eucalyptus citriodora) reduziu o

numero de lesdes em folhas de pepino, inoculadas com C. lagenarium (Bonaldo et al., 2004).
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Oleo essencial de pimenta-de-macaco (Piper aduncum) (1%) inibiu a manifestacio de
podridGes nos frutos de banana por C. musae (Bastos & Albuquerque, 2004). Carre et al.
(2006) observaram reducdo de até 66% da severidade da antracnose da banana (C. musae)
pelo 6leo essencial de canfora (Artemisia camphorata).

Com os resultados apresentados, observou-se que o efeito preventivo dos 6leos sobre a
antracnose do sorgo foi mais eficiente que o efeito curativo. Celoto et al. (2011), utilizando
extrato de meldo-de-sdo-caetano (Momordica charantia) sobre a antracnose da banana,
também observaram que as aplicacdes do 6leo antes da inoculacdo do fungo C. musae foram
mais eficientes na reducdo da doenca que as aplicacOes realizadas apds a inoculacdo do
patégeno. Diferentemente, Soylu et al. (2010) verificaram que o efeito curativo do 6leo
essencial de orégano, sobre o mofo cinzento do tomate, agente causal Botrytis cinerea,

reduziu significativamente mais a doenca que o efeito preventivo.

Efeito de 6leos essenciais sobre a hemintosporiose do capim Tanzénia

A andlise de variancia da severidade da helmintosporiose do capim sob o efeito
preventivo e curativo dos 6leos essenciais de citronela, capim-liméo, erva-cidreira e hortela-
pimenta, revelou que somente as variacbes em funcdo da fonte concentracGes foram
significativas a 1% de probabilidade. As variag¢des das fontes 6leos essenciais e a interagéo
entre os Oleos e as concentracdes ndo foram significativas (Tabela 4).

Tabela 4. Resumo da analise de variancia da severidade da helmintosporiose do capim
Tanzénia sob o efeito preventivo e curativo dos 6leos essenciais (OE) de capim-limao
(Cymbopogon citratus), citronela (C. nardus), erva-cidreira (Lippia alba) e horteld-pimenta

(Mentha piperita) e do 6leo comercial de nim (Azadirachta indica).

Efeito preventivo Efeito curativo
Fontes de variacdo G.Lt? Q.M.2 G.L. Q.M.
Oleos 4 1,06™ 4 0,37™
Concentrag0es 4 52,76** 5 46,64**
Oleos x Conc. 16 0,61™ 20 0,11"
Residuos 75 0,44 90 0,47
C.vs 16,02 17,52

**Sjgnificativo a 1% de probabilidade; ™N&o significativo; !G.L.: Grau de liberdade;

2Quadrado médio; 3C.V.: Coeficiente de variacao.
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Assim como na antracnose do sorgo, no efeito preventivo da helmintosporiose do
capim Tanzénia, as plantas tratadas com o fungicida tiofanato metilico ndo apresentaram
sintomas da doenca.

Os resultados do efeito preventivo dos 6leos essenciais sobre a helmintosporiose do
capim Tanzénia (Tabela 5) mostram que todos os dleos avaliados reduziram a severidade da
doenca.

A acéo in vivo de extratos e 6leo essencial de capim-limdo e citronela foi observada
em outros estudos. Itako et al. (2009) verificaram o efeito preventivo do extrato aquoso de
capim-limdo sobre o fungo Cladosporium fulvum do tomateiro, e observaram redugéo
significativa das lesdes das folhas. Medice et al. (2007) verificaram reducéo de até 66,77% da
severidade da ferrugem asiatica da soja, agente causal Phakopsora pachyrhizi, com o uso do
oleo essencial de citronela. A eficiéncia do efeito preventivo do 6leo essencial de citronela
também foi verificada por Pereira et al. (2011). O 6leo de citronela reduziu a incidéncia da
cercosporiose do cafeeiro, agente causal Cercospora coffeicola.

Tabela 5. Severidade da helmintosporiose sob o efeito preventivo de Oleos essenciais
aplicados em quatro doses em plantas de capim Tanzania inoculadas com o fungo
Helminthosporium sp.

Concentracgoes (%)

Oleo essencial Equacao de regressao R2
0,00 025 050 0,75 1,00
Citronela 7a 35ab 35ab 35a 3a ¥=5,70-0,016C** 0,49
Capim-liméo 7a 45a 35ab 3a 3a ¥=6,10-0,019C** 0,70
Erva-cidreira 7a  45a 45a 3ba 3a ¥=6,30-0,018C** 0,69
Horteld-pimenta  7a 35ab  3b 3a 3a $=5,60-0,017C** 0,56
Nim 7a 3b 35ab 3a 3,5a J=X=4 -

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P >
0,05). **Significativo a 1% de probabilidade pelo teste “t”.

Sob a concentragéo de 0,25% do 6leo comercial de Nim, as plantas apresentaram nota
de severidade significativamente menor que aquelas tratadas com o 0leo essencial de capim-
liméo e erva-cidreira (Tabela 5). A acdo preventiva do 6leo de nim foi verificada por Carneiro
et al. (2008). Os autores observaram que 6leo de nim foi eficiente no controle da mancha

angular, agente causal Phaeoisariopsis griseola, do feijoeiro.
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O oleo essencial de hortela-pimenta, na concentracdo de 0,50%, foi mais eficiente na
reducdo da severidade da helmintosporiose do capim que o dleo essencial de erva-cidreira na
mesma concentracdo (Tabela 5). A agdo antimicrobiana in vivo do 6leo essencial de hortela-
pimenta foi observada por Fatemi et al. (2011). O 6leo essencial foi eficiente na reducéo da
decomposicdo de laranjas (Citrus sinensis) provocadas por espécies de Penicillium.

N&o houve diferenca significativa entre as notas medias de severidade da doenca
quando as plantas foram submetidas as concentracdes de 0,75 e 1% dos 6leos essenciais
avaliados. O aumento da concentracao dos 6leos ndo reduziu a nota da severidade (Tabela 5).

Como ndo houve interacdo entre os Oleos essenciais e as concentragdes, os efeitos
curativos foram estudados isoladamente e, por meio do teste Tukey (5%), as médias gerais

foram comparadas (Tabela 6).

Tabela 6. Severidade da helmintosporiose sob o efeito curativo de dleos essenciais aplicados

em quatro doses em plantas de capim Tanzénia inoculadas com o fungo Helminthosporium

sp.

i _ Concentracdo — OE (%)
Oleo essencial T1 T2 Comparagoes
0,25 050 0,75 1

Citronela 7 3,5 3,5 3,5 3 3 3,92a
Capim-liméo 7 3,5 3 3 3 3 3,75a
Erva-cidreira 7 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 4,08a

Hortel&-pimenta 7 3,5 3,5 3,5 3 3 3,92a
Nim 7 3,5 3 3,5 3 3 3,83a

Comparac0es 7A 35B 33B 34B 31B 3,1B

*Médias seguidas pela mesma letra, minuscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05); T1 — aplicacdo de agua; T2 — aplicacdo de Tiofanato
metilico a 1000 ppm.

As comparacOes das médias gerais das notas obtidas nos 6leos essenciais mostram que
ndo houve diferenca significativa entre eles. Quanto as comparag6es das concentracoes, pode-
se observar gue os 6leos essenciais de citronela, capim-limao, erva-cidreira, hortela-pimenta e
0 6leo nim, nas concentra¢cdes de 0,25, 0,50, 0,75 e 1%, e o fungicida tiofanato metilico
reduziram significativamente as notas de severidade da helmintosporiose do capim, uma vez

que apenas na testemunha absoluta a doenca progrediu para a nota 7 (Tabela 6).
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O efeito curativo do 6leo de nim foi verificado por Carneiro (2003). O autor observou
controle do oidio do tomateiro, Oidium lycopersici, utilizando concentra¢des de 0,25 a 2% do
oleo de nim.

Perini et al. (2011) verificando o efeito curativo do 6leo de citronela sobre a brusone
do arroz, agente causal Pyricularia grisea, observaram reducdo de até 50% do numero de
plantas com sintomas da doenca.

A acdo in vivo de extratos vegetais sobre outra espécie de Helmintosporium foi
observada por Franzener et al. (2003). Os autores verificaram a acdo do extrato aquoso de
canfora sobre a mancha marrom do trigo, causada pelo fungo Bipolaris sorokiniana (sin.
Helminthosporium sorokiniana), e observaram reducéo significativa no nimero e no tamanho
das lesdes.

O uso de Gleos essenciais como agentes antimicrobianos é considerado um risco baixo,
pois acredita-se que é dificil um patdégeno desenvolver resisténcia a complexa mistura de
componentes ativos que compoem esses 6leos (Derbalah et al., 2011). De acordo com Al-
Reza et al. (2010) os 6leos essenciais sdao promissores agentes antifingicos com potencial
para as agroinddstrias, uma vez que seus compostos ativos podem apresentar diferentes
formas de invaséo para inibir o desenvolvimento de fitopatogénicos.

Esse trabalho mostrou a eficiéncia dos 6leos de capim-limdo (C. citratus), citronela
(C. nardus), erva-cidreira (L. alba), hortela-pimenta (M. piperita) e nim (A. Indica) na
reducdo da severidade da antracnose do sorgo e helmintosporiose do capim. Assim, conclui-se
que esses Oleos essenciais podem ser uma alternativa aos fungicidas sintéticos e uma

ferramenta destaque no manejo integrado de doencas.
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