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Fungitoxicidade de 6leos essenciais sobre Colletotrichum theobromicola, cau-
sador da antracnose da cebolinha (Allium fistulosum L.)

RESUMO: Os 6leos essenciais sao alternativas promissoras para 0 manejo de doenga de plan-
tas devido sua reconhecida atividade antimicrobiana. O objetivo com esta pesquisa foi avaliar
o efeito fungitoxico de Oleos essenciais de algumas espécies do género Piper spp., e Lippia
spp., no controle alternativo a Colletotrichum theobromicola agente causal da antracnose da
cebolinha (Allium fistulosum L.). Os 0leos essenciais foram obtidos por hidrodestilacdo e a
composicao quimica dos 6leos foi determinada por cromatografia gasosa acoplada a espectom-
tria de massa (CG/MS). A avaliacdo in vitro foi realizada em trés etapas: | - efeito dos 6leos
essenciais sobre o crescimento micelial, 1l - acdo dos dleos sobre a germinacédo de conidios e
I11 - efeito dos dleos essenciais sobre a morfologia das hifas de C. theobromicola. Os experi-
mentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 5 x
5 (cinco espécie de Piper spp.) e 3 x 5 (trés espécies de Lippia spp.), ambos com cinco concen-
tragdes (0, 0,1; 0,2; 0,5; 1%). No experimento in vivo foi aplicado a concentragéo 1% dos res-
pectivos 6leos essenciais de forma preventiva diretamente nas cebolinhas inoculadas com C.
theobromicola e assim, avaliada a incidéncia e severidade da antracnose. O experimento tam-
bém foi conduzido em delineamento intereiramente casualizado com cinco repeticdes. Todos
os dados foram submetidos a analise variancia e as médias ao Teste de Tukey a 0.05. Os resul-
tados dos componentes majoritarios dos 6leos essenciais mostraram que estes produtos naturais
apresentam diversas substancias quimicas diferentes na sua composicéo. Para P. aduncum o
componente majoritario detectado por CG-MS foi o apiol (93,83%); P. hispidinervum e P. cal-
losum o safrol (79,96%) e (83,61%); P. hispidum o m-miceno (56,53%); P. marginatum o Bi-
ciclo [4.1.0] hept-3-eno,3,7,7-trimetil (41,23%); L. alba o carvone (96,2%); L. gracilis o car-
vacrol (84,98%) e L. sidoides o o-cimeno (29,99%), respectivamente. Foi constatado que 0s
Oleos essenciais de todas as espécies e em todas as concentracdes estudadas inibiram o cresci-
mento de C. theobromicola. As espécies P. callosum, P. hispidinervum, P. marginatum, L. alba
e L. gracilis proporcionaram reducdo do didametro da coldnia a 0,90 cm e inibiram acima de
60% o crescimento micelial do fungo na concentragéo 0,2%. Em relag&o ao percentual de ini-
bicdo da germinacdo de conidios as espécies P. callosum e L. alba demostraram melhores re-
sultados, pois a partir da menor concentragéo (0,1%) houve 100% de inibi¢do da germinacéo
dos esporos. ObservacGes em microscopia de varredura, hifas de C. theobromicola expostas a
concentracdo 1% mostraram alteracdes na sua morfologia, apresentando-se degradadas e enru-
gadas. Em relacdo ao efeito dos 6leos essenciais na incidéncia da antracnose, os melhores re-
sultados foram obtidos com os éleos essenciais de P. aduncum, seguida por P. marginatum e
L. alba na qual constatou 10, 30 e 45% apenas de incidéncia em campo. Esta pesquisa comprova
a eficacia dos 6leos essenciais de algumas espécies do género Piper e Lippia tanto in vitro
quanto in vivo e enfatiza a importancia desses produtos no controle de fitopatdgeno. Diante dos
resultados obtidos, a pesquisa constitui uma base para mais estudos a esse respeito.

Palavra-chave: Piper spp., Lippia spp., controle alternativo, produtos naturais.



Fungitoxicity of essential oils on Colletotrichum theobromicola, causing an-
thracnose of Allium fistulosum L.

ABSTRACT: Essential oils are promising alternatives for the management of plant diseases
due to their recognized antimicrobial activity. The objective of this research was to evaluate the
fungitoxic effect of essential oils of some species of the genus Piper spp., and Lippia spp., in
the alternative control to Colletotrichum theobromicola causal agent of the anthracnose of Al-
lium fistulosum. The essential oils were obtained by hydrodistillation and the chemical compo-
sition of the oils was determined by GC-MS. The in vitro evaluation was carried out in three
stages: | - effect of essential oils on mycelial growth, Il - action of oils on conidial germination
and Il - effect of essential oils on the morphology of C. theobromicola hyphae. The experi-
ments were conducted in a completely randomized design in a5 x 5 (five Piper spp.) and 3 x 5
(Lippia spp) with five concentrations (0, 0.1, 0.2, 0.5, 1%). In the in vivo experiment, 1% of
the respective essential oils were applied in a preventive manner directly to the A. fistulosum
inoculated with C. theobromicola and thus evaluated the incidence and severity of anthracnose.
The experiment was also conducted in a randomized design with five replicates. The experi-
ment was also conducted in a randomized design with five replicates. All data were submitted
to analysis of variance and the averages were the averages of Tukey's test at 0.05. The results
of the major components of the essential oils showed that these natural products have several
different chemical substances in their composition. For P. aduncum L. the major component
detected by CG-MS was apiol (93.83%); P. hispidinervum and P. callosum safrole (79.96%)
and (83.61%); P. hispidum or m-micene (56.53%); P. marginatum or Bicyclo [4.1.0] hept-3-
ene, 3,7,7-trimethyl (41,23%); L. alba or carvone (96.2%); L. gracilis and carvacrol (84.98%)
and L. sidoides and o-cymene (29.99%), respectively. It was found that essential oils of all
species and in all studied concentrations inhibited the growth of C. theobromicola. The species
P. callosum, P. hispidinervum, P. marginatum, L. alba (1) and L. gracilis provided reduction
of the colony diameter at 0.90 cm and inhibited the mycelial growth of the fungus at 0, 2%. In
relation to the percentage of inhibition of conidial germination to P. callosum and L. alba (1),
the best results were obtained, since from the lowest concentration (0.1%) there was 100%
inhibition of spore germination. Observations in scanning microscopy, hypothetical C. theo-
bromicola hyphae exposed to the concentration 1% showed changes in their morphology, being
degraded and wrinkled. In relation to the effect of essential oils on the incidence of anthracnose,
the best results were obtained with the essential oils of P. aduncum, followed by P. marginatum
and L. alba (1) in which it reduced 10, 30 and 45% of the disease in field. This research confirms
the efficacy of the essential oils of some species of the genus Piper and Lippia both in vitro and
in vivo and emphasizes the importance of these products in phytopathogenic control. Given the
results obtained, the research provides a basis for further studies in this regard.

Keywords: Piper spp., Lippia spp., Alternative control, natural products.
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1. INTRODUCAO

A cebolinha verde (Allium fistulosum L.) é uma espécie da classe Liliopsida, ordem
Liliales, pertencente a familia Alliaceae (Almeida 2006). A planta, considerada perene, apre-
senta folhas cilindricas e fistulosas, coloracéo verde-escuro e altura variando de 30 cm a 50 cm
(Filgueira 2000). Por ser uma planta condimentar, a cultura € amplamente cultivada em todo
territorio nacional pela populacdo para dar aroma e sabor a diversos pratos tipicos brasileiros
(Gama et al. 2016).

Embora seja facilmente cultivavel, algumas doencas, como a antracnose, causada pelos
fungos Colletotrichum spaethianum (Allesch.), (Santana et al. 2016), C. theobromicola (Dela-
croix) e C. truncatum (Schwein.) (Matos et al. 2017), causam prejuizos aos produtores, pois
afeta a qualidade do produto e causa perdas que podem atingir até 100% da producdo em con-
di¢bes favoraveis a doenca se medidas de controle ndo forem aplicadas (Santana et al. 2018).
Os principais sintomas desta doenca sdo lesdes marrons e necréticas que se estendem por todo
0 comprimento da planta (Matos et al. 2017b), com o progresso da doenga, as lesdes coalescem
formando grandes areas necrosadas, as folhas terminam secas e morrem (Santana et al. 2018b).

O fato é que ndo ha fungicidas registrados para o controle de fitopatdgenos nesse hos-
pedeiro (Agrofit 2019), e uma das possiveis justificativas é a sua exploracdo em pequenas areas
(Aradjo et al. 2012). Segundo esses autores, 0 uso de agrotoxicos seria problematico, pois a
planta apresenta ciclo curto e os residuos dos produtos podem permanecer nas folhas comerci-
alizaveis. Diante dessa problematica, é importante avaliar métodos alternativos para o controle
de Colletotrichum spp. através de produtos naturais. Os 6leos essenciais sdo produtos naturais
que apresentam amplo espectro e sdo biodegradaveis (La Torre et al. 2014), compativeis com
esse patossistema.

Oleos essenciais sdo originados a partir do metabolismo secundario das plantas, s&o
substancias complexas, volateis, caracterizados por um forte odor (Navarrete et al. 2011), exi-
bem atividade antifingica, na qual sua importancia para agricultura esta associada a alta segu-
ranga bioldgica, natureza biodegradavel e apresenta baixo risco de desenvolvimento de resis-
téncia de micro-organismos (Russo et al. 2013), causam menos impactos ambientais e na satde
humana do que muitos dos pesticidas convencionais (Isman et al. 2011).

As substancias bioativas encontradas nos 6leos essenciais causam inibi¢do do cresci-
mento micelial, inibicdo da esporulacdo e germinacéo de conidios, além de reduzir a incidéncia

e a severidade de doengas nas culturas (Chiejina e Ukeh, 2012; Ramos et al. 2016). Varios
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autores constataram o potencial de 0leos essenciais sobre fitopatdgenos, como em Colleto-
trichum spp. (Souza Junior et al. 2009; Souza et al. 2012; Andrade e Vieira, 2016), Penicillium
sp., Rhizopus sp., Aspergilus sp. (Lorini et al. 2016) e Alternaria sp. (Tomazoni et al. 2016).

Diante do exposto, é importante desenvolver atividades de pesquisa para determinar a
concentracdo mais efetiva do dleo essencial a ser utilizada no controle de fungos que afetam as
culturas e identificar os compostos presentes nos 6leos essenciais mais eficientes no controle
de patogenos. Além disso, estudos em condicBes de campo devem ser realizados para avaliar o
efeito direto desses 6leos nas plantas (Aquino 2011).

Sendo o Brasil detentor de grande biodiversidade, com milhares de espécies vegetais
catalogadas (Stangarlin et al. 1999), pode-se encontrar nos vegetais moléculas que podem servir
de modelo para sintese quimica, gerando produtos de baixo custo, eficazes, ambientalmente
seguros, padronizados, registrados, com controle de qualidade que atendam as necessidades dos

produtores (Moraes 2009).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.A cultura da cebolinha (Allium fistulosum L.)

A cebolinha (Allium fistulosum L.), também conhecida como cebolinha-comum teve
origem na Sibéria. As plantas dessa espécie sao consideradas perenes, apresentam folhas cilin-
dricas e fistulosas, com 0,30 a 0,50 m de altura e coloracdo verde-escura (Filgueira 2000). Al-
lium fistulosum, produzem pequeno bulbo cénico, envolvido por pelicula résea, com perfilha-
mento e formacdao de touceira (Zarate e Vieira 2004).

Uma hortalica bastante rustica, pouco exigente em solo e clima e adapta-se a uma am-
pla faixa de temperaturas (Filgueira 2000). Allium schoenoprasun L. e A. fistulosum, séo as
duas espécies de cebolinha comumente cultivadas por pequenos olericultores. Embora a cebo-
linha suporte frios prolongados e existam cultivares que resistam bem ao calor, esta tem poucas
restricbes quanto ao seu plantio que pode ser realizado em qualquer época do ano. O rebrota-
mento € aproveitado para novos cortes, podendo um cultivo ser explorado por dois a trés anos,

principalmente quando s&o conduzidos em condicdes de clima ameno (Zarate et al. 2003).
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A cebolinha prefere solos silico-argilosos a areno-argilosos, desde que sejam férteis,
profundos e bem drenados, com pH entre 6,0 e 6,5 e com bom teor de matéria organica. A
adubacdo normalmente consiste na adi¢io de esterco de galinha, na razdo de 5 a 10 litros.m™.
A colheita da inicia-se entre 55 e 60 dias ap6s o plantio ou entre 85 e 100 dias ap0s a semeadura,
quando as folhas atingem de 0,20 a 0,40 m de altura (Filgueira 2000).

Estima-se que em 2013, o Estado do Amazonas produziu 142.747,50 mil macos de ce-
bolinha em 256,94 hectares (IDAM, 2014). Embora sejam uma cultura de facil manejo e com
baixo custo, alguns entraves colaboram para a baixa produtividade na regido amazoénica, desta-
cando-se os problemas fitossanitarios. A antracnose ou “mal das sete voltas” ¢ uma das doengas
que mais afeta a cultura, devido a agressividade do patdgeno (Colletotrichum ssp.) em regifes

tropicais e subtropicais (Santana 2015).

2.2.0 género Colletotrichum e a doenga antracnose

A antracnose é uma doenga causada pelos fungos Colletotrichum spp. O género Colle-
totrichum contém uma diversidade de fungos que inclui desde patdgenos de plantas até sapro-
fitas. Estes patdgenos apresentam importancia mundial, pois provocam perdas de pré e pos-
colheita em diversas espécies hospedeiras (Adaskaveg e Hartin, 1997). Os sintomas tipicos da
doenca geralmente sdo lesdes arredondadas, grandes, necréticas e bordos ligeiramente elevados
com o centro dos tecidos deprimidos, onde sdo produzidas massas de conidios de coloracao
alaranjada (Bailey et al.1992).

O patdgeno é disseminado por sementes, respingos de chuva, vento, insetos, implemen-
tos agricolas e de mudas infectadas (Viana et al. 2003). Espécies deste género apresentam di-
versas estratégias de invasdo nos tecidos das plantas, que vao de hemibiotréfica a intracelular
necrotrofica. Estes patdgenos desenvolvem uma série de estruturas de infeccao especializadas,
incluindo tubos germinativos, apressérios, haustorios, hifas intracelulares necrotroficas secun-
darias e acérvulos (Lins et al. 2007). A sobrevivéncia do patdégeno se da em restos culturais e
em tecidos afetados na propria planta (Pio-Ribeiro e Mariano, 1997).

Na cebola (Allium cepa L.), as perdas na producdo de bulbos devido & antracnose (C.
gloeosporioides f. sp. cepae (Penz.) Penz & Sacc) podem chegar a 100% em condi¢es favora-
veis a doenca (Pereira et al. 2014). O género Colletotrichum causa doenga em diversos hospe-
deiros. Na bananeira (Musa spp.), Colletotrichum musae (Berk. & Curtis) von Arx., pode causar

perdas de até 40% da producdo da fruta (Pessoa et al. 2007). Os sintomas s&o lesdes escuras e
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deprimidas, que sob condi¢des ambientais favoraveis, com altas temperaturas e umidade, a do-
enca progride e as areas afetadas ficam recobertas de frutificagdo de coloragéo rosea (Couto e
Menezes, 2004).

Ha relatos de incidéncia da antracnose na cultura da goiabeira (Psidium guajava L.)
(Piccinin et al. 2005), no tomateiro (Solanum lycopersicum L.) atacado por C. gloeosporioides
Penz. & Sacc., e C. acutatum Simmonds., pimentdo (Capsicum annuum L.) pelas espécies C.
acutatum e C. gloeosporioides (Tofoli et al. 2015). Diferentes espécies de Colletotrichum po-
dem atacar o mesmo hospedeiro, assim como uma unica espécie do patdgeno pode afetar di-
versos hospedeiros, assim ocorre na cebolinha, que é infectado por mais de uma espécie de
Colletotrichum, incluindo C. spaethianum (Santana et al. 2016), C. theobromicola e C. trunca-
tum (Matos et al. 2017).

Os tratos culturais no manejo da antracnose consistem em evitar plantios sucessivos,
utilizar sementes ou mudas sadias, plantio menos adensados, evitar o acimulo de umidade,
realizar adubacdes equilibradas e uso de defensivos (Gomes e Serra 2013). Devido ao curto
ciclo da cebolinha, a aplicacdo de produtos quimicos seria considerada problematico, uma vez
que os produtos podem permanéncia nas folhas comercializaveis (Araujo et al. 2012).

O uso de produtos naturais, advindos do metabolismo secundério das plantas, como 0s
6leos essenciais ou extratos de plantas seria compativel com esse patossistema, pois sdo produ-
tos reconhecidos como seguros (Souza et al. 2012; Santana, 2015; Silva et al. 2017).

2.3.Metabolismo secundario das plantas

O metabolismo celular € um conjunto de rea¢cdes quimicas que acontecem nas células
dos organismos vivos (Nelson e Cox 2011). No caso das células vegetais, o metabolismo €
comumente dividido em primério e secundario. O metabolismo primario de plantas apresenta
acao direta com a fotossintese, respiracéo, transporte de solutos, translocacao, sintese de prote-
inas, assimilacdo de nutrientes, diferenciagdo ou sintese de carboidratos, proteinas e lipideos
(Taiz e Zeiger 2006). No metabolismo secundario sdo sintetizados 0os compostos derivados bi-
ologicamente dos metabolitos primarios, que apresentam estruturas complexas, baixo peso mo-
lecular e em concentracdes relativamente baixas em grupos especificos de plantas (Raven et al.
2007).

Esses compostos exercem papel importante na adaptacéo das plantas aos seus ambien-

tes (Aerts et al. 1991), pois, as defendem contra herbivoros, micro-organismos, virus ou plantas
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concorrentes (Wink 1988). Além disso, desempenham papéis importantes na polinizacdo e
dispersdo de sementes, bem como na interacdo de plantas com espécies mutualistas de bactérias
e fungos e nas interacbes com outras plantas, sendo, portanto, importantes para a sobrevivéncia
e manutencdo fisica das plantas (Wink 2003).

Muitos dos metabdlitos secundérios sdo utilizados pelas industrias farmacéuticas, na
producdo de cosméticos, nutricdo, corantes e fragrancias (Guerriero et al. 2018). Os 0leos es-
senciais sdo exemplos de metabolito secundario amplamente estudado devido suas caracteris-
ticas amplamente diversificadas e que desperta interesse pelas inddstrias (Liagat et al. 2018).
Segundo Bakkali et al. (2008), sdo conhecidos aproximadamente 3000 6leos essenciais, dos
quais 300 sdo comercialmente importantes para a industria, especialmente para produtos far-

maceéuticos, industrias agrondmicas, alimentares, sanitarias, cosmética e perfumaria.

2.4.0leos essenciais

Oleos essenciais sd0 substancias originadas a partir do metabolismo secundario das
plantas, sdo0 compostos volateis, naturais e complexos, caracterizados por forte odor (fragran-
cia), menos densos e mais viscosos que a dgua a temperatura ambiente (Navarrete et al. 2011),
sdo lipossoluveis e sollveis em solventes organicos, muito instaveis, principalmente na pre-
senca de ar, luz, calor, umidade e metais (Simdes et al. 2010). Nas plantas, os 6leos essenciais
quando volatilizam agem na protecdo contra predadores e patdgenos, na atracao de polinizado-
res, na reducdo da perda de agua e na inibicdo de germinacdo de sementes (Bakkali et al. 2008).

As plantas produtoras de 6leos essenciais pertencem a varios géneros distribuidos em
cerca de 60 familias, sendo: Alliaceae, Apiaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Poaceae
e Rutaceae séo as mais conhecidas por sua capacidade de produzir estas substancias (Raut e
Karuppayil 2014). De acordo com Simdes et al. (2004), a sintese e 0 acumulo dos 6leos essen-
ciais estdo associados a presenca de estruturas histoldgicas especializadas, localizadas sobre ou
nas proximidades da superficie da planta, como nos pelos glandulares (Lamiaceae), células pa-
renquimaticas diferenciadas (Laureaceae, Piperaceae e Poaceae), canais oleiferos (Apiaceae e
Asteraceae) ou glandulas secretoras (Myrtaceae).

Muitos fatores, incluindo variacdo genética, nutricdo das plantas, localizagdo geografica
das plantas, area circundante, clima, variagfes sazonais, estresse durante o crescimento ou ma-
turidade e também a secagem e armazenamento pos-colheita, afetam na composicdo quimica

dos oleos essenciais (Oliveira et al. 2011). Além disso, o tipo de material vegetal utilizado e o
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método de extracdo determinam o rendimento e a composicao (constituintes) de um 6leo essen-
cial, e assim decide sua propriedade bioldgica caracteristica (Nakatsu et al. 2000).

Devido ao amplo aspecto de uso, é importante estudos com a finalidade de compreender
0 uso de Oleos essenciais em diversas areas, em especial, na agricultura e meio ambiente (Car-
son et al. 2006), pois sdo fonte rica em moléculas bioativas (Liagat et al. 2018b) e que estdo
ganhando interesse devido a sua eficacia no manejo de doencas de plantas (Banani et al. 2018).

2.5.Controle alternativo de doencas de plantas com 0leos essenciais

O controle de pragas ¢ um desafio para 0 homem desde o surgimento da agricultura, e
dentro desta perspectiva, o agrotdxico é o mais utilizado (Dinis et al. 2008). A fitotoxicidade,
efeitos residuais, resisténcia de patdgenos causados pelo intenso uso de fungicidas tem levado
a busca por produtos alternativos proveniente das plantas (Bastos e Albuguerque, 2004). Diante
desse contexto, as pesquisas fitopatolégicas no controle de fungos e outros micro-organismos
utilizando produtos naturais cresceram nos ultimos anos (Figueiredo et al. 2008; Alipour et al.
2015; Nerilo et al. 2015; Li et al. 2017; Santamarina et al. 2017).

A identificagdo de compostos quimicos obtidos de plantas possibilita a obtengéo de al-
gumas substancias capazes de controlar ou reduzir o desenvolvimento de fitopatdgenos (Silva,
2009). Trabalhos in vitro avaliando o potencial de extratos brutos e 6leos essenciais, mostraram
gue ambos tém potencial, devido sua capacidade fungitoxica direta, inibindo o crescimento
micelial e a germinacédo de esporos de fungos (Schwan-Estrada et al. 2003). A atividade biold-
gica dos 6leos essenciais e de seus constituintes pode atuar como agentes fungistaticos e/ou
fungicida dependendo das concentracdes utilizadas (Brum 2012).

A acdo dos produtos naturais frente a micro-organismos pode ocorrer como antimicro-
biana (agindo direto sobre o patdgeno), indutores de resisténcia, ativando os mecanismos de
defesa da planta através de moléculas bioativas (Banani et al. 2018b), inibem a producédo de
micotoxina (Passone et al. 2012; Ferreira et al. 2013; Li et al. 2016b), inibidores da sintese de
ergosterol (Yamamoto-Ribeiro et al. 2013; Kohiyama et al. 2015; Hu et al. 2017) e protegem
as sementes contra agentes fitopatogenicos (Girardi et al. 2018).

Os o0leos essenciais podem ter de 20 a 60 compostos diferentes nas mais variadas con-
centracdes. Na maioria das vezes, a atividade bioldgica de um 6leo essencial € decidida por um
ou dois dos seus principais constituintes quimicos (Bakkali et al. 2008b). Mas, as vezes, a ati-

vidade bioldgica é devido a presenca de uma combinacdo de moléculas em consequéncia dos
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efeitos sinérgicos de varios constituintes quimicos dos 6leos (Isman et al. 2008). O mesmo
6leo pode ser ativo contra um amplo espectro de espécies de micro-organismos, porém as con-
centracGes minimas inibitorias (CMI) podem variar (Antunes e Cavacob 2010).

O efeito dos 0leos esséncias frente a micro-organismo depende do tipo, composicéo,
concentracdo, processamento e condi¢Bes de estocagem do Oleo, além da espécie de micro-
organismo em estudo (Bertini et al. 2005). Existem muitos 6leos essenciais que foram avalia-
dos quanto ao seu potencial antimicrobiano em condigdes in vitro e in vivo. Algumas espécies
de plantas, como o eucalipto (Eucalyptus citriodora Hooker M.) (Venturoso et al. 2010), o
horteld (Mentha sp.) (Sousa et al. 2012), o capim-limdo (Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf.),
a menta (Mentha piperita L.) (Sarmento-Brum et al. 2014) e o cravo da india [Syzygium aro-
maticum (L.) Merr. & L. M. Perry] (Silva et al. 2014), mostraram-se eficazes no manejo de
doencas em plantas.

Fungos como Aspergillus flavus Link, Neurospora sitophila Shear &B.O.Dodger e Pe-
nicillium digitatum (Pers.) Sacc., sdo completamente inibidos pelo 6leo essencial de capim-
limdo (Sonker et al. 2015). No manejo da antracnose da bananeira, dos cinco 6leos avaliados
in vitro contra C. musae, a inibicdo completa do crescimento micelial foi relatada com éleo de
cravo-da-india em todas as concentracgdes testadas (0,5; 1,0 e 2,0%) e bleo de eucalipto a 2,0%
(Jagana et al. 2018).

A eficacia in vitro dos 6leos essenciais de oito espécies de plantas foi testada em taxas
de aplicagéo de 100, 250, 500, 1000, ou 2000 pl.L™. Os resultados mostraram uma reducéo de
100% no crescimento de micélio de Colletotrichum sp., Fusarium sp., Phytophthora sp., Bo-
tryosphaeria sp. ap6s a aplicacdo do 6leo essencial de tomilho em todas as concentracdes tes-
tadas (Sarkhosh et al. 2018).

As propriedades antifingicas e antiaflatoxigénicas do 6leo essencial de Thymus vulga-
ris L. (tomilho) foram avaliadas sobre A. flavus in vitro em concentracdes variando de 50 a
500 pgmL?. A atividade inibitdria do 6leo ocorreu em uma concentragio de 250 ug mL™t e a
inibicdo da biossintese do ergosterol foi detectada na concentragéo de 100 pg mL™t. Em relagdo
a estrutura morfoldgica de A. flavus analisada por MEV, foram observadas alteracdes na estru-
tura das hifas, diminui¢do do contetdo citoplasmatico e modificacdes da integridade da mem-
brana celular (Kohiyama et al. 2015).

O oleo essencial de L. alba (Mill) N.E. Brown sobre A. flavus a inibi¢cdo micelial foi
constatada a 0,28 uL - mL™. O 6leo era fungicida (MIC) a 0,14 uL.mL™" e fungistatico a 0,28
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uL.mL* (Pandey et al. 2016). O dleo essencial de Mentha arvenis L.contra A. flavus a concen-
tragdo inibitéria minima (CIM) foi de 400uL.L™? e exibiu ampla atividade fungitdxica contra
outros 14 fungos de armazenamento (Kumar et al. 2009).

Oleo essenciais de orégano, canela e capim-limao foram testando em saquetas e 6leo
essencial puro in vitro contra os fungos fitopatogénicos Alternaria alternata, Fusarium semi-
tectum, Lasiodiplodia theobromae e Rhizopus stolonifer que infectam o maméo, no final, foi
constato que houve maior reducao nos microrganismos ao final do periodo de armazenamento
(Spitia et al. 2012).

O 6leo essencial de Cupressus sempervirens extraidos nas fases vegetativa, floracdo e
frutificacdo e seus componentes bioativos foram testados no controle de Botrytis cinerea. A
atividade in vitro contra B. cinerea mostraram que 06leos essenciais inibem o crescimento dos
micélios e também que a pulverizacdo com 6leos essenciais em frutos de tomate (1 mg/mL)
inibiu 54% da infeccdo por B. cinerea (Rgueza et al. 2018).

Tomilho (0,1%) e liméo (Citrus aurantifolia) (0,5%) reduziram a incidéncia da doenca
no mamao (Bosquez-Molina et al. 2010). O aroma inerente e a atividade antimicrobiana dos
oOleos essenciais sdo comumente relacionados a estrutura quimica de seus componentes, a con-
centracdo na qual os componentes estdo presentes e as interacdes entre eles que afetam suas
propriedades bioativas (Girardi et al. 2018).

2.6.Mecanismos de acao dos 6leos essenciais em micro-organismos

As propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais devem-se a sua caracteristica li-
pofitica (Bakkali et al. 2008), facilmente permeéaveis através da parede celular e da membrana
plasmatica (Raut e Karuppayil, 2014). A hidrofobicidade do éleo essencial permite uma inte-
racao entre o Oleo e os lipideos da membrana celular, interferindo na sua permeabilidade e
causando alteragcdes em sua estrutura. A atividade € atribuivel a natureza hidrofébica dos 6leos
essenciais que causam a perda da integridade da membrana e o vazamento de material celular
(Dambolena et al. 2008; Dambolena et al. 2010).

Nas bactérias, 0 mecanismo de acdo pode ocorrer, em alguns casos, pela acdo oxidante
dos constituintes dos 6leos, resultando na danificagdo da membrana celular, perda de ions e
contetdo celular, (Saad et al. 2013) desnaturacdo de proteinas (Nieto 2017) e inativacdo de

enzimas celulares que levam a morte das células bacterianas (Burt 2004). Em fungos, atividades
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antifungicas dos 0leos essenciais estdo relacionadas a desintegragdo de hifas devido aos com-
postos mono e sesquiterpénicos presentes nos dleos essenciais (Pandey et al. 2017).

Os dleos essenciais amplificam a permeabilidade da membrana causando inchaco da
membrana, reduzindo sua funcdo (Dorman e Deans 2000). Alteragdes morfoldgicas nas hifas,
interrupcéo e destruicdo das membranas plasméticas e mitocondriais foram relatadas em estu-
dos de Rasooli et al. (2006). Logo, a propriedade lipofilica dos 6leos essenciais Ihes permite
penetrar nas paredes celulares e afetar as enzimas envolvidas na sintese da parede celular, alte-
rando as caracteristicas morfoldgicas dos fungos (Cox et al. 2000), no qual interferem nos pro-
cessos fisioldgicos e bioquimicos dos micro-organismos (Burt 2004). Considerando a diversi-
dade de substancias encontradas nas plantas e a possibilidade de se encontrar novas moléculas

sdo necessarios estudos sobre o potencial destas substancias na agricultura (Celoto 2008).

2.7.0 género Piper

A familia Piperaceae compreende cerca de 10 géneros e 1400 espécies. O género Piper
€ 0 mais representativo, com mais de 700 espécies, distribuidas em todas as regides tropicais,
das quais mais de 170 ocorrem no Brasil (Yuncker, 1972 apud Silva et al. 2013). As Piperaceae
apresentam inflorescéncia em espigas simples, mas em alguns casos podem ser compostas do
tipo umbelas ou racemo. Quanto a posicao das inflorescéncias, podem ser opostas as folhas,
axilares ou terminais. As suas espécies podem se apresentar como ervas, arbustos, sub-arbustos
ou lianas (Araujo et al. 2012).

Na medicina popular brasileira, algumas espécies de Piper sdo comumente usada na
forma de infusdo para tratar de célicas intestinais, diarreia, nausea, dor de dente, dores reuma-
ticas e musculares, picadas de mosquitos e gonorreia, repelente, adstringente, hemostatico, di-
gestivo e diurético (Andrade et al. 2009). Os estudos investigando os inimeros compostos qui-
micos contidos nos Gleos essenciais e extratos vegetais demostraram atividade bioldgicas inte-
ressantes incluindo efeitos psicotrépicos (Moreira et al. 2001), antimicrobianos (Bastos e Al-
buquerque, 2004; Nascimento et al. 2008; Zacaroni et al. 2009) e inseticida (Lima et al. 2009),
entre outras propriedades.

Recentemente a Embrapa Amazonia Ocidental vem desenvolvendo pesquisas com va-
rias espécies medicinais, incluindo Piper aduncum L. (pimenta-de-macaco), Piper callosum
Ruiz & Pav. (Oleo elétrico), Piper hispidinervium C. DC. (Pimenta-longa), P. hispidum Sw e
P. marginatum Jacq com vistas a determinar tecnologia de cultivo que proporcione produtos,

como Oleos essenciais, de alta qualidade (Silva et al. 2013). Os 0leos essenciais de algumas

23


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5238431/#B35
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5238431/#B22
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-695X2017000100020#B2

espécies do género Piper apresentam na sua composi¢do o safrol (Piper hispidinervum), o dila-
piol (Piper aduncum) (Fazolin et al. 2007; Sauter et al. 2012; Negreiro et al. 2017) e o o-
copaeno e 3,4-(metilenodioxi) propiofenona (P. marginatum) (Nascimento 2011) sdo compos-

tos frequentemente encontrados nos 6leos essenciais como 0 componente principal.

2.8.0 género Lippia

O género Lippia, o segundo maior da familia Verbenaceae é representando por aproxi-
madamente 200 espécies de ervas, arbustos e pequenas arvores encontradas em regides tropicais
e subtropicais, cujos maiores centros de dispersao se encontram em paises das Américas do Sul
e Central e da Africa tropical (Gomes et al. 2011). Destas espécies, L. alba (erva cidreira ou
falsa melissa), Lippia sidoides Cham. e L. gracilis Shauer sdo as mais conhecidas e utilizadas
devido as suas propriedades medicinais.

As espécies de Lippia vém sendo exploradas em diversas areas do conhecimento, como
em microbiologia, parasitologia, zootecnia e aquicultura devido ao seu reconhecido potencial
biotecnologico (Soares et al. 2013), com propriedade larvicida (Carvalho et al. 2003), citoto-
xica (Costa et al. 2001), antifungica (Girard et al. 2018) e nematicida (Santos et al. 2012).

Botelho et al. (2007) mostraram que Candida albicans era suscetivel ao 6leo essencial
de L. sidoides, timol puro e carvacrol. Oleos essenciais de L. sidoides e L. gracilis nas concen-
tragdes 0,2; 0,5; 1,0; 3,0 uL mL* foram investigados no controle in vitro de Thielaviopsis pa-
radoxa. O crescimento micelial e um nimero de conidios foram inibidos pelo 6leo essencial de
L. sidoides em todos os concentracdes testadas (Carvalho et al. 2013).

Souza Jr. et al. (2009) usou o 6leo essencial de L. sidoides para controlar o Colleto-
trichum gloeosporioides isolado do maracuja, obtendo 100% de inibi¢do do crescimento mice-
lial. O bleo essencial de L. gracilis controlou os fungos Aspergillus niger e Penicillium sp., na
concentracio de 126 pL.mL™. Os resultados mostraram possibilidade de utilizacdo dos dleos
essenciais de Lippia como controle alternativo de fungos (Oliveira et al. 2008).

O dleo essencial de L. alba demostrou atividade antibacteriana contra Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella choleraesuis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria mono-
cytogenes e Listeria innocua (Machado et al. 2014). Glamoclija et al. (2011) relataram ativi-

dade antifungica contra géneros de Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. e Tricho-
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derma sp. e também demostraram alta eficiéncia do 6leo essencial contra estes fungos fitopa-
togénicos. Souza et al. (2018) demostraram que Fusarium spp., teve percentual de inibi¢do do
crescimento micelial reduzido acima de 88,5%.

A atividade biologica dos 6leos essenciais estd comumente relacionada com a compo-
sicdo quimica. Em geral, os constituintes majoritarios relatados com maior frequéncia na lite-
ratura para L. alba sdo os quimiotipos contendo citral, carvona e linalol e os flavondides mais
importantes e diversificados entre as espécies de Lippia, com relativa frequéncia em espécies
desse género (Gomes et al. 2011).

L. gracilis, popularmente conhecido como "alecrim-de-tabuleiro™, é um tipico arbusto
comumente cultivado no Nordeste do Brasil. Esta espécie produz um 6leo essencial rico em
timol e carvacrol, que possui uma potente atividade antimicrobiana contra fungos e bactérias
(Bitu et al. 2012).

L. alba, popularmente conhecida como erva-cidreira, ¢ uma planta nativa do Sul Amé-
rica, rica em 6leo essencial, é uma das espécies de plantas medicinais encontradas no Brasil, e
é amplamente empregada devido as suas propriedades bioldgicas (Hennebelle et al. 2008). No
entanto, também tem atividade antimicrobiana e fungicida associada aos seus 0leos essenciais,
afetando varios microrganismos (Zétola et al. 2002).

L. sidoides (alecrim-pimenta, alecrim-do-nordeste e estrepa-cavalo) é um arbusto cadu-
cifélio, ereto, bastante ramificado e quebradico, de 2-3 m de altura, proprio da vegetacdo do
semi-arido nordestino do Brasil (Lorenzi e Matos 2002). O 6leo essencial obtido das folhas
dessa planta possui uma ampla diversidade quimica, tendo como principal componente o timol,
com teor variando entre 34,2 a 95,1% em varias determinacgdes (Leal et al. 2003).

Nesse contexto, considerando a diversidade de espécies vegetais encontradas no Brasil
e a comprovada eficacia na literatura dos 6leos essenciais, 0 uso dessas substancias seria de
grande vantagem para o desenvolvimento de novos produtos para o controle de doencas de

plantas (Tomazoni et al. 2016).
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito fungitoxico dos dleos essenciais de Lippia sidoides, L. gracilis, L. alba,
Piper hispidium, P. hispidinervum, P. callosum, P. marginatum e P. aduncum no controle al-
ternativo a Colletotrichum theobromicola agente causador da antracnose da cebolinha (Allium

fistullosum L.).

3.1.0Dbjetivos especificos

v'ldentificar os componentes majoritarios dos dleos essenciais de Lippia sidoides, L. gracilis,
L. alba, Piper hispidium, P. hispidinervum, P. callosum, P. marginatum e P. aduncum por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/MS);

v Avaliar o efeito de diferentes concentragdes dos dleos essenciais sobre o crescimento mi-

celial, germinagdo de conidios e na ultraestrutura das hifas de C. theobromicola;

v" Avaliar o feito dos 6leos essenciais na incidéncia e na severidade da antracnose na ceboli-

nha (Allium fistullosum L.);

v Avaliar o efeito dos 6leos esséncias no crescimento e desenvolvimento da cebolinha (Al-

lium fistullosum L.).
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4. MATERIAL E METODOS

A primeira etapa das pesquisas foi desenvolvida no laboratorio Central de Analise Qui-
mica da Universidade Estadual do Amazonas (UEA), onde foi realizada a identificacdo dos
constituintes quimicos dos o6leos essenciais. A segunda etapa foi desenvolvida no laboratério
de fitopatologia do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA I11) onde foi avaliado
in vitro o efeito dos Gleos essenciais sobre o crescimento micelial e germinacédo de conidios de
C. theobromicola e no laborato6rio tematico de microscopia Optica e eletrénica foram realizadas

as micrografias. A terceira etapa foi realizada em casa de vegetacdo do Campus 111 do INPA.

4.1.0btencao dos 6leos essenciais

Na avaliagdo da atividade antiflngica in vitro foram utilizados oito 6leos essenciais das
espeécies: L. sidoides, L. gracilis, L. alba, P. hispidium, P. hispidinervum, P. callosum, P. mar-
ginatum e P. aduncum. Todas as amostras dos respectivos 0leos foram fornecidas pelo Labo-
ratério de Plantas medicinais e Fitoquimica coordenado pelo Dr. Francisco Célio Maia Chaves
da Embrapa Amazénia Ocidental. Os 6leos foram obtidos por hidrodestilagéo e a extracao rea-
lizada no aparelho tipo Clevenger, onde ap6s a extracdo foram colocados em frascos de vidro

(ambar), vedados com papel aluminio e armazenados em geladeira a 4°C até as analises e testes.

4.2.Analise quimica dos 6leos essenciais

Os oleos essenciais de L. sidoides, L. gracilis, L. alba, P. hispidium, P. hispidinervum,
P. callosum, P. marginatum e P. aduncum foram analisados em um cromatografo a gas Agilent
Technologies 7890b (CG System). Foi utilizado hélio como gas de arraste com a velocidade de
1,8 mL mint; taxa de Split 20:1 com volume injetado de 0,5 pL. A temperatura do injetor foi
290 °C, respectivamente. A rampa de aquecimento foi de 35-1, taxa de aquecimento 10 °C/min
com temperatura final d 280 °C. Em todas as analises a energia do feixe de elétrons foi de 70
eV. Os componentes majoritarios foram calculados pelo Método de Quantificagdo por Porcen-

tagem em area.
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4.3.Teste de patogenicidade

O isolado INPA 1809 (C. theobromicola), que encontrava armazenado pelo método
Castellani na Colecao de Micro-organismos de Interesse Agrossilvicultural do INPA, foi utili-
zado nesse estudo. O mesmo foi repicado em placas de Petri contendo 20 mL de meio de
cultura BDA (batata, dextrose e &gar), preparado com 200 g de batata, 20 g de dextrose e 20 g
de agar por litro de agua (Alfenas e Mafia, 2016). Em seguida, as placas foram vedadas e man-
tidas por um periodo de sete dias em temperatura ambiente (25 £ 2 °C), sob luz continua para
estimular a producio de conidios. Uma suspenséo de 108 conidios mL™ de C. theobromicola
foi inoculada nas mudas sadias de cebolinha e como testemunha foi borrifada apenas agua des-
tilada estéril no tecido foliar. Em seguida, foram mantidas em cdmara imida 70 £ 2 UR% a 30
+ 2 °C por vinte e quatro horas em casa de vegetacdo. Ap6s 48 horas da inoculacao foi realizada
a avaliacdo das mesmas baseando-se na auséncia ou presenca de sintomas. Apds o periodo de
avaliacdo foi realizado reisolamento direto do fungo em meio BDA com acréscimo de 100 mg.
L do antibidtico Ampicilina para evitar contaminagio por bactéria. Apds o crescimento do

fungo reisolado em BDA, o mesmo foi identificado e confirmado o teste de patogenicidade.

4.4. Inibigéo do crescimento micelial de Colletotrichum theobromicola submetido aos
oleos essenciais

As culturas obtidas do reisolamento do teste de patogenicidade foram repicadas em
placas de Petri de 90 x 15 mm contendo meio de cultura BDA. Para verificar o efeito dos 6leos
essenciais sobre o crescimento micelial do fitopatdgeno, os éleos essenciais de L. sidoides, L.
gracilis, L. alba, P. hispidium, P.hispidinervum, P.callosum, P. marginatum e P.aduncum, fo-
ram individualmente, nas concentracdes (0, 0,1; 0,2; 0,5; e 1%) e 0 agente emulsificante Tween
80 (0,1%) adicionados ao meio BDA fundente com temperatura maxima de 45 °C e, em seguida,
a mistura foi vertida em placas de Petri de 9 cm de diametro. Apoés a solidificacdo do meio de
cultura, das bordas das col6nias de C. theobromicola com aproximadamente 11 dias de idade,
um disco de 9 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 tempera-
tura de 25 °C (Grigoletti Junior e Lau, 1999).

As avaliacdes iniciaram 24 horas apds a repicagem e prosseguiram durante sete dias
(momento em que as coldnias fungicas do tratamento controle atingiu as bordas das placas de

Petri). Com estas avalia¢Oes calculou-se a percentagem de inibigdo do crescimento micelial
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(PIC), comparando-se o didmetro médio, em cm, entre as col6nias dos tratamentos com a tes-

temunha, apds sete dias de incubagdo (Bastos 1997).

pic = 2Te =PI oo
= *
DTe

Em que: PIC = Porcentagem de Inibicdo de Crescimento; DTe = didmetro da testemunha e DTr
= diametro do tratamento.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado em es-
guema fatorial 5 x 5 (cinco espécie de Piper spp.) e 3 x 5 (trés espécies de Lippia spp.) ambos
com cinco concentracdes (0, 0,1; 0,2; 0,5; 1%) e cinco repeticBes, onde cada placa de Petri
consistiu em uma unidade experimental.

Os dados foram submetidos a analise de Shapiro Wilk para investigar a normalidade dos
residuos e teste de Levene para aferir a homogeneidade de variancias. Em seguida, foram sub-
metidos a analise de variancia (ANOVA) e andlise de regressdo, cuja diferenca entre as médias
dos tratamentos foi testada por meio do teste de Tukey a 5% de significancia realizada com o

auxilio do software estatistico Sisvar ® (Ferreira 2008).

4.5. Efeito dos 6leos essenciais na germinacdo de conidios de Colletotrichum theobro-
micola

Para verificar a influéncia dos 6leos essenciais na germinacao de conidios de C. theo-
bromicola, adicionou-se uma aliquota de 40 uL da suspensdo 1 x 108 conidios mL™ do pat6-
geno, individualmente, em cavidades de placas de ELISA. Na sequéncia, concentracdes 0, 0,1;
0,2; 0,5; e 1% dos respectivos 0leos essenciais foram acrescentas em cada cavidade da placa.
As placas ELISA foram mantidas em camara imida em BOD a 22 °C + 2 °C, com fotoperddo
de 12 h, durante 24 horas. Apos esse periodo, efetuou-se a paralisacdo da germinacao dos co-
nidios com a adi¢ao de 20 uL de lactofenol (Regente et al. 1997). A avaliacao foi realizada por
meio da contagem de 100 conidios por repeticdo em microscopio otico com aumento de 400

vezes. Foram considerados conidios germinados quando o comprimento do tubo germinativo
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atingiu, pelo menos, 1/3 do didmetro do conidio. Com estas avaliagdes calculou-se a percenta-
gem de inibigcdo da germinacédo de conidios (P1G) por meio da formula usada por Brito e Naci-

mento (2015) apresentada a seguir:

pic =T8T 100
= —_—=a0ucx
DT

Em que: PIG = Percentagem de germinacéo de conidios; GT = Germinacao da testemunha; GTr

= Germinacao do tratamento.

Os experimentos foram conduzidos igual ao item 4.5.

4.6. Avaliacao do efeito dos 6leos essenciais ha morfologia de hifas de hifas de Colleto-
tricum theobromicola por microscopia eletrénica de varredura.

Fragmentos de 3 mm x 3 mm do meio de cultura contendo a massa micelial do fungo
submetidos a 1% dos respectivos 6leos essenciais foram levadas ao microscopio eletrdnico de
varredura (MEV) para visualizacao das alteracdes na estrutura das hifas. Para tanto, as amostras
foram pré-fixadas em glutaraldeido 2,5% (Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA) (9:1, v/v.)
por no minimo 2 h e apds submetidas a desidratacdo, permanecendo por um periodo de 10 a 15
minutos em alcool etilico nas concentracdes de 50%, 70%, 90%, 95% e 100%. Nesta Gltima, o
procedimento foi realizado 2 vezes. As amostras fixadas e completamente desidratadas foram
levadas ao equipamento de Ponto Critico CPD-030. As amostras secas foram montadas nos
porta-amostras do MEV com o auxilio da fita de carbono dupla face e posteriormente submeti-
das a metalizacdo com ouro e posteriormente analisadas no Microscopio Eletrénico de Varre-
dura LEO 435 VP (Soylu et al. 2006).
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4.7.Efeito dos 6leos essenciais in vivo sobre a antracnose da cebolinha

O trabalho foi realizado em Manaus — AM na casa de vegetacdo do Campus |11 do INPA
no periodo de setembro a dezembro de 2018. O experimento foi instalado em casa de vegetagdo
de 30 m x 4,6 m, com laterais abertas, cobertura de filme de polietileno transparente.

Mudas de cebolinha da cultivar Todo Ano foram obtidas de agricultores da regido. No
total de trés mudas de cebolinhas foram transplantadas em vasos plasticos com capacidade de
5 kg, contendo uma mistura de terra e esterco de galinha curtido (4:1). Os vasos foram distri-
buidos inteiramente ao acaso e aos 15 dias do transplantio foi realizada adubacdo foliar com
adubo comercial Plantafol (3g L). A irrigacéo foi realizada todos os dias pela manha de forma
manual.

Ap0s trinta dias do transplantio, quando as plantas estavam bem desenvolvidas, reali-
zou-se uma primeira aplicacdo dos tratamentos de forma preventiva, sendo T1 (a4gua destilada);
T2 (somente suspensdo de esporos); T3 (Tiofanato metilico - fungicida de amplo espectro); T4
(6leo essencial de L. sidoides); T5 (6leo essencial de L. gracilis); T6 (6leo essencial de L. alba,);
T7 (6leo essencial de P.hispidinervum); T8 (6leo essencial de P. marginatum) eT9 (6leo essen-
cial de P.aduncum). As aplicacfes com os respectivos tratamentos foram realizadas a cada se-
mana, no total de quatro aplicacdes.

O experimento obedeceu ao experimento inteiramente casualisado com cinco repeti-
cOes por parcela (quatro) totalizando 180 plantas. Os dleos essenciais a 1%, inicialmente, foram
diluidos em agua destilada esterilizada com agente emulsificante Tween 80 a 0,5%. As plantas
foram pulverizadas com os tratamentos utilizando-se pulverizadore EXPORT manual (capaci-
dade de 370 ml) até o ponto de escorrimento.

ApoOs 48 horas procedeu-se a inoculacdo de esporos de C. theobromicola, nas ceboli-
nhas. Para isto preparou-se uma suspensdo de conidios. Placas de Petri, contendo culturas de
C. theobromicola, com 15 dias de idade, foram utilizadas para a obtencdo da suspensdo de
conidios. Em cada placa, adicionaram-se 10 mL de dgua destilada e esterilizada e, com o auxilio
de uma alga de Drigalski, raspou-se a superficie do meio de cultivo para a liberagao dos conidios
das hifas. O extrato obtido foi filtrado em dupla camada de gaze para a obtenc¢éo da suspenséo
de conidios a qual foi ajustada para a concentragdo de 1 x 10° conidios/mL. Em seguida, fez-se
a inoculacéo do patdgeno nas plantas. Quatro dias amostras foliares foram levadas para o labo-

ratorio para confirmagédo dos sinais do patogeno.
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As avaliagOes da severidade da doenca foram realizadas aos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias
apos a inoculagdo, nos periodos da manha, enquanto que, a avalia¢do da incidéncia foi realizada
aos 30 dias apos a aplicacdo com os respectivos tratamentos. A incidéncia da doenca foi calcu-

lada conforme a equacao abaixo:

n° de plantas doentes

Incidéncia da doenga = * 100
n° total de plantas

A avaliacdo da severidade da doenca foi realizada por meio da escala de notas adotada
por Santana (2015) composta por cinco notas de severidade, conforme a tabela 1. A doenca foi
avaliada em trés folhas centrais. As caracteristicas avaliadas foram presenca de sinais e lesées
nas folhas. Os dados para severidade da doenca foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e as médias dos tratamentos foi testada por meio do teste de Tukey a 5% de signifi-

cancia realizada com o auxilio do software estatistico Sisvar ® (Ferreira 2008).

Tabela 1. Escala de nota para avaliar a severidade da antracnose em cebolinha causada por Colletotrichum sp.

Nota Descricdo
1 Folhas limpas ou apresentando pontos cloréticos
2 Pequenas lesdes clordticas-necroticas nas pontas, presenca de acérvulos
3 LesOes cloroticas-necréticas maiores, presenga de acérvulos
4 LesGes necroticas em 50% da area foliar com acérvulos
5 LesGes necroticas em 70% da area foliar com acérvulos
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Figura 1. Escala Diagramatica para avaliacdo da severidade da antracnose em cebolinha (Allium fistulosum L.)

causada por Colletotrichum spp (Santana 2015).

Figura 2: Experimento em casa de vegetacdo
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4.8.Analise biométrica e da biomassa das cebolinhas

Ap0s as avalicbes em campo do efeito dos 0leos essenciais na incidéncia e severidade
da antracnose da cebolinha, foi realizada a colheita. As plantas foram lavadas e expostas a tem-
peratura ambiente para pré-secagem. Apos a pré-secagem foi avaliado o comprimento das fo-
Ihas com uma régua milimétrica. Em seguida, para obtencdo de massa seca, as folhas inseridas
em saco de papel e identificados, e encaminhados para estufa a 65 °C. As mesmas foram ava-
liadas diariamente até a obtencdo de massa constante, com posterior pesagem em balanca ele-
tronica.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com nove tratamen-
tos e cinco repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as dife-
renca entre as médias dos tratamentos foi testada por meio do teste de Tukey a 5% de signifi-
cancia realizada com o auxilio do software estatistico Sisvar ® (ferreira 2008).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.1dentificacdo dos componentes majoritarios dos 6leos essenciais de Piper spp.

Os componentes majoritarios dos 6leos essenciais de Piper spp., sdo mostrados nos cro-
matogramas abaixo conforme a ordem de elucidacédo do perfil cromatogréfico. Os 6leos essen-
ciais das diferentes espécies do género Piper, analisados por cromatografia em fase gasosa aco-
plada a um espectometro de massa (CG/MS), apresentaram grande variedade entre seus cons-
tituintes e estdo de acordo com a literatura. Em P. aduncum o componente majoritario detectado
por CG-MS foi o apiol (92,83%), seguido por cariofileno (2,61%), p-Pineno (1,44%) e meris-
ticina (1,13%). O restante dos constituintes identificados obteve valores abaixo de 1%.

Piper aduncum L.
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Figura 3. Componentes majoritarios presentes no 6leo essencial de Piper aduncum analisado por cromatografia
gasosa acoplado a espectrometria de massa CG/MS.

Alguns trabalhos detectaram proporcdes diferentes dos componentes majoritarios de P.
aduncum, como nos trabalhos de Silva et al. (2013) que constataram teor de dilapiol superior a
85% e outros compostos como mirceno, cis-ocimeno, B-cariofileno e miristicina, j& Souza et
al. (2009) encontraram 88,9% de dilapiol e VValadares et al. (2018) que avaliaram a composi¢édo
quimica do 6leo essencial desta espécie oriunda de Minas Gerais detectaram 0s componentes
piperitona (23,4%), miristicina (12,4%), terpinen-4-ol (12,3%), B-cariofileno (7,2%), a-humu-
leno (6,9%), germacreno-D (6,9%) e dilapiol (6,3%) como principais constituintes encontrados
nos 6leos de P. aduncum. Segundo Maia et al. (1998), o 6leo essencial de P. aduncum apresenta
excelente rendimento (2,5 a 3,5%) e € rico em dilapiol com porcentagens que varia de 31,5 a

91,1% na constituicdo quimica do 6leo.
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Para as espécies P. hispidinervum e P. callosum foram identificados como componentes

majoritarios o fenilpropandide safrol como constituinte presente em maior quantidade no dleo,

com percentuais correspondentes a (79,96%) e (83,61%), respectivamente. Estes resultados

aproximam-se com os descritos na literatura, pois as pesquisas mostram que na regido amazo-

nica o 6leo essencial
2009). Machado et al

de pimenta-longa é constituido por mais de 90% de safrol (Lima et al.

. (2013) detectaram mais de 90% do componente safrol no 6leo essencial

de pimenta-longa e resultados proximos a este trabalho foram obtidos por Maia et al. (1987)

(82%); e Lima et al. (2009b) (82,0%) e em baixas concentragdes o a-pineno (0,6%), 5-3-careno
(1,4%) e a-terpinoleno (13,5%).

Figura 4. Componentes
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Figura 5. Componentes majoritarios presentes no 6leo essencial de Piper callosum analisado por cromatografia

gasosa acoplado a espectrometria de massa CG/MS.
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A composicao quimica dos 0leos essenciais varia conforme as espécies. Em estudo, P.
hispidum o m-miceno (56,53%) e o y-terpineno (26,88%) foram os compostos mais abuntantes.
Chaves et al. (2013), constataram como constituintes majoritarios o a-terpineno (34,2%), se-
guido do p-cimeno (17,1%), terpinoleno (8,0%) ¢ a-selineno (6,3%). J& Facundo et al. (2008),
em anélise do dleo essencial das raizes de P. hispidum, constataram como como constituintes

majoritarios o dilapiol (57,5%), a elemicina (24,5%) e o apiol (10,2%).
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Figura 6. Componentes majoritarios presentes no 6leo essencial de Piper hispidum analisado por cromatografia
gasosa acoplado a espec-trometria de massa CG/MS.

Os principais componentes detectados em Piper marginatum foram biciclo [4.1.0] hept
-3-en0,3,7,7-trimetil (41,23%), B-cis-ocimene (11,38%), cariofileno (12,72%) e elimicina
(25,6%). Estes resultados diferem do encontrado por Nascimento (2011), que detectou os com-

ponentes a-copaeno e 3,4-(metilenodioxi) propiofenona como componentes mais abundantes

no 6leo.
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Figura 7. Componentes majoritarios presentes no éleo essencial de Piper marginatum analisa-do por cromato-
grafia gasosa acoplado a espectrometria de massa CG/MS.
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Verifica-se que os resultados quanto a composicao quimica dos 6leos essenciais ndo séo
uniformes. Isto pode ser atribuido a diversidade genética das espécies. Outros fatores que tam-
bém podem ser considerados sdo: a idade foliar da planta, as variaveis ambientais e a forma de
extracao dos 6leos essenciais (Facundo et al. 2008b). Algumas espécies do género Piper, sdo
ricas em 0Oleos essenciais com importantes atividades bioldgicas (Oliveira et al. 2013), sdo lar-
gamente encontradas na Amazonia e apresentam atividade bioldgica reconhecida, como fungi-
cida (Bastos, 1997) e bactericida (Brazéo et al. 2014), o que despertou o interesse na identifi-
cacdo de novos compostos destas espécies devido a diversas substancias biologicamente ativas
(Santos et al. 2010)

5.2.1dentificacdo dos componentes majoritarios do 6leo essencial de Lippia spp.

Os resultados obtidos por CG/MS para o0s 6leos essenciais das espécies de Lippia spp.
estdo apresentados nas figuras 8, 9 e 10. Para L. alba o majoritario foi o carvone com 96,2%.
A espécie L. alba apresenta certa particularidade, uma vez que a composi¢do quimica do 6leo
essencial difere quantitativa e qualitativamente, o que permite que elas sejam separadas em

quimiotipos I, Il e 111, segundo Tavares et al. (2005).
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Figura 8. Componentes majoritarios presentes no 6leo essencial de Lippia alba analisado por cromatografia ga-
sosa acoplado a espectrometria de massa CG/MS
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Lippia gracilis Schauer.
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Figura 9. Componentes majoritarios presentes no 6leo essencial de Lippia gracilis analisado por cromatografia
gasosa acoplado a espectrometria de massa CG/MS.

L. gracilis apresentou como componentes majoritarios p-Mentha-1,4(8) -diene (5,49%),
timol (9,48%) e carvacrol (84,98%), respectivamente. Estes resultados esta de acordo com 0s
descritos na literatura, que comprovam os constituintes volateis timol e carvacrol da espécie L.
gracilis, como principais compostos do 6leo essencial desta espécie (Gomes et al. 2011). Para
L. sidoide, os principais constituintes foram o o-cimeno (29,99%), timol (14,55%), cineol
(13,18%), cariofileno (12,52%), p-Mentha-1,3,8-trieno (6,68%), entre outros compostos com

percentuais inferiores a 2%.
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Figura 10. Componentes majoritarios presentes no 0leo essencial de Lippia sidoides analisado por cromatografia
gasosa acoplado a espectrometria de massa CG/MS.
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5.3.Inibicdo do crescimento micelial de Colletotricum theobromicola submetido aos
6leos essenciais de Piper spp.

Todos os 6leos essenciais testados, independente das concentragdes utilizadas apresen-
taram atividade inibitoria sobre o crescimento micelial de C. theobromicola. No entanto, apenas
0s 6leos das espécies P. marginatum, P. hispidinervum e P. callosum nas maiores concentracdes
0,5% e 1% inibiu totalmente o crescimento micelial do patégeno, com valores de didmetro das
colonias de 0,90 cm. No tratamento controle o crescimento micelial obteve valores de diametro
da col6nia fungica superior a sete cm de didmetro, enquanto os tratamentos com as respectivas
concentragdes o crescimento micelial reduziu gradativamente conforme ao aumento da concen-
tracdo (0,1; 0,2; 0,5 e 1%).
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Figura 11. Analise de regressdo da Inibicdo do crescimento micelial de Colletotrcum theobromicola submetido a
diferentes concentragdes (0, 0,1; 0,2; 0,5; e 1%) dos 6leos essenciais de Piper spp. A - C. theobromicola submetido
ao 0Oleo essencial de Piper aduncum; B - C. theobromicola submetido ao 6leo essencial de P. marginatum; C - C.
theobromicola submetido ao 6leo essencial de P. callosum; D - C. theobromicola submetido ao 6leo essencial de
P. hispidum; E - C. theobromicola submetido ao 6leo essencial de P. hispidinervum.
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Esses resultados corroboram com os obtidos por Nascimento et al. (2006) que observa-
ram uma tendéncia na reducdo da colénia de Fusarium solani f. sp. glycines quando submetido
aos Oleos de alecrim, anis, cedro e copaiba, nas doses 0, 25, 50, 75 e 100 puL/L. A tabela 2
mostra o didmetro da colonia de C. thebromicola submetido a diferentes concentracdes dos
6leos essenciais apos sete dias de avaliagdo. O fungo sob acdo do 6leo de P. aduncum nas
concentragdes 0,1%; 0,2% 0,5% e 1% apresentou didmetro de colonia 3,1; 3,3; 2,7 e 2,7 cm,
ndo diferindo significativamente entre as concentracdes. As espécies P. callosum, P. hispidi-
nervum e Piper marginatum a partir da concentracdo 0,2% o didametro da col6nia reduziu a

menos de 2 cm.

Tabela 2. Didmetro da coldnia de Colletotricum theobromicola submetido as concentrac@es de 6leos essenciais de Piper spp.

Diametro da coldnia (cm)

Concentracbes Piper adun-  Piper callo-  Piper hispidiner-  Piper hispi-  pjper margi-

(%) cum sum vum dum natum

0 7,92aA 7,92aA 7,95aA 7,95aA 7,92aA
0,1 3,10aB 4,07aB 1,62bB 5,99cB 2,87aB
0,2 3,31aB 1,75bC 1,07bB 4,49cC 0,94bC
0,5 2,75aB 0,90bD 0,90bB 2,66aD 0,90bC
1,0 2,76aB 0,90bD 0,90bB 1,94cD 0,90bC

CV% 9,36

a, b — Para cada espécie, médias das concentracfes seguidas da mesma letra mintscula ndo difere significativamente entre si;
A, B — Para cada concentragdo, médias das espécies seguidas de mesma letra mailscula ndo difere significativamente entre si;
segundo o teste de Tukey a 5% de significancia.

Ferreira et al. (2012), verificaram que os 6leos vegetais de Astrocaryum murumuru
Mart. (murmurt), Oenocarpus bataua Mart. (pataud) e Mauritia flexousa L. (buriti) influenci-
aram no desenvolvimento de Fusarium solani, pois o patégeno obteve menor indice de cresci-
mento micelial (IVCM), quando submetido ao meio de cultura contendo o éleo de (murmura),
com crescimento em média de 2,11 cm.dia®, seguido de pataua com 2,25 cm dia™.

Na pesquisa de Silva e Bastos (2007), a atividade fungitoxica do o6leo essencial de 10
especies de Piper coletadas na regido Amazonica foi avaliada sobre o crescimento micelial,
de Moniliophtora perniciosa (Stahel) Aime & Phillips — Mora, Phytophthora palmivora (Bu-
tler) Buther e P. capsici. Os 6leos mais efetivos que inibiram em 100% o crescimento dos trés
fungos foram os de P. callosum, P. marginatum var. anisatum e P. enckea, nas concentragdes
de 0,75puL/mL e 1pL/mL.
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Em relagéo ao percentual de inibigdo do crescimento micelial (PIC), no tratamento com
0 0Oleo essencial de P. aduncum nas diferentes concentragdes (0,1; 0,2; 0;5 e 1%), verificou-se
mais de 50% de inibicdo do fungo a partir da menor concentragdo, com valores percentuais de
60,84; 58,19%; 65,27% e 65,14%, respectivamente, ndo diferindo estatisticamente entre si. As-
sim ocorreu para a espécie P. marginatum e P. callosum que a partir da concentracdo 0,2% a
1,0% apresentou inibicdo superior a 80%, também ndo diferindo estatisticamente os valores
entre as concentracoes.

Valadares et al. (2018) também constataram efeitos positivos utilizando o 6leo de P.
aduncum, em doses acima de 10 pL, seus valores de inibigdo estavam acima de 95% contra o
fungo fitopatogénico Sclerotinia sclerotiorum obtendo os mesmos resultados com aplicagdo do

fungicida comercial Frowncide 500 SC.
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Figura 12. Porcentagem de inibi¢&o do crescimento micelial (PIC) de Colletotrchum theobromicola submetido a
diferentes concentracdes (0, 0,1; 0,2; 0,5; e 1%) dos 6leos essenciais de Piper spp. a, b — Para cada espécie, médias
das concen concentragdes seguidas da mesma letra mintscula ndo difere significativamente entre si; A, B — Para
cada concentracdo, médias das espécies seguidas de mesma letra maitscula ndo difere significativamente entre si;
segundo o teste de Tukey a 5% de significancia.

As espécies P. hispidinervum e P. hispidum o efeito antifingico dos 6leos essenciais
apresentaram comportamento semelhantes, onde a concentracdo 1% demostraram mais desta-
que, pois proporcionou inibi¢do do crescimento superior a 70%. Morandim et al. (2010), rela-

taram a alta atividade antiflngica dos 6leos essenciais de P. aduncum e P. tuberculatum contra
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o fungo Cladosporium cladosporioides (Fresenius) de Vries e C. sphaerospermum Penzing, na
concentragdo 10 pg mL™. Os autores sugerem que a propriedade antimicrobiana do 6leo é de-
vido ao constituinte safrol, substancia mais abundante no oleo.

A atividade antifungica dos respectivos 6leos essenciais pode ter sido influenciada pela
presenca de varios compostos quimicos ou pela a¢do de um Unico composto presente nos 6leos
essenciais de Piper spp. Alguns autores associam o efeito fungitdxico ao constituinte presente
em maior quantidade. Hanada et al. (2004) explicam que o efeito inibitorio do 6leo essencial
de P. hispidinervum em Mycosphaerella fijiensis Morolet na inibicdoda germinacéo de conidios

é devido a presenca de componente safrol encontrado no dleo.

Tabela 3. Porcentagem de inibigéo do crescimento micelial (PIC) do crescimento micelial de Colletotrchum. theobromicola
submetido a diferentes concentrag@es (0, 0,1; 0,2; 0,5; e 1%) dos dleos essenciais de Piper spp

Porcentagem de inibi¢&o do crescimento micelial (%)

Concentragoes Piper adun-  Pipercallo-  Piper hispidiner-  Piper hispi-  Piper margi-
(%) cum sum vum dum natum
0 **k%k *k*k **k%k *k*k *kx
0,1 60,84aA 48,59bA 45,86bA 24,41cA 63,76aA
0,2 58,19aA 77,88cB 65,61aB 43,32bB 88,13cB
0,5 65,27aA 88,63bC 68,15aB 66,38aC 88,63bB
1,0 65,14aA 88,63cC 72,58bB 75,53bC 88,63cB
CV % 9,64

a, b — Para cada espécie, médias das concentragdes seguidas da mesma letra mintscula ndo difere significativamente entre si;
A, B — Para cada concentracdo, médias das espécies seguidas de mesma letra maitscula ndo difere significativamente entre si;
segundo o teste de tukey a 5% de significancia.

Diante destes resultados, alguns fatores importantes séo levados em consideragéo para
a utilizacdo do 6leo essencial de Piper spp., no manejo alternativo de doencgas em plantas. Pois,
estas espécies apresentam ocorréncia espontanea na natureza; apresenta ciclo vegetativo relati-
vamente curto, suporta solos &cidos e de baixa fertilidade, é de facil propagacéao vegetativa, tem
capacidade de adaptacgdo a diferentes ambientes e apresenta um alto teor de 6leo essencial em

relacdo a outras espécies aromaticas (Gaia et al. 2010).
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5.4.Inibicdo do crescimento micelial de Colletotricum theobromicola submetido aos
6leos essenciais de Lippia spp.

Todos os 6leos essenciais testados, independente das concentragdes apresentaram ativi-
dade inibitoria sobre o crescimento micelial de C. theobromicola quando submetidos aos 6leos
essenciais de Lippia spp. Os graficos abaixo mostra a relacao siginificativa entre concentracéo-

crescimento.
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Figura 13. Anélise de regressdo da Inibi¢do do crescimento micelial de Colletotrcum theobromicola subme-
tido a diferentes concentragdes (0, 0,1; 0,2; 0,5; e 1%) dos 6leos essenciais de Lippia spp.
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O efeito fungicida/ou fungistatico dos 6leos essenciais esta ligado a composi¢ao quimica
e as concentragdes utilizada em casa estudo. A maior atividade antifingica do 6leo essencial
pode ser atribuida a alguns componentes menores resultantes de um efeito sinérgico (Adegoke
et al. 2000) ou daquele componente que esta presente em maior quantidade. No manejo alter-
nativo de C. musae, agente causador da antracnose em banana, Oliveira et al. (2016), consta-
taram que o 6leo essencial de Lippia sidoides, Caryophillus aromaticus L. e Eucalyptus citrio-
dora Hook em todas as concentracdes testadas foram efetivas em inibir o crescimento do pato-
geno em 100 %.

Os 6leos essenciais de quatro quimiotipos de Lippia alba caracterizados por seus com-
postos majoritarios, canfora, linalol e canfora/1,8 cineol, nas concentra¢des 0,1; 0,5; 1,0; 1,5 €
2,0 uL mL* foram avaliados sobre Alternaria solani Sorauer, patdgeno que causa a queima em
tomate (Lycopersicon esculentum Mill). O 6leo que apresentou o citral como compenente ma-
joritario teve maior agdo sobre o fitopatogeno a partir da concentragdo 0,5 uL. mL  (Tomazoni
et al. 2016).

Em relacéo ao percentual de inibicdo do crescimento micelial (PIC) (Gréafico 14), todas
as espécies de Lippia spp., a partir da concentracdo 0,2 % apresentam PIC acima de 50% de
inibicdo. Lippia alba foi a espécie que mais se destacou, com valores de inibigdo 80,15; 88,33;
88,33% nas concentragdes (0,2; 0,5 e 1%), ja Souza Junior et al. (2009) usando o 6leo essencial
de L. sidoides no controle do C. gloeosporioides em maracujazeiro, obtiveram 100% de inibigcdo
do crescimento micelial e Fernandes et al. (2015) com o 6leo essecial de L. gracilis sobre Mo-
nosporasccus cannonballus Pollack & Uecker nas trés concentragdes testadas (255, 340 e 425

ppm) foi eficientes em inibir totalmente o fungo.
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Figura 14. Porcentagem de inibi¢cdo do crescimento micelial (PIC) do crescimento micelial de Colletotrchum
theobromicola submetido a diferentes concentraces (0, 0,1; 0,2; 0,5; e 1%) dos 6leos essenciais de Lippia spp.
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De acordo com Silva et al. (2003), a atividade dos 6leos essenciais sobre fitopatdgenos
tem relacdo com sua propriedade hidrofobica, uma vez que em contato com 0s organismos
patogénicos causa distarbios fisioldgicos a nivel celular, alterando a permeabilidade das mem-
branas celulares e expondo suas organela as intempéries do meio. Logo os 6leos essenciais
podem ser explorados como tratamento para 0 manejo de doengas de planta, pois contribui na
eliminacdo da disseminacdo de fungos, na supressdo do crescimento micelial, esporos, germi-
nacao e alongamento do tubo germinativo, contribuindo para limitar a propagacao do patdgeno

no ambiente Soylu et al. (2010).

5.5. Efeito dos 6leos essenciais na germinacao de conidios de Colletotricum theobromi-
cola

Em relacdo ao percentual de inibicdo da germinacdo de conidios para as espécies Piper
ssp. P. callosum demostrou melhores resultados, pois a partir da menor concentracdo (0,1%)
houve 100% de inibicdo da germinacdo de conidios. Em seguida destaca-se P. hispidum com
inibicdo de 95,5; 95,7 e 100%, nas concentracGes 0,1; 0,2; 0,5%. Dentre as espécies a que apre-
sentou menor poder de inibicdo da germinacgdo de conidios foi P. hispidinervum, com percen-
tuais correspondentes a 34,8 (0,1%) e 52,2 (0,2%).

Tabela 4. Porcentagem de inibicdo da germinacdo de conidios de Colletotrichum theobromicola submetido as
diferentes concentracdes dos 0leos essenciais de Piper spp.

Porcentagem de inibicdo da germinacgao de conidios (%)

Concentragoes Piper adun-  Piper callo-  Piper hispidiner-  Piper hispi-  Piper margi-
(%) cum sum vum dum natum
O *k%k *k%k *kk *%k% *k%k
0,1 60,01aA 100bA 34,86¢CA 92,58bA 88,78bA
0,2 86,16aB 100bA 52,26¢cB 95,70aA 100bB
0,5 93,61aC 100aA 65,11bC 100aA 100aB
1,0 100aC 100aA 80,95bD 100aA 100aB
CV % 7,45

a, b — Para cada espécie, médias das concentra¢des seguidas da mesma letra minGscula ndo difere significativamente entre si.
A, B — Para cada concentragdo, médias das espécies seguidas de mesma letra maitscula ndo difere significativamente entre si;
segundo o teste de tukey a 5% de significancia.
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Pesquisas desenvolvidas por Andrade e Vieira (2016), na qual avaliou o efeito fungis-
tatico dos Gleos essenciais de alecrim, menta, capim-limdo, anis, arvore-cha e canela sobre o
fungo C. gloeosporioides, causador da antracnose do mamoeiro, foi constatado que a taxa de
germinacdo dos conidios decresceu com 0 aumento das concentracdes testadas. Os 6leos essen-
ciais (10pL) de capim-limdo e anis apresentaram os maiores efeitos negativos sobre a germina-
¢ao do respectivo fungo com inibicéo de 38,6% e 39,4%.

Nascimento et al. (2019), avaliaram a acdo do 6leo das sementes de Carapa guianensis
Aublet e C. vasquezii Kenfack no crescimento micelial e germinacéo de conidios de A.flavus,
A. niger van Tieggh e Fusarium oxysporum Schlectendal Emend. Snyder & Hansen e consta-
taram efeitos inibitorios na germinagdo de conidios usando a concentragdo 125 uL.mL~ ! dos
o0leos. Os autores observaram ainda mudancas estruturais na agregacao e encurtamento dos tu-
bos germinativos dos fungos apds o tratamento com os 6leos.

Para as espécies Lippia spp., a espécie que apresentaram melhores percentuais de inibi-
cao da germinacdo foi L. alba, levando total inibicdo da germinacdo de conidios a partir da
concentracdo 0,1%. Em seguida, destaca-se L. gracilis com inibicdo de 100% da germinacgéo
nas concentracdes (0,2; 0,5 1%). E importante ressaltar que todas as espécies de Lippia spp.,
nas respectivas concentracdes em estudos revelaram potencial de inibicdo de esporos acima de
85%.

Tabela 4. 1 Porcentagem de inibi¢do da germinacdo de conidios de Colletotrichum theobromicola submetido as
diferentes concentrac@es dos 6leos essenciais de Lippia spp.

Concentracoes o o . o

(%) Lippia alba Lippia gracillis Lippia sidoides
O *k*k *kk *kk
0,1 100aA 88,36bA 85,48bA
0,2 100aA 100aB 85,76bA
0,5 100aA 100aB 100aB
1,0 100aA 100aB 100aB
CV% 3,05

a, b — Para cada espécie, médias das concentra¢des seguidas da mesma letra mintscula ndo difere significativamente entre si.
A, B — Para cada concentracdo, médias das espécies seguidas de mesma letra maitscula nédo difere significativamente entre si;
segundo o teste de tukey a 5% de significancia.
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Souza Junior et al. (2009) constataram que os 6leos essenciais de L. sidoides, Ocimum
gratissimum L., L. citriodora Kunth, C. citratus e Psidium guayava var. pomifera L.) em todas
as concentragdes testadas (1pL mL?, 3uL mL?, SpL mL?* e 10uL mL™?) inibiram em 100% a
germinacdo dos esporos de C. gloeosporioides. O mesmo efeito fungitdxico ocorreu com C.
musae, onde o 6leo essencial de P. aduncum (100 e 150 pug mL™) levou a total inibicdo da
germinacdo de conidios (Bastos e Albuquerque 2004).

Através de pesquisas in vitro onde demostram a reducao significativa do crescimento
micelial e inibicdo da producdo de esporos pode-se identificar o potencial dos 6leos no controle
de fungos fitopatogénicos e assim inferir a redugéo da fonte de inoculo do patdgeno em campo
e consequentemente reduzir ou controlar o desenvolvimento da doenca nas plantas (Soylu et al.
2007).

5.6.Avaliacao do efeito dos 6leos essenciais na morfologia de hifas de Colletotrichum
theobromicola SEM

Observacdes de microscopia eletronica de varredura de hifas de C. theobromicola ex-
postas a concentracdo mais efetiva dos 6leos (1%) mostraram alteracfes na morfologia das hifas
em comparacdo com hifas que ndo foram submetidas aos 6leos essenciais (Figura 3). No con-
trole as hifas apresentaram estruturais normais, com superficies lisas e alongadas. J& aquelas
hifas que receberam os tratamentos com 6leos essenciais as hifas demostraram morfologia de-
gradadas, enrugadas e células murchas, com pouco crescimento do patdgeno e auséncia de co-
nidios.

Li et al. (2017) observaram efeito semelhante ao encontrado neste estudo, onde avalia-
ram o efeito do 6leo essencial de Melaleuca alternifélia ( Maiden & Betche) Cheel sobre mi-
célios de Botrytis cinerea (De Bary) Whetzel e Penicillium expansum Link, os autores consta-
taram que as amostras controle exibiram morfologia normal e uniformes das hifas, enquanto
que as hifas expostas a 6leo essencial M. alternifélia exibiram uma perda de linearidade, pare-
cendo encolhidas e distorcidas, e tinham superficies verrugas ou enrugadas.

Embora muitos estudos relataram que os 6leos essenciais podem agir de maneira dife-
rente dependendo do patdgeno, poucos se concentraram nos mecanismos subjacentes a esses
efeitos (Li et al. 2016). As observagdes feitas com microscopia de luz e eletronica estdo de
acordo com estudos anteriores em que Gleos essenciais causaram alteracbes morfologicas nas
hifas fungicas (Romagnoli et al. 2005; Soylu et al. 2006; Rasooli et al. 2006; Shao et al. 2013;
Tao et al. 2014).
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Figura 15. Imagens de microscopia eletrdnica de varredura de morfologia de hifas Colletotrichum theobromicola.
A - controle - hifas normais. B - hifas expostas ao 6leo essencial de Lippia alba. C - hifas expostas ao 6leo essencial
de Lippia alba (2). D - hifas expostas ao 6leo essencial de Lippia gracilis. E - hifas expostas ao dleo essencial de
Lippia sidoides. F - hifas expostas ao 6leo essencial de Piper aduncum. G - hifas expostas ao 6leo essencial de
Piper marginatum. H - hifas expostas ao 6leo essencial de Piper callosum. | - hifas expostas ao 6leo essencial de
Piper hispidum.
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Trabalhos de Soylu et al. (2010) observaram que hifas de B. cinerea expostas aos 6leos
essenciais de orégano (Origanum syriacum L. var. Bevanii), lavanda (Lavandula stoechas L.
var. Stoechas) e alecrim (Rosmarinus officinalis L.) levam a degeneraces morfologicas das
hifas fangicas, coagulacdo citoplasmatica, vazamento do protoplasma e perda de conidiacao.
Efeitos semelhantes em hifas de S. sclerotiorum (Lib.) De Bary., expostos as concentracfes de
6leos de orégano e erva-doce (Foeniculum vulgare Mill) mostraram alteracGes degenerativas
da hifa, células murcharam, auséncia de citoplasma, padrdo incomum de crescimento de hifas,

bem como altera¢des na forma da célula e no tamanho (Soylu et al. 2007).

5.7.Efeito dos 6leos essenciais na incidéncia e na severidade da doenca

De acordo com os resultados referentes ao efeito dos 6leos essenciais na incidéncia da
antracnose na cebolinha, constatou-se que os tratamentos utilizando 6leos essenciais reduziu a
incidéncia da doenca em campo. Observa-se no gréafico 15 que os dleos essenciais de P. adun-
cum, seguida por P. marginatum e L. alba (1%) constatou apenas 10, 30 e 45% de incidéncia
em campo. Na pesquisa in vitro é importante salientar que todos os 6leos essenciais em estudo
apresentaram algum efeito limitante ao desenvolvimento do patégeno.

No experimento in vivo observa-se que 6leos essenciais de L. sidoides, L. gracillis e P.
hispidinervum n&o apresentaram resultados satisfatério na reducéo da incidéncia da antracnose,
pois a doenca atingiu niveis percentuais 75; 60 e 80% de incidéncia. Estes resultados foram
contréarios aos avaliados em in vitro, pois 0 6leo essencial destas espécies demostraram alta
eficacia na inibicdo do crescimento micelial e na inibicdo da germinacao de conidios do fungo.

Bastos e Albuquerque (2004) constataram que o 6leo essencial de P. aduncum L., no
manejo da antracnose da banana foi tdo eficiente quanto o tratamento com fungicida benomil.
Os autores constataram que o melhor desempenho para o controle da doenca foi obtido com o
0leo a 1,0%. Estes resultados colaboram com este estudo na qual o 6leo essencial de P. aduncum

reduziu a incidéncia da doenga a 30%.
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Figura 16. Incidéncia da antracnose em plantas de ceblinha (Allium fistulosum L.). 1 —4gua; 2 — aplicacdo somente
com a suspensdo de esporos; 3 — fungicida; - 4 — aplicacdo do 6leo essencial de Lippia sidoides; 5 — aplicagdo com
0leo essencial de L. graciilis; 6 - aplicacdo com éleo essencial de L. alba ; 7 —aplicacdo com 6leo essencial Piper
hispidinervum; 8 — aplicacdo do dleo essencial P. marginatum; 9 — aplicacdo com 6leo essencial de P. aducum.

Quanto a severdidade da doenca, plantas tratadas com os 6leos essenciais de P. adun-
cum, P. marginatum e L. alba mostraram reducédo da lesdo causada por C. theobromicola com
nota 1 e 2 na escala, ou seja, os tratamentos proporcionaram folhas limpas, com alguns pontos
cloréticos ou pequenas lesbes cloroticas-necroticas nas pontas das folhas ndo interferindo o
desenvolvimento da planta. Em comparagdo com o controle (T2) e com a aplicacdo com 6leo
de P. hispidinervum observaram-se folhas com lesdes necroticas em 70% da areas foliar e com
bastante acérvulos nas folhas o que afetou drasticamente o crescimento da planta, reduzindo a

massa fresca e 0 comprimento das cebolinhas.
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Grafico 1. Severidade da antracnose em plantas de ceblinha (Allium fistulosum L.). 1 —4gua; 2 — aplicagdo somente com a
suspensdo de esporos; 3 — fungicida; - 4 — aplicacdo do 6leo essencial de Lippia sidoides; 5 — aplicacdo com dleo essencial de
L. graciilis; 6 - aplicagdo com 6leo essencial de L. alba; 7 — aplicagdo com 6leo essencial Piper hispidinervum; 8 — aplicacéo
do 6leo essencial P. marginatum; 9 — aplicagdo com 6leo essencial de P. aducum.

5.8.Analise biométrica e da biomassa da cebolinha

As cebolinhas tratadas com 6leos essenciais de P. aduncum, P. marginatum, L. alba e
com o fungicida tiveram incrementos na massa fresca e apresentaram maior comprimento da
planta (33,8; 33,0; 36,1 e 40 cm). A aplicacdo preventiva com estes tratamentos protegeram as
plantas da acdo danosa do patdégeno C.theobromicola, proporcionando desenvolvimento normal
a planta e consequentemente obtendo plantas sadias e vigosas.

Em relacédo ao tratamento controle as plantas apresentam enrolamento, curvatura e ama-
relecimento das folhas sintoma caracteristico da antracnose, exibiram, ao longo dos dias, man-
chas deprimidas e com a presenca de acérvulos. Santana (2015), corraboram com estes resul-
tados, pois constatou que hidrolados de pimenta-longa e macaporanga proporcionaram bom
desenvolvimento em cebolinha. Mas, o tratamento controle apresentou reducao da parte aérea,

reducdo da emisséo de novas raizes e presenca de manchas foliares deprimidas.
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Tabela 4. 2. Anélise da matéria fresca, matéria seca e comprimento das plantas apds a colheita. 1 —agua; 2 — aplicacéo so-
mente com a suspenséo de esporos; 3 —fungicida; - 4 — aplicacdo do 6leo essencial de L. sidoides; 5 — aplicacdo com 6leo
essencial de L. graciilis; 6 - aplicacdo com 6leo essencial de L. alba; 7 — aplicacdo com dleo essencial P.hispidinervum; 8 —
aplicacdo do 6leo essencial P. marginatum; 9 — aplicagdo com 6leo essencial de P. aducum.

Tratamentos Materia fresca (g) Materia seca (g) Comprimento da planta (cm)
1 11,04ab 3,29a 39,20a
2 5,91c 1,86b 17,14c
3 10,86ab 3,24a 39,46a
4 10,25b 3,26a 31,21b
5 6,55¢ 3,57a 33,82ab
6 10,98ab 3,76a 33,08ab
7 6,40c 2,45b 16,60c
8 11,86ab 3,29a 36,14ab
9 12,60a 3,52a 40,08a
CV(%) 9,66 11,1 11,33

a, b — Para cada tratamento, médias das concentragdes seguidas da mesma letra mintscula ndo difere significativamente entre
si, segundo o Teste de Tukey a 5% de significancia.
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6. CONCLUSAO

A maior atividade in vitro contra C. theobromicola foi demonstrada pelos éleos de P. cal-
losum, Piper marginatum e Piper hispidinervum, Lippia alba e L. gracilis em concentracdes
de 0,2% a 1%.

Os oleos essenciais de Piper callosum e Lippia alba em todas as concentracGes testadas
inibiram completamente a germinacao de conidios de C. theobromicola.

A suscetibilidade de C. theobromicola foi diferenciada e dependeu do tipo do 6leo essencial
em estudo e da concentracgdo testada.

Os 6leos de P. aduncum, P. callosum e L. alba reduziu a incidéncia e a severidade da an-
tracnose, proporcionando plantas mais vigosas e sadias.

Concluimos que estes produtos podem ser usados como produtos alternativos aos fungici-
das sintéeticos contra o fungo C. theobromicola, abrindo perspectiva para aplicacdo destes

resultados na agricultura.
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