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RESUMO

As doencas causadas por fungos fitopatogénicos ocasionam impactos significativos
na agricultura mundial e problemas econémicos devido as perdas durante todas as
etapas da producdo. A busca por Oleos vegetais a serem utilizados no controle
fitossanitario vém sendo expandida como tentativa de encontrar novos produtos
alternativos para o controle das doencas de plantas. Assim, objetivou-se com o
presente trabalho avaliar o efeito in vitro dos Oleos fixos de Annona coriacea,
Copaifera luetzelburgii, Lippia lasiocalycina e Croton zehntneri sobre o crescimento
micelial e germinacdo de conidios de Colletotrichum siamense, Colletotrichum
truncatum, Fusarium sacchari, Fusarium udum, Thielaviopsis ethacetica e
Lasiodiplodia theobromae. Para o experimento de crescimento fungico, os 6leos
fixos foram incorporados ao meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar) e vertidos
em placas de Petri. Os tratamentos foram compostos por diferentes doses 0.5, 1.0,
2.0 e 3.0 pL mL™ para o 6leo de A. coriacea, e para os demais 6leos foram usadas
as doses 2, 20, 200 e 2000 pug mL™. As placas foram inoculadas no centro com
discos fungicos de 5 mm e mantidas a 28 + 2 °C com fotoperiodo de 12 h em estufa
incubadora. O experimento de crescimento fungico foi dividido em quatro etapas,
onde foi avaliado um 6leo contra todos os fungos a cada etapa. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com esquema fatorial
envolvendo 1 éleo x 4 doses x 6 fungos + 1 controle, com cinco repeti¢fes. Ao final
desse experimento foi calculada a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial
(PICM). Posteriormente, foi realizado o experimento de germinagcdo de conidios a
partir de novas placas repicadas para a obtencdo de conidios. Esse experimento foi
dividido em cinco etapas, onde cada fungo que produziu conidios foi avaliado contra
todos os 6leos fixos a cada etapa. O delineamento experimental utilizado nesse
experimento foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial envolvendo 1
fungo x 4 6leos x 4 doses + 1 controle negativo e 1 controle positivo, com trés
repeticdes (sendo cada repeticéo representada por 1 poco da placa). Em seguida foi
possivel calcular a porcentagem de inibicdo de germinacdo (PIG). Todos os 6leos
testados, mesmo que em apenas algumas das doses, exerceram inibicdo sobre o
crescimento micelial e germinacdo de conidios dos fungos avaliados. O 6leo de A.
coriacea obteve maior PICM, de 43,77%, em C. truncatum e maior PIG de 93,70%
em T. ethacetica. Os melhores resultados para o 6leo de C. luetzelburgii foram PICM
de 72,44% em T. ethacetica e PIG de 100% em C. truncatum. T. ethacetica foi o
mais eficientemente controlado pelos 6leos de L. lasiocalycina e C. zehntneri com
PICM de 100% / PIG de 97,25% e PICM de 87,33% / PIG de 94,89%,
respectivamente. Diante do exposto, os quatro o6leos estudados demonstraram
potencial no controle dos fungos, sendo T. ethacetica o mais eficientemente
controlado, tanto no crescimento micelial, quanto na germinagéo dos conidios. Isso
demonstra o potencial desses 0Oleos e a possibilidade de serem utilizados em
estudos de controle alternativo de fungos fitopatogénicos.

Palavras-chave: Atividade antifungica, fungicida natural, potencial fungitoxico.
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ABSTRACT

Diseases caused by phytopathogenic fungi cause significant impacts on world
agriculture and economic problems due to losses during all stages of production. The
search for vegetable oils to be used in phytosanitary control has been expanded in
an attempt to find new alternative products for the control of plant diseases. Thus, the
aim of this study was to evaluate the in vitro effect of the fixed oils of Annona
coriacea, Copaifera luetzelburgii, Lippia lasiocalycina and Croton zehntneri on
mycelial growth and conidia germination of Colletotrichum siamense, Colletotrichum
truncatum, Fusarium sacchari, Fusarium udum, Thielaviopsis ethacetica and
Lasiodiplodia theobromae. For the fungal growth experiment, the fixed oils were
incorporated into the culture medium PDA (Potato-Dextrose-Agar) and poured into
Petri dishes. The treatments consisted of different doses 0.5, 1.0, 2.0 and 3.0 puL mL~
! for A. coriacea oil, and for the other oils, doses 2, 20, 200 and 2000 pug mL™ were
used. The plates were inoculated in the center with 5 mm fungal discs and
maintained at 28 + 2 ° C with a 12 h photoperiod in an incubator. The fungal growth
experiment was divided into four stages, where an oil was evaluated against all fungi
at each stage. The experimental design used was completely randomized (CRD) with
a factorial scheme involving 1 oil x 4 doses x 6 fungi + 1 control, with five replications.
At the end of this experiment, the percentage of mycelial growth inhibition (PMGI)
was calculated. Subsequently, the conidia germination experiment was carried out
from new peaked plates to obtain conidia. This experiment was divided into five
stages, where each fungus that produced conidia was evaluated against all fixed oils
at each stage. The experimental design used in this experiment was completely
randomized (CRD) in a factorial scheme involving 1 fungus x 4 oils x 4 doses + 1
negative control and 1 positive control, with three repetitions (each repetition
represented by 1 well of the plate). Then it was possible to calculate the germination
inhibition percentage (GIP). All oils tested, even if only in some doses, inhibited
mycelial growth and conidia germination of the evaluated fungi. A. coriacea oll
obtained the highest PMGI, of 43.77%, in C. truncatum and the highest GIP of
93.70% in T. ethacetica. The best results for C. luetzelburgii oil were 72.44% PMGI in
T. ethacetica and 100% GIP in C. truncatum. T. ethacetica was the most efficiently
controlled by the oils of L. lasiocalycina and C. zehntneri with PMGI of 100% / GIP of
97.25% and PMGI of 87.33% / GIP of 94.89%, respectively. In view of the above, the
four oils studied demonstrated potential in the control of fungi, with T. ethacetica
being the most efficiently controlled, both in mycelial growth and in the conidia
germination. This demonstrates the potential of these oils and the possibility of being
used in studies of alternative control of phytopathogenic fungi.

Keywords: Antifungal activity, natural fungicide, fungitoxic potential.
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1 INTRODUCAO

Em todo o mundo as producbes agricolas de diversas culturas enfrentam
varios problemas ocasionados por agentes bidticos como virus, bactérias, fungos,
oomicetos, insetos etc. As doencas causadas por fungos fitopatogénicos, por
exemplo, geram perdas econdmicas afetando a produtividade e a qualidade dos
produtos. Estas perdas sdo menores em paises desenvolvidos e maiores em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento, onde estima-se reducdo média de 30 a
40% de todas as culturas produzidas mundialmente e mais de 10% de perdas pos-
colheita (FLOOD, 2010; BEBBER; GURR, 2015; BERGAMIN FILHO; AMORIM,
2018).

O controle de muitas doencas foliares € realizado através do uso de
agrotoxicos. O uso correto destes produtos quimicos resulta geralmente em controle
efetivo, reduzindo as perdas de produtividade e, consequentemente, 0 aumento da
producdo agricola e da oferta de alimentos. Apesar disso, 0 uso continuo e
desordenado destes produtos causa problemas ambientais como prejuizos sobre
animais e seu habitat natural, além de impactos no solo e na agua (COOPER;
DOBSON, 2007; LOPES; ALBUQUERQUE, 2018).

A respeito da saude humana devem-se destacar os impactos relacionados a
saude tanto da populacdo do campo quanto da cidade, pois os trabalhadores rurais
podem se intoxicar diretamente com utilizacdo dos produtos quimicos e a populagéo
das cidades em geral se intoxica indiretamente através do consumo de alimentos
contaminados por agrotoxicos. Isso ocasiona sérios problemas de saude, pois
acarreta problemas respiratérios, malformacdes congénitas, distlrbios neuroldgicos,
aumento da incidéncia de canceres como de mama, tireoide, leucemia, entre outros
(CARNEIRO et al., 2015; DUTRA; FERREIRA, 2017; DUTRA; SOUZA, 2017).

Diante disso, surgiu a necessidade de utilizar métodos alternativos que sejam
eficazes no controle de patdgenos causadores de doencas de plantas, e que néo
oferecam riscos ao meio ambiente e & salde humana. Neste sentido, a busca por
extratos/Oleos vegetais a serem utilizados no controle fitossanitario vém sendo
expandida. Esses compostos geralmente de origem vegetal destacam-se pela facil
utilizacao, baixo custo, baixa toxicidade e por minimizarem os problemas de toxidez
apresentados pelos produtos quimicos. Os 0Oleos vegetais em geral demonstram

eficiéncia, por sua agao fungitoxica, que inibe tanto o crescimento micelial, como a



12

germinacdo de esporos ou pela capacidade de induzir o acimulo de metabdlitos
envolvidos na resisténcia das plantas, como as fitoalexinas (BASTOS;
ALBUQUERQUE, 2004; DINIZ et al., 2006; PEIXINHO; RIBEIRO; AMORIM, 2017).
Grande numero de plantas apresenta propriedades antifungicas, sendo uma
boa alternativa a utilizagdo de seus extratos ou 6leos. O Brasil € um dos paises com
maior biodiversidade no mundo, possuindo uma flora diversificada com cerca de 55
mil espécies que correspondem a mais de 20% do total mundial. Além disso, o pais
engloba diversos biomas dentre os mais ricos em diversidade do planeta como a
Floresta Amazodnica, Cerrado e Mata Atlantica. Comparada a diversos paises no
mundo, a bioprospecc¢éo da flora brasileira ainda é pouco explorada. Estima-se que
menos de 1% da flora brasileira foi pesquisada quimicamente (MING, 1996 apud
PEREIRA et al., 2009; MYERS et al., 2000; VIEIRA; CAMILLO; CORADIN, 2016).
Desse modo, devido a crescente demanda por alimentos, e considerando o
impacto que os patégenos podem causar na producdo agricola é importante levar-se
em consideracdo o potencial do uso de extratos e Oleos vegetais no controle de
doencas de plantas. Assim, o presente trabalho tem por objetivo avaliar o efeito in
vitro dos 0leos fixos de Annona coriacea, Copaifera luetzelburgii, Lippia lasiocalycina
e Croton zehntneri sobre o crescimento micelial e germinacdo de conidios de
Colletotrichum siamense, Colletotrichum truncatum, Fusarium sacchari, Fusarium
udum, Thielaviopsis ethacetica e Lasiodiplodia theobromae. Os resultados obtidos
poderdo fornecer dados importantes para a elaboracédo de produtos que poderédo ser

utilizados de maneira integrada a outras técnicas de manejo de doencas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doencas fungicas em espécies vegetais

As perdas significativas na producdo agricola em diversas culturas
economicamente importantes estdo associadas as doencas de plantas,
representando um problema tanto para pequenos como grandes produtores em todo
o mundo.

Os agentes fitopatogénicos incluem virus, bactérias, nematoides, fungos,
oomicetos entre outros. Dentre esses patdgenos os fungos estdo entre os agentes
causais de doencas de plantas mais importantes (MASSOLA JUNIOR, 2018), pois
afetam diversas culturas e sdo mais amplamente dispersos provocando perdas na
agricultura mundial (BEBBER; GURR, 2015). A agdo humana vem modificando os
ambientes naturais, além de contribuir na dispersdo das doencas fangicas. Isso
aumenta as oportunidades de evolucédo desses patdogenos constituindo uma ameaca
as espécies vegetais, 0 que pode representar risco para a seguranca alimentar
(FISHER et al., 2012).

Grandes perdas na producdo de alimentos e nas atividades agricolas sao
ocasionadas por doencas fungicas (SAVARY et al., 2012). Todos os anos, até 40%
das culturas alimentares globais sdo perdidas para pragas e doencas, levando a
perdas anuais de mais de US$ 220 bilhdes no comeércio agricola, sendo um dos
motivos que contribuem para ocasionar a fome de milhdes de pessoas,
principalmente em paises subdesenvolvidos, além de prejudicar a agricultura (FAO,
2020).

Entre os fungos fitopatogénicos de importancia econbmica na agricultura
podemos destacar alguns géneros como Colletotrichum, Fusarium, Thielaviopsis e
Lasiodiplodia. Estes géneros possuem espécies responsaveis por diversas doencas
em todas as etapas da producao agricola.

O género Colletotrichum destaca-se pela elevada gama de hospedeiros
vegetais economicamente importantes em todo o mundo e por apresentar varios
estilos de vida como saprofitas, endéfitos, epifitas (HYDE et al., 2014;
JAYAWARDENA et al., 2016). Por sua ampla capacidade adaptativa a condi¢cdes
ambientais, praticamente todas as plantas cultivadas mundialmente sdo suscetiveis

a uma ou mais espécies deste género (CANNON et al., 2012). Assim, € importante
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ressaltar que uma espécie pode causar doenca em varios hospedeiros, como
também, um Uanico hospedeiro pode ser infectado por véarias espécies de
Colletotrichum, as quais induzem sintomas de antracnose. Também inclui
importantes fitopatdbgenos de regides tropicais e subtropicais (SHARMA;
KULSHRESTHA, 2015).

A espécie Colletotrichum siamense Prihastuti, L. Cai & K.D. Hyde, foi relatada
ocasionando antracnose em varios hospedeiros como em folhas e frutos de cafeeiro
(CAO et al., 2019), frutos de pimentdo (DE SILVA et al., 2019), frutos de pimenta
(SHARMA; SHENOY, 2013) e frutos de morango (CAPOBIANGO et al., 2016).
Também foi identificada causando podriddo amarga em frutos de maca (ABID et al.,
2019). Ocasiona antracnose frequentemente em frutas tropicais (UDAYANGA et al.,
2013), como em frutos de manga (LIMA et al., 2013), em folhas de gravioleira e
fruta-do-conde (COSTA et al., 2019a) e folhas de bananeira (KUMAR et al., 2017).

Colletotrichum truncatum (Schwein) Andrus & W.D. Moore é relatado como
importante patdégeno responsavel por causar doencas severas em solanaceas e
leguminosas, além de reduzir a viabilidade e germinacdo de sementes (BEGUM et
al., 2008). Esta espécie ja foi descrita causando antracnose em frutos de maméao
(VIERIA et al., 2020), brota¢cdes de videira (SANTOS et al., 2017), folhas, peciolos e
caules de mandioca (SANGPUEAK et al., 2017) e folhas, ramos e vagens de feijao-
fava (CAVALCANTE et al., 2019).

Fusarium é considerado um dos géneros mais destrutivos e ricos em namero
de espécies de patdgenos vegetais do mundo (AOKI et al.,, 2014). Esse género
causa uma grande variedade de doencas em ampla gama de hospedeiros de
importancia econdmica, pode produzir micotoxinas e também infectar seres
humanos (NUCCI et al., 2013; TUPAKI-SREEPURNA et al., 2016). A contaminacao
dos alimentos e produtos animais por micotoxinas tornam a comercializacao inviavel
ocasionando perdas econdmicas, além de gerar impactos na saude de seres
humanos e animais, devido ao consumo de micotoxinas (MUNKVOLD, 2016). Esses
fungos ocorrem em ecossistemas em todas as regides do globo (SUMMERELL et
al., 2010).

Fusarium sacchari (E.J. Butler) W. Gams é agente causal da doenca
denominada podriddo do colmo na cana-de-acucar (COSTA et al., 2019b). Também
causa doenca em abacaxi (IBRAHIM et al., 2017), arroz selvagem (PETROVIC et al.,
2013), milho (DUAN et al., 2019) e sorgo (MOHAMED NOR et al., 2019). Além disso,
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ja foi descrito causando a doenca malformacdo da mangueira, podendo reduzir em
até 80% a producdo de frutos em plantas infectadas (DOS ANJOS; CHARCHAR,
2007). Outra espécie de Fusarium denominada F. udum E.J. Butler j& foi encontrada
em associacdo com doencas de culturas produtoras de fibras como linho e juta
(CHENG et al., 2020), feijdo guandu (PFENNING et al., 2018) e crotalaria (WANG et
al., 2018).

O género Thielaviopsis abrange fungos causadores de podriddo preta de
raizes em diversas espécies vegetais importantes como cana-de acucar, abacaxi,
coco, alface, cenoura, dendé e cacau (ABBAS, 2007; PEREG, 2013; WIJERATNAM
et al., 2005). Fungos deste género geralmente sao saprofitos, patdbgenos de solo e
cosmopolitas. A espécie Thielaviopsis ethacetica Went foi identificada como o
agente etiolégico da doenca podriddo abacaxi da cana-de-acucar (BORGES et al.,
2019).

O género Lasiodiplodia inclui fungos saprofitas, parasitas em varias espécies
vegetais que estdo em todas as regides geograficas do mundo, exceto nos pélos
(DISSANAYAKE et al., 2016; PHILIPS et al., 2013). A espécie Lasiodiplodia
theobromae (Patouillard) Griffon & Maublanc € considerada um importante
fitopatbgeno por possuir caracteristicas cosmopolitas, podendo estar presente em
regides tropicais e subtropicais, por ser polifago, oportunista, e capaz de sobreviver
em tecidos vegetais vivos ou mortos (OLIVEIRA et al., 2013). Ha relatos desse fungo
causando diversas doencas em cajueiro (MUNIZ et al., 2011), cacaueiro (ALVINDIA,
GALLEMA, 2017), citros (BAUTISTA-CRUZ, 2019), frutos de mamao (PEREIRA et
al., 2012) e frutos de manga (LINS et al., 2011).

2.2 Controle de doencas de plantas

A producdo agricola registra perdas anualmente em todo o mundo por
problemas fitossanitarios. Assim, pode-se notar a importancia do controle das
doencas de plantas, pois sem isso as doencas de plantas poderiam ocasionar
prejuizos ainda maiores na exploracdo agricola de diversas espécies vegetais de
interesse econdmico, gerando problemas sociais catastroficos como no passado
(BERGAMIN FILHO; AMORIM, 2018).

O controle quimico de doencas de plantas sem dudvidas € um dos métodos

mais importantes de manejo de doencas, pois além de ser eficiente é
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economicamente viavel, e garante alta produtividade desejada pela agricultura
moderna. Muitos fatores tém contribuido para o uso continuo de agrotoxicos,
aumentando seu mercado, entre eles destaca-se aumento da populacdo mundial
gue exige maior producéo e variedade de alimentos; maior rendimento produtivo das
culturas e retorno financeiro ao produtor (SILVA JUNIOR; BEHLAU, 2018).

O uso de agrotdéxicos € adotado tanto em paises desenvolvidos como em
paises em desenvolvimento. Na ultima década ocorreu uma expansao de cerca de
190% no mercado brasileiro de agrotéxicos. No mesmo periodo, o mercado global
de agrotoxicos aumentou 93%. Isso colocou o Brasil como um dos principais
consumidores no ranking mundial de consumo de agrotoxicos (RIGOTTO et al.,
2014). Os fungicidas representaram cerca de 33% do total de 9,6 bilhGes de ddlares
comercializados com agrotéxicos no Brasil (SILVA JUNIOR; BEHLAU, 2018).

Embora seja um dos principais métodos de controle das doencas de plantas,
a alta toxicidade aliada ao uso, quantidade e frequéncia inadequada ocasiona sérios
impactos ambientais, econbmicos e na saude. Uma das consequéncias é a
contaminacdo de espécies animais, vegetais e o homem (PASIANI et al., 2012)
podendo até causar a morte do individuo por intoxicacdo (SANTANA et al., 2013).
Outro efeito do uso inadequado de produtos quimicos € a possibilidade de sele¢éo
de patdgenos resistentes aos fungicidas, que pode levar, por consequéncia, a falha
no controle (BEBBER; GURR, 2015).

O uso correto aliado a associacdo de fungicidas ou uso alternado desses
produtos pode auxiliar na reducao do risco de surgimento de patégenos resistentes
aos fungicidas, além de aumentar a eficiéncia do controle de doencas fungicas de
parte aérea, como no controle da antracnose da soja (PESQUEIRA; BACCHI;
GAVASSONI, 2016).

Seguindo o objetivo de reducdo nos impactos ambientais causados pelo uso
excessivo de agrotoxicos e visando a melhoria na qualidade de vida dos produtores
e consumidores, varios metodos de controle alternativo de doengas de plantas vém
sendo desenvolvidos. A escassez de produtos menos téxicos impede a conquista de
novos mercados, 0 que motiva a busca por praticas alternativas no controle de
fitopatdgenos. As mudancas nos métodos de controle quimico contribuirdo para a
seguranca alimentar e a transicdo do sistema de producdo atual para uma
agricultura sustentavel (EMBRAPA, 2018).
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Em um mundo em constante expansdo demogréfica, com diminuicdo das
areas agricultaveis e a procura pela maior eficiéncia produtiva, torna-se necessario a
adocado de medidas de manejo menos danosas ao ambiente. Nesse contexto, uma
boa opcédo € o uso do manejo integrado de doencas (MID), pois visa a otimizacao
econdmica do controle de doencas através do uso de técnicas disponiveis que
mantenham a populagdo de organismos nocivos abaixo do limiar de dano
econdbmico, sem prejudicar as plantas, os animais, 0 homem e o meio ambiente
(BERGAMIN FILHO; AMORIM, 2018). Assim, pode-se destacar diferentes técnicas
de MID, como controle cultural, fisico, genético e bioldgico incluindo o uso de
extratos ou 6leos extraidos de plantas.

O controle biolégico de doencas de plantas consiste basicamente na
utilizacdo de microrganismos ndo patogénicos ou de seus metabdlitos que possam
atuar no controle da populagéo daqueles microrganismos considerados patogénicos
e danosos as lavouras (MEDEIROS; SILVA; PASCHOLATI, 2018).

A utilizacdo de produtos quimicos no controle de doencas de plantas supera o
uso de produtos biolégicos. No Brasil, existem 550 produtos quimicos registrados
para o controle de doencas fungicas e apenas 32 produtos formulados de fungicidas
microbiolégicos (AGROFIT, 2020). Entre alguns produtos registrados pode-se citar:
Serenade® (Bacillus subtilis), Natucontrol® (Trichoderma harzianum), Timorex Gold®
(extrato vegetal de Mameluca alternifolia), Ecoshot® (Bacillus amyloliquefaciens),
Sonata® (Bacillus pumulis), Regalia Maxx® (extrato vegetal de Reynoutria
sachalinensis) os quais sédo biofungicidas indicados para o controle de algumas
espécies de Fusarium, Thielaviopsis e Colletotrichum (ABCBio, 2020).

O mercado global de biodefensivos foi estimado em US$ 2,5 bilhdes, sendo a
Europa a maior representante nessa comercializagcdo com cerca de 30%. O mercado
brasileiro, nos ultimos cinco anos, vem ganhando destaque na quantidade de
industrias de biodefensivos tanto quanto no numero de registros de produtos
(BORSARI; CLAUDINO, 2019).

Alguns métodos de controle utlizam isolados de Trichoderma spp. sdo usados
no biocontrole da murcha do meldo causada por Fusarium (GAVA; PINTO, 2016),
bem como no controle de antracnose pés-colheita causada por Colletotrichum em
mamao (VALENZUELA et al., 2015). Leveduras podem ser usadas no controle de
podriddes pos-colheita causadas por L. theobromae e antracnose causada por
Colletotrichum em manga (KONSUE; DETHOUP; LIMTONG, 2020).
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2.3 Uso de 6leos fixos e essenciais no controle de doencas de plantas

Os dleos fixos sdo substancias insoltveis em agua (hidrofobicas) e solluveis
em substancias organicas apolares, formadas predominantemente por triglicerideos
(MORETTO; FETT, 1998) que em condi¢cdes ambientais de pressédo e temperatura
se apresentam como substancias liquidas viscosas. Os Oleos fixos sao
guimicamente diferentes dos Oleos essenciais, pois 0s essenciais apesar de
possuirem aparéncia oleosa a temperatura ambiente sdo volateis e solUveis em
vapor d’agua (SIMOES; SPITZER, 2007).

Estes Oleos sdo misturas complexas, podendo ser obtidos a partir de
sementes, casca do caule e polpa de frutos de vegetais (MORETTO; FETT, 1998;
MOYNA; HEINZEN, 2007). Os dleos fixos vegetais representam um dos principais
produtos extraidos de plantas, sendo que aproximadamente 2/3 sdo usados em
produtos alimenticios, fazendo assim parte integrante da dieta humana (FOOD
INGREDIENTS BRAZIL, 2014).

JA o0s Oleos essenciais sdo compostos naturais volateis, apresentam
complexa composi¢cdo quimica, formados a partir do metabolismo secundéario de
plantas aromaticas (BAKKALI et al.,, 2008). Apresenta aparéncia oleosa a
temperatura ambiente, aroma agradavel e intenso, solUveis em solventes organicos
e coloracdo ligeiramente amarela ou incolor (LUPE, 2007). A concentracdo desses
Oleos nas plantas € baixa, porém sao constituidos de dezenas ou centenas de
componentes (GONCALVES; GUAZZELLI, 2014).

Esses Oleos estdo presentes em diversas partes das plantas e em sua
maioria sdo constituidos por misturas de mono e sesquiterpenos, sendo estes
compostos geralmente responsaveis pelos odores e/ou sabores caracteristicos das
plantas das quais sdo obtidos (ISMAN; MACHIAL, 2006), podendo contribuir
também para func¢des especificas, incluindo a defesa contra patogenos (BITU et al.,
2014).

Vérios 6leos essenciais tém indicado efeito potencial no controle de fungos
fitopatogénicos, apresentando acg&do direta na inibicAo do crescimento micelial,
germinacdo de esporos e na inducdo de fitoalexinas (OOTANI et al., 2013). Além
disso, apresentam baixa toxicidade e rapida degradagédo e sua aplicacdo € menos

prejudicial & saude humana e ao meio ambiente (SILVA et al. 2014).
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Ambos os Oleos, fixo e essencial, podem ser extraidos de diferentes partes
das plantas, como sementes, frutos, caule, folhas, flores e até raizes. Apesar da
potencialidade desses Oleos, 0s essenciais sem ddvidas sdo mais amplamente
difundidos e utilizados quando comparados aos 6leos fixos.

Os Oleos vegetais sao extraidos das mais diversas espécies de familias de
plantas, e ja foram avaliados em relacdo a sua atividade sobre diversos organismos
como, por exemplo, 0os microrganismos. Dentre essas familias de plantas, as
Annonaceae se caracterizam pela presenca de alcaloides, flavonoides e
terpenoides, principalmente diterpenos (SILVA et al., 2009). Esta familia destaca-se
pela presenca de metabdlitos secundérios denominados de acetogeninas, estes
compostos apresentam ampla atividade biol6gica (MATSUMOTO et al., 2010), como
antimicrobiana, antiparasitaria, pesticida, citotéxica e imunossupressora (LIMA;
PIMENTA; BOAVENTURA, 2010).

A familia Annonaceae compreende cerca de 109 géneros e 2.440 espécies
descritas (CHATROU et al., 2012), sendo a maioria nativa de regifes tropicais ou
subtropicais (ALMEIDA et al., 2012). No Brasil ja foram registradas em torno de 30
géneros, abrangendo aproximadamente 381 espécies (MAAS; LOBAO; RAINER,
2020) distribuidas principalmente na Amazénia, Mata Atlantica e no Cerrado
(LOPES; MELLO-SILVA, 2014). Os representantes desta familia s@o plantas
lenhosas de porte arbéreo ou arbustivo, onde algumas espécies sdo capazes de
produzir frutos comestiveis e outras tém a finalidade medicinal ou cosmética
(ALMEIDA; OLIVEIRA JUNIOR; OLIVEIRA 2015).

Dentre as anonaceas de interesse econémico cultivadas no Brasil destacam-
se as espécies do género Annona, conhecidas popularmente como pinha, ata,
graviola, atemdia, condessa, fruta-do-conde, cheriméia e araticum (OLIVEIRA
JUNIOR et al., 2014). Alguns produtos, como extratos e 6leos, derivados de varias
espécies desse género possuem potencial atividade antimicrobiana (COSTA et al.,
2013), inseticida (KRINSKI; MASSAROLI; MACHADO, 2014), anti-inflamatoria
(SIEBRA et al., 2009), sedativa e antidepressiva (DINIZ et al., 2013).

Outra familia importante é a Fabaceae, que engloba em torno de 727 géneros
e 19.325 espécies descritas (LEWIS et al., 2005). Apresenta plantas de diversos
habitos, compreendendo desde grandes arvores a arbustos, subarbustos, ervas
anuais ou perenes e também trepadeiras. Podem viver nos mais variados ambientes

e estdo espalhadas em regides tropicais e subtropicais (MORA; ROJAS, 2010). No
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Brasil, foram registradas 2.807 espécies e 222 géneros, sendo abundantes em
guase todos os seus biomas e ecossistemas (LIMA et al., 2020).

Dentre as varias espécies de plantas dessa familia que apresentam
compostos bioativos e potencial farmacéutico, destacam-se as espécies do género
Copaifera. Esse género possui 72 espécies distribuidas em regides tropicais da
América Latina que se estende do México ao norte da Argentina e em regides
tropicais da Africa Ocidental (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

As espécies deste género sdo conhecidas popularmente no Brasil como
copaiba, copaibeira, pau-6leo. Podem ser arbustos ou arvores que chegam a atingir
cerca de 40 m de altura e fornecem madeira e 6leo-resina, que é empregado na
medicina popular como antiinflamatério e antibactericida (LEANDRO et al., 2012).
Quimicamente o 6leo-resina é definido por duas classes de metabdlitos secundarios,
0s sesquiterpenos que compde a fragdo volatil, e os diterpenos compondo a fracéo
fixa (CASCON; GILBERT, 2000; SOUZA et al.,, 2011). Esse 6leo, em diversas
pesquisas, ja demonstrou possuir propriedades anti-inflamatérias (VEIGA JUNIOR,
2007), cicatrizantes (DIAS-DA-SILVA, 2013), analgésicas (CARVALHO et al., 2005),
antibacterianas (PIERI et al., 2012), antifangicas (DEUS; ALVES; ARRUDA, 2011) e
antitumorais (LIMA et al., 2003).

A familia Verbenaceae também demostra relativa importancia neste contexto,
pois espécies desta familia demonstram grande potencial como fonte de compostos
bioativos. Esta familia compreende cerca de 98 géneros e 2614 espécies no mundo
espécies em diferentes habitos como ervas perenes, arbustos e subarbustos, sendo
encontradas em regides tropicais e subtropicais. No Brasil, existem 16 géneros
distribuidos em 286 espécies presentes na Amazbnia, Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica, Pampa e Pantanal (SOUZA; LORENZI, 2012; SALIMENA et al., 2015).

Dentre os géneros que se destacam nessa familia Lippia é importante pelo
seu potencial fitoquimico e pelo uso medicinal (SANTOS et al., 2015). Este género
inclui em torno de 200 espécies de ervas, arbustos e arvores de pequeno porte
distribuidas na América Central, regides tropicais da América do Norte, América do
Sul, Africa e Australia (PASCUAL et al., 2001; GOMES; NOGUEIRA; MORAES,
2011).

Extratos e Oleos essenciais obtidos de Lippia spp. vém sendo testados devido
ao potencial dos principios bioativos. Na medicina popular, espécies dessas plantas

tém sido usadas no tratamento de resfriados, bronquite e tosse (GOMES;
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NOGUEIRA; MORAES, 2011). Produtos derivados de Lippia spp. podem ser
utilizados contra fitopatdgenos (CAVALCANTI et al., 2010; PORTILLO-RUIZ et al.,
2012; CARVALHO; LARANJEIRA; CARVALHO FILHO, 2013), e insetos (KHANI;
BASAVAND; RAKHSHANI, 2012).

Por fim, a familia Euphorbiaceae que possui cerca de aproximadamente 300
géneros e 7600 espécies, distribuidas em toda superficie terrestre principalmente
nas regides tropicais, possuem habito heterogéneo, incluindo arvores, arbustos,
ervas e trepadeiras (COSTA et al., 2008). O género Croton pertencente a essa
familia, possui potencial econémico devido seus Oleos essenciais possuirem
constituintes como terpenoides, flavonoides e alcaloides. Algumas espécies com
propriedades terapéuticas ja comprovadas sao utilizadas na medicina popular
(SANTOS; SCHRIPSEMA; KUSTER 2005; PALMEIRA JUNIOR et al., 2006; SOUZA
et al., 2006; PERAZZO et al., 2007; TORRICO et al., 2007; ROCHA et al., 2008).

Espécies do género Croton tém demonstrado atividade antimicrobiana. Por
exemplo, 6leos essenciais de espécies desse género foram eficientes no controle de
dermatofitoses em humanos (FONTENELLE et al., 2008). O extrato oleoso e hexano
de C. sonderianus também demonstrou atividade biolégica em ensaios
antimicrobianos contra bactérias, leveduras e fungos patégenos de plantas
(MCCHESNEY; CLARK; SILVEIRA, 1991).

Assim, mesmo com o0 evidente potencial das familias de plantas e seus
géneros na producdo de Oleos que possuam atividade antimicrobiana e o0s
beneficios do uso destes produtos no controle de doencas de plantas como
alternativa viavel aos agrotéxicos, ainda sado escassos os estudos sobre os 6leos
fixos no controle de fungos fitopatogénicos, principalmente das espécies Annona
coriacea, Copaifera luetzelburgii, Lippia lasiocalycina e Croton zehntneri.

Diante do exposto, 0s objetivos deste estudo foram avaliar o efeito in vitro dos
Oleos fixos de Annona coriacea, Copaifera luetzelburgii, Lippia lasiocalycina e Croton
zehntneri sobre o crescimento micelial e germinacdo de conidios de Colletotrichum
siamense, Colletotrichum truncatum, Fusarium sacchari, Fusarium udum,

Thielaviopsis ethacetica e Lasiodiplodia theobromae.
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Fitopatologia e Microbiologia
(LAFITO) do Departamento de Fitotecnia, do Centro de Ciéncias Agrarias da

Universidade Federal do Piaui (UFPI), na cidade de Teresina, Piaui.

3.1 Isolados fungicos

Foram utilizados seis isolados pertencentes a colecdo de fungos
fitopatogénicos do LAFITO, os quais foram previamente identificados por filogenia
concatenada da regido ITS (do inglés: Internal Transcribed Sequence) e de genes
housekeeping. Os isolados fungicos utilizados foram: Colletotrichum siamense
(COUFPI 233) isolado de caule de Spigelia anthelmia; Colletotrichum truncatum
(COUFPI 227) isolado de caule de Vigna unguiculata; Fusarium sacchari (COUFPI
72) isolado de folha de Saccharum sp.; Fusarium udum (COUFPI 34) isolado de raiz
de Crotalaria sp.; Thielaviopsis ethacetica (COUFPI 1) isolado de fruto de Ananas
comosus e Lasiodiplodia theobromae (COUFPI 264) isolado de fruto de Attalea
speciosa. Todos os isolados foram cultivados em meio de cultura Batata-Dextrose-
Agar (BDA), mantidos a 28 + 2 °C em estufa incubadora, com fotoperiodo de 12 h

até a realizacdo do experimento.

3.2 Obtencao dos 6leos fixos

Foram utilizados quatro Oleos fixos obtidos de plantas conhecidas
popularmente como: araticum do mato (Annona coriacea) da familia Annonaceae;
copaiba (Copaifera luetzelburgii) da familia Fabaceae; alecrim do mato (Lippia
lasiocalycina) da familia Verbenaceae e canelinha (Croton zehntneri) da familia
Euphorbiaceae. O primeiro 6leo foi disponibilizado pela Coordenagéo do Laboratério
de Inovacéo Tecnoldgica e Empreendedorismo - Medicamentos e Correlatos (LITE),
e 0s demais 6leos foram disponibilizados pela Coordenacdo do Laboratério de
Geoquimica Orgéanica (LAGO) da UFPI.
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3.3 Avaliagdo do crescimento fungico

O dleo de A. coriacea foi disponibilizado em pequena quantidade e na forma
liquida a temperatura ambiente. As doses utilizadas para esse 6leo foram 0.5, 1.0,
2.0 e 3.0 uL mL™. Esse 6leo foi previamente solubilizado em dimetilsulféxido
(DMSO) a 1% e homogeneizado em meio de cultura BDA (ALVES et al., 2018). Ja
os 6leos de C. luetzelburgii, L. lasiocalycina e C. zehntneri foram disponibilizados na
forma solida a temperatura ambiente e precisaram ser previamente solubilizados em
etanol P.A. e homogeneizados com auxilio de agitador vortex. Em seguida, esses
Oleos foram filtrados com filtro para seringa membrana PES 0,22 um e armazenados
em tubos coénicos de polipropileno de 15 mL estéreis até a realizacdo do
experimento. Para esses 6leos foram utilizadas as doses 2, 20, 200 e 2000 pg mL™.

Todos os Oleos foram adicionados ao meio de cultura BDA fundido a
temperatura méxima de 45 °C, contendo o antibidtico estreptomicina na
concentracdo de 0,2 g L™, e depois vertido em placas de Petri estéreis de 90 mm de
diametro. Cada placa foi inoculada, no centro, com um disco de 5 mm de diametro,
contendo micélio de culturas puras dos isolados fungicos. As placas foram mantidas
a 28 = 2 °C com fotoperiodo de 12 h em estufa incubadora. O controle foi composto
por placas de Petri de 90 mm de diametro contendo apenas meio de cultura BDA
adicionadas do antibiotico, e inoculadas com um disco fungico de 5 mm no centro
(CARVALHO et al., 2013; CRUZ et al., 2018).

As avaliacdes foram realizadas diariamente no mesmo horario, iniciadas 24
horas apds o inicio da incubagdo. O crescimento micelial foi medido usando uma
régua milimetrada, onde foram medidos os diametros das colbénias no eixo ortogonal
(média de duas medidas diametralmente opostas), até que o tratamento controle
atingisse o diametro total da placa de Petri (CRUZ et al., 2018), podendo variar a
quantidade de dias de avaliagbes dependendo do fungo (Tabela 1).

Apés as avaliagOes foi calculada a porcentagem de inibicdo do crescimento
micelial (PICM) comparada a amostra controle, sem adigdo de 6leo, utilizando a
seguinte férmula (GARCIA et al., 2012):

didmetro do tratamento controle — diametro do tratamento

PICM = ( )X 100

didmetro do tratamento controle

(1)
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Esse experimento foi dividido em quatro etapas, onde foi avaliado um 6leo
contra todos os fungos a cada etapa. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado (DIC) com esquema fatorial envolvendo 1 6leo x 4 doses X
6 fungos + 1 controle, com cinco repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia com teste “F” e analise de regressdo quando significativo,
avaliando-se linha de tendéncia e “R?’. A analise de dados foi realizada utilizando o

software R v. 3.5.1.

Tabela 1 Periodo de avaliagdo do crescimento fungico de Colletotrichum siamense,
Colletotrichum truncatum, Fusarium sacchari, Fusarium udum, Thielaviopsis
ethacetica e Lasiodiplodia theobromae submetidos aos O6leos fixos de Annona
coriacea, Copaifera luetzelburgii, Lippia lasiocalycina e Croton zehntneri. Teresina,
Pl — 2020.

Annona Copaifera Lippia Croton
coriacea luetzelburgii  lasiocalycina zehntneri
Colletotrichum 9 dias 7 dias 8 dias 8 dias
siamense
Colletotrichum 9 dias 9 dias 9 dias 9 dias
truncatum
Fusanur_n 8 dias 10 dias 8 dias 8 dias
sacchari
udum
ThleIaV|_opS|s 5 dias 5 dias 6 dias 7 dias
ethacetica
Lasiodiplodia 3 dias 3 dias 3 dias 3 dias
theobromae

3.4  Avaliacdo da germinacao de conidios

Para a realizacdo desse experimento os fungos foram repicados em novas
placas de Petri contendo meio de cultura BDA e mantidos a 28 + 2 °C em estufa
incubadora, com fotoperiodo de 12 h até a producdo de conidios. Apenas o isolado
de L. theobromae ndo produziu conidios, assim nao foi possivel realizar sua
avaliacao.

Foi avaliado o efeito inibitério dos quatro éleos na germinacdo de conidios de
C. siamense, C. truncatum, F. sacchari, F. udum e T. ethacetica. Os conidios desses
fungos foram obtidos a partir de placas contendo culturas puras. Foram utilizadas
laminas escavadas, as quais foram depositadas em placas de Petri contendo papel
de filtro umedecido com A.D.E. (SILVA; BASTOS, 2007).
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Nos pocos das laminas escavadas foram depositadas aliquotas de 50 uL de
cada 6leo nas concentragfes citadas anteriormente e, em seguida, foi adicionado 50
uL da suspensao (2,5 x 10° conidios mL™). Foram utilizados dois controles, sendo o
primeiro controle negativo contendo 50 yL de A.D.E. + 50 pyL de suspensado de
conidios e o0 segundo controle positivo composto por 50 pL do fungicida
Carbendazim 500 SC (concentragdo indicada pelo fabricante) + 50 uL de suspenséao
de conidios. As laminas foram acondicionadas em placas de Petri e foram incubadas
durante 24 horas a 28 + 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas (CARVALHO et al.,
2011).

Apbés 24 h foi realizada a verificacdo da germinacdo com auxilio de
microscopio Gtico, e a paralisacdo da germinacéo foi feita com a adicdo de 10 uL de
solucédo de lactofenol de Amann com azul de algoddo por poc¢o. Foram contados
aleatoriamente os conidios germinados ou ndo, sendo considerados germinados 0s
conidios que apresentaram emissdo de tubo germinativo, independentemente do
comprimento, totalizando 100 conidios por repeticdo (BASTOS, 2007; OLIVEIRA et
al., 2017).

Apébs a contagem foi verificada a porcentagem de conidios germinados e, com
base nos dados obtidos, foi calculada a porcentagem de inibicdo da germinacdo dos
tramentos com base na porcentagem de inibicdo da germinagdo do controle
negativo por meio da formula (CRUZ et al., 2018):

(Germinacao da testemunha — Germinagio do tratamento)
PIG = — x 100 (2)
Germinagdo da testemunha

Esse experimento foi dividido em cinco etapas, onde cada fungo que produziu
conidios foi avaliado contra todos os 6leos fixos a cada etapa. O delineamento
experimental utilizado nesse experimento foi inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial envolvendo 1 fungo x 4 6leos x 4 doses + 1 controle negativo e 1
controle positivo, com trés repeticdes (sendo cada repeticdo representada por 1
poco da placa). Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia com teste
“‘F” e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

significancia, utilizando o software R v. 3.5.1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1  Avaliacdo do crescimento fungico

O crescimento micelial dos fungos C. siamense, C. truncatum, F. sacchari, F.
udum, T. ethacetica e L. theobromae tratados com os 0leos fixos de A. coriacea, C.
luetzelburgii, L. lasiocalycina e C. zehntneri pode ser observado nas figuras 1, 3, 5,
7,9 e 11, respectivamente.

O 6leo de A. coriacea inibiu o crescimento micelial de C. siamense em apenas
25,44% (Figura 2A), enquanto os 6leos de C. luetzelburgii, L. lasiocalycina e C.
zehntneri controlaram o crescimento micelial desse fungo em taxas de 65,44%,
65,11% e 52,88%, respectivamente, na maior dose (Figura 2B).

O crescimento de C. truncatum foi inibido na maior dose de todos os 6leos,
com PICM entre 38,77% e 43,88% (Figura 4). Apenas o Oleo de A. coriacea
conseguiu inibir o crescimento desse isolado em 16,33%, 18,11% e 20,22% nas
doses 0,5, 1,0 e 2,0 pL mL™? respectivamente (Figura 4A). J4 os 6leos de C.
luetzelburgii, L. lasiocalycina e C. zehntneri inibiram o crescimento desse fungo em
taxas abaixo de 10% nas trés primeiras doses (Figura 4B).

Para F. sacchari o 6leo de A. coriacea néo foi eficiente, nas doses utilizadas,
na inibicdo do crescimento micelial, alcancando 8% de inibicdo na maior dose
(Figura 6A). Nos demais 0leos, a inibicdo do crescimento foi de 34% (Figura 6B).

A inibicdo do crescimento micelial de F. udum, na maior dose, foi de apenas
39,44% para o Oleo de A. coriacea (Figura 8A), 49,55% para C. luetzelburgii, 46,44%
para L. lasiocalycina e 41,33% para C. zehntneri (Figura 8B).

Thielaviopsis ethacetica teve somente 36,22% quando tratado com o éleo de
A. coriacea (Figura 10A), mas obteve maiores taxas de inibicdo quando tratado com
os demais 6leos, sendo 100% de PICM com o 6leo de L. lasiocalycina, 87,33% com
C. zehntneri e 72,44% com C. luetzelburgii (Figura 10B).

Quando tratado com 0Oleo de A. coriacea a inibicdo de L. theobromae nao
ultrapassou 13,44% na maior dose (Figura 12A). Mas quando tratado com o 6leo de
L. lasiocalycina obteve PICM de 86,11%, seguido dos Oleos de C. zehntneri
(66,55%) e C. luetzelburgii (45,44%) (Figura 12B). Em todos os o6leos a maior
concentracdo (3 uL mL™ para o 6leo de A. coriacea e 2000 pg mL™ para os demais

oleos) foi aquela que exerceu maior PICM dos fungos.
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Figura 1 Efeito das diferentes doses dos 6éleos fixos de A. Annona coriacea, B.
Copaifera luetzelburgii, C. Lippia lasiocalycina e D. Croton zehntneri sobre
o crescimento micelial de Colletotrichum siamense.
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Figura 2 Efeito dos 6leos fixos de A. Annona coriacea, B. Copaifera luetzelburgii,
Lippia lasiocalycina e Croton zehntneri sobre o crescimento micelial de
Colletotrichum siamense. Teresina, Pl — 2020
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CONTROLE O,5puL mL-1/1puyL mL-1/ 2pL mL-1/ 3 pL mL-1/
2 pg mL-1 20 pg mL-1 200 pg mL-1 2000pg mL-1

A

Figura 3 Efeito das diferentes doses dos 6éleos fixos de A. Annona coriacea, B.
Copaifera luetzelburgii, C. Lippia lasiocalycina e D. Croton zehntneri sobre
o crescimento micelial de Colletotrichum truncatum.
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Figura 4 Efeito dos 6leos fixos de A. Annona coriacea, B. Copaifera luetzelburgii,
Lippia lasiocalycina e Croton zehntneri sobre o crescimento micelial de
Colletotrichum truncatum. Teresina, Pl — 2020
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CONTROLE O0,5uyL mL-1/ 1pyL mL-1/ 2puL mL-1/ 3 pL mL-1/
2 pg mL-1 20 pg mL-1 200 pg mL-1 2000pug mL-1

Figura 5 Efeito das diferentes doses dos 6éleos fixos de A. Annona coriacea, B.
Copaifera luetzelburgii, C. Lippia lasiocalycina e D. Croton zehntneri sobre
o crescimento micelial de Fusarium sacchari.
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Figura 6 Efeito dos 6leos fixos de A. Annona coriacea, B. Copaifera luetzelburgii,
Lippia lasiocalycina e Croton zehntneri sobre o crescimento micelial de
Fusarium sachari. Teresina, Pl — 2020
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CONTROLE O0,5uyL mL-1/ 1 pL mL-1/ 2pL mL-1/ 3 pL mL-1/
2 pg mL-1 20 pg mL-1 200 pg mL-1 2000ug mL-1

Figura 7 Efeito das diferentes doses dos 6éleos fixos de A. Annona coriacea, B.
Copaifera luetzelburgii, C. Lippia lasiocalycina e D. Croton zehntneri sobre
o crescimento micelial de Fusarium udum.
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Figura 8 Efeito dos 6leos fixos de A. Annona coriacea, B. Copaifera luetzelburgii,
Lippia lasiocalycina e Croton zehntneri sobre o crescimento micelial de
Fusarium udum. Teresina, Pl — 2020
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CONTROLE O,5pL mL-1/ 1L mL-1/ 2pL mL-1/ 3 pL mL-1/
2 pg mL-1 20 pg mL-1 200 pg mL-1 2000ug mL-1

Figura 9 Efeito das diferentes doses dos 6éleos fixos de A. Annona coriacea, B.
Copaifera luetzelburgii, C. Lippia lasiocalycina e D. Croton zehntneri sobre
o crescimento micelial de Thielaviopsis ethacetica.
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Figura 10 Efeito dos 6leos fixos de A. Annona coriacea, B. Copaifera luetzelburgii,
Lippia lasiocalycina e Croton zehntneri sobre o crescimento micelial de
Thielaviopsis ethacetica. Teresina, Pl — 2020
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Efeito das diferentes doses dos 6leos fixos de A. Annona coriacea, B.
Copaifera luetzelburgii, C. Lippia lasiocalycina e D. Croton zehntneri

Figura 12 Efeito dos 6leos fixos de A. Annona coriacea, B. Copaifera luetzelburgii,
Lippia lasiocalycina e Croton zehntneri sobre o crescimento micelial de
Lasiodiplodia theobromae. Teresina, Pl — 2020
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A literatura cientifica apresenta diversos estudos sobre o uso de 6leos ou
extratos de plantas dos géneros Annona, Copaifera, Lippia e Croton no controle de
fungos fitopatogénicos. Ha alguns exemplos de eficiéncia ou ineficiéncia de
Oleos/extratos no controle de diversas espécies de fungos fitopatdgenos de espécies
de interesse agronémico.

Diferentes extratos ou Oleos de espécies do género Annona nao foram
eficientes no controle de outras espécies fungicas como, por exemplo, o extrato de
folna da gravioleira (Annona muricata) nao inibiu o desenvolvimento micelial de
Pestalotiopsis sp., Monilinia sp. e Rhizopus spp., independentemente da
concentracdo utilizada (BIBIANO; SABER, 2017). Extratos etandlicos de araticum
(Annona crassiflora) ndo apresentaram efeito no crescimento micelial de Fusarium
solani, mesmo na maior concentracdo (REGO et al., 2011 apud ZANELLA et al.,
2011).

Em contra partida, extratos de metanol e éter obtidos de sementes de ateira
(Annona squamosa) demonstraram efeito na inibigdo do crescimento micelial de
Fusarium oxysporum f. sp. ciceris causador da doenga conhecida como murcha do
feijdo-caupi (SAHAYARAJ; NAMASIVAYAM; BORGIO, 2006). Extrato aquoso de
sementes de gravioleira apresentou efeito potencial no controle in vitro de
Colletotrichum gloeosporioides agente causal da antracnose em frutos de mamao
(FERREIRA et al., 2014). Alternaria solani teve seu crescimento micelial inibido em
26 e 17,5%, quando exposto aos extratos hexanicos de A. crassiflora e A. coriacea,
respectivamente (MARQUES et al., 2007 apud ZANELLA et al., 2015).

Varios trabalhos indicam efeitos positivos no uso de Oleos de plantas no
género Copaifera no controle de fungos. O 6leo de copaiba (Copaifera sp.) teve
efeito inibitério sobre Colletotrichum sp. apresentando maior porcentagem (65,56%)
de inibicdo micelial na concentracdo de 150 yL mL™ quando comparado a outros
O0leos (LIMA et al.,, 2019). Esse Oleo também demonstrou efeito inibitério no
crescimento micelial de Alternaria alternata e Colletotrichum musae em condic¢des in
vitro (NOBREGA et al., 2019).

Os 6leos essenciais de Copaifera também podem ser utilizados no controle
de fungos associados a sementes. O Oleo essencial de Copaifera langsdorffi reduziu
a incidéncia de Aspergillus spp., Rhizopus sp. e Aspergillus niger associados a
sementes de feijao-fava (Phaseolus lunatus) (GOMES et al., 2016).
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Embora o Oleo essencial de Copaifera sp. seja promissor, também ja
apresentou resultados pouco satisfatorios (33,72%) como, por exemplo, na inibi¢cao
intermediaria (33,72%) do crescimento micelial de Macrophomina phaseolina
quando comparada ao Oleo essencial de Lippia gracilis que apresentou resultados
superiores (100%) (UGULINO et al., 2018).

O d6leo essencial de Lippia alba inibiu o crescimento micelial do fitopatdgeno
Alternaria solani, além de ndo afetar a germinacdo e desenvolvimento das plantas,
podendo assim ser utilizado no controle deste patégeno (TOMAZONI et al., 2016).
Esse 6leo também demonstrou eficiéncia no controle dos fungos fitopatogénicos L.
theobromae, Fusarium pallidoroseum e F. solani (PEIXOTO et al.,, 2018). O dleo
essencial de L. gracilis foi eficiente no controle de Monosporascus cannonballus,
causador do colapso do meloeiro, com percentuais de inibicdo de até 100%
(FERNANDES et al., 2015).

O género Croton também vem demonstrando capacidade no controle de
fitopatbgenos. Extratos etandlicos obtidos de Croton aromaticus podem inibir
significativamente o crescimento micelial e a germinacéo de esporos dos patdégenos
C. musae, Fusarium proliferatum e L. theobromae (DILHANI et al., 2016).

Desse modo, todas essas informacdes sugerem que 0s extratos e Oleos
obtidos das espécies vegetais dos géneros citados anteriormente possuem potencial

fungitoxico promissor no controle de espécies de fungos fitopatogénicos.

4.2  Avaliacdo da germinacéo de conidios

N&o foi possivel avaliar a germinacédo de conidios de L. theobromae, pois o
isolado ndo produziu conidios. O 6leo de L. lasiocalycina apesar de ter inibido o
crescimento micelial de C. siamense em 65,11%, nao inibiu a germinacdo de
conidios na maior dose (2000 pg mL™), porém houve inibicdo da germinacéo de
conidios nas demais doses (Tabela 2).

Algumas espécies de Colletotrichum na presenca de nutrientes exdégenos na
superficie de adesdo podem favorecer a germinacdo e alongamento do tubo
germinativo (EMMETT; PARBERY,1975). Substancias presentes em folhas de Lippia
alba podem aumentar a taxa de germinacdo de conidios mesmo em pequenas

quantidades, além de impedir a formacdo de apressorios, mas essa inibicdo nem
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sempre € causada por inibidores especificos ou por concentracfes inibitorias
(SANTOS, 1998).

A dose de 3 pL mL™ do 6leo de A. coriacea reduziu em 47,62% a germinacao
dos conidios. J& para os 6leos de C. luetzelburgii, L. lasiocalycina e C. zehntneri
houve reducéo de 74,08%, 57,68% e 34,92% respectivamente na dose 200 pg mL™
(Tabela 2).

Tabela 2 Porcentagem de germinacédo (%G) e inibicdo de germinacao (%IG) de
conidios de Colletotrichum siamense submetidos aos 6leos fixos Annona coriacea,
Copaifera luetzelburgii, Lippia lasiocalycina e Croton zehntneri. Teresina, Pl — 2020

Annona Copaifera Lippia Croton
w mEEQ/SeSmL_l) coriacea luetzelburgii  lasiocalycina zehntneri
H Mo %G %IG %G %G %G %G %G  %IG
05/2 59,00 6,35 4566® 27,52 59,66®° 530 60,33% 4,24
1/20 52,33% 16,94 29,66° 52,92 51,33° 18,52 54,00 14,29
2 /200 62,00 1,59 16,33° 74,08 26,66° 57,68 41,00° 34,92
3/2000 33,00° 47,62 44,33® 2963 69,33* 0,00 43,00° 31,75
Controle - 63,002 - 63,002 - 63,002 - 63,002 -
Controle + 4,66 - 4,66 - 4,66 - 4,66 -
CV (%) 18,96 17,16 10,19 11,74

*Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p>0,05).

O isolado de C. truncatum teve a germinacao de conidios inibida por todas as
doses do 6leo de C. luetzelburgii, alcancando 100% de inibicdo na dose 2000 pg mL"
. A menor dose do 6leo de L. lasiocalycina inibiu a germinagéo em 50,01%. O 6leo
de C. zehntneri inibiu discretamente a germinacdo, com inibicdo maxima observada
de 22,96%, enquanto o Oleo de A. coriacea curiosamente teve seu maior efeito na
menor dose (Tabela 3).

Os conidios de F. sacchari tiveram as maiores porcentagens de inibicdo da
germinacdo nas maiores doses dos Oleos de C. luetzelburgii (62,16%), L.
lasiocalycina (16,33%) e C. zehntneri (48,60%). As doses de 2 e 3 ug mL™ de A.
coriacea tiveram porcentagens de inibigdo proximo a 50% (Tabela 4).

Semelhante ao que foi observadado para F. sacchari, para F. udum as
maiores doses dos 0leos foram aquelas que alcancaram %IGs acima de 50%, com

énfase ao 0Oleo de L. lasiocalycina que alcangou 63,10% de inibic&do (Tabela 5).
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Tabela 3 Porcentagem de germinacdo (%G) e inibicdo de germinacdo (%IG) de
conidios de Colletotrichum truncatum submetidos aos 6leos fixos Annona coriacea,
Copaifera luetzelburgii, Lippia lasiocalycina e Croton zehntneri. Teresina, Pl — 2020

Annona Copaifera Lippia Croton

w m?_?fismL,l) coriacea luetzelburgii  lasiocalycina zehntneri

%G %IG %G %IG %G %IG %G %IG
05/2 62,00% 23,77 14,33° 82,38 40,66° 50,01 77,33 4,92
1/20 81,33* 0,00 8,00° 90,16 54,00* 33,60 79,00® 2,86
2 /200 95,00° 0,00 38,00° 53,28 76,000 6,555 78,66% 3,28
3 /2000 82,33* 0,00 0,00° 100,00 44,00® 4590 62,66 22,96
Controle - 81,332 - 81,33? - 81,332 - 81,332 -
Controle + 2,00 - 2,00 - 2,00 - 2,00 -
CV (%) 25,25 26,3 20,33 21,12

*Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p>0,05).

Tabela 4 Porcentagem de germinacdo (%G) e inibicdo de germinacao (%IG) de
conidios de Fusarium sacchari submetidos aos 6leos fixos Annona coriacea,
Copaifera luetzelburgii, Lippia lasiocalycina e Croton zehntneri. Teresina, Pl — 2020

Annona Copaifera Lippia Croton
w m[?_glsesmL_l) coriacea luetzelburgii  lasiocalycina zehntneri
H Ha %G %G %G %G %G %G %G %IG
05/2 71,66 14,34 73,33 1235 82,00 1,98 88,002 0,00
1/20 68,00° 18,72 51,66° 3825 77,66® 7,17 85,533* 0,00
2 /200 39,33° 52,99 6433 2311 8233* 159 80,33* 3,98
3/2000 41,00° 50,99 31,66 62,16 70,00° 16,33 43,00° 48,60
Controle - 83,662 - 83,662 - 83,662 - 83,662 -
Controle + 17,00 - 17,00 - 17,00 - 17,00 -
CV (%) 9,37 10,88 6,16 4,63

*Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p>0,05).

Tabela 5 Porcentagem de germinacdo (%G) e inibicdo de germinacdo (%IG) de
conidios de Fusarium udum submetidos aos 0Oleos fixos Annona coriacea, Copaifera
luetzelburgii, Lippia lasiocalycina e Croton zehntneri. Teresina, Pl — 2020

Annona Copaifera Lippia Croton
w m[?_gfismL_l) coriacea luetzelburgii  lasiocalycina zehntneri

%G %G %G %IG %G %G %G %IG
0,5/2 62,66° 25,40 50,33° 40,08 58,33 30,56 78,66° 6,36
1/20 49,66° 40,88 46,33° 44,85 62,00° 26,19 83,33* 0,80
2 /200 47,66° 43,26 38,33° 54,37 34,66° 58,74 60,66° 27,79
3/2000 38,00 54,76 39,66° 52,79 31,00° 63,10 39,66° 52,79
Controle - 84,008 -  84,00% - 84,0020 -  84,00° -
Controle + 5,66 - 5,66 - 5,66 - 5,66 -
CV (%) 5,83 11,61 9,86 4,97

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p>0,05).
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Os maiores %IGs foram alcancados contra T. ethacetica, uma vez que as
menores doses de todos os 6leos inibiram a germinacdo em mais de 80%, e acima

de 90% na maior dose (Tabela 6).

Tabela 6 Porcentagem de germinacdo (%G) e inibicdo de germinacdo (%IG) de
conidios de Thielaviopsis ethacetica submetidos aos 6leos fixos Annona coriacea,
Copaifera luetzelburgii, Lippia lasiocalycina e Croton zehntneri. Teresina, Pl — 2020

Annona Copaifera Lippia Croton

w m?_?;sesml_,l) coriacea luetzelburgii  lasiocalycina zehntneri

H Ha %G %G %G %G %G %G %G %IG
05/2 10,33° 87,80 9,66° 88,59 9,00° 8937 14,66° 82,68
1/20 9,00° 8937 7,33 9134 7,33° 91,34 14,33° 83,07
2 /200 533° 93,70 7,00° 91,73 7,00° 91,73 9,00 89,37
3/2000 6,00° 9291 266° 9686 2,33° 9725 4,33° 94,89
Controle - 84,662 - 84,662 - 84,662 - 84,662 -
Controle + 8,66 - 8,66 - 8,66 - 8,66 -
CV (%) 14,11 14,8 12,66 13,21

*Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p>0,05).

Alguns estudos demonstraram a inibicdo da germinacdo de esporos de
fungos fitopatogénicos tratados com 6leos ou extratos vegetais. Por exemplo,
extratos hexanicos de A. coriacea e A. crassiflora apresentaram inibicdo da
germinacao de ureddsporos de Phakopsora pachyrhizi na ordem de 93,9 e 96,25%,
respectivamente (LIMA et al., 2007 apud ZANELLA et al., 2015). Extratos de Annona
cacans, também apresentaram atividade antifiungica de 72% de inibicdo na
germinacao carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum. (ZANELLA et al.,, 2015). O
extrato de Annona cherimola inibiu 98% da germinacdo de conidios de
Colletotrichum gloeosporioides (HERNANDEZ-ALBITER, et al., 2007).

Trabalhos utilizando 0leo essencial de plantas do género Lippia
demonstraram eficacia na inibicdo da germinacéao de conidios. O Oleo essencial de
L. sidoides inibiu a germinacdo de conidios de Bipolaris maydis proporcionalmente
ao aumento das concentragdes. As concentragbes de 0,05%, 0,1% e 0,25%
reduziram respectivamente, em 16%, 18% e 28% a germinac¢ao dos conidios. Ja na
concentracdo de 0,5% houve 90% de inibicdo e na concentracdo de 1%, houve
100% da inibicdo da germinacéo dos conidios (MOURAO et al., 2020).

O género Croton também vem demonstrando capacidade de inibir a

germinacdo de esporos de fungos fitopatogénicos. O extrato de folha de C.
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aromaticus na concentracdo de 10% (v/v) resultou em 46,9% de inibicdo da
germinacao de conidios de C. musae. Nas concentracdes de 50 e 80% a inibicéo foi
de 84,6% e 96,9%, respectivamente (DILHANI et al., 2016).

Assim, pode-se notar o potencial dos extratos e Oleos obtidos das espécies

vegetais desses géneros no controle de fungos causadores de doencgas de plantas.
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5 CONCLUSAO

O 6leo de Annona coriacea, na maior dose (3 L mL™), quando comparado
aos outros o6leos, apresentou a menor eficiéncia na inibicdo de crescimento micelial
em todos os fungos, entre 8 e 43%. Esse Oleo também inibiu a germinacdo de
conidios acima de 50% em F. sacchari, F. udum e T. ethacetica.

A dose de 2000 pug mL™ do éleo de Copaifera luetzelburgii foi eficiente em
inibir em mais de 65% o crescimento micelial de T. ethacetica e C. siamense. A
germinacao de conidios também foi inibida acima de 50% na maioria dos fungos
testados.

O 6leo de Lippia lasiocalycina, na maior dose (2000 pug mL™), foi mais
eficiente na inibicdo do crescimento micelial de T. ethacetica e L. theobromae. Essa
dose também inibiu em mais de 50% a germinacao de conidios de C. siamense, C.
truncatum, F. udum e T. ethacetica.

O 6leo de Croton zehntneri, na dose de 2000 ug mL™, inibiu em mais de 50%
o crescimento micelial de C. siamense, T. ethacetica e L. theobromae, além inibir a
germinagcdo de conidios em mais de 50% de F. udum e acima de 80% de T.

ethacetica.
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